i
BEPTO, DE PASANTES ¥
EXAMENES PROFMSIONALES
FAC, DE CRMMIGA

I

M-42441



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Presidente

Vocal
Jurado asignado Secretario
originalmen ler. Suplente
te segin el 20, Suplente

Profra., Guadglupe Vélez Pratt

Prof, Helio Flores Ramirez

Profra, Yolanda ,Caba;lleré Ae

Prof, KMauro Cruz Morales

Profra. Eloisa Uriarte Navarro

tema,

Sitio donde se desarro
1lo el Tema

Bibliotecas de Fac, de Quimics,

Inst, de cuimicz, Inst. de Invest.

Biomédieas, Inst, de Biologla

Sustentante: Vietor l\-!fanﬁ; ‘Barrers Gonzdlez,

W

2t T don,
Ay R

Asesor del Tema: Dra, Yolanda Caballero Arroyo.

5 -3
K
’



A LA MEMORIA DE MIS PADRES :

NARCISO BARRERA PLATA
Y
ANGEL A GONZALEZ ZAMUDIO

QUIENES CON SU EJEMPLO DE
INTEGRIDAD Y HONRADEZ ME
MOSTRARON EL CAMINO DE
LA SUPERACION ..~



A Ml NOVIA -

Dra. CARMEN BAEZ RUIZ

DE QUIEN APRENDI QUE LAS COSAS
REALIZADAS CON AMOR Y DEDICACION

PERDURAN SOBRE LAS HECHAS POR
OBLIGACION ...



A LA Dra. YOLANDA
CABALLERO

ARROYO

QUIEN CON SU VALIOSA ORIENTACION
Y AYUDA HIZO ‘POSIBLE LA REALIZACION

DE ESTA TESIS.



"EL HOMBRE HA SIDO HECHO NO

PARA VER LA LUZ , SINO PARA
VER SOLAMENTE LAS COSAS
QUE LA LUZ ILUMINA"

{GOETHE)



INDICE

INTRODUCCION ' 1

GENERALIDADES 3

I.~- Ouimioluminiscencia:Generalidades

II.- Bioluminiscenciz: Generalidades

CAPITULO I

QUIMIOLUMINISCENCIA DE COMPUESTOS ORGANICOS 21
I. A. Clasificacién
I. B. . Fecaniemo de la Quimioluminiscenciz
I. C. TIumindl
I. De Lofina
I. E. Iucigeninga
I. P. Quimioluminiscencia de iénes de Radicsm
les Aromiticos
I. G, Porfirinas
I, Ho Pirogalol
I. I. Endoperdxidos Aromiticos
CAPITULO II
BIOLUMINISCENCIA 32
II. A. Importancia y Distribucién
II. B. Clasificacién
II. C. Recambio
IT. D, Tunciédn de la Enzima



II. E. Grupo I: Oxidscién del Substrato
G.I.1. Cypridina
G.I.2. Peces: Apagén y Parapricantus
G.I.3. Odontosillis y Latia
II. F. Grupo II: Activeeidn del Substrato
Seguido de Oxidacién
G.II.1l. Cocuyo y Iuciernags
G.II.2. Celenterados Bioluminiscentes
G.I71.2(a) Antozoarios
G.II.2(b) Renilla-
G.II.2(c) Pactores para la emisién de luz azul
§.IT.2(d) Factores para la emisién de luz ver-
de '
G.IT.2(ec) Control del destello bioluminiscente
IL.G.Grupo III: Reduceidn Seguida de Oxidacidn
G.III.1l. Bacterias
G.ITI.1(a). Periodo de vida de la Bnzima inter
mediaria: Ndmero de Recambio
G.ITT.1.(b). Requerimiento de Aldehfdo
G.I1T.1.(c). Induccién Fotoquimica de la Bio——
luminiscencia
G.III.1.(d). Propiedades de la Imeiferasz Bac—
teriana: Aislamiento y Recombina-
cién de Subunidades
G.III.2. Hongos -
IT.H. Grupo IV: Peroxidacidn
II.I. Grupo V : Sistemas Precargados

G.V.1l. Dinoglagelados: Luminiscencia del "Deg
telladoxr v



G.V.2. TLos Hidrozoarios y Los Chtenéforos
G.V.2(a).Ia Medusa: Una Proteina "Precargada"

CAPITULO III

FUNCION BIOQUIMICA DE LA BIOLUMINISCENCIA 100

CAPITULO IV

APLICACTONES 107

Iiv.A Determinacién de algunos Iones metd-

licos mediante el Tuminél

IV.A.l. Aparato

IV.A.2. Capacidad Analitica

IV.B. Determinacién de algunos iones metd-
licos mediante 1z Lucigeninag

IV.0. Riboflavina-H,0,

Iv.D, Bioluminisceneié: Algunas Aplicacio-
nes -

IVv.D.1l, Sistema bioluminiscente del Cocuyo y
Tueciérnaga

IV.D.2. Sistema bioluminiseente Bacteriano

IV.Ds3. Otros Sistemas Bioluminiscentes

CONCLUSIONES 122

NOMENCLATURA 127

BIBLIOGRAFIA 128




INTRODUCCTION

Ta emisién de luz puede originarse en cualguier lugar
en que un sistema sufrg un cambio direciio en su eney=
gfa libre. La fuente de excitmcidén original del smiste
ma puede ser térmiem, como en una liémpara ineandescen
te; eléctrica, como en el chispazo de unr relimpggoj——
mecénica, como en el destello que zcompafia la ruptura
de un cristal de azdcar; o quimics, como en ls fosfo-

rescencia.

A las rescciones luminiscentes cuya fuente de exeita-
¢ién es quimics, =6 les denomina reameciones quimiolu-

miniscentes (1).

La guimioluminiscencia estd Intimamente relscionada-—-—
con el fendémeno fluoreécénte; puesto qgue ambos son —-
procesos de emigién, sin embargo, la diferencia funda
mental estriba en la formacifén del estado electrénics
mente excitado, mientrazs que en el fenémeno fluores—-
cente la excitacién de las moléculas se logra medisn-
te el suministro inicial de energfa luminosa, en la -
ouimioluminiseencia la obtencién del estado electréni
camente excitado se logra mediante energis puramente-
quinica obtenida durante el transcurso de la reaceién,
ésta energia, al ser absorbida por un determinado ndé-
mero de moléculas, es emitida al final de la reaccién
.como energia luminosa. 0 sea gue €3 UN PrOCES0 EXOE—-

nergético en el que la energia en ves de manifestarse



en Torma de calor, se manifiesta en forma de luz (2).

Cuando se descubrieron los primeros compuestos quimio
luminlscentes, los 1nvest1gadores creyeron encontrar—
ge en el umbral de un nuevo tlpo de procesos, pero —
con el advenimiento de 1a tenmodlnémlca, se.d;eron —
cuenta de que el fendmeno podfa explicarse enh -base a-

‘procesos termodindmicos elédsicos (3)%

Existe un gran nimero de substancias quimioluminiscen
tes, pero dentro de 105'éompue9t05~0rgéniebs ge encu-
entran los casos mas sobresalientes de emisién de luz
brillante, adeﬁés; el estudio de iésAcompuestos orgh-
nicos quimioluminiscentes ha servido para aclarar as-
pectos medulares de otro fenémeno no menos ésPBeténu—
lar; la emigién de luz por un organismo: la biolumi-—

niscencia.

Las reacciones bioluminiscentes son procesos quimio—-
luminiscentes catelizados por una enzima (4).

La bioluminiscencia constltuye un fenémeno muy intere
sante de la natursleza, es luz sin caloxr; forma per—-
fecta de alumbrado, es algo gue &l ingenio del hombre

atn no puede lograr (5).



GENERALIDADES

La quimioluminiscencia y la bioluminiscencis se estu-
diaron, en un principio en forma separada, pero UN =-
rasgo fundamental de ambos fendmenos gque sorprendis -
a los investigadores era que la emisién de luz no es-
taba acompafiada de emisidn perceptible de calor (6),-~
por lo que ha sido costumbreydurante muchos afios, des
ceribir a €stos procesos como emisién de "Iuz Fria" -

para distinguirla de la luminiscencia t8rmica,

Aunque el estudio de la luminiscenciaz, tanto en siste-
mas vivos como en substancize orgénicas, £é realizf—-
desde hace varios siglos, en realidad no fué sino - -
hasta los dltimos aflos del siglo XIX en que el fen -

meno pudo ser asociado a uma reaccidn rufmica simple-

(3).

Las reacciones quimioluﬁiniscentes Son pProcesos én —-
- los gue uns molécula, capdz de fluorescér, &g promovi
da a un estado electrénicamente excitados por medio -
de energié quimica. Si la reaccién es acompafiada por-
la emisién de luz visible égta debe suministrar uma =
energia de por lo menos 40-70 Keal/mol. (7).

Iias relaciones entre la naturaleza de uan compuesto —-

3



orgénico ¥ su facultad para mostfar luminiscencia, -
estdn geneyalmente asociadas con su naturaleza y su-
facultad de mostrar el fenémeno fluorescente (8), -=
por lo oue se explicari someramente cémo se produce-
éste fenémeno.

La fluorescencia es una reaccién iniciada fotoquimi-
camente, la fotoquimica estudia el efecto de la ener
gla radiznte en las reacciénes quimicas, asi{ eomo -
las velocidades y mecanismos de 1gs reacciones ini—

ciadas por la aceién de la luz (2).

Las reacciones térmicas se inician por la activacién
debids a las colisiones moleculares, como sabemos, -
la agitacidn térmica no es el dnico procedimiento —-
mediante el cual la energfa de los 4tomos y moléeu—
las auments suficientemente para causar una reaccién
sino gque los Atomos y las moléculas pueden absorber-
radiacién. Ia absorcién de luz por un &tomo o molécu
1la conduce a su excitacién, y =i la activacién es su
ficientemente grande puede origiparse una reaccién -
quimica.

La velocidad de las reacciones térmicas, sin catali-
Zar ¥y a una concentracién fija, puede variar sélo —-
por un cambio de temperatura. En las reacciones foto
quimicas 1a velocidad se modifiea al variar la inten
gidad de la luz usada en la irradiacién y el némero-

de moléculas activadas depende de la intensidad de -
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luz, la concentracibn de moléeulss activadas sersi ——
proporcional a la intencidad JTuminosa & que el reac-

tivo se haya expuesto (9).

Cuando un 4tomo absorbe energia fadianté; &ata, se——
‘gfin su magnitud, puede ocacionar la ionizacién del —
gtomo o producir la excitacién electrdnieé. Un 4tomo
electrénicamente excitado tiene un perfodo de vida =

7 a 1078 geg., ®i durante éste tiempo el-

de unos 10~
dtomo no sufre colisién con elguna otras particuls a-
la que pueda transferirleéigél o toda su energia, se
producird una reemisién de ééta energia~en forma par
cial o total, a éste fenémeno se le conoce con €l ——
nombre de fluorescencia, éuando los electrones exci-
tados regresan s su estado basal emitiendo una radig
cién de frecuencia igual a la absorbids, se obtiene-
uns fluorescencia de resonancig (10); Generalmente —
la emisién cess cuando se elimina lé radiacidn inci-
dente, sin embargo, en ocaciones la fluorescencig =
puede persistir algo mis y entonces itenemos la fosfo
rescencia, tanto la fluorescencis como la forfores——
cencia tienen el mismo origen, pero 1a diferencis en
tre ambas radica en que en la Wltima la emisién tie~-

ne lugar con mids lentitud (II)

Las leyes de velocidad que siguen las reacciones fo-
togufmicas son generalmente mis complejas cue las se

guidas por las reacciones térmicas.



Consideremos la reaccidn:

i, — 24

que pfocede por‘écti#acién fotoduimicé, éupbhgamds -

que la reaccidn prosigue por el mecanismo siguienties

*

a) Ay + v —p A, {(zotivaeidn).

b) A’_;_ —— 24 + hy  (disoeimeidn).
c) AZ +4, —p23, + hw (desactivacidén).

La primers etapa en data secuencia es la absorcién -
de un cuanto de luz por A,, con la formacién de una-
molécula aectivada que puede llevar a cabo una @isoci
acién, de acuerdo con la reaccién (b), o puede desac
tivarse por colisién con otrm moléeula ingctive de -
A,s de acuerdo con (c), EL producto final, A, se for
mz 86lo en la reaccidn (b) (9).

ALhora, ‘tomemos en cuenta la reaccién:

A+ B b [AB] —————A-B 4+ hv

oxidmeidn
(Reactivos) .- o Producto "Producto
- electréni- en estado
. " camente’ basal. /
excitado ) .

Como podemos ver, en las reacciones fotoquimicas se-

produce un cambio por absorcién de luz. El prbceso in
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verso es la emisidn de luz por un sistema a temperam—
turas ordinarias como resultado de una reamceidn qui-
micas como sucede en la quimioluminiscencia y en la-

bioluminiscencis=.

Teo~ Quimioluminiscencia: Generalidades

Para que una reacciln se efectde, debe de suminicira
rse a los reactivos una energia suficiente para gque-
sean capaces de activarse y por consiguiente trans—-—
formarse en el producto o los productos de reaccién-
(2).

Podemos representar la reaceidn de la moléculas A con
1a molécula B pars dar el nuevo producto AB, medisn-

te la siguiente ecuameidén:

A + B ——p [A-—B] ——— —p &B

(reactivos) ‘energla de formaeién . (produet'o)
activacién del comple-
jo aetivado

Las relaciones de energls involucradas en la reacci-

én se representan en la figura 1 .

Ia energla que debe ser adouirida por los reactivos—
al irse formando el complejo activado se llama ener-

gfa de activacién (9).

En las reacciones gquimioluminiseentes la emisidn de

T
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FIGURA |
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luz es cgusadas por un producto molecular formado en
un estado glectrénicamente excitado. Lo emisidn de-
1la radiscién ocurre cuando &sta moléecula, que no eg
necesariamente un producto direecto de la reacdidn,-
regresa a su estado basal(9).

Se congiders que el estado exitado va surgiendo en -
el lado opuesto del proceso (representzdo por la 1lf-
nea punteada en la figuraz 1), probablemente a partir
de uns energla altamente vibracional obtenida al - -
avanzar la reaccién hacia el producto final. En otra
s palabras, parte de la energla involucrada durante-
la transicién de complejo activado a producto final—
se ocupa en trasladar uvn determinado nfimero de molé-
culas hacia el estado electrénicamente exeitado (3.
Se desconoce si el proceso de equilibrio entre las -~
moléculas del estado basal vibracionalmente excita
das y el estado electrénicamente excitado puede afeg

ter la eficiencia de la reaccibn luminiscente.

La importancia de la formacién de los productos por
un mecanismo concertado ha sido subrayada por la re
lacibén exacta entre la entalpia de la reaccibn - -
(jk Hr) v la energfa de radiacién ( hv),légicamente

no se incluye a hv en 1la energfa de activacién (4).

El producto excitado puece indentificarse demostran
do cue el espectro de emisién en la reaccidn guimio
luminiscente es igual o comparable con el espectro-

de fluorescencia obtenido a partir del producto - =

8



aislado puro (12).

IT.- Bioluminisceneia: Generalidades -

La capacidad de emitir luz por ciertos organismos, -
se debe a que poseen una enzima, llamads luciferass,
que actdz sobre un substratos; la luciferina. Este —-
sistema enzima substrato tiene la propiedad de crear
estados electrénicamente excitados, cuya desactivae-
cién produce energla luminosa.

La bioluminiscencia, por tratarse de un proceso qui-
mioluniniscente catalizado por una enzima} tiene un-
rendimiento cercano gl 100 ¢4 en la produceidn de luz
(13).

La reaccién bioguimica cue d4 como resultado la emi-
sién de luz por un organismo puede escribirse, en —=

forma general, de la maners siguientes:

0
Iuciferina + Luciferasa ————JL——D P*
(substrato) (enzima) {(Producto——
electrénica
nmente exci
tado)
f*——————ﬁ> P + Iuz

(Producto en
estado basal)

La obtencidn de luciferina en forma pura ha permiti-
do determinar la eficacia del proceso emisor de luz,

prra ello se compard el nimero de moléculas de lueci-

9



ferina oxidadas con el nimero de cuantos de luz pro-
ducidos, resultéd que por cada molécula de luciferina

consumida se emite un cuanto de luz (14).

La bioluminiscencia no sflo ofrece interés por si —-

misma, sino que nos proporciona un medio muy preeiso

para el estudio de otros procesos biolégicos, ya que

la intensidad de luz producida es una evidencig diwe
recta de un tipo de reaceidénes que es comin en cier~

ta clase de procesos vivos,

10



CAPITULO I

QUIMIOLUMINISCENCIA DE COMPUESTOS ORGANICOS-

La mayoria de los compuestos orgénicos cuimioluminis
centes se descubrieron de una forma fortuiﬁa; duran-
te algln tiempo se conocieron unicemente tres compue
stos eficaces en la emizidn de la luz; La lofing ———

(1), el Iuminol (I) y la Imcigenina (III) (15)

Radziszewski, en 1877, desmostré que la Lofina (II)-
reaccionaba con oxigeno en solucién alecohflica de —-
KOH emitiendo luz. Este investigador encontr§ que un
gren nimero de compuestos orgénicos presentaba dsta-
propiedad.

No se conocia el mecanismo de emisidn de la luz, de -
modo oue resurgio el interés por e=tos compuestos cg
s{ 2l mismo tiempo de establecerse la estructura de-
la primera luciferins. Pronto resultd factible ideaw
modelos de compuestos tales como M, (esq.2) que se —

encuentren entre las sustancias gquimioluminiscentes-
més brillantes, (16).

El esquema 2 muestra un bosquejo de un mecanismo en-
el que interviene como intermediario un peréxido. (17)
Desde el descubrimiento del Iuminol (I) en 1928, los
estudios y trabajos en éste campo han tenido gran -

auge, en la actuslidad son muchas las investigacio—-

11



ESQUEMA. No |

PRIMEROS COMPUESTOS LUMINISCENTES CONOCIDOS
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nes en torno a nuevas sustancias gquimioluminiseentes-
(18).

I.A. Clasificacidn,

Todos los compuestos orgdnicos quimioluminiscentes co
nocidos pueden clasificarse en tres grupos: a)Grupo -
del Iuminol, en el que se produce descomposicién de -
peréxidos, como por ejemplo la Lofina (II) y la Iueci-
genina (III); b) Reacciones de Transferencia de Blec-
trones, como sucede en el difenilantracenuro de sodio
¥ ¢) Tormacién de Oxigeno Excitédo, como en el caso -

del Pirogalol y algunos polifenoles. (esg.3).

I.B. Mecanismo de la Quimioluminiscencia.

La mayor parte de las reacciones exotérmicas conducen
a la formacién de estados electrénicamente excitados-
que terminan por liberar su energia en forms de calor
parg que la Luminiscencia ocurrs es pecésari;\que X -
sea un buen grupo saliente (esq. 2), ¥ cue XII sea un
dcido mds fuerte que el peréxido de hidrégeno el re--
sultado de ésto es la formmcién de una dioxo etanona-
(estructurs N, escuema 3), proponiéndose que los dio-
xoetanos tienen la estructurs adecuada para formar es
tados electrdénicamente excitados (19). Se ha demostra
do oue los dioxoetanos sencillos (P Y R, esq. 3) for-
man, al descomponerse, compuestos carbonilo electrdni

camente excitados. (20).

12



ESQUEMA No. 2

MECANISMO EN EL QUE INTERVIENE COMO INTERMEDIARIO UN —
PEROXIDO

t|:Ha ?H: (I:Ha
02 N-
BASED D>
F=G b
HO X
(M) +c0p+xt ™
CIIHs (‘Z‘H:{
N

*

N
X]
0
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En el sistema oxalato (S,esqg.3) se produce la trans-
ferencia de la energia de un compuesto fluorescente-
formendo €ste ltimo durante la reaccién, tambien se
han hecho estudios sdicionando previamente el com— ~
puesto fluorescente, llegando a las mismas conclusig
nes (21),

1.0, Luminél.

A pesar de que existen compuestos que muestran mayor
luminiscencia que el Iuminol, &ste fué el primer com
puesto quimioluminiscente: que se estudié de una mene
va formal, EL Luminol, 6 5-amino~-2, 3-dihidroftalazi
na-l, 4 diona, fué reportado por primera vez en 1928
por Albrecht (3,18). Este compuesto debe estar en so
lucién acuosa alcalina, en presencis de peréxido de—
hidrégeno y un catalizador como el ferricisnuro de -
potasio; para que sea capaz de realizar una emisiln-
mixima de luz ( 22 ). Su expectro muestira nha banda-
Qe -424 mp(23), '

Se ha destrado a través de varios estudios en rela -
eién a derivados del Iuminol, que los substituyentes
electrodonzdores generalmente awmentan la intensidad
de la emisidn de la luz, mientras que grupos acepto-
res substituidos en el anillo beneénico, producen el
efecto contrario (24). Varios derivados como (IV) y-
(V) son mis eficientes en la emisidén de luz que el -
Iuminol, éste aumento es de 30 % y 300 % respectivaw
mente (25.26) (esc. 4).
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ESQUEMA 3

a)l DESCOMP’OS!CION DE PEROXIDOS

(xih (N)

b)REACCIONES DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES

0 0 0 0
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Klgunos substituyentes en el amillo heterocfclico —-
(como VI y VII) (27) , o un cambio de posicibn de =
los heterodtomos (como VIII ¥y IX); egs guficiente =
para impedir la quimioluminiseencia (28) (emg.4).

LIa reaceidn tambien puede ser inhibidz por quinol, ~
fenoles y por el ién cianuro (29), por otro lado pue
de ser aumentada por agentes inorginicos oxidantes -

como compuestos que contengen Fe (III) o Cu (II).

Si en lugar de peréxido de hidrégeno se emplesm perd-
¥ido de benzoilo, tambien se produce un aumento en -

la quimioluminiscencia (3).

Exigtian muchas dudas acerca del mecanismo de emi- -
sidn de luz, pero ubtilizando sulféxido de dimetilo -
como disolvente y un exceso de NaOH, se logrd aislar
casi eomo ¥nico producto el 4eido 3-aminoftdlico,

Pogteriormente se repitid el experimento en las mig-
mas condiciones, pero al afiadir una corriente de - -~
0, 18 se encontrd que éste se incorporaba cuentitali
vamente en el ién aminoftalato (25) demostrando cue~

éste ién es el responsable de la emisiédn de luz.
Otro hecho que demuestra e5to es que la Qgl del idn~
aminoftalato en sulféxido de dimetilo es de 485 mA,

¥ su 0f, en el mismo disolvente es de 440-500 mM.--

14



ESQUEMA No 4

ALGUNOS DERIVADOS DEL LUMINOL
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Se han realizaso varios experimentos similares; pero
todos coinciden en que el idn aminoftalato es la = =
fnics molécula emisora durante el paso productor dew
luz (30), ademés, se ha comprobado que el dianién —-
del fcido ft4lico carece de fluorescencis visible —-
(31).

