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/. INTRODUCCI<)N 

J.1 ftloti1•acitln. 

Los compue~tOs c)~i~iCos conocidos coino Hpruebas fluorescentesu son de gran utilidad en 

el estudi~·--d~:~SiSi~·~~~~.:de iri.terés bioquímico. Las propiedades espectroscópicas de estos 

fluorófor-~·s, dé-lerr~~"ina~":-Cn_,útlim'a instancia las características del eqUipo y de Ja radiación 

electro.mcÍgnéÚéa ·.·;¡~c.Cs'ári~s pará podCr estudiar proteínas. ADN y membranas celulares. 

por ~i_Ía~- ·" al~~~º-~-~-.?~i;~t~-~-~s._: i~-~ortantes. El pionero en el estudio de dich~s pruebas 

fluorescentes:•_fu~·:;.~i~s~ri¡,;_ Weber' (1916 - 1997), quien utilizó por primera vez al 

compu.estO····fl~Or~~,;;~¡~·~: cloruro··· de daOsilo para ... marcaru a ciertas proteínas y poder 

estudi8rlas --~n.,.·1~\ié~~i~,;~-d~--'~spect~oscopia de fluorescencia, campo en· el que también 

contrib-uyó .. no,t.abl¿~~~~-~. :·:::Ad~·m~,·,\ve~r d~sa~olló otras ·pruebas fluOrcscentes que han 

sido·Uti1i~"da~· .. d~·C~rni·~-·5¡~~~~~¡~··d~-sél~ entOnces~ entre eHas se encu~ntr~n el ANs~ que 

concierne. a :eSt~ trab~jo, el ·TNs .. ·; J~S ·derivád~·s ·d.~I prodan. 

En 1965 Luben Stryer' publicó un aniculo titulado ··La interacción de un colorante de 

naftaleno con apomioglobina y apohemoglobina, una pruCba -fluore·scente para sitios de 

unión no polaresº en el Joumal of Molecular Biology. Este anículo, junto con los estudios 

previos de Weber, sentó un precedente importante para el uso de moléculas aromáticas, 

rígidas y relativamente pequeñas, capaces de emitir en tluciresccncia, para estudiar el 

problema del plegaITiiento en las proteínas. La utilización de estas pruebas fluorescentes se 

ha generalizado. En particular el empleo del compuesto J-anilino-8-sulfonato naftaleno, 

ANS por sus siglas en inglés (figura J) es muy frecuente para detectar intermediarios 

estables en procesos de desnaturalización de cienas proteínas. El término ºaltamente afin 

al ANS'\ o "•capaz de unir ANSº .. se ha convertido en una de las características generales 

que definen la existencia de un estado de glóbulo fundido en una proteina. 
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I. INT'ROVUCCióN 

El ANS utilizado en conjunto con técnicas de fluorescencia es capaz de detectar cambios en 

la estructura terciaria de un gran número de proteínas gJOb~Íares: Talnbién s~ -ha reportad~ 
que es afin a algunas proteínas en su estado nativo. -A·: la f ~tí~ ~o, se s3.b·~ ·a Ciencia cie~a de 

_., .' '_ ..... ":'· :··:: :., .. · -
qué forma interactúa con estas macromoléculas. Es '.deCir~ ·esta prueba de rutina se ha 

empleado de forma empírica porque p~opord~n8: _:-:~~~~~tj~_i~~-~ ~'~-~~e __ ·_d_if~~~~~es . -~'!eglos 
estructurales en cienas proteínas expue~t~s_·_a.º··~~~~(ciOO'é~· __ ·pa~iCulaiCS. -.~) i~creffientar 
sustancialmente su intensidad de fluorescenCia~-- y'. las· ~c;-~es ~n~-~S~n ~ci~ras.,_·-~o -bb~~antC la 

explicación más generalizada sobre -·su supue-~ia --.,~-.:~·fini~f'~~ '.'t,·á~Í~ ··zonas:· hÍdro fóbf~· de la 

proteína expuestas en el proceso de ·de_s~atu~al_i;;¡.~¡6~·~~-'- ~~e; C~e~ta con gran ~ceptación 
entre la comunidad bioquímica. Esta··ex~íiC3Ci-óri:_~¡¡~~~:~--~~--¿;ri~e~: en: el arÍiculo o~gi~al- de 

Stryer2
• en el cual se describen los experimeri~°ci~- d-~~:~"~'d¡~Ú~n- .d-~-flu~~e~~~ncia de1-ANS en 

una serie de alcoholes de cadena lineal~ Ei"a~tOr obS.ervÓ Ciue. a mayor Oú~ero de carbonos 

en la cadena del alcohol. o a ºmayor hidrOfobi~id~d~· del m~dio_. la: inte~·si-d~d y la energía 

de fluorescencia del ANS aumentan. 
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~COOH ~COOH 
HO 

1 ~ ~H2 

0CCOH 
OH 

Tn."Onina (Thr) 

NH2 
Sc..-rinu (Ser) 

•·1.:ur11 '.Z:= Aminoacidot. que J'l"C5C'"tat'I _un GJUpo 

• 011 en au cadena latcnal 

De Jos 20 aminoácidos más com.un~s:.,q~'e-~~"-~~~~~,la ~~t.~ctura primaria de las proteínas 

existen tres de ellos, la serin_a,la ft:~l~~~i~a y..J~ _t~eO~_ina· (figura. 2), que 'presentan grupos -