I.D. Lofinz.

Lo Lofina es el 2, 2, S5~trifenilimidazol (II), fué -
el primer compuesto quiﬁioluminise@nte que se gislé-
en forma puras. La oxidacidn directs de éste compues-
to, usando una base fuerte en presencia de oxlgeno -
d4-como resultado la emisién de una luz amarilla -= -

(500 mu ) (3).

La luminiscencia de la Lofing estd asociada e@on la -
formacién &e un radical libre inestable de color pix
pura, éste radical reaccions con ox{geno para formar
un perdxido aislable (X), la adicién de una base co-—
mo dnico reactivo g_gste peréxido, dé como resultado
la emisién de luz a 530 mu (32) (esqgs 5). Este peré-
xido se ha preparado independientemente y emite una-—
luz més intensa que la emitida por la Lofing en sf -

cuando es trgtada en condiciones similares (33Y;

El dihidro derivado, el amarino (XI), es tambien qui
mioluminiscente y se oxida con mucha facilidad pro -

duciendo la lofina. La hidrobenzamida (XII), auncue-
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ESQUEMA No b5

MECANISMO LUMINISCENTE DE LA LOFINA
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no es ciclica, tiene una estructura similar y el fe
némeno puede asociarse con la formacidn de un rgdi-

cal por la extreceién de un gtomo de hidrdgeno (3).

TLos productos prineipales de ls desmcomposicién en -~
condiciones adecuadas del peréxido (X), son la lofi
na (II) y la dibenzoilbenzamida (XIII) (esq.5). Afn
no se ha esclarecido si 1la eliminaeién del oxfgeno-
es suficientemente exotérmicg como pars provocar la
emisién de la luz observada (530mL), de tal manera
que la formacién de la lofina en estado exitado que
da descartada (4), por otro lado, la dibenzoilbenzg
mida (XIII) tiene una Tluorescencis. muy d6bil en so
luciones alcalines y se ha demostrado que fluoresce
a longitudes de onda considerablemente mis cortas -
gue a 530 mM(3). Por lo que la naturaleza exacta -
del emisor, y por ende del mecanismo, se deseconoce-
hasta el momento (3). Sin embargo ciertos derivados
de la lofina muestran una relacidn satisfactoria en
sug longitudes de ondas entre la fluorescencia de la
gal de la dibensoilbenzemida formada en la reaccién

¥ su quimioluminiscencia (34) (esg.6).

La fluorescencia de (XVa) ¥y la quimioluminiscencia-
~de (¥IVa) tienen un mdximo a 491 mji; (2:{10"3 Me)yw
¥ el especttp correspondiente a las estrueturas - -

(XVb) y (XIVb), tienen un méximo de 485 mjila la mig

ma concentrzcidn. Como sucede en el luminol (I), la
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ESQUEMA 6

FORMACION DE INTERMEDIARIOS LUMINISCENTES
EN ALGUNOS TDERIVADOS DE LA LOFINA
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intensidsd de la luz es directamente proporcional g

la concentracién de Lofina (II) substitufda, y la -
oxidacidén ( en &ste caso se ha demostrado que es una
peroxidacidn ) es el paso lento de la reazecién (3) .
Se ha propuesto que el mecanismo ocurre via el inter

mediario {¥VI) (esg.6).

Ias intensidades relativas-emitidas por una serie si
milar de lofinas substituldas (35) dan una relscién-
lineal de log"I/‘Io contra ¢ , endonde I ex la inten-
sidad observada del derivado, Io es la intensidad de
la oxidacidn de ls 1ofinq,ﬂres la constante de subis-~
titucién de Hammett. Se cree que la relacién es debi
de a la velocidad de oxidacién (formacién de Perdxi-
do) o bien el auméggglde 1z luminiseencis que es de~
bido a la formacidén de intexmediarios fluorescenties~—

muy inestables (3).

Se ha propuesto que la diserepancis entre los dos —-
resultados de ambas investigaciones es deblids gl em~
pleo de disolventes diferentes (etanol y sulféxido -
de dimetilo).

Otra serie importante de perdxidos que tambien son -
quimioluminiscentes, son los indoles-3 y ~1 hidrope-
r8xidos (36) (XVII). Se ha demostrado cue &stos com
puestos emiten luz cuendo son calentados, o cuando -
son tratados con terbutéxido de potdsio en sulfdxidp

de dimetilo,
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Lo reaceidn bajo dstes condiciones s8lo dd 1los pro--
ductos mostrados en el esquema T, el anién amidg ——-
(formado en gran cantidad ) es el producto electrini
camente excitado (3). Por ejemplo, la quimioluminis-
cencia de (XVIIa) y la fluorescencia de anidn amida~
correspondiente, tienen embos un méximo de 518m M ;-
(XVIIb) d4 unaz luz con un miximo & 495 mul, nuevamen
te idénticos al de la fluorescencia de su anibn ami-

da corregspondiente (36).

Este Wltimo grupo de peféxidos es de gran importan—--
ciz, no 8blo por el hecho de ser guimioluminiscentes
sino porque se ha demostrado que la luciferina aisls
da de un organismo bioluminiscente: 1llamado "Renillg-
reniformes", posee en su estructura un grupo indéli-
co (6). Por otro lado, los indoles simples también -
presentan el fendémeno cuimioluminiscente cuando son-
oxidados en solucién bésica, una reaccidén que involn
cra a los ihdoleh—3 y -1 hidroperéxidos (37).

I 0 EQ Iluc igeninan

Este compuesto fué reportado por primera vez en 1935
es de una eficiencia comparable eon la del luminol ¥y
por lo tanto ha recibido mucha atencién, la Lucigeni
na es el dinitrado de NN' ~dimetil- 9, 9' biacridi—-
nio (III), gque emite una luz azul-verde en la oxida-
cién con peréxido de hidrogéno en solucién alcalina-

(3). Los primeros trabajos propudieron un mecanismo-~
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ESQUEMA N 7

REACCION LUMINISCENTE DE LOS —3 y —1 HIDROPEROXIDOS
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basado en la oxidacién del esrbinol (iVIII); gin em-
bargo, la reaceién propuesta para el paso emisor de-
1luz no podfa producir la energfs de exitascidn obsor-
vada (4) (esq.8).

Cuando ge l1ldentificaron los productos de reaccibn, -
los investigadores no tomaron en cuenta la formacién
de la N-metilacridona (¥X), la consideraliam un produ
cto secundario. Pensaban que el paso principalen la-
emisién de luz era de (XIX) a (XVIII), en las inves-
tigaciones posteriores usande soluciones aslealines -
dilufdas entre 40-50° C; se observd una emisién aszul
cuyo espectro correspondié exactamente eon €l espee-
tro fluorescente de la N-metilacridona (32)& También
se demostnd que la Iucigenina diene una fluoresecen -
cis m&xima de color verde a 18° €, usando solucién -
alealina de mayor concentracién. Ia identificzeién -

de la N-metilmcridona como lg molécula principal - -

emisors de luz se ha comprabado por varios métodos

(38), por lo que &stos compuestos-se han estudiado
independientemente de la lucigenine en sf.

Se ha demostrado oue el mecanismo opera por trensfe-
rencia de energfa, una Fforma seneilla de comprobarlo
consiste en adicionar fluoresceina a una solucién -~
alcalina dilufdas que contenga tnicamente N-metilaeri
dona y observaremos que la luz emitida por éste com-
puesto al oxidarse es absorvida por la fluorescefna-

para efectuar su fendmeno fluorescente, el color de-
i
\
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la luz emitida por todo el sistema es azil-amarilla-

(3) &

En la resccidén de la lucigenina mostrads en el esge~
8, ocurre una transferencia de energfa es decir, unoc
de los productogde reaccién (la N-metilacridona) su-
fre una quimioluminiscencia, la emisién de 1uz es ——
absorvida por otro de los productos de resccidn (el-
perdéxido XIX) para fluorescer y pasar =z la estruetu-
ra (XVIII).

Una gran variedad de substancias, tales como el gli-
ceroly los glicoles, urem, 4dcido ascdrbico, ¥y los —
alcoholes glifdticos aumentan la intensidad de la —-
luz observeda. La piperidina, la piridina, el hidwvé-
xido de amonio y el ﬁatﬁﬁxido de Osmio; provocan un-—

efecto mis pronunciado (39,40).

Le lucigenina en solucién acuosa, en presencis de -
agentes reductores emite luz en contacto con el oxi-
geno atmosférico, su reaccién quimioluminiscente ee-
muy sensible al perfxido de hidrfgeno, la sola pré—
sencia de huellas de éste compuesto es suficiente pg
ra excitar a la molécula (41).

Se ha descrito una serie de sales de aeridinio que -
son quimioluminiscentes en presencia de soluciones =
alcalinas de perdxido de hidrégeno, dando reacciones

oue esten libres de cualquier color o cualquier otra
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fluorescencia gue no seg la de la N-metilacridong -
lo oque permite una identificzeidn inequivocm de la -
N-metilacridona como el Unieo producto excitado (36).
El mecanismo tanto para la lucigenins como parsz algn

nos de sus derivados gse muestirz en el esquema 9.

Tos compuestos (¥¥a) y (XXb) emiten unz luz de una-
brillantez comparable con la de la lueigenina, el og’
den de intensidad de la luz emitida por los compues—
tog estd listado en forma descendente en el esquema-
9, en donde los compuestos (¥Xf) y (XXg) ya no son -
quimioluminiscentes; La substitucidén del grupo feni-
lo en el compuesto (X¥b), tanto por grupos aceptores
de electrones como por grupos electro-donedores, dsm-
~ como resultado velocidades de reaccidn diferentes, -
confirmando asf que el atague del idn peréxido sobre
el grupo carbonilo estd asociado con la emisién de -
luz (42).

Los intermediarios en ambas clases de sales de amcri-
dinio involueram un peréxido de cuatro mienbros, se-
" ha demostrado gue la brillantes de &stos compuestos-

es causada por la ruptura del enlace perdxido (42a).

K principios de la década pasada se deseubrid la reg
ceibdn quimioluminiscente entre el cloruro oxé4lico y-
el perbxido de hidrédgeno, a rafz de €sto se demostrd
gue un gran ndmero de peréxidbs de acilo emiten luz-~

al descomponerse, los miembros aliffticos de ésta ~
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clase de compuestos no son quimioluminiseentes (43);

Por ejemplo, el 9,10-difenilantraceno, un cloruro -
de 4cido, como (XXI), en presencia de perfxido de hi
drégeno; 6 bien, 9,10-difenilantraceno, 4cidos como=
(xx11) & (XXIII), con diciclohexilesrbo-di-imida y -
perSxido de hidrégeno, emiten una luz caracteristies

de la fluorescencia del difenilantraceno (esgel0) w

(3).

El empleo de hidroperéxido de ter-butilo en vez de -
{(Zx1), (XXII) 6 (XXIII) provoes un zmumento en la - =
quimioluminiscencia del sistema. Se ha comprobado ==
que un peréxido de aeilo como (XXIV, R=H, R°=H § texr
-butilo) es formado "in situ", la via mecanistica paz
ra une descomposicién quimioluminiscente se muestrzm-
en el esquema 11 , subragyando que estas reacciones -
proceden de ung manera concertada. Por lo que resul—
ta dificil hacer uma distincién entre la transferen—
cia de energls directamente de una moléecula excitada
de CO,, ¥y la descomposicidn de un complejo del peré-
xido de aecilo y la molécula aceptora de energfa . —-
Sin embargo, existen evidencias para demostrar una -
emisién guimioluminiscente & partir de CO

5 exeitado-

en forma gaseoss (12).

Cuando se emplean compuestos del tipo (XXIV, R=Me, -
Et, tBu; R'= H é§ ter-butilo), la luminiscencia obser

vada es despreciable . Iis descomposicién del perdxi-
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ESQUEMA 10
PEROXIDOS DE ACILO QUE AL DESCOMPONERSE
EMITEN LUZ
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do de acilo (¥XV), preparado a parbir del correspon

diente anhfdrido, es tambien quimioluminiscente (3).

Bl cloruro de 4cido, cloruro de 9-clorocarbonil-lO-
metilacridinio (¥Xa), fué descubierto independiente
mente y han sido objeto de estudios muy detallados-
Se ha comprobado que su resccifn quimioluminiseente
es de una produccidn de cuantos de 1.1%; por lo ten
to, tiene una brillante z mayor que la del Luminol -
(42) . El mecsnismo propuesto es igual al que se mu-~

estra en el esguema 9,

1.F. Quimioluminiscencis de iones de Radicales Aro-

miticos,

Otro tipo importante de procesos quimioluminiseen -
tes en solucidn lo constituyen las reacciones que -
involucran el movimiento de electmones de un yedi——
cal anidnico, o la adicién de un electrén a un ra-
dical catiénico, durante la formscibn del estado ==
excitado del hidwocarburo principal (44). Por ejem-—
plo, el 9; 10~difenilentracenuro de sodio puede ser
oxidado a antraceno mediante un gran ndmero de seep
tores de electrones, Cuando se adiciona €1loro 0 = =
bromo a una solucidn del radical aniénico,de eolor-
obscuro en tetrahidrofurano, di una solucidn clara-
de 9, l0-difenilantraceno (DFA) y la luz correspon-
diente de su fluorescencia, el iodo no provocg este

efecto (45). El cloruro de oxalil, el perdxido de =
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benzoilo, el didxido de nitrégeno, el ion cérico ye-
ciertos tetracetatos también son efectivos, pero no-—
asf el oxigeno. Cuando se usm iodo y oxfgeno 1la ener
gila es insuficiente porgue probablemente &sta se — =

ocupa sélo en la oxidacidén (3,46).

un gran ntmero de hidrocarburos aromiticos poliefeli
cos cusndo son tratados con naftzlenuro de 20dioy ==
dan el radical anionico correspondiente;, el cual emi
te luz al oxidarse. El 9,10-dicloro-9,10-difenil an-
traceno (XXVI) puede ser cbnsiderando un ggente oxi-
dante en éstos términos, y una mezcla de soluciones-
édste compuesto y de DFA emite luz (47).

A éste fenbmeno se le conoce particularmente gomo =—-
luminiscencia de recombinacién foto-inducida y ha si
do estudizdo principalmente en procesos gue involu—=
cran la reaccién de un radical snidnico con su eorres
pondiente radical catiénico (45). En el fendmeno de-
recombinacién, la radizcién traslada un electrén de-
une molécula orgdnica a bajas temperaturas,al efec=——
tuarse la emisidn fluorescente, el sistema es calen-
tado, pero la transferencia de un electrén del orbi-
tal de alto enlace del radical aniénico a un agente-
oxidante crea una molécula en estado exitado. El re~
greso del electrdén previamente adicionado (necesasrig
mente en un orbital de antienlace) al orbitel vacio-
del estado basal provoca un aumento en la quimiolumi

niscencia observada. El mecanismo propuesto para el-
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caso del perdxido de benzoilo (PBO) ¥ el difenilan

tracenuro de sodio se muestrz en el esquema 12 (48),

Ta reaceién sndloga realizada entre el cetil deriva—
do de la N-metil-acridonz (NMA) (XXVII) y el peréxi-
do de benzoilo, usando cloruro de p~toluen sulfonilo
como aceptor de electronses, se muestra en el esd: 13

(45).

Para la formacidn de un producto en estado excitado-
se espera la generacién ae un catidn del radicsal Art
en la presencia de wn amidn del radicsl An!-z atbo S
por el movimiento de un electrdn del orbitzl de alto
enlace de ArS") ¢ bien. por la adidi&n de un electrén
o un orbital de antienlace de ar(™) (3).

Ta electrélisis de soluciones de antraceno, rubrengy
perileno y de hidrocarburos poliedclicos relacionados
con los compuestos anteriores; en acetonitrilo 8 di-
metilformanida y en presencia de un electrolito so—--
porte, dan un aumento en la luminiseencia del citodo
(49). E1 color de la luz es igual al de la fluoresS—
cencia del hidrocarburo estudiado, la relacién se —-—
efectla en el ecuerpo de la solucién ¥y no en la super-
ficie del electrodo (46). La reaccidn que se lleva -
a cabo es la siguiente:

(=)

(+) - Ar® 4 ar

Ar, + Ar,
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ESQUEMA Nol2

MECANISMO LUMINISCENTE PARA EL PEROXIDO DE BENZOILO 3
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FI

= Vey ¥ para R

Se ha establecido un perfodo de vids, relativamente-
(+)

corto, de 10 segundos para Ar s mientras que el —=
anién Ar(-) es nuy estable (44.45).

Los investigadores se preguntaban si la luminiscen—
cia era un resultado espeeificd de la reaccidn Ar.——
(+) + Ar.(-z o 8i 1la reducecidn y la oxidacién s —
realizarop en forma independiente. Estudios posterie
res reslizados con sistemas electroliticos gue per—
miten la rdpida inversidn . de la polaridad de los —
electrodos, lograron medir el potencial de geners —
cidn y el potencial de oxidacidn de un proceso lumi-
niscente de éste tipo. Por ejempio, para el rubreno-
el potencial de gemeracidn de R.(_) es E1/2 - 1.37 -

(+) og By/o + 0.91 V.

Durante la inversién de la polaridad el R(-)preformg
do es oxidado aproximadamente z +0.5V. que es el po-
tencial de generacién de R.(+2 demostrando ocue lg =
reaccidn R.(')- e ——— ﬁ? es luminiscente,

+) 2 _o.ov.
produce luz, resultando éste dltima desprecisble ——-

Similarmente la electroreducecién de R.
frente a la emitida durante la oxidacidén (50).

I.&, Porfirinas

= ;
3 - s
¥ £

7,
Ia. descomposicidn-dé3perdxidos orgdnicos tales como-

el hidroperéxido de tetralina, en la presencia de —-
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porfirinas y ftalocieninas metdlicas, dan como resul
tado la emisién de luz del mismo color que el de lg-
fluorescencia de la Porfirins (51). la fialocianina-
de Fe (XXVIII) cataliza la descomposicién exotérhieca
del hidroperéxido de tetralina a temperaturs smbien-
te con 1la emisién de la luz, pero generglmente, se -
requieren altas tempersturas cuando la reaccién se -
efectls en un solvente inerte, eomo por ejemplo tolw
eno destilado. Los productos principales de éstas =-
regecidnes son la tetrzlona y la ftalimids, Se hg =
demostrado que la ftalocianina de berilioes 1la nES—m
brillante (52). Loe estudios de lz tetrafenilporfina
de zine (ZnTPP) establecen que la luz emitida corves
ponde a la fluorescencias de la metaiofosfirina Yy con
firman que se requiere un metal para la emisibn de -
luz. El mecanismo propuesto se muestra en el esquemg
15 (3).

El producto de itransferencia de carga es reducido —-
por un radieal libre formado durante la reaccién, o-
por el perdxido en si, siendo considersdo un proceso
en cadena. El amceptor de electrones en el dltimo pa-
so del proceso entrs a un estado excitado antes que-
a un estado basal, siendo un resultade similar discu
tido anteriormente para los hidrocarburos policfcli-

COS,

Los procesos gquimioluminiscentes de éste grupo invo-

lucran reacciones de transferencia de electirones, -~

27



» ESQUEMA 14
ALGUNAS FTALOCIANINAS METALICAS QUE AL DESCOMPONERSE
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ESQUEMA IS

MECANISMO LUMINISCENTE DE LA Zn TPP
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puesto que la conservacién de energla aunads econ la-
velocidad de dicha transferencis es un resultado mis
probable en un estado electrénicamente exitado gue -

en un egtado basal vibracionalmente excitado (45).
I.H. Pirogalol

La oxidaeién del pirogalol en soluciédn aleslins, con
1a emisidn de luz, fué observadas desde hace 60 afios-
(18); pero en los fdltimos afios se han propuesto ar--
gumentos convincentes en relacidn a la causa de la -
luzobservada. En el sistema estudiado se ha identifi
- cado una banda cercs de 630 mu como parte del oxige~

no excitado (3).

Cuando se mezclan pirogalol, carbonato de potasio y-
formaldehido, ls intensidad de la luz producida es -~
aumentada considerablemente, a esta reaccién se le -
conoce con el nombre de "resccién de Trautz~Schori--
gin", En el mecanismo de reaccién se propone la des-
composicién de un perdxido intermediario, con la for
macién de ox{geno en estado excitado por la colisién
de dos radicales (Esquema 16)(4).

El papel del pirogalol no ha sido totalmente aclara-
do, aungue es obvio que estd involucrado en la formg
eidn del radical (3). Otros polifenoles tambien son-
gquimioluminiscentes cuando reaccionan en condiciones

similares, usando ozono como oxidante (53).
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ESQUEMA ie
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I.I. Endoperéxidos Aromdticos

Varios hidrocarburos srométicos policdiclicos lineales
gse oxidan ripidamente bajo irradiacién paraz formar —-
endoperéxidos tales como (¥¥XIII). la reacciédn gene--—
ralmente es reversible, algunos de estos peroxidos —-
emiten luz cuando desprenden oxigeno gaseoso, en un -
rango de temperaturas de 25°_ 200°¢ (54). En general-
1la intensidad de luz emitida por éste tipo de compues
tos esbaja, sin embargo, los perdéxidos de los acenos-
tales como los del rubreno (XXXIV) y 1l,4-dimetoxi-9,-
10-difenil antraceno (Y¥¥V), ocue liberan oxigeno casi
cuentitativamente, son los mids eficaces en la emisién
de luz (Bscguema 17) todas las investigaciones rela-
cionadas con la explicacién de la luz observada indi-
can aque el hidrocarburo original es formado en un es-
tado excitado, y no algin otro producto como la antram
cuinona, el espectro de la luz observada es vorlo ge-
neral muy similar al de la fluorescencia del hidrocar

buro involuecrado.

Es imnortante seflalar la reversibilidad de la formg—-~
cidn del perdxido como un paso productor de luz, pero
desafortunadamente el calor de formaciédn,vor lo menos
para el perdxido de antfaceno, es muy por abgjo del -
egtimado para la energia de la radiscidn observada —-
(55).

Bl 9, 10-endoperédxido del antraceno no produce mucho-
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oxigeno al sobrecalentarse, y la sgntraquinona es uno

de los productos principales,

30



CAPITULO II

BIOLUMINISCENCTIA

II.A. Importancis y Distribucién

Una de las caracteristicas més importante de la bio-
//iuminiseencia es lg gran diversidad de organismos —-—
gue tienen desarrollada la capacidad de emitir luz.-
Estos incluyen ciertas bacterias, hongos, radiolari-
os; esponjas, corales, flagelados, hidroides, nemer-
tinos,crusticeos, almejas, caracoles, calamares, cen
tipedos, milpies e insectos. Entre los Wltimos sg —=
encuentran los insectos familiarmente conocidos como
cocuyos y lucidrnagas, Muchos peces son también lumi
nosos; pero no existen formas luminosas entre los —-
anfibios, reptiles, aves ni mamfferos. Ninguna plan-
ta superior es luminosa; con excepcién de unas pocas
variedades de bacterias luminosgs, ningln orgenismo-

de agua dulce emite luz (1).

La emisidén de luz por un organismo es usada para dig
tintos propdsitos, como puede sexr el apareamiento,—-—
la comunicacién, encontrar y atraer a su presa, dife
rencigcidn de sexo, distraer g sus atacantes o como-
camuflage (6).

Un molusco luminoso llamada "Pholas daetylus", que—-
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desde 1la antiguedad ha sido econsidersdo por el hombre
como un delicioso manjar, fué utilizado en 1887 por =
el investigador frances Rafael Dubois en sus estudios
sobre las substancis involucradas en la bloluminiscen

cia. Dubois demostré que un extracto de " Pholas" en-

agua fria continusba emitiendo luz durante varios mi-

nutos, encontré que después de haber cesado el deste-
1lo, la emisién de luz podfa restaurarse mediasnte la-
adisién de un segundo extracto obtenido lavanda alme-
ja fresca con agua caliente y enfriando despuds el -
zumo, (56)

Dubois coneluyé que existfa cierta substamcia en el -
extracto hecho con aguae caliente gue era esencis] para
la emisidn de luz y aue no era afectada por el calor;
denomind Iuciferina a éste material, nombre derivado-
de Imcifer, que significas portador de luz. A la subs-
tancia del extracto hecho con agua fria la denominé -
Tuciferssa, indicando gue el sufijo "asa" que tenis -
las propiedades de una enzima, la Luciferass, al i =--
gual que la mayor parte de las enzimas, es sensible—
al ealor. Dubois observd gue tanto la Iuciferina como
la Tmeiferasa se extraisn mediante agua caliente 0 =
fria; pero gue el agua caliente inactivaba a la Imci-

ferasas, dejando activa solamente a lz Imciferina (56)

Otro pionero en el campo de la bioluminiseencia fué—-
E. Newton Harvey, ouién continuando con las investigs

ciones de Dubois logré demostrar que la emisidn de —-
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Juz en los organismos es un proceso enzimdtico, tam-
bién describid las reacciones luciferina-luciferasa-~
en una gran variedad de seres vivos, Harvey y sus —-
colaboradores encontraron en Japon un crustéceo (Cy-
pridina hildendorfu) ocue, una vez desecmdo, consbti—-
tufa una buena fuente de Tuciferina y luciferasz. La
Cypridina vive tanto en ague dulee como en agua salg
da, pero solo las formas salinas son luminosas (57).
Durante la Segunda Guerra Mundial, los soldados Japo
neses utilizaban Cypriding desecada como fuente Llumi
nosa de poca intensidad cuando no querian correr el-
riesgo de utilizar linternas. Una peouefla cantidad -
de polvo de Cypridinacolocado en la palma de la mano
¥y humedecido posteriormente proporcionaba suficiente
cantidad de luz para leer un mapa o un mensaje (1).-
El organismo no es luminoso por si mismo; segrega lu
ciferina y luciferasa en el agua que lo rodea y la -
interaccién sobre éstas substancias produce una luz-
azul (15). -

Existen una gran cantidad de formas luminosas entre-
los gusanos anélidos, la luminiseencie es particular
mente sorprendente durante el periodo de celo de &s-
tos animales (58).

Se sabe desde hace mucho tiempo que bacterias luming
gas8 crecen sobre carnes o pescados muertos, Roberto-
Boyle rvealizd experiencias con §stas bacterias y en-—

1668 demostré oue necesitaban aire para poder emitir
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luz;

Durante varios siglos el llamado "™ Fuego del Mar"™ re-
presenté un misterio para los pescadores ¥y otros ob——
servadores, el "Fuego"™ hace referencia a la incandes-
cencia vista slgunas veces en la estela de los bmrecos
gue @irculaban en aguas tropicales. Esta incandescen-
cia es debida a la presencia de un gran ndmero de di-
noflagelados que producen luminiscencia cuando son --
perturbados. Tardd en descubrirse que ésta luminiscen
cia es originada siempre por seres vivos debido a que
la mayor parte de los dinoflagelados son unicelulares

'(l).

La luz en las profundides de loe ocdanos tiene una —-
intensidad méxima en la regién asul-verde (475 nm) y-
los ojos de la mayoria de los habitantes de éstas zo-
nas han desarrollado probgllemente una eficieneia 6p--
tima alrededor de ésta longitud de onda. No es de sor
prendernos que la mayoria de la bioluminiscencia mari
na esté también en la region szul-verde. Dos terceras
partes de los organismos de una columna de agua océa-
nica de 2000 metros son bioluminiscentes y el Indice-~

méximo de luminiscencia ocurre a los 800 metros (6).

Otro grupo bioluminiscente importante lo constituyen-
los hongos, probablemente el mejor conocido es el —w-
"Panue Stiptiens®, oue existe en dos variedades: una-
en América, que es luminosa y otra en Europa, que no-

lo es. Los micelios filiformes de las dos variedades-
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pueden fumdirse y mediante dsta téemica mostrarse que

la luminiscencia estd sujeta a control genético, Evi-

dentemente, la variedad europea carece de uno o mis -
L4 s s 0y

genes necesarios para sintetizar las enzimas oue se -

requieren pars la luminiseencisz, =l menos una de ég--

tas enzimas es la luciferasa (56).

Entre los insectos se encuentran casos sorprendentes-
de luminisceneis, en los colémbolos, fulgdsidos, ela-
$éridos, en las larvas de ciertas moscas, y desde lue
go, en los cocuyos y sus larvas llamadss luciérnages-
los cocuyos verdaderos, o insectos luminosos se eN—w—-
cuentran en diversas partes de la tierra y ofrecen el
ejemplo mis familiar de luminiscencia. Ia hipétesis -
antigua de oue la luz de los cocuyos €s un medio de -
atraer gl sexo opuesto para aparearse, esti hoy uni—-

versalmente aceptada (56).

El proceso gquimico de produceidén de luz por los cocu-
yos se ha estudiado desde que Harvey establecib, por-
primera vez en 1916, que la luminiscencia de los cocu
yos es el resultado de la misma reamccién lucifering—-
luciferasa oue Dubois encontrd en la almeja luminosa—
se sabe que la luminiscéncia de los cocuyos requiere,
ademds de oxigeno, del suministrador universal de ——-
energla, el trifosfato de adenocin (ATP). Si se hace-
un extracto con agua fria de las partes luminosas de-
los cocuyos y se abandona hasta gue desaparezes la —-

luz, con solo afiadir ATP se puede regenerar de nuevo-
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la emisién de luz con intensidad mayor = la original,
Durante los Wltimos afios se ha aislado la luciferina-
de cocuyos, y se ha llegado a establecer y confirmar-
su estructura quimica, igualmente se ha gislado y ob-
tenido en forma pura su luciferina, su moléculs que -
tiene aproximgdamente 1000 aminodcidos y es, por lo -

tanto, de elevado peso molecular (59).

Un fendmeno tan difundido en la naturaleza debiié te——
ner razgos marcadamente select%vos. ILa emisién de luz
en los organismos pluricelulares mis avanzados ha ido
adaptdndose para cumplir funciones muy especificas, -
alin no se conoce si la emisidn de luz tiene algung —-
funcién en los organismos inferiores, como las bacte-~
rias, los hongos y los dinoflagelados, La amplia dis-
tribuciédn de &sta gran variedad de distintos organis-
mos luminosos con procesos culmicos diferentes impli-
cados en la emisién de luz, indiearia que, en algin--
momento, éstos mecanismos tuvierén una funcién selec-
tiva (1).

Parece razonable pensar que el origen de los procesos
emigores de luz estuvo Intimamente relacionado con la
evolucibn primitiva de la vida sobre la tierra, se -~
cree que varias formas de adaptaciones "Utiles" de la
luminiscencia en los organismos mAs avanzados se pPro-

dujeron en las dltimas etapas de la evolucidén (60),

II.B., Clasificacién.
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Puede considerarse que todas las reaccidnes bioluminig
centes requieren oxigeno, aunque(gb veces los eomponen
tes aislados eontienen un perdxido preformado; en los-
ejemplos investigados hasta shora, la descomposicién -
exotérmica de un perdxido intermediario d4 como resul-
tado la formacién de un producto en estado eleectrénics
nente excitado. ILa méyoria de las veees &ste producto-
es altamente fluorescente,o de no serlo, tramsfiere su
energfa a una molécula fluorescente (15).

Las reseciones bioluminiscentes no pueden ser e¢lagsifi-
cadas de ameunerdo s mecanismos de remceidn especificos,
Cormier y Totter sugieren una clasificacidén cue com——-
prende cuatro tipos de rescciones, & la que se le ha -
aumentado un quinto grupo: los sistemas "Precargados"-
(61), (Escuema 18).

ESOUEMA 18
Grupo I Oxidacibn del Bubstrato.
Grupo II Activaeidn del Subtrato

seguida de oxidacién.

Grupo III Reduceidn seguida de oxi-

daci6n.
Grupo IV Perdxidacién.
Grupo V Sistemas Precargados,

funoue estos grupos, especialmente el V, no proporcio-

nan un conocimiento en el mecanismo de reaccidn, son -

37



dtiles ecomo forma de presentacién. Bl grupo V no-
hoce referencia al mecanismo, sino al hecho de oue =
éstos sistemas al ser aislados no son completos, és-—

to es, necesitan "recambio" (35).
II.C. Recambio

El termino recambio se usa en relacién con la sinte-
sigs y degradacién de proteinas, la expresién "recam-
bio de protefnas® se empleg usualmente para denobar-
un fenémeno general en el cual las protefnas tisula-
res se egtdn sintetizando y degradando continuamente
(62).

"Velocidad de Recambio" ez el término que se utiliza
para designar el proceso de renovacién total (63), -
aunque es dificil de medir, existe una formulacién -

que permite debterminarla (62):
dE/dt= K8 KdEn..oo.looocol.(l)

en donde E= contenido de proteinas en unidades por -
masa, Ks=constante de velocidad de sintesis de orden
cero, en unidades por tiempo POT masa y Kd=constante
de velocidad, de primer orden, para degradaecién, en—

tiempo_1 por masa (62).

La materis de Recambio ez de interés especial en los

sistemas bioluminiscentes, usuzlmente los mecanismos
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de resccién indicen gque la enzima funciona como un -~

componente catalitico convencional.

Una de las caracteristicas espeaiples del sistema ——
del cocuyo es la inhibicién del producto por la enzi
ma: un fendmeno similar ocurre en la latia (64). Bn-
el sistems bacteriano el recambio, como por ejemplo-
la participacién repetitiva de una molécula simple =
de enzima, no ha sido demostrado (35).

Esto no quiere decir gque los componentes de la enzi-
ma en éstas reaceiones requieran necesariamente de —

una funcidén catalf{tica. Se ha propuesto que &gtos —

pueden ser sistemas de recambio de ia enzima que no-
son extrafbles ni purificables con los componentes -
emisores de luz. Se ha demostradé que tal recambio -
ccurre en el sistema del cocuyo por la reaccién enzi
ma inhibida, tanto con pirofosfato con coenzimg A —
(65); el sistema operativo in vivo no ha sido total-
mente identificado (35).

En otras palabras, los sistemas e¢lasificados dentro-
de los cuatro primeros grupos no poseen, despues de-
su aislamiento y purificacién los factores mecanisti

cos para su recambio,.

Un ejemplo de un sistema precargado es la proteina -
aequorina, denominade una "Fotoproteina" (66). Esta-

molécula emite luz simplemente con la adieidn de cal
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¢io0, ¥ no requiere de oxigeno. Ls reaccidn bacteriana
eg un buen ejemplo de un sistema més completo en el -
gque puede verse como éstd involucrado un intermedis—-
rio de la enzima analoge a la proteina aequorina, en-
dste caso se ha demostrado gue algunas de las ebapas-
exerg6nicgs de la produccidn de energia son prefija-
das y no se acompafian con la formacién de un estado -

electrénicamente excitado (35).

IT.D. Funcidn de la Enzima

Une propiedad no usual y sumamente interesante de las
enzimas luminiscentes es su habilidad de "manipulart®-
energla y formar estados electrbnicamente excitados.

Los intermediarios énzimaticos pueden representar ——-—
estado dnicos implicados en el almacenaje y conver——-
sién de energia, por lo tanto, la funcidn de la enzi-
ma en &stas reaceiones puede ser visto como un ente -
ouimicemente diferente de mouellos normalmente asocig

dos con una funcidn catalftica (35).

Las luciferasas son clasificadas como oxigenasas por-
las reacciones que catalizan, éstas reacciones se ase
mejan, cuando menos en esbozo, a las de otras oxigensa
sas tales como las del catecol y el triptofamo., Ias -
mayores similitudes son el desdoblamiento del enlace-
¢ = C y la incorporacidén de los 4tomos de oxigeno en-

los productos,

40



Una diferencia notable es que otras oxigenasas tienen
casi invariablemente un cofactor oxidativo basado en-
Fe (III). Esto es sin duda un grupo prostético no oxi
do-reducible, a tal grado que las luciferasas de Cy--
pridina y de cocuyo hacen pensar en uma reaccidén de -
auto-oxidacién.

“En realidad es dificil observar otrc papel de la ensi
ma en el paso de la oxidmeién que el del trmmsporte ~
del protén activado en las luciferinas por oxidaecién-
con el ox{geno atmosférico (6) (Esq.19).

Otras funciones gue conciernen a la enzima es la catd
lisis del ataque del perdxido sobre un ester activo.

Tos detalles en el aspectc de la catdlisis enzimatica
estin probablemente relacionados con el principio de-

aceidn de las enzimas hidroliticeas (6).

Los mecanismos enzimdticos son los responsables de la
alta produccidn de cuantos comunmente proporcionados-
en la bioluminiscencia, por lo oue los intermedisrios
de la reaccién deben estar protegidos, de alguna mane
ta, de la desctivaeidn colisional y de otras formas -
de transferencia de energis que abaten la produccidn-
de cusntos (13).

II.E, Grupo I: Oxidaecdidn del Substrato

En éste tipo de reaccidn ocurre una oxidacién enzima-

tica de un substrato, oue proporcions la energla ade-
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cuada para formar un producto en estado electrénica~—
mente excitado. Aunque varios sistemas pueden ser des
critos por este mecanismo, el de la Cypridina es €l -

aque mejor se presta para ello (35).

G.I.1. Cypridina

La Cypridina hilgendorfii es un pequefio crustdceo (dg
2 4 3 mm. de longitud) que se encuentra a lo largo de
las costas japonesas, éste organismo expele la enzima
y el substrato a partir'de gléndulzs separadas, direc
temente en el agua del mar, en donde la reaccidén ocu-
rre (67).

Su luciferesa fué aislada hace algunos afios, su peso-
molecular es de cerca de 50,000; no tiene absorcién -
en el rango visible. TWsto indica la ausencias de gru—-
pos orgénicos prostéticos que puedan ser involucrados
como especies emisoras, contiene no metales en canti-
dades apropiadaspara un papel funcional, el valor de-
su constante de difusién es de D,,= 7.5 X’10-7cm/seg.,
su constante de sedimentacidn a dilusién infinita es-

de SO 20 = 4,58 su punto isoeléctrico es pl= 4.34.

La composicién y secuencia de saminodcidos adn no se -
conocen con certesa, el pH Sptime para su bioluminig-

cencia es de T.5 (40).

La luciferina de la Cypridina fué cristalizada e iden
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tificada en 1966. La estructura del compuesto activo
reducido (Esquema 20) contiene restos de triptamina,
arginina y L-isoleucina (68). La molécula tiene ab--
sorcién en el U.V. de cerce de 220, 270, y 312 nm, ¥y
una absorcién en el visible de cerca de 425 nm., Su -
fluorescencia (514nm) corresponde a la transicién de
1la Gltima banda de absoreién (69).

Lo bioluminiscencia de &sta liciferina es azul, Amex.
=458 nm, un color cue corresponde a la fluorescencis
del producto final; la oxiluciferina: €, H_,0.N,(35)

22727277
(Esguema 20).

Ia Qb de la reaceidn es alta, aproximadamente 0.3, -
por sndlisis de cromatografia en capa fina, el pro =
ducto de la reaccién luminiscente se encontré§ en al-
to rendimiento (35). Este producto es inestable bajo
condiciones dcidas, sufre descomposicién con la per-
dida de la mitad de la isoleucina, produciendo etio-
luciferinag chHi9N7.

La oxilueiferina tiene una absoreién a 350 nm, y una
fluorescencia méxima ( Af,) de 480 nm., &sta molécu
la posiblemente enlazada a la enzima, es la especie~

emisora de luz durante la bioluminiecencia (70)

Wediante la eliminacién del grupo guanidino polar, ~-
tanto 1la luciferina como la etiolueiferina, pueden -

ser convertidas a sus respectivas aminas. Se ha des-
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cublerto que la desguanil-luciferina (Luciferamina)- -
también es activa, emite luz cuando reacciona con la
luciferasa, de una Qb. igual @ la de la lueiferina -
original (71),

La. luciferina de la Cypridina tambien muestra ung «—
quimioluminiscencia en sulféxido de dimetilo, en pre
sencia de pxigeno, aunque el espectro de emisién, )
max,., 420 nm, es diferente al de la biOIUminiscepciaf
el resultado se interpreta como una evidencia de un-
derivado de ésta luciferina es en reaglidad la espe—

cie emisora de luz en la reaceidén (35).

Se conoce poco acerca de los intermediarios en el me
canismo de la reaccidn (35). La extincién de la in-—-
tensidad de la luz es exactamente exponencial y la -
constante de proporcionalidad de primer orden estd -
relacionads directamente a lg concentracién de luci-
ferasa (68).

A pesar de que la enzima contiene no metales, se de-
mostré oue la luminiscencia requiere la presencia de
sales (72). Cuando la emisidén de luz cesa, la activi
dad puede restablecerse por la adicidén de peouefias -
cantidades de un gran ndmero de sales diferentes; al
grado de gue se han publicado relaciones especificas
entre el pH y 1la eficiencia en la restauracidn de la

emisidn de luz al adicionar diferentes sales (35).
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La afinidad entre la luciferina y la luciferasas es-
alta, siendo la K cerca de 5 X 1071 M (67). Se ha
demostrado que el enlazamiento ogurre en ausencia -
de ox{geno (73). El consumo de oxfgeno en la reag-—m
cibén es de un 4tomo de oxf{geno por molécula de luci
ferina utilizada, esto aunado con la determinacién-
de su estructura (esquems 20) ha permitido escribir

las siguientes ecuaciones (35); (esquema 21).
BSQUEMA 21

*
a) 022Hé70N7 + 1/2 92 + ENZ———%>ENZ-0223é702N7

¥*
b) ENZ-—022H2702N7“——D ENZ + 022Hé702N7 + hv

G.I.2._Peces: Apagén y Parapricantus

A pesar de que se ha demostrado que sistemas biolumi
niscentes de especies estrechamente relacionadas re-
sultan similares, existen algunos sistemas de espe~-
cies no relacionadas que guardan similitudes en cuam
t0 a su comportamiento qufmico. As{ tenemos que una-
luciferina quimicamente idéntica a la de la Cypridi-
na fué localizada en 8rganos internos especialmente-~
luminosos de dos especies de peces teleosteos; @pa——
gbn Ellioti y Parapricantus berciformes. Sin embargo
el origen del compuesto no se conoce con certeza; =
puesto que en el intestino de los peces se encontra-

rén Cypridinas (35).
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Ias Unieas diferencias que se han demostrado entre—-
le luciferass de éstos peces y la de la Cypriding —-
son el comportamiento inmunolégico y los aspectos ci

néticos d&e la reaccién luminiseente (74).

Goeloe3. Odonbtosillis y Latia

Estos dos sistemas han sido purificados hasia un pun
to tal en el que se puede afirmar que la reaccién in
volucra un mecanismo similar al que de efectda en la
Cypridina. E1 Odontosillis es el famoso gusano de —-
fuego de las Bermudas, &ste anélido marino libera un
material bioluminiscente en el s&gua que lo rodes du-

rante su aparesmiento.

Ia emisién de luz dursnte la reaccién es muy espects
cular siendo un fendmeno periddico que se realiza —-
exactamente 55 minutos despuds del ocaso, durante el
segundo, tercero y euarto dfa después de la luna - -
llena (35).

Su lueiferina purificada ( Jdabs. 235, 285 y 330 nm)

sirve como substrato en la oxidseidn enzimfticzs el-
producto ( Jabs 250 y 445 nm) sctda como la moléecula
emisora el color de su fluorescencia ( Af 507 nm) es

muy cercano al de su bioluminiscencia (75).

Una proviedad poco comin en los sistemas bioluminis-

centes, se encontré en el del Odontosillis; su esti-
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mulaciédn invitro € invivo por peguefizs concentracio-

3y 10~%n (76).

nes de cianuro; entre 10
Cuando se descubrid gque el cianuro era producido en-—
el cienpiés, incluyendo la especie luminiscente, el-
gusano ferrocarrilero, se ha estudiado el papel del-
cianuro como posible éctivador, pero su mecsmismo de
accidn adn no se ha dilueidado (15).

Ia latia es un moluseo gastrépodo, una lapa que expe
le una mucosidad de una JTuminiscencis muy brillante-—
( Ab 520 nm). Es ¥nica entre las especies luminosas-
puesto que pasa su ciclo entero de vida en agus dul-
ce. Su luciferina se ha aislado y purificado, repor-
tandose como un aceite incoloro soluble en hexano, -
con una absorcién a 212 nm, en etanol, tiene un peso
molecular de 236. Su reaccién requiere oxigeno y, —

aparentemente, ningdn otro cofactor o activadow.
Su mecanismo de reaccidn es igual al de la Cypridina
excepto por el hecho de gque la enzima es inhibidg —-

por el producto de reaccidn (77).

II.F. Grupo II: Activmcidén del Substrato Seguido de-

Oxidacidn

En éstas reacciones el compuesto activo es un precur
sor del substrato gue finalmente es oxidado con la -

emigsidn de luz. Se conocen dos ejemplos; los cocuyos
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(y sus larvas: lucidrnagas) y el Penssmiento de Mar;
la Renilla. Ambos orgsnismos emiten luz en forma de-~
un corto destello brillante (0.2 seg.) seguido de -

una egtimulacidn nerviosa.

En el cocuyo, y en la lueiérnage, la luciferina (es-
guema 22) reaccionan con ATP liberando pirofosfato y
formando el luciferil adenilato enlazado en laz enzi-
‘ma (E—LHQ— A¥P), el cuzl es oxidado para emitir luz-
(35).