OH erl.su caden.aJateral, por 10·.:cuat.-~stu,di'a'.r_:·et:_Co-nlport8miento del ANS en alcoholes 

equiva~e a usimularH el 8:~bi~~~e. ~, ~~~,~~~~ri~~.~-~~.~~~·~,:~l fluoróforo si pudiera interactuar 

con alguno de e~toS dos-resid1iOs-e~-:tf~·a· pr~~-e~na:<·~f~S_podría interactuar con los grupos 

hidroxil-o d_e la t~~o~-ina, tre~-?-~~a~:~--~~-~-~~-::.~~-~~:·;p~~::-~;io:que estudiar su comportamiento en 

medios de_ alcoholes hidrocal-bon8do5 ·p·~~'pO~~i~~-a: una analogía interesante. Estos sistemas 

de alcohol I ~S también permiten u~a·.~~paración cualitativa entre la uhidrofobicidad .. 

del ambien~e al que.estaría expuesto el·~s en un.ambiente protéico. A grandes rasgos y 

de forma intuitiva~ la uhidrofobicidadn de'.. un medio de alcohol hidrocarbonado se relaciona 

con el tamaño de la cadena de carbono al que está unido el grupo hidroxilo. Aunque se ha 

reportado que el ANS se une de forma predominante a los grupos catiónicos en proteínas en 

disolución mediante la formación de pares iónicos a través del grupo sulfonato. y que esta 

interacción es fuenemente dependiente de la fuerza iónica y del pH del medio3
._ el hecho es 

que esta molécula aumenta significativamente su intensidad de fluorescencia cuando se 

encuentra disuelta en medios anfifilicos. como lo son los alcoholes. Los grupos catiónicos 

en las proteínas nativas se encuentran. en la mayoría de Jos casos. expuestos al agua y el 

ANS fluorescc débilmente en estas condiciones. Sin embargo. al desplegar los grupos no 

polares que se encuentran en el interior de la proteína y exponerlos al agua. como ocurre en 

un proceso de desnaturalización parcial._ la intensidad de fluorescencia del sistema aumenta 

J 
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considerablemente. Una posible explicación consiste en que se favorezca la interacción de 

los grupos no polares del ANS en contacto con las cadenas laterales hidrofóbicas de los 

residuos de an1inoácidos que se encontraban en el inteñor de la proteína nativa. Dada la 

intensa fluorescencia del ANS en alcoholes no es descabellado suponer que la molécula 

puede estar in1cractuando con Jos grupos -OH de los aminoácidos que Jos poseen. En este 

contexto. profundizar sobre el componamiento de Ja ºprueba hidrofóbica fluorescenteº 

tiene sentido y posiblemente permita arrojar luz sobre el problema complejo de la 

asociación entre el ANS y las proteínas. 

1.2 Objetilw.\· 

En el presente trabajo se estudia-_exclusivamente el comportamiento del ANS en medios 

orgánicos (alcoholes y alcoholes ¿-- alcano}. como una pequeila pane de la tarea cuyo 

objetivo es comprender mejo_r y explicar, las interacciones que ocurren entre el ANS y las 

proteínas en estado de glóbUlo fun.dido .. Para esto se han utilizado modelos expeñmentales 

relativamente sencillos (sistemas de dos y tres componentes} para estudiar la fluorescencia_ 

del ANS en ambientes con dif"erentc · ._.hidrofobicidad"". En panicular se plantearo-n los 

siguientes objetivos: 

- . ' . .., .. 

J.21 Reproducir las·mediciones de fluorescencia del ANS en alcoholes de.cadena 

lineal que rea·l~zó _S·t~ér_ oriS,inalmente y emplear también ~6t~~~ .. ~Jc'6~0les; 
. _. «:.,:· -· :~->·.:·.: <-.-=- ,. . :_:>;_:~··:->'· .. :.Y . . . 

1.22 Realizar mediciones.de ANS en isómeros estructurales"de algunos de estos 

1.23 

. . 
alcoholeS y_ C~mp'ar~r:·::s~ ;-~~~.~~~.n~~?~-:c?!l: 1a\é¡1:1~-';P~~-~~nta· .. ·, en _medi~s de 

cadena lineal;: 

Detenninar ·la 

·;.-_ . .- "·'" 
fl~o;~~:~~~~~~ ~~i~1 A._N5-';·;e~- ~edios- ~ompuestos de ~lcohol 

lineal.+· alcarlci (ést~--ÚiÍinlii. :~ú~"<>l~~ni~ 
0

inene)~· en búsque.da .de una rélación 

entre fluorescencia y la concentración de grupos polares e hidrofóbicos; 

4 
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1.24 Explorar por medio de. la técnica de RMN la posibilidad de interacciones 

tipo puente de hidrógeno del ANS consigo mismo (autoasociación) y/o con 

el mCdio. 
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11. ANTECEJ>ENTES 

2.1 FLUORESCENCIA 4 

2. J 1 Gener11/itla<le.\· 

Cuando la luz interactúa con la materia pueden ocurrir dos tipos de fenómenos: aquellos en 
. . . < - ·-····,:.·.. ' 

los que la luz atraviesa la materia .. sin que haya cambio alguno. o'"aquellos en los que la luz 

es abso.-bida. ya sea completamente o sólo _en parte: .E~:~-~Ste···ó1ti~~, ~sO •. '-·ra·energia 

luminosa se transfiere a las moléculas. -. ( · :;~'.:- · 
.·· .. · "·""": .. , .. ·'·\_:-, 

La luz es un fenómeno electromagnético y a nivel moteéut8.r:sóJO--se-pUCdC absói-bc!r/emitir 
' .. ·.- '·: . ·, - - .'' -

en múltiplos de unidades enteras. llamados ucuanios de 1u·z·~. e~.-?':~ CnerS:ía es igual a: 

E= ';~ e: .:~'' 

donde /1 es Ja constante de Planck; · ~ COrr~spOnde--a la longitUd de oitda de la· radiación. E es 

la energía de dicha radiació~ y~- ~s .Ja ~elocid;d de la l~z en CI vaci~~ 

Todas las moléculas poseen una serie de niveles de energía cercanos entre si y pueden 

llegar a niveles de mayor energía después de ser excitadas. por ejemplo. al absorber un 

cuanto de luz. Durante este proceso un electrón es promovidO a un nivel electrónico 

energética1nentc superior. Las moléculas que pueden alcanzar estos niveles de energía 

excitados son aquelJas en las que se presenta el fenómeno de luminiscencia. Los diferentes 

estados electrónicos moleculares presentan subniveles que reciben el nombre de estados 

vibracionalcs. El primero de estos estados del primer nivel energético en la molécula 

corresponde a Jo que se conoce como ºestado basal". Los diferentes estados vibracionales 

presentan diferencias energéticas entre si considerablemente n1enores a los estados 

electrónicos. Se puede acceder a los estados vibracionales mediante procesos menos 

energCticos que Ja excitación por fotones. como por ejemplo. por n1edio de colisiones entre 

las moléculas (figura 3). 
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Pérdida de energía 
- vibrecional por 
eofisk>nes 

Distancia interatómica 
l-11turM 3: l>i•gnuna c=oqucnM1ico do: IDll niveles d.: cncrgia 

pant una nK>l~"llla dialórnica y rroc- de ahM>rci•ln y emildón 
d<I= 

El fenómeno de fotoluminiscencia se presenta cuando una: molé~ula -absorbe radiación y 

parte de esta energía (o toda ell~ en caso de rases gaseosas y_ diluidas) . es· reemitid~ 

también en forma de radiación electromagnética. Se · conocen tres tipos de 

fotoluminiscencia: ta fluorescencia •. Ja fbsforescencia,'_: y Ja fluo~escencia retardada .. Para 

explicar cada uno de ellos se recurrirá a la figura :4: 

7 
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Segundo estado 
excitado (singulete) 

Prim~c
0

a~ado ~./ 
excitado (singulete) 