En el pensamiento de Mar ls luciferinas reaceiona con
3157 difosfo-adenosin (DPA).Esta resccién de acti-
vacidn involucra el movimiento de grupos sulfato pa-
ra formar 3'- fosfato-5°'- fosfosulfato (PAPS) y luei
ferina activada, la que posteriovrmente es oxidazda —-

con la emigién de luz (61).

G.IT.1. Cocuyo y Luciernaga - _.

ILa luciérnaga es una de las 250 especies de escarabs
jo, se le llama luciérnaga durante toda su etapa lax
varia hasta gue llega a la adulta en 1z oue se le de
nomina eocuyo. La metamorfésis de su organismo, si -
bien transforma parte de su sistema de locomocidn, -
no afects su sistems emisor de luz (5); por lo que -

se hablarsd indistintamente de lueidrnaga o cocuyo.

Ta longitud de onda méxima emitida por el cocuyo - -
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"Photinus Pyralis” corresponde a 562 milimicras en la
zona amarillo-verdosa del espectro, se ha encontrado-
que extractos procedentes de los érgsmos luminiscen—-
tes de los cocuyos emiten luz a §sta misma longitud -
de onda en soluciones neutras. Si se acidifica la S0~
lueidn o se afiaden altas concentraciones de fosfatos-
inorgénicos la luz cambia & rojo con un méximo de emi
s8ién = 614 milimicras, cambios de &ste tipo pueden ——
explicar las diferencias en el color de la luz emiti-

da por distintos tipos de cocuyos (78).

La emisién de luz po¥ los cocuyos depende de un sumi-
nistro abundante de oxigeno, el suministro de sangre-
a los érgenos luminosos se rezliza mediante un exben-
so sistema capilar, y el de oxigeno mediante un siste

ma de tubos tragueales,

Existe una hipétesis segin la cual el impulso nervio-
so libera simplemente el ox{geno en la gléndula lumi-
nosa provocando asf{ la luminiscenciz, una segundaz hi-
pétesis, que es la mis aceptada, establece una serie-
de etapas disparadas por acetilcolina que se libera -
en un nervio que termina en el érgano luminoso (1l). -

(Pigura 2).

El sistema del cocuyo es dnico entre los sistemas - -
bioluminiscentes en cuanto a su requerimiento de ATP.
Iz reaccidén de ATP con la luciferina del cocuyo es ——

andloga, en su etapa inicial, en la utilizacién de -~

49



FIGURA 2
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otros compuestos incluyendo 4deidos grasos y sminodei-

dos.

Todos éstos involucran la formacién de un acil adeni-
lato con la liberacidén del pirofosfato y la transfe-—
rencia subsecuente del gcil adenilato g un aceptor -

apropiado con la liberacién de #cido adenflieco (79).

La luciferina del cocuyo fué cristalizada en 1957 w——-
(14); su estructura y sintesis se reportaron dursnte-
los afios subsiguientes (80).

El dltimo paso de su sintesis guimica involucra la --

reaccidn de 2-ciano-6-hidroxibenzotiasol con ecisteina

la D (=) ¥y I (+)- luciferina se obtiene al resccionar

luciferina eon D (=) y L (+) - cisteina respectivamen
te, siendo 1a D (-)~ luciferina la forma activa (81)-

(Esq.22),

Aungue la dehidroluciferina, L, no es el producto de-~
oxidacién emisor de luz es dtil como un inhibidor com
petitivo (8l) y puede usarse como un enmascarante re-
versible de los grupos sulfhidrilo involucrados en el
sitio activo (82). La dehidroluciferins, en cualquier
forma de adenilatoy; L-AWP, reacciona eon la lucifera-
sa, 0 con ATP y Mg++ para formar el enlace enzims-adg
nilato (83).

La luciferasa del cocuyo fué cristalizada en forms —-
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ESQUEMA 22
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pura en 1956 (35) los estudios posteriores revelsaron
que la moléeula estd compuesta por dos subunidades -
idénticas, con un peso molegular de cerca de 100,000

es disociable en guanidina~HCL (79)..

Su estructursz dimérica puede comprobarse por varios-
métodos, entre los mis comunes estdn, por digestién-
de la luciferasa oxidada o empleando luciferass mar=
cadg con tritiodinitrofenil. Por titulacidn con - —-
p-mercuribenzoeato se determiné gue existen seis sul-
fhidrilos libres (82).

Le actividad de la enzima puede ser inhibide reversi
blemente sl reaccionar con p-mercuribensoato, como -
1la luciferasa reacciona con el inhibidor dehidroluci
feril adenilato enmascarando dos de sus seis grupos-
sulfhidrilo, de modo gue los cuatro grupos sulfhidri
lo restantes de la enzims inhibida pueden ser titula
dos con cuatro moles de p-mercuribenzoato. Si poste-
riormente el inhibidor es removido por adicién de —
coenzima A, el 904 de la actividad es restablecida -
(84).

Esta técnica permite la preparacidn de uns enzimg --
con sus grupos sulfhidrilo "no escencisles" bloguea-
dos, si a estd enzima blogueada la hacemos reaccio-—-
nar con N-etil-maleimida radiaetiva, se pueden mar-——
car especificamente los sulfhidrilos involucrados en

el enlace de la luciferina. La digestidn de ésta - -
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enzima seguida por el aislamiento del péptido radiag
tivo produjo un decapéptido simple (Ser-cysSht—glu-—
glu-aspNH,~ala-gli-ser-glul,~1is) (64).

Fl andlisis de metales sdlo reveld la presencia de -
Mg y AL, 0.3 y 0.2 moles por molézgié de protelna —-
respectivamente., Sr, Ca y Ba fueron detectados en —-
cantidades menores s 0.0l moles por mol de proteina.
Se ha comprobado que ninguno de estos metales parti-

cipa en la reaccién luminiscente (81).

El color de la luz emitida por los eocuyos ha llama-
do muqho la atencidn de los investigadores durante -
los Wltimos afios, esti plenamenbte comprobado que tan
to la estructura como la conformacidén de la enszime -
tienen un afecto escencial sobre el espectro de emi-
gidén bioluminiscente. Una gran parte de las eviden—-
cias provienen de estudios reaglizados con diferentes
especies de cocuyos, o partir de los cuales se obtu-
vo una variedad considerable en el color de la lumi-
niscencia, con rangos de emisién entre 550 y 585 nm-
(78). Aungue la moléecula de luciferinaz estd implica-—
da como la especie involucrada en el estado eleatré-
nicamente exocitado, las diferencias en el color de -
la luz emitida por distintas especies de cocuyos no-
puede atribuirse g difereneias en la luciferina, Los
datos cromatogrificos, de absorbancia y fluorescene-
eia, indican que todas las luciferinas tienen la mig

ma estructura (35).
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Se ha demostrado gue una lueiferasz purificsdz g —-
partir de wna especie especifica de eocuyo, cuando-
reacciona con ATP y luciferine sintética; emite una
luz que tiene el espectro caracteristico de esa es-
pecie. Lo mismo ocurre con las demfs luciferinas —-
aisladas a partir de las otras espeecies. Se sabe ——
también que varios factores fisicos y quimicos afec
tan el color de 1la luz emitida in vitro, todos efw-
tos factores son interpretados en términos de una -
alteracién en la conformscién de la luciferasz, es-
tos factores incluyen la estructura de la enzimsz, -
cantidad de ATP utilizado, temperatura, pH, metales
¥y sales (35).

Un caso digno de meneién por la varisecién del color
en ls luminiscencia es el del "gusano automévil®; -
P, plagiophthalamus. Este insecto posee dos Srganos
uno dorsal y otro wventral, mediante los que emite =
luz de diferentes colores, con unas Ab de cerca -
de 555 y 585 nm respectivamente, Esto no sélo permi
te distinguir los érganos, sino que, los indiwviduos
diferentes de una micma especie muestran distintos-
colores en la luz. emitida por lo aue es posible - =

identificarlos y agruparlos en familias (58).

La emisién de luz a partir de los 6rganos ventrales
se ha registrado como baja a 54T nm y como 2lta a -
585 nm, en los érganos dorsales el rango de emisgién

es de 548 a 565 nm respectivamente., La luciferins -
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nuevamente es la misma, tanto para los §rganos ventra
les como para los dorsales, por lo ocue se ha propues-
to gque existe una gran variedad de enzimas estructi--
ralmente diferentes (35,58).

Los pasos principales de la reaccidn in vitro del co-
cuyo pueden describirse brevemente como sigue: el en-
lazemiento de la enzima con el luciferil-adenilato se
forma en el primer paso de la reaccién (remeciébn c¢),-
éste reacciona con 1la luciferasa y el ox{geno en la -
reaccibn 4, formando un estado electrbénicamente exci-
tado, seguido por la emisién de luz (64). (Esquema —-
22a),

ESOUEMA 22a

MP++
c) LHé+ ATP + EX—=F - LH2 - AMP + pp

d) E ~LH,~ AMP + 02~—4>E - L - O(") + producto
*
c) E-1 - 0(_)——-[>hv + B = o(‘)

En base al consumo de déxigeno (una mol de oxigeno por
mol de luciferina consumida), se ha propuesto cue la-
especie electrénicamente excitada es B - I, (0) - amp,
es decir, el dehidro compuesto con un Atomo de oxige-
no incorporado en algin psso deseonocido. Los estudi-
os vosteriores indicaron cue las reacciones involu —-

cran uns descarboxilacién, en base a estudios reali--
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zados sobre la gquimioluminiscencia de compuestos ang
logos, se ha propuesto ocue el estado basal de la es-
pecie emisora de luz amarillo-verdoega es el dianién-
de la luciferina descarboxilada (85) . (esquems 23). -
Siendo designada la enzima enlazada a la especie ele
ctrénicamente exeitada como E = L - 0(-) en la rea——
ecidén d. Estos mismo estudios indican gque en muy co-
nocida emisidn de luz roja estd involucrado el esta-
do electrénicamente excitado del monoanidén de la lu-

ciferina descarboxilada (86) (esguema 23),

El producto de oxidacién luminiscente, cualquiers —-
gue sea, puede tener restos de AMP enlazados fuerte-
mente s la luciferasa y evitar as{ oue la enzima - -
reaccione, sin embargo, ésta inhibicién puede ser re
versible si se adiciona pirofosfato inorgénico, el -
cual reacciona con el producto, designado como E ~L-

o(-)

canismo para su recambio (65).

liberando enzima libre. Esto proporciona un me-

Lo inhibieién del produsto también puede ser rever--
sible por la adicién de coenzima £, puesto gue oCU—-
rre la Tormacién de un tio-ester con la enzima enla-
zada a la luciferina oxidadas, liberando asl enzims -
libre (86).

La posibilidad de oue el mecanismo enzimético pueda-
involucrar la reaccidén de un grupo sulfhidrilo de —-

una proteina con la luciferina para formar un COM~-
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puesto intermediario LH2-C-S—E, estd descartads, pues

to que se ha demostrado que no ocurre (87).

Ia luciferass inhibida (E-L-0 ) también puede catali-
zar el desdoblamiento del ATP sin la emigién de luz.-
Una observacidn interesante es que la luciferzez a€——
tia como una hidrolasa en presencia de resetivos sul-
fhidrilo (64).

Estos experimentos han servido para identificar los——
sitios de enlace de la luciferagss. Se han propuesto—-
dos gitios de enlace en la lueiferasa, uno pars el -
ATP y otro pasra la luciferina. Las suposiciones de ==
oue el enlazamiento del substrato ocasiona cambios en
la conformacién de la luciferasa se ha comprobado por
medidas de las velocidades del intercambio hidrSgeno-
tritio, welocidades de la inactivacién térmica y por-
cambios en la dispersién rotatoria éptica. En presen-
cig de ATP y dehidroluciferina (L), la velocidad del
intercambio hidwégeno-tritio disminuye y la enzima —
muestra mayor dificultad para la desnaturalizacién —-
térmica (88). Bajo cualquiera de estas condiciones, -
1ls disociacidn de la luciferasa en sus dos subunidg--

des no ocurre (80).

Las bases moleoulares del control del destello de 1es

cocuyos, que caracteristicamente tienen una duracién-
de gproximadamente 0,5 seg. ¥y que poseen un control -

nervioso, no se conocen, Una de las condiciones nece-
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sarias para la fase obscura es que los reactivos son
separados, blogueados o de glgung forma impedidos en
la reaccién. El producto~enzima inhibida satisface -
esta condicidén, especialmente en vista de la getivi-
dad tan potente de lz pirofosfatasaz del cocuyo, que-
puede eliminar pirofosfato y po lo tanto evitar com-

pletamente el lento recambio, '

"Se ha propuesto que &ste complejo inactivo constitu-~
ye un mecanismo gqufmico celular por lo cual la reac-
cién luminiscente es inhibids.

También se ha propuesto més smpliamente gue el deste
1llo es iniciado por una ripidz liberacidn de pirofos
fatasa acompafiada por la actividad nerviosa o de la-
membrana, o de aﬁbas; se ha propuesto que la répida-
hidrélisis de la pirofosfatasa es la responsable de~-
la extincién de la intensidad de los destellos, La -
pirofosfatasa puede derivarse del ciclo aecetilcolina
CoA-ATP (35).

Podria esPerarse gue el inhibidor de colinesterasa, -
eserina, impidiera el destello, pero €sto no sucede-
la eserina no provoca cambios significativos, TLos —-
destellos pueden bloqugarse por anfetamina y reserpi
na (35).

La célula responsable de la emisién de luz, el foto-
sito, ha sido perfectamente bien identificado, sin -
embargo, constituye un gran campo de investigacién -

en el terreno de la biologla, ya ocue se ha descubler
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to oue la fibwa nervioss no se inerva directamente -~
en el fotosito (35).

G.II.2, Celenterados Bioluminiscentes

Los celenterados son un grupo de animales marinos ng
tables por su belleza y brillante muestrz de biolumi
niscencis fueron investigadas en algunas de &stas ——
eristuras durante la déeadz pasada, poniendo énfasis
en lags similitudes quimicas de los sistemas biolumi-
niscentes entme los celenterados (89), nos ocupare—-
mos unicamente de tres de ellos: Los Antozoarios, =

Los Hidrozoarios y los Ctenéforos (EBsquema 23a).
ESQUEMA 23a

Stylatula
Renilla
Ant0208r108 3 )¢ onthopitulin
Género Ptilozarecus
Aequores
CELENTERADOS Hidrozoarios{éalistaura
Mnemiopsis

Ctendforos {
Beroe

L

Auncue los Antozoarios estdn agrupados bioldgicamen-
te dentro de los Celenterados, por su mecanismo en -
el sistema emisor de luz; los clasificaremos dentro-

del grupo II: "Activacién del Substrato seguida de =
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Oxidecidn”, y a los Hidrozoarios y Ctenéforos dentro
del grupo V: " Sistemas Precargados® (5, 35,89).

G.II.2(a). Antozmoarios

Lz bioluminisceencia de varios emtozoarios ha 8ido ——
examinada a nivel bioguimico. Estos incluyen =z las -
plumas marinas (Stylatula, Remilla y Acanthopitulim),
el género marino; Ptilozarcus (Paemzoanthus y Caver-
nularia). La gran bioluminiscenedia de 1la Renilla se-
ha estudiasdo con gran detalle y consecuentemente la-
discucidén se limitard a dste organismo, ademis Ye——-
cientemente se ha demostrado gue los factores quimi-
cos para la emisidn de luz y su control son simila—w

res en todos los antozoarios estudiados (15,90,91).
G.II.2(b). Renilla

£l mecanismo de reaccidén de 1la Renilla es similar al
del sigbtema del cocuyo en oue se reglizan dos pasos-
sucesivos, pero difiere en gue esos pasos son cata-

lizados aparentemente por enzimas diferentes (90).

Se ha demostrado oue la actividad enziméticz con la-
luciferina (reaccién f, Esquema 24,) muestrz un com-—
portamiento crometogrifico diferente al de la activi
dad con la luciferina electrdnicamente exeitada - —-—
(reaccidn g, Esguema 4) (35)., Lgs enzimas no han si-

do bien identificadas (6), pero son designodas como-
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por comodidad (Esq. 24).

2

ESQUEMA 24

ca"--l' )

£) LH,-50, + DPA ‘“‘f IH, + PAPS
£) Ty Oy =Py (0 + 1,0

2 2

* s

n) L (0) — 5(0) + hv

La luciferina de la Renilla se ha aislado e identifi-
cado, es un derivado de la triptamina que contiene un
grupo sulfato, el cual es removido en el paso de aeti
vacién., Esta luciferina se comporta como un anién — =
fuerte y es estable a la oxidaeidn, a valores de pH -
alcalinos o neutro.

También tiene una absorcidén a 280 nm con cortes g — -
272 y 288 nm, su A f es de 362 nm. La hidrélisis alcaz

lina de su dehidroluciferina produee triptamina (92).

El paso de activacién que involucra el movimiento del
grupo sulfato, requiere DPA y caleio (remccidén g Es—-
quema 24,) con la formacién de luciferins activads y-
PAPS, La luciferina activada puede ser acumulazda ang-
erébicamente en presencia de la enzima El. Se ha dewm-
mostrado cue el IPA tiene una funcidén catalltiea, su-~
.recambio debe ocurrir por alguna reaccién cue involu-—
cra el movimiento del gruvo sulfato a partir del PAPS

(35).
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Si durante el paso de oxidacidn (reaccidn g, Esquema-
24) se emplea luciferina activada como substrato, no-
se requiere caleio o DPA (35)

G.IT.2. (c) Factores para la emisién de luz gzul-

Recientemente se ha logrado la determinacién estructu
ral de un andlogo parcislmente activo de la lueiferi-
na de Renilla (93), subsecuentemente se sintetiazd una
luciferina ¢on una actividad bioluminiscente similar-
a la de la luciferina nativa (89). (Esquema 25, = = =
XXXVII) .

El sistema imidazzol-pirazina, que estd presents en lg
luciferina de la Renilla, existe como parte estrustu-
ral de diversas luciferinas de origen marino, que in-
cluye al crugticeo Cypridina, algunos pesesdos, nume-
rosos celenterados y posiblemente el cslamar, Las Uni
cas diferencias en la estructura de la lueiferina de-
la Renilla y la de la Cypridina se encuentran en las-
cadenas laterales gue aparentemente estén determinge-
das por los aminodcidos utilizados en su sintesis. Es
to puede ser comprobado quimicamente, ya cue un buen-
ndmero de luciferinas andlogas se ha preparsdo por —-
condensacién de cuslouieras de los tres aminodeidos se

leccionados para producir el anflogo deseado. (94) .

Lo luciferina sintética de Renilla, as{ como su luci-

ferina nativa (Bsouema 25, XXXVI), reaccionan con la~
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ESQUEMA 25
ESTEGUﬁgg AS DE LUCIFER[NA OXILUCIFERINA DE RENILLA Y
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luciferasa y el oxfgeno molecular para producir luz-
azul ( Ab=490 nm). La Qb en cada caso es de aproxima
damente 5% (93),

Los productos de la oxidascién Bloluminiscente de la-
luciferina de Renilla son la oxilueiferina (Esguema-

25, ¥XXXIX) y el CO,. Aproximadamente una mol de ¢ada

uno de ellos se prithE'por mol de luciferina oxida-
da., La absorcién visible caracteristica de ésta luei
ferina a 435nm se pierde despues de que cesa la bio~
luminiscencia, y se encuentra una nueva absorcién —-
a 335 nm, caracteristica del produeto (oxilueiferi -

na) (89).

Ta lueiferina se oxida en disclventes apréticos, co-
mo lg dimetilformamide (DMF), por via quimioluminis-
cente para producir oxilueiferina, 002 ¥ 1la luminis-
cencia azul ( Ag=480 nm). Se requiere de oxfgeno pa-
ra la produceién de luz y aproximadamente una mol de
oxilueiferina se produce por mol e luciferina utili
zada. Bl estudio de &sta reaceidn quimioluminiscente
revela que la emisién azul se debe al estado electrd
nicamente excitado del monosnidén de la oxilueiferinsg
(Esquema 25, XL), mis que a especies neutras (Escue-
mé 25, XXXIX) o al dianién, el que produce luz amari
1llo=verdosa (95).

Se ha vropuesto que el monoanién se forma directamen

te y cue la velocidad de extincidén de su fluorescen-
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cia es méds rdpida aue la velocidad de probtonacién en
DMF, (96).

Fl estado electrénicamente excitado del monognién de
la oxiluciferina (BEsquems 25, XIL) parece también ser
responsable de la emisidn de luz azul observada en -
la bioluminiscenci=m. Resultaz intefesante observary -
que ninguns oxiluciferina ni su monoanidn son fluo——
rescentes en medio acuoso, sin embargo, en DMPF, tan-
to la oxiluciferina como varios de sus anilogos son-

altamente fluorescentes (93).

Por ejemplo, la oxiluciferina ( Af = 402 nm) tiene -
una Qf de 23% en DMF, mientrams cue su monoanién (A -
=480 nm) tiene una Qf de 6%, como derivados sintéti
cos (93). Puesto que la Qb es de 54 y su ADb es de -
490 nm, se ha propuesto que la bioluminiscencis se -
deriva del estado electrénicamente excitado de un mo

noanién complejo luciferarsss—oxilucifering.

Aparentemente la DMF y la luciferasa proporcionan el
medio ambiente adecuado para que la fluorescencia se
efectie con una produceidn, de cuantos de 5-6% paba-

las egpecies emisoras en cada caso,

Una razén més para sugerir una Qf asproximadamente 5%
para el complejo luciferasa-oxilueiferina es la oque~
se debe al aumento de quintuplo en la produccién qui

mioluminiscentes de cuantos en- presencia de una pro-
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teina de fluorescencia verde, euya Qf es de 30%.

La Qb de la luciferina en DMF, sin embargo, es de so
lo 0.1%.

De dsta forma la lueiferasa de la Renills, durasnte—-
1a reaccién bioluminiscente, parece generar estados-
electrénicamente excitados eon rendimientos gue lle-
gan casl al 100%, contrario a la via quimioluminis-——

cente en donde la produceidén es de sélo 23% (97);

Loe estudios mecanisticos utilizando agua marcsda ——
con Oy ¥ ox{geno proponen los pasos que se muestran
en el egsouems 26 (camino A) para la oxidacidn biolu-—
miniscente de la luciferina. Ia obtencidén de CO, map
cado demostrs que el oxigeno en el bidxido de carbo-
no producido se deriva del agus y no del oxfgeno - -
(97).

Los resultados de estudios similares realizados so—-—
bre la oxidacién bioluminiscente de la luciferina de
cocuyo estin de acuerdo con el cemino & del esquema-
26 (89,98). Bl camino B (esquema 26), en el oue se -
propone una dioxoetanona intermediariz, es tedricg—-
mente probable; pero inconsistente con los estudios-~
de oxigeno marcado, lo que demuestra cue no ocurré -

ni en la Renilla ni en el Cocuye (87,99).