s, 

So 

Segundo estado 
excitado (triplete) 

~~~~~~~~~~"'"--~~ T 

..:::::O""-~~~_:__:_~_;_~-T 

fo'l11:ura .a•: Diagrama d.:-.:ncrgfa d.: Jahlon•l..);:qul!' mu~J"D de íonna etoqUanáliClll kl!I ni\:elcs -
d.: --rgia "-k lo. cuales o..;:un-en I°" rr•..:CIO!l. luminiN.-.entCol. 

2 

1 

La figura 4 recibe el nombre genérico __ de diagrama de Jablonsky. Si una molécu~a reemite 

el cuanto de luz absorbido a partir del primer estado excitado, Sh _entonces tiene lugitr un 

proceso de tluor-escencia. Si la molécula alcanza el estado Sh pero se puede acceder a un 

estado T1 (que tiene que ser de menor energía), y la molécula emite un fotón desde esta 

condición. entonces ocurre el fenómeno de fosforescencia. Si se accede al e~tado T1.. pero 

Ja n1olécula torna energía del ambiente para volver a alcanzar el es~ado:s,. )',emite desde 

aquí, se tendrá una fluorescencia retardada. 

En estos tres procesos es. importarÍte considerar el espin del eleCl~Ó~:~-~-;c;'ri-;ov·i·d-ci-(qi.i.e Puede 

adquirir uno de dos valores posibles~ ·+ l /2. o -112).'. ~ar~l·.:'c1'u.;' ·s~,' dé·. i~: ri~~~e~é~nCi~ el 

electrón debe conservar el mismo espin que tenía en el estado basal. es decir. la molécula 
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tendrá que en1itir dc~de el estado Sr.· en el cúal la multiplicic:Íad (M) e~ de I, o mejor dicho, 

de singulete. La multipliCidad de·1:1_n est8do se o.btiene com~:. 

donde S es la suma d~ :16~,~~-J~~<·~·s·pi~e~'~Í~c~~óni~os ·en_ la mOlécula. Si todos Jos electrones 

están apareados. enton.~~s f ~~~C.· '. )E~ 
Si la fosforescencia·. ti_~·¡,e:· JUS8f-,-·- CJ éiécirón pr;-~o~fd~. caníbi8 sú espín por. medio de un 

proceso co~Ocid0\:C);.n(, :e~t-~~g~-~h:.¡~~·1'~-:de-:SisiCm·as·y la niOJé~ulá aJCiinza ahora el eStado 

de T1. en eJ cuaÍ · i~ .h~11Í~Íi~ld~d ~s d~ J. 
- ' ' ·-· . 

encuentran desapaíe3dós, · P~r -,~·que:--> 

M =2(\12+112)+.J ,;;J 
. . _ .. ' 

.: ::>·_-.:~ ·:_'.-" .·: 
Existen procesos _que compitenr ~i~ecta':1_1ent~_ --~¡;·- _ia.::fl~~rc;sc_ef!-~ia· y la. fosforescencia que 

reciben el nombre genérico de próceSOs "d~ -de~acúV~i'é:ión n¡,· -radiativos. =-~·-Entre ·ellos se 

encuentran los procesos colisionales. en:-los ~.:ie la ~ner~i~_ab-So~bida se .disipa_ ~or~u~ las 

moléculas chocan entre si (ya sea con otras molécutas~,d~ ._ftu6r~r~ro.· ~· b.ien- con las 

moléculas de disolvente). La influencia de dichos -mCcani~moS dC¡i~Ode_de las-~elÓcidades 
de éstos con1paradas con la velocidad a la que se pued~·· llevar a c~b~ _I~ 'rót?.~~isión.) 

Cuando una molécula absorbe. también es posible quC ocurran tr~~~iciones So ~ S2. es 

decir. del estado basal al segundo estado excitado. Sin emb.argo, la tluor.escencia se 

presenta en Ja nlayoria de los casos a partir del nivel S 1• por lo que una molécula e~citada 

en S2 tendrá que decaer mediante un proceso sin radiación al estado S 1• antes de emitir en 

fluorescencia. Las transiciones electrónicas del estado basal So al estado excitado T 1 son 

transiciones ··prohibidas... o altamente in1probables. En la mayoría de los casos. la 

fosforescencia se presenta únicamente en sistemas sólidos. La razón obedece a que el 

proceso en el cual el electrón cambia de espín en el estado excitado para después emitir un 

fotón y regresar al estado basal (T, _. So) es mucho más lento ( l 0 4 s) que la emisión a panir 

9 
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de un estado S1 (J0-12s). Es por eso que hay mayor oportunidad para que ocurran procesos 

de desactivación sin radiación. como por ejemplo .. que las moléculas de disolvente tomen la 

energía que podría emitir el fluoróforo, si el sistema es liquido. La absorción de radiación 

es de Jos procesos más rápidos que se conocen (Jo-1's). Cuando se da el fenómeno de 

fosforescencia el material sigue emitiendo incluso después de que se ha retirado la fuente 

luminosa de excitación. 

2. J 2 Tipo.,· tle F/utJrescen~ia, E.'fpectro.'f de Flu"rescencia 

La fluoreScencia p-uede; se; ~de tr:es' tip.os: ' 

t) FJuoresceOCia d~ Stokes: _ocurre cu:an~o los fotones emitidos son menos energéticos 

que los. Utilizados para ·excitación~ es ·decir., la·· radiación de· emisión presenta una 

Jon8itud dé·:·~rida·· s~~erioi_ a la raCÚ~~iÓ~-:de ex~itación. Este tipo de fluorescencia 

ocurre ~~:~éi~~l-~en~e e~ soi~_ciones .. líquid~~~- · · 

~ ' . _.- '- . - . --.. _- - . - - - -, - _,_ . .--.: ~; - - . . .-.. ~ :"" -.· 
2) FluOrescencia_anti-Si~kes: oc~rre. si 1~"!"á~LaCi?!1_~1TI-~~ida:es más energética que la de 

excitación.· Ocurre al añadir en~r,Si~-.;lé~1ica·_:~I -~i~tema y, es frecuente en gases 

diluidos a altas temperaturas. 

3) Fluorescencia de resonancia:_ c:on~!ste_ én lá"em~s~ón_ de_ ~<l'lo~es· de igual energía é¡ue 

los fotones de excitación. Nunca ocurre ·en ·sOl~ciÓn ,deb.ido a las iñteracciones con 

el disolvente. pero es común en cristales y en gases. 

Asociada a Ja fluorescencia existen dos tipos de di_SPersión: la dispersión de Rayleigh y Ja 

dispersión de Ran1an. La primera ocurre cuando el fotón inCidente excita al fluoróforo a un 

nivel vibracional superior al basal. para ser re.emit!do co:n la. misma energía. El fenómeno 

de Rayleigh ocurre a cualquier longitud de onda: de e·xcitación. pero disminuye como la 

cuana potencia de esta longitud. Para evitar inte.ñerencias con el análisis. se debe trabajar a 

la mayor longitud de onda de excitación posible. La dispersión de Raman ocurre a· 

diferencias fijas de la dispersión de Rayleigh y se da por energía sustraída o añadida a este 

fbtón de excitación. Esta dispersión es significativamente menor que la de Raman. 
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En fluorescencia._ toda molécula tendrá asociados dos Íipos de especiros: ·a) el .. espectro de 
excitación, que consiste en un ·barrido de Jongit~deS. d~ ·~~d~· en·:·un,··'¡~te~aJÓ .. donde 

aparecen tas eficiencias relativas de ca~a ~8~ia~ió~_ ~e ~xcÚ.~~·iór(.~:n ~:~a :,::,'d-~_··:~~iS~~d.fija; 
b) el espectro de emisión, que muestra· Ja i~t~n~id3d -1-etativ~ de la -~adi~~ió·~-- ree·~·iti~d'~ p~r la 

molécula a cada longitud de onda en ~ria x:de--'~xci't~·ciÓ·~··fija:·.·En··princiÍ>-ici/'~1_,.~s'P:~~t-~o de 

excitación en fluorescencia de una ~~J·é~uia· __ '.~eb:~:;~~~~er. ~a rñis_~_a. ~ore~~- ~~~~,~:(:·e_~~teétrO de 

absorción en UV-visible, ya que ·Se _t~_ta:·.d~1- :.~-!~~O ·~~~Óm~~o -~~ -~.b~~~-iÓ~_:_'~e:;~!.~z;-·sin 
embargo~ debido a diferendas en .. < 18 ',: irl.~tryimentación . ~e . ~n : ,n~~t~~.et.~~. >: Y.~:_,_ un 

espectrofotómetro. ambos espectro5:. s~.'debe~_ ~Oi:-reSir C<'.lnsicÍe~Ód_o<.~~S'.'.~.¡~e~e.~ci~-·, eri' la 

instrumentación de cada aparato. Et'espe~trO de excita~ión-é:s«~_tÚ ~~.bi_~:~.i~--~~~e,_p~~ite 
escoger la mejor longitud de onda· d~.:exC:itación para· obtener·e1 -·~gp~~t_i~-"~~~: e:~i~i~~,~:-~éío 

un espectro de absorción serviría pa~a·e~ 'miSmo ~n.>Est'a longii~-~ '~e'O~d.~--.;~~'.~.:~~-ü.~n~-.-e~ 
el espectro que sea menos_ energé~-i~·:;.p~ra'..: evi~a_r fotOdesé.º~.~Os,i~:Í~~ 'd~'.::Í~~~}nií~;tra~· y 

preferentemente que presente la ~ªY'?r,,: ;flciencia ·Po~i~tc:·.' (do-~de··;:I~~' muestra _'ab~rirba 
·-';·. ·:--- ,- .. ____ .,, 

·~-,:-·.; :·._C'.:{: ··:L;-:. 
' ;•_,_;.' - .:_·•./ _- ,_:_..~:.:·· 

significativamente). 

El espectro de emisión de un fluoróforO pa~iéuJai:eS)iidepe0!1:ién~~.d-~_ ~a.I~?SitUé::t- d~:.'onda 

de excitación. Cualquier longitud de onda ··a )a qu~yo~U~~)~~---~~-~~~~~ó~:'.:se~~f··~p-~. de 

producir fluorescencia. La longitud-de ondá .d~I rll~iñiO:,~~,::.~q~:~.e~~~~.~¡3·_,:~s~·~.~~--~f?-~~r~I, 
independiente de la radiación de excitación~- sin emba·rg~:-c"j3' i~ien-~i'dad~d~::-J~· fl~~r~~~~nCia 

,, .. , .. '.-·-.. -- _, ..... _,• ,. - .,. 

si puede variar en relación con la intensidad de la absol-ción>:·.LáS'.PíOiC.iriñS~-;S¡n effib.arSO, 

presentan residuos fluorescentes químicamente difere~t~s~ ·(~Orno. Í~' ~ir~~-¡~~·-~.,~~J' tri~i-~f~~o). 
por lo cual en alguons casos es evidente que el espec~r~ ·d~ ·. ~f"iSi~~ . s:Í. ;' ~epe~de de Ja 

longitud de onda de excitación que se utilice. 

2.13 /lle1/i1/11.\· c1u11r1it11tb•a.\· 1/e fl11111·e.w:enci11 

Se han definido dos cantidades importantes en fluorescencia, útiles al analizar los espectros. 

La primera de ellas es una constante que recibe el nombre de desplazamiento de Stokes y 

su expresión matemática es la siguiente: 
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La segunda es una variable que se conoce como eficiencia cuántica y se define como: 

cuantos emitidos <l>=--------
c11a11tos absorbidos 

A mayor <J> se tendrá una mayor intensidad de fluorescencia. Se ha encontrado que Ja 

eficiencia cuántica de un compuesto depende de la longitud de onda utilizada para su 