Un resultado sorprendente sobre el estudio mecanig—-
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ESQUEMA 26
MECANISMO ALTERNATIVO PARA LA OXIDACION
BIOLUMINISCENTE DE LA LUCIFERINA DE RENILLA
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tico de la oxidecidén bioluminiscente de 1la lueifering
de la Cypridina, empleando también oxigeno marcado, -
propone el camino B del esguema 26 (89).

G.II.2.(d); Pactores para 1a~emi§i6n de luz verde

Las medidas espectrales de la bioluminisceneia in vi-
vo e in vitro en la Renilla y algunos eelenterzdos —
eatudiados han demostrado que lag emisiones in vitro-
{ Ab=470-490 nm) son azules, mientras que las emisio-
nes in vivo ( Ab=590 nm) son verdes (100), Las compa~
raciones espectrgles precisas han demostrado que en -
la Renilla y en algunos otros celenterados, la emi-——
gién verde in vivo es debida a una protefna de gran -
fluorescencia que se ha aislado de estos animales, y-
a la que se hard referencia eomo "Proteina de Fluores
cencia Verde" (89,100),

BEsta protefna (peso molecular = 40,000) -
contiene un croméforo enlazado, de estruetura descono -
cida euya Qf eg de 304 (101).Ia emisién fluorescente-
de dsta protefna es igusl a la emisién verde in vivo-
(101).

Para explicar las diferenecias en el color entre lag -
emigiones de luz in vivo e in vitro en la Renilla, —
los investigadores han propuesto una tramsferencia de
energia (89). Por ejemplo, 1la protefna de fluorescen-

cia verde no cataliza la oxidacién bioluminiscente de
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1z lueiferina en aueencia de luciferasa, pero su adi
c¢idn a una reaccidén bioluminiseente in witro puedé -
cambiar el color de la luz de azul al verde carmcte-
ristico en la emisién in viwo (100). Puesto que las-
concentraciones de lueiferasa y de la proteina de —
fluorescencia verde fueron bajas (10-6a-10753 aprox.)
bajo condiciones en las que se observd tranasferencia
eficiente de energia, la interaeceién protefna protel
na se ha propuesio como un medio para cgleular uns -

distancis de transferencia crities de 28 A.

Bl fenémeno es dependiente de altas coneentraciones-
de proteina, y la produecién de cuanbtos es relotiva-
a loec incrementos de luciferina, 5£ pars la vemccidn
luciferassm - cetalizada, & aproximadamente 258 en e
presencia e la protefna de fluorescencia verds - —
(102) (ILa produceién de luz azul y verde se ilustra
en el esquema 27).

Se considera que el fenémeno involucra transferencia
de energla no radiante del estado electrénicamente -
excitado de un mono-anién oomplejo luciferass~oxilu-
ciferina =zl croméforo de la protefna de fluorsscen-

cia verde (89).

8.IT.2.(c). Control del destello bioluminiscente:

Una proteina importante en el control de la Biolumi-

niscencia en la Renilla y en algunos otros Antozoa-

66



ESQUEMA 27

MECANISMO BIOLUMINISCENTE EN LOS ANTOZOARIOS
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rios se aislade recientemente (103). Es unn proteina
enlazada a la luciferina (peso moleecular=24,000 ———=
aprox.) que libers reversiblemente su enlace con la-
luciferina en préseneia de iones caleio y muestra un
color amarillo intenso cuando este aislada en Forma-
1pura (103). Es probable que la lueiferil-sulfoecinasa
gue convierte el sulfato de luciferilo (Escuems 25,-
XXXVIII) a luciferina en presencia de 3,5-difosfo- -
adenosin, el que desempefia un papel importante en la
-liberaeidn -de la protefna enlazada a la luciferina -
© (104).

Ia adicidn de iomes de caleio a una mezc¢la en solu——
cién de luciferasa, oxfgeno y la pfotéina enlazada <
a la luciferina excitada d4 como resultado una lumi-
.niscencia azul ﬁipica de la reaccién in vitro (89).-
Ia reaccién luminiscente inducida por iones cglcio =
puede visualizarse en la parte superior del Esquemg~
27. La velocidad de decaimiento de la intensidad de-
1uz.¢h dsta remccidn es mucho mis lenta aue el répi-
hdo,desfeiid de lz luminiscencie in vivo. Por lo que-
: paféée»qdé;‘elfaéceséwde~eéléio a la proteins enlazs
de a la luciferina in wvivo, debe’réﬁiizarse'Mediantei

'un“cchirblvmuy fino.

Un avance en la comprensién de los mecanismos involu
crados en tal control fué realizado con el descubri-
miento y aislamiento de los lumisomas de la Renilla-

por Anderson y Cormier (105).
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Tos lumisomas son vesfculas unidas por membranas (de-
un didmetro promedio igual & 0.2-4m) cue producen -
un destello de luz verde dependiente de oxigeno ( Jb=
509 nm) cuando se ponen en contacto con una solueidn-
Hipoténica de calcio (105). Estas vesfculas contienen
todas las protelnas necesarias pars lg bioluminiscen-
cia y su control, es decir, la luciferasa, la protef-
na enlazada a la luciferina y protefna de fluorescen-
cia verde (89). Todas estas proteinas estédn unides —
por membranas, proporcionando un medio ambiente exce-
lente para la distribucién ordenada de las protefnas-
necesarias para el control y procesos de tramsferen~——
" cia de emergfa (105).

Un estudio de microscopis eleectrdnica ha revelado la-
localizacidn y estructura de los fotoeitos de 1la Reni
lla, los que han sido descritos como c¢élulgs altamen
te especializadas que contienen un gran ndémero de ve-
giculas enlazadas por membraenas (de diametro promedio

=4-6MMU)oue se han denominado luminelos,

En los luminelos se alojan centenares de peouefias ve-
sficulas oue se consideran lumisomas, puesto gue sonm -
del mismo tamafio y forma de los lumisomas gislgdos —-
por Anderson. En preparaciones parcialmente purifica-
das, los luminelos parecen estructuras fluorescentes-
gue producen destellos de color verde cuando se ponen
en contacto con una solucidn hipoténica de ibnes cal-

cio (89), Tas membranas de los luminelos y de los lu-
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misomas desempefian un papel imporitante en la regula-
¢ién del paso de caleio y en los sitios de enlacs bl
ra eglcio en la proteina enlazads s lz lucifering -~
(84,105).

IX.G. Grupo III: Reduceidn Seguida de Oxidseidn:

Un tercer tipo de reaceidén proporeiona un contraste-
interesante ¢on los dos primeros en que el paso Y@
ductor inmediastamente precede o acompafia a la oxida-
cién emisora de luz. Estas reacciones se han esbudig
do en las bacterias, formas marinss luminosas y en -
los hongos. Lo fomma de emisidn de luz, siendo contf

nua, también proporciona un contraste interesante —-
(56).

G.III. 1. Bscterias

Las bacterias luminiscentes que se encuentran en el-
agua saladé constituyen el material favorito param el
estudio de la bioluminisceneia; la mayoria:de:éstas-
formas crecen ficilmente en nutriente domﬁn de agar-
aue conbtenga glucosa, glicerol y 3 de cloruaro de 80

dio (la sslinidad del aguas de mar).

Ia fisioldgia y bioquimica de la luminiscencia bacte
riana ha sido estudiada con gran detalle, sunque no-
se corioce el mecanismo exdcto para crear el estado =

luminiscente, se conoce con razonable certeza algu--
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nos de los compuestos implieados; Se sabs que 1a_- -
reaceidén productors de luz estd Intimamente relscio-
nadzs con el proceso oxidativo o de tremsporte de - -
electrénes de la célula bacteriana, la hipbtesis = -
actual - suponen que las-reaacionés productoras dew
‘1luz son un caso particular del proceso genewsl de —
transporie de electrones por el gue las qélulas ©Xmeen
trden la energla a partir de los alimentos, Los fac-
tores que interviene en la produceidn de la luminis-
cencia son una forma reducida de la riboflavina, un-
aldehido, oxfgeno y una enzima (15).

FIGURA 3

Alimen Difesfopiridin—yFlavinas oenzima
tos nucledtides,

Flaviw
Meme nucledétides

+ Luciferasa
+ Aldehido
+ Oxigeno

Luz

Las bacterias luminosas han sf{do organismos de elec-
cién para el estudio de la aecién de drogas y otros-
inhibidores de la respiraecién célular. Pueden tsfe—-
bién obtenerse mutantes de bacterias luminiscentes -
que no son ya luminosas o s6lo debilmente luminosas-
con ellas se pueden examinar la capacidad de varios-
productos quimicos para restaurar la luminiscencia -
(58),

Le reaccién in vitro en el sistema bacteriano fué -—-
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demostrada por Strehler (106) guien observéd un efec-
to estimulativo del NAD sobre la emisidén de luz difg
sa de extractos de células frescas. Se demostré pos-—
teriormente que el compuesto efectivo es la forma re
ducida del NAD, que regcciona con el flavin mono-nu-
eleétido (107). Otro factor estimulativo potente lo-
constituye los aldehfdos aliféticos saturados de ca-
dena larga, por lo que se han establecido los siguie
ntes pasos: (Esquema 27z) (108).

ESQUENA 27a
i —p D H
i) NADH + FEN deahidmogenasé’NA + FMN ,
luciferasa
1) FMNH Oy = Gchiae O LUZ

Utilizando como substrato FMN reducido quimicamente=
se ha comprobado que el nuclebtico de piridina puede
omitirse. Por analogia con'las reacciones bioluminig
centes conocidas, parece légico especificar al FMN -
como uwna luciferina bacteriana, suponiendo que su ==
oxidacidn resulté en la formacién de FMN excitado ~-
(35).

Aungue no se ha implicado un grupo enlazado a la pro
teina, es posible que un residuo de algdn aminodeido
de la proteina pueha*involuérarse. El espectro de —-
emigién de la bioluminiscencias bacteriana( Amax, 490

nm) esta muy separado del de la fluorescencis del -=
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FMN (3 max, 530 nm). Se ha propuesto la posibilidad
de que el enlazamiento de la proteina pueda ocurrir
por un cambio de €stz magnitud, pero no ha sido de-
mostrado (89), Se puede proponer que el PMN sea quf
" micamente alterado durante la reaceién pars produ—m—
cir un derivado que temga el espectro de emigibn —

apropiado.

Esta posibilidad se ha exclufdo porque se demostré~
que la emisibén es por lo menos de 20 cuantos por mo
léculs de FMN presente, que se obtendria si el FMN-
fuera alterado guimicamente durante la reaceidn. La
Qq es aproximadamente de 0.3, también se ha reportg
do tanto en base a los cuantos,emitidos.por molécu-~
le de FMNH, utilizada y por el ciclo catalitico -
(109).

Se hon presentado evidencias de que las funciones -
de FMNH2 son reducir la enzima en algunos pasoé —
(110). ILa hipétesis en la que se propone gue un gru
po disulfuro es reducido @ un ditiol, se ha rechazg
8o ya que la enzima no contiene uniones disulfuro -

(111),

Una alternative para la reduccidn de la enzima po—
drfa ser la formacidén de un complejo flavin-enzima-
reducido; cuya cantidad y perfodo de vida correspon
de al del intermediario activo. Se han encontrado,-

en sistemas altemente purificados, flavinas enlaza-
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das a la enzima, pero no se ha encontrado que su, pg
riodo de vida corresponda al del intermediario biolu
‘miniscente (35).

El esquema 28 represénta los pasos e intermediarios-
que se han propuesto para la reaccién bmeteriana - =
(110) . Nos concentramos especialmente en los siguien
tes puntos, que seran considerados en gran detalle -
(35,110,111).

a).~ El ciclo catalftico, por ejemplo, el tiempo de-
‘recambio requerido pars una molécula de enzima dade,
es excepcionalmente més largo, en terminos de 108 w-
intermediarios-enzima-substrato convencionales compa

rados con los estados electrénicamente exeitados.

b)e= Ia Qb de la reaccién es dependiente en la pre—-—
sencia de sldehfdos de cadenz larga, pero el aldehi-
do virtualmente no tiene efeecto sobre los pasos qui-
micos en la reaceién, por ejemplo, la oxidaeién enai

mitica de la flavina.

¢)¢- EL gran periodo de vida de la énzima intermedia
ria puede ser formada no‘solo'por medios quimicos; -
también puede ser producida fotogquimicamente por irr

adiacién de la enzima con luz a 280 nm.

G.IIT.1 (2). Periodo de vida de la Enzima intermedia

ria: Nimero de Recambio
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ESQUEMA 28
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El ndmero de recambio de una enzima se define como:

' Némero de Recambi6% moles de substrato convertido
- L les de Enzima
- /min. o Zim;

, (2)
Una mol usualmente es definida como 100 000 g. de en~
gima, debido =z 1la incertidumbre entre Yos peéos mole-
culares de muchas enzimas. El c4lculo del nfimero de -
recambio a pertir de la asctividad especificwm de una -

enzima puede reslizarse medisnte la ecuascidn:

Unidades/mg. enz;ma=ad§:ie:igf substrato-converti——

mge enzima

(3)
A partir de las ecuaciones (2) y (3): la actividad es
pecifica es definida como moles de substrato converti
das por minuto por mol de enzima (5a). Puesto que A4

=3

moles/mg, = 10~ moles/g. y moles=g/peso moleculars —-

la actividad especifiea,puede_multiplicarse,por (1073

X peso molecular de la enzima); pars dar la ecuacién:

Nimero de Recambio=actividad especifica X 103!—7

P.M. de 1la Enzima oo.oooc.o0.0010000000-510(4);

Ia ecuacién (4) es una forma mis sencilla de represenm

tar el niimero de recambio (5a).

La reaccién bioluminiscente bacteriana "™in vitro" ——
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siendo iniciada por la mezcla répida del FENHé.con 1la
Juciferasa en prescencia de oxigeno (con o sin aldehi
do), 44 como resulitado un emisién que aumentas hacia =
un méximo (en menos de un segunde) y decae exponen— -
cislmente con una vidg media de 5 -a 10 segundoe (K R=
042/seg. a 25° G ) (35). Esta es una situacién poco -
frecuente, porque él substrato libre tiene un perfodo
de vida mucho mis corto que el de la emisién observa-
- 8a; el FMNH, es rdpidamente oxidado por un medio no =

enzimgtico, en poco menos de un segundo (112).

Un smflisis simple de &sta etapa, nos permite prede«—
cir gue la enzima virtuglmente no sufre recambio ys =
que por el corto periodo de tiempo una molécula de en
zima no puede completar la reaccién con trazas de sub’
strato. Este es el caso en el que la enzima es expues
ta a su substrato durante un corto perfodo de tiempo-
comparado con el periodéide vida del intermediario —=
generado, permltlendo una medidsa directa de ese perie
do de wvida.(110),.

En: tales condiciones puede pronosticarse”que-1§Aeong-
_centracién de enzima no tiene ningin efecto sobre la-
cbhétanté de velocidad de ler orden para el decremen-
%o en la intensidad de luz, esto se ha comprobado ex—
perimentalmente (110).’

G.III.1 (b). Requirimiento de Aldehido.
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Loe aldehf{dos de cadens larga tienen un notable efec-
to estimulativo sobre la emisién de luz, se ha demés-
trado que su participacién ocurre en una de las eta——
pas posteriores, como se indicg en el esguems 28 « =
{110).

La causa de gue los primeros pasos de la reaccién ocy
rran en ausencia de aldehido puede deducirse de la --
observaecién de que la luminiscencia normal ocurre si-
el aldehfido es adicionado posteriormente (esguema 29)

El hecho de gque III_ se forma en ausencis de gldehfdo

(aproximadamente a ?a misma velocidad que IIIA cuando
el aldehfdo estd presente) se observé poroue el bajo-
nivel de la luminiscencia de crece con un perfodo de~
vida cercano a2l de la reaccién dependiente de aldehf-

do (35)0

Ademis la respuesta del sistema a la adicién de alde-
hido a un tiempo posterior declina parslelamente con-—
1la baja @b (35,110,103),

AKunque se han realizado muchos estudios concernientes
‘g la funcién del aldehidb, su papel en la resaccién no
sé ha comprobado totalmente.-ﬁlgunos autores afirman-—
que el aldehido no se consume en la reaccibén y gue su
papel es catalitico, (35,106), mientras gue otros s08
tienen que'es convertido a su correspondiente Acido—-
graso, posiblemente por una peroxidscién, para propor

cionar uns etapa productora de la energls adecuads ==
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ESQUEMA 29

TIEMPO DE INICIO DE LA REACCION LUMINISCENTE
DEL FMNH, CON Y SIN ALDEHIDO EN PRESEN
CIA DE™ HIDROXILAMINA ’
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para que surja el producto en estado electrénicaemente

excitado (114). Los experimentos relacionados con la-

produccién de cusntos, sustentan la segunda proposi—

cidn basandose en gque la reaccién total puede reprew-

sentarse de la manera siguiente (115).

k).-  FHNH, + ROHO + ogtm_—ﬂpmm + RCOOH + H,0-
+ hv,

Desafortunadamente, ni la utilizacién de aldehido, ni
la produceién de 4cido, ni tampoco el supuesto alden{
do celular, se han demostrado directamente. En regli-
dad, su desecubrimiento original no fué como un factor
de las células luminiscentes, sino eomo un material -

activo encontrado en extractos frescos (35,89).

Ees importante subraysr el comportamiento poco comin -
de la participacidén del aldeh{do: mientras que tiene-
un gran efecto estimulativo sobre la produccidn de fo
tones, la velocidad de oxidaciédn por d€sta via se ve -
afectada. Por lo que puede postularse una divisién en

la ruta mecanistica del esquems 28 (35,111),

Un andlisis e interpretacién del papel del aldehfdo -
fué realizado vor un grupo de invéstigadores, el gue-
incluye tanto descubrimientos experimentales como una
re&isidn de estudios anteriores, ellos proponen gue -
el efecto del aldehfdo puede atribuirse a un cambio -

conformacional en la enzima intermediaria de gran ——-
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periodo de vida, favoreciendo asi la etapa final prin
cipalmente hacia el estado electrdnicamente excitado-
(35,89).

Estos investigadores realizaron experimentos a bajas-
temperaturas, puesto ocue la enzima intermediaria tie-
ne un perfodo de vida relativamente largo, fué posi—-
ble atraparla por enfriamiento répido del sistema hag
ta la temperatura del nitrégeno 1fquido (77°K), el —-
intermediario es éstable en dstas condiciones, pero -
a2l ir aumentando gradualmente la temperatura observa-
ron que, los cuantos eran liberados en forma de una -

ineandescencia (35).

Si una mezcla de regceidn no ha sido expuesta al aldg'
hido es llevada hasta el migsmo punto de enfriamiento-
¥y posteriormente calentada en forma gradual; la produ
ceidn de fotones es mucho mayor cue la cque se hubiera
obtenido si la reaceidn se efecturs completamente en-
estado liquido (116). Esto indica que el enfriamiento
¥y el calentamiento pueden en algunos pasos prescindir
del requerimiento de aldehfdo, por lo cue se ha pro=-
puesto que algunos efectos fisicos andlogos pueden —-
ocurrir en la célula viva ( por ejemplo, el enlazgw——
miento de la luciferasa a una estructura partieular),
significando también cue el aldehfdo normalmente no -

es involucrado " in vive " (117).

G.IIT.,) (e). Induccidn Potocuimica de la Bioluminig—-

cencia,
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La emisgién termoluminiscente sugiere que la reaccidn
puede involucrar intermediarios de alta energis en -
forma de electtrénes libres y electrbénes atrapados, -
andlogos a los del fésforo inorgénico cristalino. —
Pgles estados también se han propuesto junto aon —-w
otrog sistemas biolégicos, especialmente la fotosine
tesis, el transporte de eleotrénes y la fotorecep= =
eidn (35).

Pales consideraciones han llevado a experimentos sz~
tisfactorios para inieiar la bioluminiscencia usando
energla luminosa. Lz emisiédn no esm, desde 1ugo; sim=-
plemente la fluorescencia o la fosforescencia de las
especies emisoras, puesto que la emisién foto-induci
da tiene un perfodo de vida de aproximademente 5 se=
gundos en solucidn acuosa g 2509, corregpondiendo e
exactamente al de la bioluminiscencia quimicamente -
indugida (111). Ia emisién foto-inducida por FMNHé -
en todos los pasos estudiados,; incluyendo la distri-
bucién espectral, dependencia de aldehfdo y el efec~
to de los aldehfdos de cadena larga (110,118).

Ia reaccién inducida por energlsa luminosa no requie-
re la adicién de flavina. El espectro corresponde =zl
de la absorcién de la proteina, con un méximo de 280
nm (35). '

La reaccidn bioluminiscente inducida por energfa lum..

minosa, sin embargo, reguiere de oxigeno. Aungue es-
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una irradiacién seguida de la emisidén de luz aprecig
ble: en la ausencia de 0,, es distinta de la biolumi—
niscencis, siendo de un periodo de vids relativemen-
te corto, concentrada a longitudes de ondz cortss w
(430 nm), no es afectada por el aldehfdo (111),

G.IIT, 1.(d). Propiedades de la Iuciferssa Bacteria-

na: Aislamiento v Recombinacién de- Suw

bunidades

Esta Tucifergsa se encuentra en grandes cantidades -
en la célula bacteriana, conteniendo de 2 a 5 por —
ciento de la proteina soluble (109).

Durante la etapa luminosa son emitidos aproximadamen )
te 104 cuantos por segundos por célula simple. ha ae
tividad de la enzima "in vivo" aparentemente es lg =
misma de la emisidén "in witwo® estimulada por aldehi
do (35).

- &lgunos investigadores han logrado aiéiéfla con un -
90% de purezz (109), y reportaron que su preparacidn
contenis una NADH-deshidrogenassa &ue permanecia gso~
ciada a la luciferass desplies de varias recwvistalizg
ciones (119), Esta es, desde luego, la enzima que -=

acopla la luciferasa con el NADH via flavina (35).

Los métodos de aislamiento han permitido la separa—-

cién de las dos enzimasg; la luciferasa pura contiene
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cerca de 0,001% de la deshidrogenase total (35)¢ Ia
separacidn de la deshidrogenasa y sus estudios expé
rimentales indican que tiene una actividad especifi
ca de 80 micremoles de NWADH oxidade por minuto por-
mg. de protefns (35). Aunque puede tratarse de un -~
complejo molecular que involucre a la luciferasz y-
a la deshidrogenasa, se ha establecido que la indu-
ccibn de luciferasa no e acompafiads por un iNCYem-
mento de velocidad en la sintesis de deshidrogenssa
(119).