excitación. No se dará una explicación detallada de esta expresi~n. ~os libros citados en la 

bibliografia al final del presente trabajo proporcionan excelente.material al ·resPecto 1•
4

• 

La intensidad de fluorescencia de un compuesto (F) también depende de su concentración. 

La expresión que relaciona a estas dos variables está dada por: 

donde <!> es la eficiencia cuántica. lo es Ja intensidad de la radiación incidente~ e es la 

absortividad molar, b corresponde a la longitud del paso de luz en la muestra (paso de la 

disolución) y c es la concentración molar del tluoróforo. Para soluciones muy diluidas. la 

expresión se reduce a una expresión similar a la Ley de Lambert y Beer en 

espcctrof'otometria: 

F = K<l>/ 0 &hc 

Una gráfica de intensidad de fluorescencia como función de Ja concentración del fluoróforo 

debe ser lineal a concentraciones bajas. A· irtas concentraciones y dependiendo de las 

interacciones del fluoróforo con el medio, o bien con otras moléculas diferentes a las del 

disolvente. la intensidad de fluorescencia puede alcanzar un máximo y después decrecer. o 
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bien volverse constante. Asimismo. la intensidad de fluorescencia también depende de la 

temperatura, como se puede a¡)reciar eri la figuia 5. 

104 10"" 

77K 

3J8K 

Solución concenlrada: 
distribución no uniforme 
de la flucwesceneia 

Soluc'6n dUuida: 
distribUclón unttorme 
de ta tkAotescencia 

10-1 

Concentración de naftaleno (mg/ml) 

Fli:ura ~: Dep:ndc:ncia de la intC1111idad de Ouor~a con la 
conccntnu:ión del lluróí«o y la 1empcra1u111 

La viscosidad de una disolución está directamente relacionada··cOn ·su temperatura. ·Es por 

esto que en n1edios líquidos. al aumentar la temperaturri. (Y_--'Por. 10 .~a~to- di.sminuir la 

viscosidad del sistema). se observará en general una menor irÍ~~fisidad d~ -fl~·~fescenca. En 

n1edios muy viscosos. las posibilidades de apagamiento. dd fl~~~6f~r¡;-·- pof- :coÍi~iones con 

otras moléculas del medio se reducen. por lo que la· inten-Sfdad. ~~ -flU·~·~~Sceii.ci~··_..es ·gran"de 

en comparación con medios poco viscosos, como se explica en ·maYor detalle más adelaÍlte. 
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Existe una tercera variable cuyo uso en fluorescencia también es frecuente9 la 

polari:abilidad del n1edio., que depende de la c~nstante · d.ieléct~ca de ést~ y· del indice de 

refi-acción. Esta variable es adimensionaJ. Se d~finé ·media.Ote la siguiente ecuación: 

donde ces la constante dieléctrica d~I nle_dio ~ 11 es el indice de ref~acción. 

En la determinación de fluOreScenci~, de_ CJ?~Sió~.: (i~~erisi~ad arbitra~a como función de A)., 

el centro de masa espectral es una variable útil y_se calcula de la siguien!e manera: 

Donde /, es la intensidad de ~uz. emitida· ~en. unida:dés -~·;b¡,-;~·~~~) .correspondiente a la 

longitud de onda .il.,. 

Se debe recordar que la variable CEM es conveniente ·debido. a·''qU.e··1a in.tensidad de luz 

emitida por Ja misma muestra fluorescente p~ed~ .. ~an:~r.·c,t~.·~p8:~~~~-~~-~par~t·~·;_sii:t embargo 

la longitud de onda es un parámetro univerSal~ que péz:-mite 4mpa.rar ~u~st.ras medidas en 

dos o más aparatos diferentes. 

2.14 /11.'+;tru111enlt1citín 

A continuación aparece una representación esquemática sencilla de lo.s componentes 

ópticos de un fluorómetro de filtro típico: 

14 



Fuente 

Sistema de detección 

Lectura Amp. Detector 

¡.."f2&1nr. 6 4
: Diagr.un.a C!llqucmático de lo" con1pJflclllcs óptico... 

dcuntlu6"Óm&.Vu · · 
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Sistema óptico 
(radiación de 

emisión) 

... _--, .. ' .. ·· -
En primer lugar, la longitud de: ~nda de excit.~c:iór:-.>se··e.~?.~~~-~:.So~·~:.~~da:.'.de un 

monocromador primario, o de excita.ción, q~~--~~ e.~~.u~:~ír~· ~·n~~e.:.1,~.· -_fi.J~rii_e ·d~. ra~iaCión ~por 
lo general una lámpara de xenón, halógeno,:Vap~r-d~-'~-~~~c~~~ ·~:-~~~~~~:~~-~: d~. 't~ri~~Í~no) y 

la muestra. Después de la excitación se detect~,n.'_las~.!~~Sh~_d,e~~~~~--»~~~~~-~-e- C~isión y sus 

intensidades relativas, para lo cual _se ~;t~l;~~-1:-lrl -~~~~C-:-.~~-~,?~·r .. s_e~~~-~~ñ~~>_-~--d~ emisión, y 
un detector que se encuentran a un :An~~·~ -d~~~~~:~,.~~.¿}~~~,~~f?~-~-· l·~-\~.~-¡~~~·d-~nte.- A la salida 

del fotodetector se amplifica 13: Cor!ic~ie_que .. eS'prop0r_CiOÓ3J a)a eliérgía de fluorescencia. 
- - - -- ; - - ., - '" -\,,, ~. . .. -- ' : . ' . . . 

Se debe hacer éntasis en la sensibilidad que prcsent~~. ·¡~~ :. té~ni~as de fluorescencia. que es 

tres o cuatro órdenes de magnitud superior a la sensibilidad de técnicas 

cspectrofotométricas. En espectrofotometria~ la fuente y el detector están orientados a 180º. 
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por Jo que en todo momento existe una .·señal electrónica considerable. La radiación 

absorbida se mide indirectamenle. En 'espectroscopia de fluorescencia Ja señal de luz se 

mide de una forma directa, es decir, no es n~cesario restar la radiación proveniente de Ja 

fuente a la radiación emitida por la muesúa, porque el detector está orientado a 90 º de la 

fuente y no Ja puede .. verº. Es por esto que se dice que las mediciones de fluorescencia son 

mediciones absolutas. La señal de salida puede ser controlada ajustando la intensidad de la 

fuente, variando las rendijas del monocromador, o controlando la amplificación a la salida 

del detector. 

2. J S Fuente..; tle lnteiferencia en Fluorescencia 

La intensidad de fluorescencia de una muestra es sensible a los siguientes factores: 

a) De~ .. :con1posició11 fotoqulmica. La luz ultravioleta incidente en Ja muestra puede 

causar cambios fotoquímicos o destrucción del compuesto tluorescente9 provocando 

un decaimiento gradual en la intensidad. de fluC?resC~!l~ia._ ._?:a.ra evitar esta situación 

es necesario utilizar la mayor longitud de .··ond;¡-._:·p~~ibJt; "en la excitaéión del -· . ' .. -,.. . 
compuesto y exponer lo meno~ posible la mu~Stra ·a ~a- r3.diació0 ·incidente y a la luZ 

UV del ambiente. 

b) l/l:•;co.\·idad. La fluorescencia de un compuesto es ma~~.r.e~.·medi~~-·.más viscOsos. 

En éstos9 Ja energía de transferencia en una solución <piócesos ~O~ .. fl~~r~s.ceótes) 
decrece por una reducción en los procesos colisionales: -- · 

c) Apaga1nie1110 ("q11e11chi11g""). Este es un proceso en_ el ~~al:~~i-St~:-~~a·:·~?~'~.Ctencia 
entre Ja emisión de radiación fluorescente y .la fo~a~ié;~ d~~·un~ .'e~p~cie no 

fluorescente a partir del fluoróforo y otra sustancia Pi~s~~;e·::~ri- .ei>~~di~.:-, Este ... . '· ·~· .. _, · .. · - ' ',.,.. . 
fenómeno puede ser utilizado intencionalmente:' ~ar~_· ha·~-C~ __ .' ~v~d_e_?te ·. I~ ~ in_t~rac~ión 
del tluoróforo con otra especie9 o bien puede·ser u~~·:-i~t~

1

..:fe~C~6¡~::~~:~:d~~~~d~ en la 

medición. Se puede representar esquem8ticame~~e de.'1~ ~iS'~i~,¡¡~·~ ~~~-¡..~·~~: , 
·· ., -- -_,ovo·· -· , ... ,_.- ·· 

M + hv -> M• (absorción de luz) 

M• -> M + hv (emisión fluorescente) 
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M* + Q -> Q* + M (apagamiento) 

Q* -> Q + energía 

Las causas de apagamiento son múltiples: entre ellas se pued.e mencionar. un aumento en la 

temperatura del medio. la presencia de oxígeno en Ja solución· (Que disminuye la 

fluorescencia de algunos compuestos hasta en un 20% en medios acUosos), Ja presencia de 

alguna impureza de origen metálico, la pérdida de .estruct·u~~·~ :e.ri .·:U~~: proteí~a. ·º bien el 

apagamiento por concentraciones demasiado altas del fluOróf".'r~.-'.·.qu.".' implica interacciones 

no deseables del tipo ANS - ANS, cuando Q = M. 
~~.¡"'~~.~'.· .. '.···: 

2.2 PROTEÍNAS, ESTADO DE GLÓBUl~O FUNDUJ(} Y'2:..s' ... 
2.21 Generalitlatles 

Las proteínas son macromoléculas ·.con'.:dif~~~~l:~~-.. ~~-~l~s; ~~- ~~,t'ruct;ura,' a· ~ber': 
Estructura primaria:. _corre~P:~rí_~e/~,~~.·1~·!;~~~~~~I8,/:~e :=~~·~O~c·~.~o~-:. ~u~.- fonnan el 
uesqueletoH de cualquie'r pr~teÍ~~~: ~~~~~,¡~ d~'(e~~~~·~-~--:~i:no>-:~ te-~inaJ. ·Incluye la 

Estructura seéu~da~a:~ ~~P~~i~~,:'!~.--~~.~~~·~~t;~Ó~ _ l~~a~·;d~--~~g~-~~Í~.~--:~e .Ja -p_ro~eina9 
en los que la cade.n·~- .a~~»p~a '~co~ro'.i~aéiOrleS \e!iui8.re~ ·.~e·peii~iYa~9 ; ":e;·~~·. ~a~)1élices 

·-·' . -- -_ .. ,,. - -- . . . -. - . . -. .. 

a y las hojas f3; o· no i-ePCtitivaS~·- cOnio 'tas VLÍeltas y SircJ's de conformación 

definida. 7 Algunos tipos de estructura secundaria son panicularmente estables y 

ocurren con mucha frecuencia entre las proteínas. Los patrones que ilustran mejor 
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este hecho son las hélices ex y las hojas J3. La estructura secundaria se estabiliza por 

la formación de puentes de hidrógeno entre un prC!tón unido a nitrógeno y un 