La luciferass tiene un peso molecular de aproxima@g
mente 60,000; posee ocho grupos sulfhidr{lo libresw
y no tiene enlace disulfuro (109). Su actividad mé-
xima se obtiene cuando la enzima estd en presencia-
de reductores susves tales como DIT o 2-mercapto ==
etanol, es relativamente rica en aminodcidos, no —-
contiene grupos prostéticos disociables. Su abSOT=w
cidn en el ultravioleta tiene un méximo a 286 nm, -
caracteristico del triptofamo (35).

En las preparaciones de luciferasa se han encontrme
do no metales; pero se ha demostrado gue ninguno in

terviene en la etapa luminosa (109),

Fl tratamiento de la luciferasa bacteriana pura con
urea 8M o con guanidina-HGl 5M, conducen a la répi-
da pérdida de su actividad, &sto es completamente -

reversible por dilucién en buffer de fosfato con ——
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BSA y DIT presentes. A vartir de estudios realizados
por sedimentacién, se comprobd gque en guanidina 6 M.
de HC1l la moléoula se disocia en sus subunidades, ~-
las que fuéron separadas por electréforesis, enconw—
trando dos subunidades distintas (A y @), le existen
cig de datas dos subunidades distintas se ha compro-
bado por métodos cromatogrificos. (120),

Lz actividad de la luciferasa puede restaurarse sf -
las dos subunidades son mexclaflas y dilufdzs en bie
ffer para disminuir la concentracién de urem. El gra’
do de restablecimiento fué de cemea de 354, estimado
a partir de la actividad especifica de la protefna -

reconstituida (35).

Estas subunidades poseen una carge negativa neta a-
pH neutro, la subunidad@estd cargada més negativa -
mente, por lo que tiene una difencis en la acidez o-
alealinidad de los residuos de aminofcidos, La subu-
nidad o tiene una extincién a 280 nm, por unidades ~
de microbiuret y es, por lo tanto, rica en aminodci-~
dos aromgticos. Otrs diferencia entre ambas subunide
des la constituye el ndmero de grupos amino y sulfhi
drilo libres, (35,120), ' '

TLas subunidades también difieren en estabilidad, de-~
terminada por la capacidad de recombinarse una con =
la otra para formar la enzima activa. Una propiedad-

interesante de la subunidadg, gue no la presenta —-
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la subunidad X , es gue cuando estd en presencis de-
buffer de fosfatos se combine con otra subunidad B -
parz formar protefna soluble, que es del mismo tema-
filo que el de la luciferasas nat{va, pero difiere de -
ésta en su carga y resulta completsmente inactiva a-
la luminisceneiz (121).

Lo actividad de la luciferasa desnaturalizgda por -
otros medios (eslor, &etergentes).también puede sey-
restaurada por disolucidén del precipitado ingetivo -
en guanidina o urea y posteriormente diluyendo con -
buffer (35).

Los éistemaS'bacterianos también proporcionan un ma-
terial excelente para el estudio de la bioluminiscen ’
cig. Los trabajos futuros para obtener una estructu-
ra molecular de la luciferass por andlisis de rayos-
X, los estudios actuales &stan tembién interesadosy -
en un andlisis de la induceidn y del control genéti-
co del sistema bacteriano, especialmente en la natu-
raleza de los mutantes con luciferasa que no catall-

za la reaccidn bioluminiscente'(35,122);

G.III.2. Hongos.

Ia reaccidén luminiscente en extractos obtenidos g w—
parti{r de hongos difiere en ciertos aspectos de la -
que se resliza en la bacteria, La luz observada se -

encuentra en la reglidn amarillo-verdosg concentrada-

83



aproximadamente a 530 nm; (35). Ia reacecién se efegw
tua en una estructura particular que tiene cardcter-
membranoso, ésta reaccidn puede resumirse como se -

muestrs en el Esquema 30 (97).

ESQUEMA 30
\ deghidrogenass
1) NADH (0 NADPH) + X _a—aat —{>NAD (0 NADP) -
+ XH2 .
m) XH2+E—FP DLHZ-E-P-t-I
*
n) IH, -E-P+0, enlazamiento . ; _ (0)'-gE P
+ H.0 de la luciferasa
2 %
o) L (0 -E-"P DL (0) —BE ~-P +
hv

Fn donde P es un elemento estructurzl de la enzims -
(B) y la luciferina (L) también enlazadm a éste (35,
123). ’

Como podemos observar en el esquema (30), existe uns
gran analoglz con el sistems bacteriano, excepto en-
que un p tador de electrones intermediario, X, estd
presen‘ce; Otra diferenciz importante es que en la —
reacciédn que se realiza en los hongos la luciferina-
es la parte soluble. (35). Se ha encontrado que una-
gran variedad de posibles mediadores de electrénes -
(X en las reacciones del escuema 30), incluyendo las
flavinas, no provocan ningin efecto estimulativo en-

la reaccién (86).
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TLos pasos de la reaccién pueden separavse experimen-
talmente, mostrando la acumulacidén de un intermedig-
rio reducide, porgue la etampa reductora se reslisa -
aenserdbicamente con el sistema soluble. Esto pusde -
comproberse por la adicidn de oxigemo ( 84,124);

Rl factor hidrosoluble (la luciferins)es insolulie -
en una gran warledad de disclventes orgimicos, y e
14bil a velores de pH alealinos (pH = 8.5).

Klgunos investigadores han logrado obtener una emi-
sién quimicluminiscente a 542 mm, al adicionar 3202;
su Ffluorescencia ocurre a 490 cuando se excite a-
345 mm (35).

Esta luciferina se ha purificado parcialmente y estu
diado por medio del microscopio electrénico, se ha =
observado que se trata de una estructura subcélular-
de origen membranoso (posiblemente de la membrana -
plasmitica) (19). Sus propiedades de gedimentseifn -
indican que su tamafio varia de 0.1 a 1.04 ; su dem
sidad es de 1.09 a 1.15 g/cc. (35).

Aungue un componente fosforescente obtenido a partfr
del género "0 flavida® tiene un espectro cercano al-
de la bioluiniscendia, no #e ha lograde su sgocia--
cién con 1la reaccidn productora ée lusz (6, 15).

II.H.Grupo IV: Peroxidacién.
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Hace muchos afios que Harvey descubrif que podfa obte
ner luz de la reaccién entre el pirogalol o ¢l lumi-
nol con H 02, siendo catalizada la rezccidn por pers

2
xidasas vegetales (92).

Posteriormente se descubrié un requerimiento de H’202
parg la bioluminiscencis szul en extractos obtenidos
del gusano "Balanoglossus", un hemicordio marino w—w
(35). En estas investigaciones se descubrié que la -
luciferasa funciona como una peroxidasa y que no re-
quiere de oxigeno molecular. Las peroxidasas vegeta-
les, tales como la del rébemo, pueden substituir a -
la luciferasa en la reaccién luminiscente de éste op
ganismo; (100), ademés, se ha demostrado aue la luci
fering del Balanoglossus puede sexr reemplazada por -
varios compuestos orgénicos quimioluminiscentes, y =
obtener ési un sistema bioluminiscente "artificial®-
in vitro (35,125),

Todos los resultados de las investigaciones coinei--
den en que el sistema del Balanoglossus involucrg —-
una perdéxidaecién cldsica (126). Se ha comprobado gue
durante la reaccién productors de luz se utilizan —-
dos molécules de luciferina (126), sin embargo la es

tructura de éste substrato no se conoce atin. (6).

II.I.Grupo V: Sistemas Precargados

Estos sistemas no estén sgrupados con respecto a un-
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mecanismo especifico, sino &l hecho de que los €ompo
nentes sislados representan, en cierto sentido, los-
intermediarios. (359. Este tfpo de sistomas estén =
controlados bioquimicamente, puesto que la emisién -
de Iuz pucds ser disparada fzeilmente, un heeho. que-
ez de relevancia para el mecanfsmo del control eslu-
1ar (56,15). A

El primero de éstos sistemas posee une estructura —
particular, es un drganelo celular, que puede. sislar
se con su actividsd intgcta e induecirse a que emita-
iuz (127).

Las dGiltimas protefnas de este grupo, pueden ser con~
cideradas como intermediarios de reaccidn, y por lo-
tanto como substratos de las reacciones emisoras de-
luz, por lo que se les ha llamade "fotoprotefnaa®™ ya
gque las nociones convencionales de enzimp y substra-
0 no son aplicables en los términos usuales (6,15,-
35).

G.V.l. Dinoflagelados: Iuminiseencia del "Deatell e

dor".

Los dinoflagelados marinos, tales como la Gonyasulax-
polyedra, son unas algas unicelulares, frecuentemen-
te responsables de las mareas rojas o "fuego del marn
que contribuyen a la brillante luminiscencia del = =
Oceano (35).
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Ta luz de €ofos organismos es emitids caracteristiocg
mente como un destello luminomo que dura 8élo uNQ —w
fraceibn de segundo. (6),

Tas bases bioquimicas de dsta emisién de luz son muy
interesantes; involucran una esiructura particular,-
llamads “deétallador" (127), el que es posible de ==
extraer de las células junbto con los componentes so-
lubles del sistema enzima-substrato que interwienen-
en la emisién de 1luz (35). Se concidera cue los des-
tellos normales provienen del "destellador", y que -
los componentes solubles extrazidos estén normelmente
asociados a &sta particula (128),

El "destellador” aislado puede ser indueido & QU6
emita luz "in vitro" simplemente abatiendo el pH de=’
aproximademente 8 @ 5.7, el intervalo de tiempo el
tre los destellos in vitro del "destellador" se asew-
meja mucho al que ocurre en la célula viva, su espeg
tro de emisién es exactemente el mismo (129). Is emi
sién de luz en forma de destello a partir de un orgg
nelo similar 2l "destellador® de la Gonyaulax se ha-

observado "in vivo"™ en la "Noctilucg" (130).

Ia relacién exacta del llamado sistema soluble del =
destellador con respecto & su origen o funcién afin -
no ha sido bien establecidg (6), pero es evidente —=
que ambos estdn relacionados (6,35). La luciferasa -
soluble se hs purificado por procedimientos conven—-

cionales, pero no ha sido bien caracterizada (131).-
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Al ser cromebografisdos los extractos crudos produ
cen dos méAximos, que corwvesponden a pesos molecuig
res de aproximadamente 150,000 y 35,000 (132)F El-
rango de pH para la actividad de éstss dos moléou-
las es diferente, la actividad de la méléenla mie-
grande es ptima & pH = 6.6 e inactive @ pH = 8 =
mientras cue la otre molécula tiene una marceds de
pendencia del pH con una actividad méximg & pH = 8
(35) ¢

La luciferina se ha logrado purificayr por filtrg-—
eidn de gel, su peso molécular es de aproximadsmen
te 400 (92), su fluorescencia, enlazada a BSA es =
similar al color de su bioluminiseencie (35). En -
suma la luciferina, la luciferasa, y el éxigenoc en
egte sistema, tienen un requerimiento sghsoluto pem
ro no especi{Tico de sal, la concentracidn requeri-
da para un efecto Sptimo es = 1M (35)%

Cuando los componentes son mezcilgdos en buffer, se
requieren de algunos segundos para que la 1luz gl—e
cance su mixima intensidad y decde con una vide me

dia de varios minutos. (35).

Los destellsdores fueron aislados por ruptura mecé
nica suave de las oélulas y por centrifugacién di-
ferencial, la particula tiene una densidad de apro
ximadamente 1.23 g/ce, su constante de sedimentg--
cién es altas 15,000 S. Estos datos son comparti-—-
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dos con una estructura que tiene un diametro de 0.6
y una densidad de 1,21 a 1.24 g/ml (35,127):

Esta particula unicamente requiere de oxfgeno para la

induccién dcida in vitro de luz, la dilucidén no causs
ninglin efeeto (6); y la produccidn de luz es directs-
menfe proporcional al nimero de destelladores sobre -
un rango de lO5 (35). Aunoue los destelladores pier—w
den facilmente su actividad, son insensibles a cambi-
os osméticos., Los tratemientos fisicos bruscos (mece—
nicos, por ultrasonido, congelamiento) dan como resul
tado la perdida de su activided, la luz y el oxigeno,
en estas condiciones, pueden acelerar la inactividad-
(35). La inactivacidén térmica ocurve aproximadsmente-
a 30% (35). '

Estas estructuras al observgrse directamente con el =
microscoplo electrdnico se han descrito como particu-
las opacas que tienen lag apariencia de cristales. Sew
ha obtenido una relacién entre el nimero de E5t08 wwm
cristales y la cantidad de luz emitids, se ha estima-
do que existe una produccidén de 500 fotones por destg'
1lo por partfcula (35). En éstos cristales se han des
cubierto compuestos de guanina, se ha propuesto aue -
¢l destellador activo es una estructura compleja en -
la gque un cristal de guanina se asocia con la lucife=
rina , luciferasa y presumiblemente otros compuestos-

.quimicos (132).
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El aislamiento de una estructura particulsr capdz de
emitir luz es interesante en relacién zl mecanismo -
por el cual la célula puede iniciar y detener una re
aceién quimica con presicién y rapidez. Como el des-
tello in vitro es disparado abatiendo el pH, el des-
tello in vivo puede sex controlado por transporte de

idnes hidrégeno, (6).

Un cambio en el pH en un voldmen peguefio no requiere
el transporte de muchos protones. Conociendo un dia-
metro de O.Q/j , en este caso un volimen de menos -
de 0,1 M3, se obtiene un promedio menor de un protén
por unidad de volumen a pH = 8, y s86lo aproximadamen
te se requieren 100 protones para llevar el pH a 5.7
(35).

En suma, los protones fueron necesarios para titular
1la luciferina, la que puede asl ser convertida de su
forma inactiva a su formg activa. Algunos autqres, -
tomando en cuenta las similitudes espectrales y fac=
tores de egtabilidad, proponen que la luciferina.pqg

de ser una pteridina (35).

G.V.2. Los Hidrozoaries v -los Ctendforos

De €stos dos grupos de organismos bioluminiscentes;;
los sistemas més estudiados son, entre los hidrozoa-
rios, 1la Ascuorea y la Halistaura (135); y “éntre los

Ctendéforos la Mnemiopsis y la Beroe, (8@){-Todas b5
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tas criaturas poseen un mecemismo luminiscente identi
co, por lo que, desde el punto de vista bioquimico, -
su emisién de luz practicamente puede tratarse conjum
tamente (89).

Lag luciferinas aisladas a partir de cada uno, de 8s=
tos organismos reciben nombres genéricoss de la Aeque
rea; aequorina, de la Halistauras halistaurina, de la
Mnemiopsis; mnemiopsina y de la Beno#; berovina (89,-
134). De entre todos €stos organismos, los trabajos -
e investigaciones en torno a la Aequarea son mie nd=
merosos, debido a su gran abundancia (35,66,89,133) .=
& todas €stas luciferinas se les ha llamado "fotopro=-
tefnas" (35,89).

G.V.2 (a). Im WMedusa: Una Proteins-"Precargadat

Puede considerarse aque los sistemas bioluminiscentes~
aislados a parti{r de ciertas hidromedusas (Aecuorez ¥y
Halistaura) constituyen una clase poco comdn (135), =
Ia reaccidn involucra sélo iones calcio y une molécu-~
la de protefna simple que tiene fuertemente enlazado-

w grupo cue posee propiedades similares sl NAD (66).

Estas protefnas han sido altamente purificadas, con -

la adicién de calcio, para el que la reaccién es alts

mente especifica, ocurre una emisién luminiscente; cn
ya vida media es de aproximademente 1 seg. a 20° € —m

(135). El producto entonces muestrs una nueva banda -
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de absorcién (a aproximedamente 340 rm.) caracter{ati

ca de los nuoledtidos de piridina reducidos (66).

Puesto que no se involucran otros reactivos, incluyen
do oxfgeno, parece que ocurre una reaccidén prodﬁctors
de energila, a partir de caleio activado y una moléecu-
la gue posee un enlace reducido, en la que se obtiene
como uno de los productos una estructura de piridinio
(66,35), '

La zequorina y ls halistaurina muestran una absoreién
a 310 nm previa s la emisién. La siguiente luminiscen
cia y el surgimiento de uns nweva absorcién a 340 nm?
en donde también ocurre una fluorescencia con un €8
pectro de emisién caracteristico del NADH, asi{ como -
el de la emisién bioluminiscente. Todas tienen ung -

emigién méxima de aproximadamente 460 mm. (35).

Co exceso de calcio la reaccién es exactamente de pri
mer orden (E=1 seg_l, 25°@). El rendimiento de la rea
ceién dearece con el incremento de la temperatura, —-
marcademente alrededor de 20°C. La razén de dsto es -
desconocida, pero no se debe simplemente a la inaecti-
vacién de la protefna ya que dstos cambios sélo son -
apreciables o aproximadamente 35°c. ILa Qq. de la reag
cién a 25°C es aproximadamente 0,15 cuantos por molé-
culs de aequorina; tomando en cuentz el efecto de la= -
temperatura se espera un rendimiento éptimo del 0.2 o
nis. (35).
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Excepto para su ealor de inaetivacidn, que apsrente-——
mente tiene una energia de activacién baje poco comfén
le zequorina tiene propiedades que indican que ¢8 une
protefnz, Tiene reacciones pogit{ves de Biuret y de -
Ninhidrina y es precipitzble por sulfato de smonio —=
(92).

La naturaleza bioquimics del sigtema de la aseguorina-
explica la luminiscencia de large duraeién observads—
Que, distinto a la mayoria de los organismos biolumi-
niscentes, la emisién puede ocurrir en susencia com--
pleta de oxfgeno libre. (35,89).

Shimonura y colaboradores proponen que las bases molg
culares para el destello celular involucTasn ya S€g ~w
un cambio tramsitorio en la permeabilided =1 calcio =
6 en su transporte activo. (66). Aunque el sistema in
vitro involuera materigl en solucidn, el sistems in -
vivo se localiza en grdnulos de difmetro menor o igue
al a 0.5 A, que permiten la departamentalizacién y me
vimiento de caleio (35).

Lo naturaleza de la reaccibn productors de energfa no
es evidente., Existe sdlo una molécula semejante al nm
clebtido de piridins por cada peso molecular de = = =
35,000 (el tamafio probable de la protefna) y su reduc
cién no proporciona facilmente la energfa reguerida.-—
Une. posibilidad sugerida por WMo Elroy y géiiger €8 ==

gue el material inicial tiene ya sea un oxigeno o un-
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peréxido que sirve como acepbtor de elegtronos en glagn
na resccién desconoeida hasta el nomento, BEste poéibg
1lidad no puede excluirse pero no ha sfdo bien investi
gads pars proporcionar una explicacidn de la aparente

reduceién que ocurrs (136).

En terminos genersles, la posibilidad de que la reace
oibn quimics productora de energia y el grupo emisor-
de luz sean partes diferentes. de una misma moléculs -
no ‘es diffcil, White y Roswell lograron sintetizar mo
ldculas quimioluminiscentes de éstae caracteristicas-
y demostrar, en forma indireects, satisfactoriamente -
éste punto (137).

En un sistema luminiscente extrafdo a partir de uns -
especie de camarén que, posee Ffotéforos en forms de -
ojos, se descubrieron dos componentes orgénicos invo-
lucrados en el sistema emisor de luz: una proteins im
colora (con peso moleeular de 106 aproximadamente ¥ =
una substaneia fluorescente estable al calor (eon pe~
so molecular menor a 1000) (77).

Los componentes protefcos de las fotoproteinas apsren
temente son cadenas especificas de polipeptidos sim—m
ples cuyos pesos moleculares varian de 24,000 g8 = = =
31,000 (138).

Cormier y colaboradores han proporcilonzdo evidencias-

de que el componente croméforo nativo de las fotopro-
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tefnas es similar al de la luciferina de la Renills -
(93), esta proposicidn es corroborada por los descu—
brimientos de Shimonura y Johnson, ya que la reascidn
bioluminiseente de la aequoring forms un producto sig
lable e identificable, que posee la estructura XLI =
del esqguema 253 al gue se le ha denominado oxilucife-
rina de Aequorea, por su estrecha semejanza con la eg
truetura de la oxilueiferina de Renills (XXXIX, Esque
ma 25) (139).

Durante la bioluminiscencis de la aequorina, el emi
sor es un complejo protefna-oxiluciferina, nuevsmente
igual que en lz Bioluminiseceneiz de la Renille (89,—
139).

Losg sulfagtos de luciferilo, al igual gue el sulfato -
de luciferilo de la Renilla (XAXVIII, esquema 25), ~-
han sido gislados a partir de numerosos c¢slentermdom-
incluyendo la Aequorea y la M¥nemiopsis (140)., Sin em-
bargo, las bandas de absorcidn vigible de la zsequori-
na y de 1la Fnemiopsina no pueden explicarse en base =
a las perturbaciones espectrales de un croméforo de -
luciferina del tipo del que posee la Renilla (89).

Una posibilidad razonable para la formacién de 1la oxi
lucifering de Aequorea (XLI, Esquema 25), es el cami-
no gque ge ilustra en el Escuema 26, Aparentemente, el
paso en el que se pequiere oxigeno ha sido ineorpora-

do prevismente en éstas fotoproteinas, dando como 16~
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sultado un intermediario oxigenado que es estable en-
ausencia de calecio (89).

Por otro lado Shimonurs y colaboradores han demostra-
do gue durante la bioluminiscencia in vitro indusids-

por calcio de la mequorina se producéaCOQ (141).

No obgtante de gue los meecanismos guimicos paras lo —-
emigién de luz en la Renilla, en la Aequorea Yy poOSi--
blemente: en los Ctendforos, parecen ser similares, -—-
existen diferencias bdsieas que se manifiestan a ni--
vel proteico en el control de la luminiscencia en ca-
da caso (87,99).

Como se muestra em el esguema 2T7; dos protefnas, una-.
enlazada a una lucifering y la luciferassz, estan inve
lucradas en la bioluminisceneia inducidaz por ealeio -~
en los Antozoarios; mientras que, se considera que =
simplemente una proteina; una fotoproteina, es la res
ponsable de la bioluminisceneia en los Hidrososrios ¥
en los Ctendforos (134).

Parece ser gue las fotoprotefnas desempefian una funw
c¢ién dual; aparentemente enlaza un croméforo de luei-
ferina del +tipo Renilla en ausencia de iones ealecio,=

actuando igusl cue una luciferasa (89).

Al igual que en los Antozoarios, se ha descubierto --

gue los Hidrozoarios bioluminiscentes contienen una -
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proteina de fluoreseencia verde (101). Ia emisidn fin
orescente de ésta proteina aisleds s partir de la fe=
guores es identies a la gue presenta la proteina obte
nida a partir de la Renilla, aunque su espeetro de ex
citacién es completamente diferente (1L0l), lo que su-
guiere diferencigs tantoc en las proteinas como en los

croméforos,

En vista de que la emisidn in vivo es de color verde-
( Ay = 509 nm). En contraposicién sl eolor azul de la
emisién in vitro de la Aequorina ( Ap = 469 nm), se -
sugiere una sensibilizacién por el proceso de transfe
rencia de energim, como el propuesto para el caso de=
la Renilla (89, 101).

Empleando preparaciones purificadas de la proteina de
fluorescencia verde obtenids de Aequorea, la que con-
tiene seis componentes protelcos de fluorescencis ver
de, se ha demostrado una sensibilizaeién de la reag—
eién in vitro por transferencia de energfa (89,101, -
141). '

No obstante es difieil proponer un mecenismo parm és-
ta sensibilizacidn, en vista de que los datos reports
dos con respectoAa la produccién de cuantos son muy -
bajos (89).

La transfereneia de energfia eficiente puede proporcio

nar un incremento en la produccién de cuantos si el -~
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aceptor (la proteina de fluorescencia verde) tiene -
una produccién de cuantos signifiéativamente"més &l-
ta oue la del donador (estado excitado del complejo-w
oxilueiferina proteina) (101).

Puesto que la Qb in vitro de la aequorina es de 23%-
¥ la Qf del producto (complejo oxiluciferina-protef-
na) practicamente es de 23% (89,101). Cabria esperar
ge un gran incremento en la produceidn de cusntos en
presencia de la proteins de fluorescencia verde (Qf =
72%). (101).

Sin embargo, la produceién bioluminiscente fué sélo-
del 23% bajo condiciones Sptimas parsz una trensferen

cia de energia (101).

La regulacién del paso de caleio "in vivo" en fstas—
fotoproteinas probablemente ocurre de una maners and
loga descrita antermiormente para los Antozoarios, ya
que se han aislado lumisomas del tipo de ls Renilla-
a partir de varias especies de Hidrozoarios biolumi-

niscentes (105).
Los lumisomas de hidrozoarios contienen una fotopro-

teina de fluorescencia verde, pero no luciferagsa o -

alguna proteina enlazada a la luciferina (89).
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CAPI?ULO III

FUNCION BIOQUIMICA DE LA BIOLUMINISCENCIA. -

TLa bioluminiscencia estd filogenticemente difundide,
especialmente en el medio ambiente marino, en muchos
organismos puede argumentarse que la emisidn de luz=
en si tiene un papel en el metabolismo del organismo
(35). Se conocen varias clases de funcionem en &ste-
sentido, incluyendo las sefiales de apareamiento en -
el cocuyo, o el uso de la luminiscencia como sefiuelo
para atraer 5 sus presas, ¢ blen, para distraer g —-

sus depredadores (56).

Pero en algunos organismos, como pbr ejemplo la bag
terfa, la funcién de la luz aparentemente carece de-
importancia, Se piensa que en sistemas bioluminiscen
tes como dstos tiene una funeién bioguimica definids
relacionada en algin paso con los intermediarios de-
alta energia; por lo que la luz emitida, en estos ca

sosg, no tiene ningfina funcidén (35).

Esta hipétesis representa un contraste con la ideas -
de que en tales sistemas no tiene ninguna funcién, -
ni bioquimica ni de otro tipo. Este punto de vista -
fué adoptado por Mc Elroy y Seliger conjuntamente —-
con su hipétesis concerniente al origen y evolucién-
de la bioluminiscencia (60). Estos investigadores -

han propuesto cue la bioluminiscencia se originé co-
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mo un nedio bioguimico parz el transporte de oxigeno,

¥y gue la lug emitida careee de funeidn. (35).

También se ha considerado cue lg biloluminiscencis — -
constitula un mecanismo desintoxificante, puesto gque--
se supone que las primeras células vives desarrolls—-—
das eran snaerébias y cue el oxfgeno primitivo ers t4

xico para esas células (35).

Actualmente; en organismos tales como el aocuyo y la—
luciernaga, se cree gue el sistema original se ha ido
adaptando para propdsitos especificos: en casos como=
el de la bacteria, en el que ashora no tiene una funw=w
cidn aparente, es considerado por varios autores como

un sistema bioquimico rudimentario. (60).

Es diffcil sostener la afirmacién de gue un sistems -
completamente superfluo pueda persistir durante tambo
tiempo en un érganiemo como la bacteria, que crece, -

se desarrolle y muta extremadamente rdpido.

Esta es uns consideracidén especialmente relevants en-
vista oue entre 2 Y 5 por ciento de la proteina bacte
riana soluble practicamente es luciferasa y que la ——
produccidn de cuantos es alta (109). Ia posibilidad -
de que la luminiscencia sea un scompafignte necesario-
de alguna otra funcién escencial e inmutable resulta-
dificil, por el hecho de gue pueden obtenerse, relati

vamente rédpido, mutantes deficientes en luciferasg —-
L H
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(menores a 0.01 % en contenido) aparentemente normsles
(35) [ ]

Ademés log organismos anaerobios actuales, que también
estan sujetos a la toxicidad en las zonazm de trenscie
cién ambiental, no se ha reportado que utilicen la bip

luminiscencisz como mecanismo desintoxificante (35).

En contrapartida existen hipdtesmis de que aoctualmente-
la bioluminiscencia en algunas células tiene ung fulew
cién bioqufmica (35,89). Una posibilidad que debe con—
siderarse es que en la reaccidn resulta la formacidn =
de una molécula de oxigeno mctivo, la que awtfs en las
células como un oxidante de alta enexrgfa (35).

En el mecanismo se ha observado que, la emisién de lus
en un sistema bioluminiscente puede ser una altermati-
va para la formacidén de un oxigeno activo. El oxfigeno-
activo puede proporcionar un mecanismo quimico que per
mita a las células metabolizar compuestos que no sgean—

facilmente atacados por las enzimas constitutivas (6).

El mecanlsmo puede no requerir una induccién especifi-
ca para substratos diferentes (6). WM4s aan, el oxfgeno
activo puede generarse bajo condiciones en las que la-
concentracién de substrato no es lo suficientemente al
ta como para inducirlo, y una meEcla de moldeulas de -
diferentes substratos puede tratarse favorablemente —-

igual por un mecanismo general., (35).
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Si tomamos en cuenta las condiciones gue prevalecen~
en el oceano, especialmente las de las aguas que es-
. tan muy alejadas de los efectos de levigacién y con-
taminacién, es probable que los substratos utilizg—
bles sean quimicamente diversos y en bajas concentirs
ciones. (35).

Ademéds las profundidades de los oceanos probablemen-
te representan un medio ambiente ancestral y constam
te, en que los niveles bajisimos de luz exterior pue
den ser un aspecto ambiental de relevancia con res—-
pecto a que posean un mecanismo especial para produ-
cir ox{geno activo. (35). Indudablemente existen va=
rios mecanismos especificos por lo que el oxigeno —
puede ser actiwado, uno de los que debe tomarse’ en-
cuenta es agquel que involuera la formacién de un oxi
geno excitado de singulete que representaremos admo-

x

0., en el Esquema 31,

2
ESQUEMA 31
) Dye + hy —— Dyé"
* *
q) Dye + 02‘ — 02+ Dye
T) O* + Subs, —> Subs,——0

2 2

Kautsky y col. lograron demostrar, hace varios afios-—
gue la foto-oxidacién de una moldcula enlazada a una
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particula ocurre Tacilmente (142), aun cuando el sen
aibilizador absorbente de luz ( DYe ) esté enlazada-
a una particula diferente. Los resultados de la in--
vestigacién pueden resumirse en un mecanismo de reage
¢ién gue supone la formacidn de un ox{geno exeitado-
de gran periodo de vida (35), sin la reaccién direc-
ta entre pye ¥ el substrato (Escuema 31) (143, - -
144).

Uno de los razgos caracteristicos de la oxidacién fo
tosensibilizada es Bu especificidad quimica, aunque-
un gran nimero de compuestos es atacado, el tipo de-
reaccidn con una substancia determinada, estd comple
tamente restringida, por lo gue generalmente los pro

ductos se obtienen en altos rendimientos. (144).

Esto proporciona un criterio para la identificacién-
de mecanismos; el oxigeno en estado de singulete pro
ducido por otros métodos presenta una especificidad--

idéntics al producido fotogquimicamente (113, 145).

Sabemos que un oxIgeno excitado puede emitir un fo--
tén como alternativa de uns reaccidn quimica (146),-
la luminiscencia de color rojo emitida en la reacci-
6n de H2O2 con hipoclorito de sodio produce varias -
bandas que han sido agsignadas a distintos estados de

oxigeno excitado (146, 147).

. N * : . :
Lo participacidn de 02 en las reacciénes biocuimicas
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no ha sido démostrado (6, 35), pero algunas reaccig-
nes poseen mecanismos cue sugieren que el oxIgeno en
estado de singulete estd involuerado (148).

Se ha demostrado que el oxfgeno en estado excitado «
de singulete oxida el nitrégeno molecular g nitrato-
¥y el 02 puede producirse mediante la descomposicidn-
de H, 0 por catalasa (149).

Ia reaccién bioluminiscente bacteriana es similar a-
ciertas enzimas oue realizan hidrélisis ensimdtices-
¥ rupturas de amillos, mientras que los detalles me=
canisticos involucrados en &stas reacciones son des-
conocidos, los modelos de reaccidén incluyen comunmen

te como intermediario a un oxfgeno actiwve (150).

Ia reaccién bacteriana es también poco comiin en cuan
to a su produccién de cuantos, la que puede ser mar-
cadamente influenciada por la presencia de aldehfdos

de cadena larga. (35).

Bxisten varias rutas especffieas para adaptar éstas—
observaciones a la hipétesis del oxigeno activo: Se—~
han propuesto varios mecanlsmos que pueden conside——

rarse para la producclén de 0 en el sistema biolumi

2
niscente bacterlano. (35), El primero represents lg?f
produccidén de 0 como una alternativa diracta Fa =
la emisidn de luz a 490 nm a partir del /§xado exci—

tado, ¥y cue compite con éste en la reaccién con el -
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O2 en estado basal.

Esto es andlogo al mecanismo propuesto por Kautsky -
(142), y pronostics una funcidn dual para el 0,: La-
bioluminiscencia ey absolubamente dependiente bajo -
éstas condiciones para su funcién en la oxidacibn —-
del FMNH,; pero el ox{igeno extingue la luminiscencia
en la formacidén de ox{geno execitedo (Esquema 31, rea

ccidn r) (35).

Fn un segundo mecanismo posible, la formacién de 0;~
ser{a competitiva con el aldehido, como se muestrs =
en el esquema (28), la reaccién del intermediario II
con O2 dd como resultado la formacidén de III b y la—'
obtencién casi simultanea de un producto en estado -

excitado (en este caso serfa oxfgeno excitado). (35).
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CAPITULO IV
APLICACIONES

ﬁh el estudio de cualquier fenémeno generalmente so-
pasa de la investigacién pursm a la investigasiln ——-
aplicada, ésto ha ocurrido con la luminiscencia. Des
pues de varios aflos de investigacidn, que llevarén g
comprender mejor ééte>proceso; se tiene shora uns =@

rie de aplicaciones en distintas drees de la eiencia.

Fl desarrollo de los métodos luminiscentes abrem la-
posibilidsd de realizar smflisis guimices répidos y-
de alta sencibilidad empleando instrumentscién pocdeo- -
costosa.

La quimioluminiseencia y la bioluminiscencia ofrecen

variag ventajas importantes pars el andlisis guimicoe:

Los métodos guimioluminiscentes y bioluminiscentes -
son extremadamente sensibles debido & su facilidad -
paras medir niveles bajos de emisidn de lux. Be posi-
ble calcular los limites de deteccidn tedrica parz -
los métodos quimioluminiséentes ¥ bioluminiscentes -
a partir de la @ Qly y la capacidad de los instrumen

tos modernos para medir bajos niveles de luz. (151).,

El dnico aparato que se requiere paras el amdlisis —-

guimioluminiscente es un detector de luz, un sistema
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que mezele los remctivos, y en algunos casos, un fil-
tro para determinar la quimioluminiscencis a partiy -
de otras fuentes de luz. (152).

fara muchas de 1las reacciones quimioluminiscentes y -
bioluminiscentes utilizadas, la respuests es propor-
cionalmente lineal a la concentracién de reaectivos. -
(151, 153).

Los métodos quimioluminiscentes son capaces de deteo-
tar diferentes estados quimicos de un metal oue se em
cuentre presente en huellas (154), como vor ejemplos-
el Cr (III) cataliza la reaccidn mientras aque el Cr -
{IV) no. Tambien varios meitales y complejos orgfnicos
no catalizan la emisién de luz, pero los iones libres
producen el efecto contrario (155).

IV.A. Determinacién de algunos iones metflieos medign
te_el Tuminél.

Ia seneibilidad intrinseca del Luminsl pars emitir —w
luz, con bajas concentraciones de metales constituye-
un método atractivo para el andlisis de huellas d6 —
iones metdlicos (154, 155).

En presencis de un exceso de reactivos, la intensidad
de la luz emitida es proporcional a la concentrseién-
del metal aque cataliza la reaeccién (151,155).
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Se han deserito varios métodos para el anélisis de el
cobalto, cobre, e hierro; todos basados en la catali-
sis de la reaccién del Tuminol, lo méds simple es mez-
clar los reactivos en un reeipiente gue sea simultg--
neamente expuesto a una pelicula fotogréfica y midien
do 1la exposiecifn como una funcién de la concentracién
(154, 155). T

IV.A.1l. Aparato

Para realizsr anflisis continuos por &ste método, es-
necesario oue la catdlisis de la oxidacién del Lumi—
nol se efectde en un sistema de flujo como el cue =e-
muestra en el esguema 32, los reactivos sén continuge-
mente mezclados en una celda, colocada exactamente eg
frente de un tubo fotomultiplicador ouwe cuantifioue -
la emisién de luz (151,154,155). Al Iuminol previamenm
te se le adiciona una solucién amortigusdora 0.1 M de
KOH—H3B03, para. controlar el pH sl ocue la reaccién --
ocurre, &sta solucién es mezclada con perbxido de hi-
drdgeno directamente en el sistema de flujo; para evi

tar su descomposicidn (155).

Ta solucién de referencia es similar a la solucién —-
problema, excepto en cue no contiene el metal por .de-—
terminar gue actuva como catalizador. Cuando la 501U
cién de referencis fluye a través de la celda, se ob-
serva el nivel de la emisién de luz caracterdstico de

la reaccidn en aucenciz de trazas del metal cue cata-
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Tea 1 swation. Une mucstra de la solucidn problema
se deposita dentro de la linea de flujo de la solu~ =
cidn de referencia medisnte le vdlvula de inyeccién -
(151, 155).

Puede emplearse jeringas hipodérmicas de pldstico de-
50 ml, es preferible usar de pléstico puesto cue las-
jeringas de vidrio pueden desprender o absorber hye -
1lag de metales, lo cual afectaria la intensidad de -
ia luz (155).

Se montan 3 jeringas al mismo nivel sobre uma bomba,=
un tubo de tefldn de pared delgada de 1/8 de pulgada—
de diametro se conecta a las jeringas mediante otro -
tubo corto de Tyzén de 1/8 de pulg. de dimmetro inte-
rior, los flujos provenientes de las jeringas oue con
tienen H202 ¥y el Luminol-buffer, se unen por medio de
un tubo en "Y", Puede emplearse una vdlvula de paso -
con sistema individual de inyeccidén para depositar la
muestra de la solucién problema dentro de la linea de
flujo de la solucién de referencias en cierta posi- -
cién de la vAlvulas de paso la solucidén de referencia-
fluye a traves del anillo de paso, la muestra puede -
depositarse en el anillo para muestres empleando otra
jeringa, en otra posicidén de la vilvula; el anillo ra
ra muestras se conects a la linea de flujo, pnras oue-

1la acarree hasta ls celdn de reaccién (155).

in 1~ parte inferior del escuema 32 se muestrs un di-
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bujo detallado de la celda de reaccidn, el tubo de -
teflén del sistema de flujo se ensambla mcdiante ni-=
ples de vidrio de 3 mm de diametro exterior. Los tu-
boe de teflén se introducen dentro de los niples de-
vidrio prolongandolos hacia el interior de la celda,
para garantizar cue los reactivos inicialmente mez-—-
clados se dirijan al centro de la celda y reducir la
posibilidad de cue la solucidn regrese al tubo (155)
Ia agitacién se logra mediante el burbujeo con nitrd
geno a traves de otro tubo delgado de teflén inserta
do dentro del tubo de teflén de 1/32 de diametro in-
terior. El flujo de gas hacia la celda es contralado
medisnte un medidor de flujo, la velocidad de flujo-
éptima para éste tipo de andlisis es de 35-40 ml/min

(151, 154, 155). '

En el esouema 33 ge muestra una curva cinética de —-—
flujo estable de 1la emisién de luz como una funcién-
del tiempo posterior al mezclamiento para la reacc—-

ién del Luminol.

Ia emisién de luz catalizada por un incremento parti
cular del metal en solucién éntrando a la celda de =
reaccibn en el sistema de flujo continuo seguira’ a -
dste flujo cindtico estable a la vez oue permonece -
en la celda. Despues de lograr un estado estable, —-
habrs incrementos del metal en solucidén en todos los
vuntos de le curva cinética de flujo estable, y la -~

emisidn de luz observada serdi la suma de lar emisio-
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ESQUEMA 33

PRINCIPIO DE OPERACION DE LA CELDA DE REACCION

EMISION
DE
LUz

TIEMPO (segundos)
tr = Tiempo de residencia en la celda

L(t) = Intensidad de la luz a un tiempodado,t ,después
del mezclamiento tr

Luz de la celda = J‘ L(t)dt
0



nes de luz catalizadas por cada incyemento del metal-
en solucién, Si asumimos que todos los iones del me—-
+tal permanecen en la celda por un espacio igual de =
tiempo, emtonces en un egtado estable la emisidén de -
luz serd la integral de la curva cinética de flujo —-
desde el tiempo de mezelamiento ($=0) hasta oue los -
iones del metal permanecen en la celda, este perfodo-
de tiempo ha sido designado como tiempo de residencia
en la celda, tr; es igual al volimen de la celda divi
dido entre la velocidad de flujo (155).

Por ejemplo los datos caracteristicos de éste snfli-~
sis para la determinacién de Cr (III) en aguas Be - -

muestran en el esguema 34 (155).

IV,A.2. Gapacidad Analitica

En la tabla I se enlistan algunos catalizadores para-
la oxidacién del Iuminol, en donde tembieh se inclu—
yen sus caracteristicas snalfticas. Para la mayorfa -
de los metales analizados, la respuesta es sensible -
¥y lineal, los limites de deteccidn estan en funcién -
del sistema quimioluminiscente empleado en el andli--
gis (151,155).

En 12 tabla II se enlistan algunos oxidantes oue pue-
den determinarse utilizando la reaccidén del Luminol,-
as{ como sus caracteristicas analfticas. En ausericia-
de peréridos, el sistema cuimioluminiscente es aproxi

madamente 100 veces menor con respecto a la intensi--
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ESQUEMA 34

DATOS CARACTERISTICOS

Usando of sistema de flujo para
medidas de la QUIMIOLUMINICENCIA

D

CONDICIONES : H_0_10°%M,
luminol ,10™3 M, butfer

2 de KOH- H,80,107 u, .
pH =10.5
pico2=Cr (1) 2 X0~ w
picod =Cr (1) 4 X10°M
pico6=Cr (1) 6 X 10~
\
5 mins.

RESPUESTA CARACTERISTICA PARA LA DETERMINACION

QUIMIOLUMINISCENTE DE cCr (TOI)




CARACTERISTICAS ANALTTICAS DE ALGUNOS IONES METALICOS QUE CATALIZAN

LA QUIMIOLUMINISCENCIA DEL LUMINOL

TIWITE DE DETECCION
CATATLIZADOR APROXIMADO RANGO LINEAL OBSERVACIONES

M M
Co (II) 10~ 11 10711 & 1077 oo
cu (II) 10~9 voo NO LINEAL
i (II) 170-8 10"8 a 1072 oso
cr (III) 10~9 109 & 1076 oo

10 10 7 CATALISIS CON OXi=
Fe (II) 10 10 a 5X10 GENO.

8 REQUITRE ANIVAS =
Mn (II) 10 coo PARA STR UN CATALI

ZADOR .

LOS DATOS PARA Fe (II) FUERON OBTENIDOS USANDO OXIGENO PARA AGITAR LA CTLDA QUIKIO-

LUNINISCINTE. TODOL LO3 OTROZ CATALIZADORIS SON ZFLCTIVCS SOLO CON H2020
LAS CONDICIONES FULROK: H202 10*2 M., LUMINCL 10-3 ¥., BUFFER DE KOH—H3303 10
Y EL pH DE LA CELDA ENTRE 10 ¥ 11,

Z 4

A FNo. I

=1 Mo~



CARACTERTSTICAS ANATITICAS DE ALGUNOS OXIDANTES QUE REACCIONAN CON EL

IUMINOL PARA PRODUCIE QUIMIOLUMINISCENCIA

LIMITE DE DETECCION

OXTDANTE APROXTMATO RANGO LINEAL OBSERVACIONES

M M
001~ 1079 REQUIZRE O,

" = — RESPUESTAS DE SICUNDG |
I, 10 102 a 3310 Y TERCER ORDEN
MnO,~ 10-10 10710 4 1077 NO NUCESITA O,

S TXCESO DE O (II) — =
H,0, 10 COMO CATALIZADOR

T 4 B A No. IT



dad de los sistemas catalizados (Tablg I) para un 1{-
mite de deteccidn equivalente (154, 155).

También son posibles los andlisis indirectos basados-
en la quimioluminiscencig del Luminol, por ejemplo, -
la gquimioluminiscencia puede utilizarse pars determi-
nar agentes complejantes midiendo el grado & que se -
solubilizan los iones metdlicos de las sales metdli--—
cas insolubles (156). Puesto que varios de los oxidan
tes que aparecen en la Tabla II se utilizan frecuente
mente como titulanteg, la cuimioluminiscencia del ILu-
minol puede emplearse para observar la concentracién-
de oxidante como una funecidn de la cantidad aque de &g
te se adiciona a la muestra. Esto amplia el anflisis-
ouimioluminiscentes a substancias oue no reacciénan -
directamente con el Tuminol (155). En la tabla III =se
enlistan las aplicaciones analiticas de la ouimiolumi
niscencia del Tuminol, los fundamentos ouimieos pare-
obtener una sele¢tividad pars una especie particular-

tambidn se incluyen en sta tabla(l5l).

IV.B. Determinacién de algunos iones metédlicos medien

te lg Iucigenina

Para que la gquimioluminiscencia de la lucigenina se -
lleve a cabo, es necesario oue su oxidacidén por perd-
xidos en solucién bdsica ocurra en presencia de iones
metdlicos como catalizadores (151). Se ha reportado -

oue le guimioluminiscencia de la lucigenina también -

\
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ATGUNAS APLIICACIONES ANALITICAS DE L4 QUIMIOLUMINISCENCIA DE LUMINOL

TIPO DE ANALISIS

APTICACION

BASES PARA UNA SELECTIVIDAD

CATALISIS SIMPLE

Pe (II) EN AGUAS

POTENCIAL DE OXIDACION DIFERENTE
A OTROS CATALIZADORES DE LA OXI-
DACION DEL LUMINOL POR OXIGENO

Cr (III) EN AGUAS

EMPLEO DE EDTA PARA ABATIR OTRAS
CATALISIS, LA FORMACION DEL COM--
PLEJO Cr (III) EDTA ES CINETICA-
MENTE MAS LENTA

CATALISIS MULTIPLE

Ca, Ni, Co, ETC.

DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE -~ -~
COMBINADA CON SEPARACION DE IN--
TERCAMBIO IONICO

ANATISIS ORGANICOS
POR DETERMINACIOR-
DE LA SOLUBILIDAD~
DEL CATALIZADOR

AGENTES COMPLEJANTES
EN AGUAS NATURALES

SEPARACION DE INTERCAMBIC IONICO

OXIDANTE CLORO EN AGUAS DE - SOLO LAS ESPECIES PRESENTES GENE
DESECHO RAN QUIMIOLUMINISCENCIA
IODO ENLAZADO A PRO~ POTENCIAL DE OXIDACION DIFEREN--
TEINAS TE DE OTROS OXIDANTES
TITGLACIONES H202 GENERADA POR - SOLO LAS ESPECIES PRESENTES GENE

OXIDASAS

RAN QUIMIOLUMINISCENCIA

302 ENX AIRE (TITULADO
CON I,) '

MUESTREO SELECTIVO DE 302

%RSENICO TITULADO CON
2

DESTILACION IE AsCl3

TABLA Fo. III




es catalizada por Pb (II), Bi (III), T1 (III) y Hg —
(I1); ninguno de éstos cataliza la ocuimioluminiscene-
cia del Imminol (154, 155). Por lo que la reaccidn de
la lucigenina puede proporcionar los fundamentos para
algunas aplicaciones anal{ticas que no son posibles =

con el Luminol.

Iv.C. Riboflavina—H202

La riboflavina reaccions con el H202 pera generar qui
mioluminiscencia, ésta se inieia ya sea adicionando -
un sgente reductor o por irradiacién con luz visible-
{(ouimioluminiscencia fotoinducida). Puesto oue la in-
tensidad de la cuimioluminiscencia es gumentada signi
ficativamente por la presencia de cobre, pero como no
es muy afectada por otros iones metéiicos, este siste
ma puede emplearse para andlisis especificos de cobre
(157).

IV.D. Bioluminiscencia: Algunags Aplicaciones

Existen distintas fuentes para diferentes tipos de 1lu
ciferinas y luciferasas, en la tabla IV se dan élgua-
nas fuentes representativas para obtener luciferina -
¥ luciferasa (151). La seleccidn de una fuente para -
14, v B, estd gobernada principalmente por las condi-
ciones cuimicas involucradas en l» determinacién o tf

vo de andlisis para un elemento o comvuesto (158), —
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FUENTES DE TUCIFERINA Y LUCIFERASA

CocUYO Y FOTINUS
TUCIERNAGA FOTURIS

LUCIOLA
CRUSTACEOS CYPRIDINA

PYROCYPRIS
BACTERTAS ACROMOBACTER FISCHERII

FOTOBACTERIUM FISCHERII
PROTOZOARTOS GONYAUTLAX POLYEDRA
(DINOFLAGELADOS )
PENSAMIENTO DE MAR 5 RENILTA RENIFORMIS
MEDUSL AEQUOREA

Noo. IV

]
I
i
H
b




sin embargo, la eficaeia, la estabilidad y el costo;-
son otros factores importantes que deben tomarse eh--

cuenta (151,158).

IV.D.1l, Sistems bioluminiseente del Qocuyo y Iuciéins

g2

Cuando ésta reaccidn se lleva a cabo (figura-2), para
determinar ATP, se requiere de 0.1 a 1.0 picomoles ecg
mo limite minimo de deteccidén, con una respuesta li--

neal oue se empliffca cinco ordenes de magnitud (151).

T2l limite de deteccidn y rango lineal se obtiene del
llamado extracto "crudo™ de ATP. Sin embargo, algunos
investigadores han sido capaces de determinar App en;
tre 2.0 ¥ 1072 picomoles en una célula bacteriszma, —-
controlando el pH y utilizando reactiveos de alto gra-
do de pureza (151), Da diferencia entre los dos limi-
tes mInimos de deteccién se debe a la contaminacién -
de los reactivos con el ATP o g la presencia de AMP -
en los extractos de ATP (159).

La especificidad de 1la LH2 del cocuyo para determinaw
ATP es alta; sin embargo, se ha demostrado gue tanto-
1s citedina-5'-trifosfato (CTP) y la inosing-5°-trie-
fosfato (ITP), estimulan la produccién de luz al mis-
mo srado gue el ATP (160). Pero la contribucién por -
dotos contaminantes a la emisidn de luz totsl es pe—-—

cuefia, en una muestra aueAcontenga ATP (151,160), pu-
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esto que en los sistemas naturales la concentracién-
de ATP es mucho mayor ocue 1a CTP e ITP (151). Se ha-
demostrado que otros contaminsntes actuan como inhiw
bidores de la emisidn de luz en el siguiente orden -
de actividad: Ca>K >Ne >Rb>Ii. (159). El Hg (iI) &
concentraciones de 2 p.p.m, inhibe la emisién de luz

debido a la influencia sobre 1la B (151,159),

Un analisis caracteristico de ATP emplea IH, de cocu
yo (1.0 mg ml , E(1.0 mg/ml) en buffer de THAM 0.05-
¥ (pH=7.4) y folucidn 0,01 M de Mg {II). La mescla -
puede ser liofilizada y almacenada a -65° €, esta es
1a forma mds conveniente para aimacenar los reagti-—
vos indefinidamente sin oue pierdan su actividad y -
por simole adicién de agua deioniszada, reconsﬁituir=-

la para usarla inmediatsmente.

Para un anfdlisis, cuando menos el 0.5% del 02 disuel
to debe estar presente en la solucidn de reagccidn, -
E1 ATP es determinado adicionando un exceso de resc-
tivos y midiendo la intensidad de luz eontra el tiem
po. Una curva de respuesta caracteristica se muestrs
en el esquema 35. Las curvas de calibracién son tra-
zadas a partir de las medidas de I max. & I medism, o
a partir de la intensidad total integra como una fun
cién de la concentracién de ATP (161).

El ATP esta presente en todas las células vivas, a -

vesar de gue éstas sean Totosintdticas 6 heterdtro--
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ESQUEMA 35

ESQUEMA PARA EL ANALISIS BIOLUMINISCENTE DE ATP

Imax.

INTENSIDAD

{ media

tq TIEMPO

Curva caracteristica de BIOLUMINICENCIA Vs. TIEMPO posterior
al mezelamiento observado parc el anclisis de ATP

Imex = |ntensidoad maxima observada

I media = Intervaio de tiempo fijo 14 1 posteior a la intensidad



fas, Los enlaces fosfatos del ATP sirven como un re-
servorio de energla para la célula; por eso, el ATP-
estd involucrado en bastantes reacciones metasbdlicas
importantes y es de Interes analftico (160).

Como mencionamos antériormente es posible medir el -
contenido de ATP en una sola bacteriaj; conociendo eg
to, el andlisis de ATP de una muestra gue contenga -
bacterias puede proporcionar informacidn en torno al
nimero de organismos presentes, En la préctica sin -
embargo, el ATP por bascteria no se determina en haseé
a una tnica bacteria, sino en base a un gran ndmero—
de ellas (162). En cualquier andlisis de una bacte--
ria particular para la concenbtracidén de ATP por bacw
teria, los investigadores pusden comparar el anflime-
sis de ATP de cocuyo con el cultivo de la misma bacw
teria {151). Igs ventajas de hacer un recuento de -
~ bacterias por snilisis de ATP en lugar del cultivo -
son: la rapidez con que se realiza, la exactitud y -
el bajo costo. Adem#s ciertos microrganismos filameg
tosos no pueden anslizarse por técnicas convenciona~
les y pueden determinarse satisfactoriamente por el
método del ATP (151,162)., Para ilustrar éstas venta-
jas, consideremos el estudio en el que el céleulo de
bacterias se realizd en muestrass de alimentos, agua-
y orina. Como unas mil c¢élulas bacterianas por mues—
tra pueden ser determinadas en menos de 5 minutos, -
Para tal determinaciédn el Iog. (ATP) vs. Log. (ndme-

ro de célules) muestra un coeficiente de correlacién
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APLICACIONES DE LA BIOLUMINISCENCIA

[ APLICACION

AREA DE TRABAJO

DETERMINACION DE VELOCIDAD
DE REACCION

CONTROL DE PROCESOS EN ALIMENTOS,
BEBIDAS EMBOTELLADAS E INDUSTRIA-
FARMACEUTICA

DETECCION DE CONTAMINACION
BACTERTANA

CONTROL DE CALIDAD EN ALINMENTOS ;=
BEBIDAS EMBOTELLADAS, INDUSTRIAS-
FARMACEUTICAS Y DE COSMETICOS.

MEDICION DE BROMASA EN AGUA

CONTROL DE PERDIDA DE RESIDUOS -
ACTIVOS EN PROCESOS DE TRATAMIEN~
TO DE AGUAS

ESTUDIOS FUNDAMENTALES EN LIMNOLO
GIA Y OCEANOGRAFIA

DETECCION DE PRESENCIA DE -
VIDA

INVESTIGACIONES EXTRATERRESTRES

MEDICION DE INFECCIONES CAU-
SADAS POR BACTERTAS

MEDICINA

=]
=
[o°]

Ko V




linear vositivo de 0.93 (162).

En la Tabla V se enlistan algunas aplicaciones del ang’
lisis bioluminiscente para el ATP (151), en la tabla -
VI se enlistan otras especies determinables por la res
ccibn bioluminiscente del cocuyo, junto con su impor—-
tancia (151, 163, 164, 165).

IV. D.2. Sistema bioluminiscente Bacteriano

En las reacciones del escuema (27a) ¥y en la reaceién--
de la parte III.-1(b) de éste trabajo, se resume 6l —-
sistema emisor de luz bacteriano; la intensidad de la-
emisién depende de la longitud de la cadena del aldehi

do, como se muestrs en el esguema 36.

Los datos de la Tabla VII muestran que &ste sistema —-
tiene un nivel minimo de deteccién para el anflisis de
FMN, que es superior a otros métodos comunmente usados
{(151), la tabla VII también ilustra que la fluorome- -
trfe compite en sensibilidad para anflizar FVMN sin em-
bargo, &ste Wltimo carece de especificidad, restrin- -
giendo su uso s6lo a preparaciones puras de FMN (166,-
167). Los compuestos cue comunmente se encuentran en -
las muestras de los biosistemas interfieren con el ané
lisie fluorométrico de FMN (167,168).

La bioluminiscencis bacteriana tiene una alte especifi

cidad para el FMN, algunos PNN substituidos y dinuecleo
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ESQEMA 36

INTENSIDAD
RELATIVA

I '} ] i —r 'y ], L} [} i i (] A

2 4 b 8 10 12 14
NUMERO DE CARBONOS

Intensidad relativa de biolumiscencia como una
funcion de la longuitud de la cadena del aldehi-
do adicionado

NOTA: La intensidad relotiva esta dada en CUANTOS/Se'q.




APLICACIONES DE TA RBACCION DEL COCUYQO A OTRAS ESPECIES CON ATP

[ ESPECIE ANATIZADA

TMPORTARGLA

CREATINA FOSFATO

RESERVA DE ENERGIA PARA TA -

ACTIVIDAD NUSCULAR

AMP CICLICO

MEDIADOR DE LA ACTIVIDAD - -~

HORMORAL

OXIGENO DISUELTO

MEDIDA DE CALTIDAD DE AGUA

PIROFOSFATO INORGANICO

MATERTA PRIMA PARA VARIOS
COMPUESTOS BIOLOGICOS

I3

1>

o

I

1>




SENSIBILIDAD DE IOS METODOS ARALITICOS PARA FMN

CONCENTRAGTON MININA DETECTA-

METODO cIn, MG/100 ML.
CROMATOGRAFIA EN PAPEL 10°

REDUCTASA CITQCROMICA 102

OXIDASA TACTICA 1

FLUOROMETRIA 10~4
BIOLUMINISCENCIA 5

BACTERIANA 10"

2. _A_ E Noo VII




tidos adenin flawinas (FAD) reaceionan con la (E) bae
terisna pars producir luz; sin embargo, el nivel de -
emisidn es bastante bajo, por lo gue es de poco inte-
rés anglitieo (151). La relacidn entre la produccidn-
total de luz y la concentracibn de FMNHé es lineal de
1.0 2 107 a 1.0 g/ml. (169).

Tas dog fuentes mAs populares de luciferasa bacteria-
na (E) son la fotobacteria fischerii y la Achromobac-
ter fischerii. La luciferina, FMN, virtuslmente puede
obtenerse a partir de cualouier sistema vivo (151, ——
169).

La luciferasa se usa, generalmente = una concentra- -
cién de 1.0 g/ml. en THAW 0.05 W (buffer de pH=T.4)~
(170). E1 dodecilaldehido complejado con bisulf{to es
el aldehido comunmente usado. El FMN puede extraerse-
a partir de la muestra tratdndola con una solucién =l
6% de bunatol destilado en buffer de THAM 0.0l M que-

3 de EDTA. La extraccidn se lleva a cgbo-

contenga 10~
en menos de un minuto, y debe filtrarse en seguida, -
el sobrenadante contiene FMN y FENHZ, =zl tretarse con
NaBH4 en presencia de Pd012 como catalizador, reducs-
el Pmn a FMNH, &6 bien, el FMN puede ser reducido por

v
NADH en preseicia de H*. El FMN reducido esg mezclado-
con la enzima (E) y el complejo zldehfdo de cadena —-
larga-bisulf{to ante un detector sensible a la luz, -
la intensidad de la emisidn es comparada con una cur-~

va de calibracidn (166,167).

119



El andlisis bioluminiscente por FMN se ha usado para-
detectar bacteriss contagiosas y se ha investigado co
mo un posible detector de vida extraterrestre (151, -
166, 16T).

Otro tipo de aplicacién implica exponer a la bacteria
a vapores orginicos y observar la disminucién en su ~
bioluminisceneia, esto puede usarse para estudiar el-
efecto de vapores anesﬁééicos, o para detectar la pre
sencia de varios compuestos tales como glcoholes, zl-
dehidos y cetonas (168).

Ia dependencia de la bioluminiscencia bacteriana so—-
bre el FENHé. v la participacién del FWN en la sigui--
ente reaccién conduce a 1a posibilidad de un andlisis
en el que no se dependa directamente sobre el F¥N, pe
ro si de algén substrato cue sea oxidado por el NADE-
o reducido por el NAD+-(166,'167, 168) .

]
2 NADH + FHN ———ou> 2 NAD' + FHNH,

En donde E?' = NADH deshidrogena-

sa
Por ejemplo un método analitico para el Nog puede ba-
sarse en las siguientes reacciones:
- " -
g+ NaDt 4 No; —22p NADH + WO,
+ B

H + NADH + FMN

-4 FMNH, + Napt
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E" = nitrato reductasa.

La concentracidén del FMNH2 resultante es proporcional

a la concentracién inicial de nitrato (166, 167).

IV.D.3, Otros Sistemas Bioluminiscentes

SISTEHMA

APLICACION

Aequorea

Andlisis de huellas de Ca
(II) en muestras de ori--
gen biolédgico (171,172).

Renilla Reniformis

Determinacién de PAPS en-
estudios metgbblicos del-
cerebro. La tabla VIII --
muestra slgunos activado-
res y su funcidén relativa

en la resccién (151,173).

Hongos

Determinacién del enlace-
piridina nueleotido en -
otros procesos bioquimi--—
cos (151,172).
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ACTIVADORES DE NUCLEOTIDOS DE TA BIOLUMINISCENCIA

DE TA RENILIA RENIFORMIS

ACTIVADOR % DE ACTIVLIDAD RELATIVA
337 5* -~ DIFOSFOADENOSINA 100

2} 5% — DIFOSFOADENOSINA 1

COENZINA A 7

3? ~ FOSFOADENOSINA - 5°

FOSFOSULFATO (PAPS) 15~-98%

ATP 0

*# DEPLNDE DEL GRADO DE LA HIDROLISIS ACIDA




CONCLUSIONES.

l.~ Para gue una reaccién luminiscente ocurra, se re-
quieren de tres condiciones: a).~ La reaccidén quimics
debe liberar suficiente energfa para producir un esta
do electréniéamente excitado; b).- El mecanismo de la
reaccidn debe favorecer la formacidn de un produeto -
en estado excitado ¥ ¢).- El producto en estado exei-
tado debe ser capaz de emitir un foitén, o transferir-

su energfa a otra molécula ocue puedm emitirlo,

2.— Podos los vrocesos luminiscentes se llevan a cabo
en la zona del vigible, no existen procesos guimiolu-
miniscentes en la zona del ultravioleta ni en la zona
del infrarojo debido a cue la obtencidn del producto-
electrénicamente excitado se logra mediante energfa -
vibracional la cue es capsz de excitar a una molécula

fluorescente.

3.— Los procesos luminiscentes, con contadas excepsip
nes, son las reacciones de tipo oxidativo y ocurren -

con mayor frecuencia en moléculas orgdnicas.

4.~ Puesto que un gran nmimero de oxidaciones de Ccomw-—
puestos orgdnicos en solucidn son quimioluminiscentes
solo cuando el oxigeno o algin perdxido estédn presen-
tes, los més recientes descubrimientos indican gue en
la reaccién oue se efectda, el oxfgeno en estado exci

tado es frecuentemente formado.

122



5.~ El espectro de emisidn es frecuentemente caracte
ristico de un producto molecular formado por la rup-—
tura del enlace peréxido O - O . Los espectros obser
vados tienen una amplia banda, frecuentemente con un
maximo definido, de modo que la congruencia aparente
de las curvas gquimioluminiscentes y fluorescentes no
es un diagndstico necesario para identificar al pro-

ducto molecular excitédo.

6.~ Existen, de hecho, miles de especies luminiscen-—
tes extendidas en el reino animal. Lz luminiscencig-
es més Trecuente entre los organismos marinos, L PO—
chos de los cuales han desarrollado notagbles adapta-

ciones para su emisidn de luz.

Te— No existen vertebrados bioluminiscentes, excepto
alegunos peces, y entre las plantas solo se encuen——=

tran algunas bacteriss y hongos,

8.~ Las dificultades de recoleceidn y las pocas cam-
tidades de material aectivo extraible, constituyen un
problema, desde el punto de viste gquimico, que difi-
culta una investigacidén mds profunda de ciertos orgs

nismos luminiscentes unicelulares.

9,- Ia mayor parte de los trabajos de investigaciéne
realizados sobre las luciérnagas y cocuyos, se han -
llevado a cabo con el genero americano Photinus pyra

lis pero los componentes de la reaccién luminosa (1lu
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ciferina, luciferasa y el luciferil adenilato enlazg
do a la enzima) son comunes a todas las especies hag

ta ahora estudiadas.

10,- En la luciernaga y el cocuyo la emisién de luz-
esta bajo control nervioso, ¥y por consiguiente la ==
hidrolisis de los diversos fosfatos inplicados en la
reaccidn luminiscente, esta asociada al impulso ner-

vioso.

1l.- Aungue algunos organismos muy afines parecen =-
utilizar mecanismos biloquimicos andlogos, no hay un-
mecanismo oufmico ocue sea aplicgble a todos los orgs
nismos luminiscentes; sin embargo, comparando tres -
sigtemas bioluminiscentes: el de la luciérnaga, de -
los crustaceos y el del "pensamiento de mar", puede-
observarse que en cada caso el oxigeno molecular es-
consumido estequiometricamente y se producen dos ce-
tonas; una luciferine cetodescarboxilada en estado -~

electrénicamente excitado y bioxido de carbono libre.

12.~ Se conocen un gran nimero de compuestos orgdni-
cos quimioluminiscentes, en este trabajo solo se men
cionan los mds importantes, como un apoyo a fubturos-

trabajos prdcticos de investigacién.

13.- Las luciferinas contituyen un grupo relativamen
te nuevo en el drea de los Productos Naturales, enfo

car a estos compuestos dentro de éste campo, seria -
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objeto de otrs monografia.

14.~ E1 futuro de la humanidad es muy ingierto, pueda
ocurrir que los niveles de contaminamciln ambiental -
sean tales que la concentracién de oxfgeno en el aire
sea similar al de la atmosfera primitilva; una adapta-
cibn para utilizar bajos niveles de oxigenola consti-

tuye la bioluminiscencia.

15.~ Es importante conocer los procesos luminiscentes
puesto que la produccidn de luz, ya sea por reaccio--
nes quimicas o por organismos vivos, pueden constitUe - — — — - — —
ir un modelo quimico o biocuimico para procesos exo—-
energéticos de altos rendimientos; puesto ocue lag ——-
fuentes de eneréigign la tierra pueden, en un futﬁrb-
no lejano, resui%érfigé?figienteé;) '

i
16.- En el capitulo de aplicaciones, mis gue descri--
bir métodos, me parecid mds importante indicar el drea
de trabajo, tivo de andlisis, tipo de industria, etey
en donde pueden emplearse procesos luminiscentes para
cuantificar algin elemento 6 compuesto quimico, 0 ===
bien, realizar el control de calidad en la fébriea-—tf

cibn de ciertos productos. .

17.- Gracias a la alta sensibilidad intrinsecg de los
métodos luminiscentes, los aparatos para efectuar ané
lisis de elemenitos no requieren de un detector de luz

de gran capacidad, sin embargo, en la prébtica egtf——
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limitada por la pureza del reasctivo, mds gue por la-—

capacidad de medir luz.
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LUCIFERASA

LUCIFERINA

DEHIDROLUCIFERINA

LUCIFERINA OXIDADA

PRODUCCION BIOLUMINISCENTE DE CUANTOS
PRODUCCION QUIMIOLUMINISCENTE DE CUANTOS
EFICIENCIA DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA

NUMERO (0 FRECUENCIA) DE FOTONES EMITIDOS
NUMERO (O FRECUENCIA) DE KOLECULAS REACTIVAS

INTENSIDAD DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA

LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE EMISION BIOLUMINIS
CENTE.

LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE EMISION FLUORES-——--
CENTE.

LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE EMISION QUIMIOLUMI
NISCENTE
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