oxigeno de carbonilo penenecientes a dos diferentes residuos de aminoácido en una 

secuencia de éstos' (figura 7,. figura 8). 

s.4A 1 

1-"lcu,.. 7-.1
: Atriha; n:rn:--ntación de la se..."Uen.:ia Je ammo4.:1J...., 

•1uc confonnan la C!'lllUC1Ura pnmaria de una proCema~ ahajo; 
Í<ln1111.:ión de pucni.,,i¡ Je hidrógcno1 ..... heli.:c alía. rar• ciru.hiliLar la 

C'lllniciura ,.. ... -undoaria. 

Estructura terciaria: es la descripción tridimensional completa de una proteína. Es 

estabilizada por interacciones del tipo van der Waals y por puentes salinos.' (figura 

8 7
). Recientemente se han utilizado técnicas de RMN de alta resolución para 

determinar la estructura de proteínas en disolución relativamente pequeñas. Se 

puede determinar totaln1ente mediante un análisis de difracción de rayos X a. una 

proteína cristalizada. 

Estructura cuaternaria: cuando las proteínas están contbrrnadas por varias 

subunidades polipeptidicas~ su arreglo en el espacio recibe el nombre de estructura 

cuaternarias (figura 8). 

ifSIS CON 18 

Fat· 11 r:-t. OR.'°'-" . • . l.r, 
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Eahuclura Pri.a.-ia 

Aménoócidos 

Estructura Secundalia 

E•ltuct•a Tercl.ia 

Estructura Cuat1ttnatia 

1-·1i=:un1 ,,._,: Rqw<."N'fllao:ióo .:ioqucmática de h.,. 
nivele"! de actnu .. "11.u·• que ....,.C5Cnlan 1- pn1clnru&. 

'H'5tS CON 
~A.t;.~ f E OliGEJl 

2.22 El E.<1a1/o de GMbulo Fundido 

Para ser biológicamente activas. las proteínas. deb_~:':l ad.optar, una estructura tridimensional 

única. que constituye su confbrmaciÓn natiVa:Y· ... fu'n,C·¡:~~~18 •. ·Debido a su gran número de 

aminoácidos. las conformaciones que., ·pc:;;~rf~.:~·~.~~·~~~r;··~~a .proteína diferentes a la 

conformación nativa son prácticanlCnie,infinitiS.:;: .. Sin embargo. en medios fisiológicos .. 

muchas proteínas globulares se·. ~l~~g;~~j~·~~~ :.'~~;-~~-é:;··d:;~·g¡;~ .~i-~tetizadas a su conformación 

adecuada. una entre un mar de posibilidades.· De este hecho se infiere que existen rutas 

compuestas por estados conformacionales más accesibles que otros. que pueden dar lugar a 
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intennediarios cinética y termodinámicamente estables. La caracterización de estos 

intennediarios constituye e.videncia directa · sobre cuáles son estos mecanismos 

preferenciales en los· procesos· de.plegamiento. Dentro de las técnicas que se pueden utilizar 

para caracten:zar a est~s· .. i~te:nn~di~n.os .. se encuen1.r~ el_ dicroísmo circular .. ta resonancia 

magnética nuct~r y_la flÚ~ré~~~~i~. t~"ilto intrinseC~··¿aq~ella que.se debe a Ja emisión en 

UV de los residuos· de 1nJtofii~·o;:~iTosina.Y ·renii~J~nina_·_en eÍ polipéptido) como extrínseca 

(la qu~ ~~ hace -~r~~~-~t~:; ~-~-~~d~ )~e ~~i,;io~an moléCut~~ co.n · propiedades fluorescentes. 

como el ANS. a la sol..;ciór1 de.proieina). · 

-. ···---~--'·:·_'..:><,· __ :;,_ ~;_.:___ ·, ·>.- ·. -:_ - .' . . .. ··.-· - ' 
De Jos intermediari~~- ~~~~~- ~-h~r~ :·d~scri·l~~. el rTiás con~~id-o· recib~ ~l ~ombre de ºglóbulo 

fundidoº. por. su.~o~i;·~~ en 'iñ~lés. ~~~c;ÍiCn g.lob.:i1~·~-> ¿;--~;¡¡·s¡~~~i·a del estado de glóbulo 

fundido fue propue~~-8 ·: ~or :· pri~era :. vez.: al .. de~~~t._;r~l-iza~.: d~~ -_.tipos ·de ex.- lactalbúminas. 

bovina y hu.ma·~~. ·. resp;Cti·~~~~nt~~ .. ·-e-~ -.-~n~-/~·e;di~-:~:-á6id-~-; de Gu _ - HCI (cloruro de 

guanidin-io)9
• El me~~isrri·c; ~~o~t:iC~t·o· ~~p~-~d~-~'.~~r~~~t~'.cÍ~·la fonna siguiente: 

;·~(~:-> 
i'i_::_;'A .¿ u . 

--.·f:_,- , ___ ., ___ ._- __ --

donde 0 N•• corresponde a la 'ro~~.---~~~i-~~-"j~·.:.la proteína; ... Aº a Ja forma en medio 

parcialmente desnaturalizante (en ~f-Ca;Q·' del experimento con lactalbúminas. medio ácido) 

y ºUn a la fonna to~al~en_t:e /é:i~~~~~~~~~Íi~da: Para una gran cantidad de. pro:teinas 

globulares la forma ºA .;9

• _el_ gl~bUI~. ·t~~CÜdo. se ha caracterizado con técnicas de dic~oísmo 
circular (CD). resonancia 'ínagnética··-n_uclear (RMN). difracción difu.sa __ de ~~yc;s··::·x··y 

cromatografia de exclusión en -~~I~_ entre_ otras 10
• 

24
• 

2
'· 

26
• haciendo evidente q~e -~~~~,:~~pc;ci_~ 

presenta forma de glóbulo co~-p~ct<?' y.que conserva gran pane des~ estruct_~~--~ecll:~·ét.aÍia~ 
pero con estructura.terciaria leni:.á.mente 'fluctuante. 

El glóbulo fundido es uri8 C<?~formació~ co~ mucha estructur~-~c~.~~~~.~~:':~~~::·~~~~~~~~~·~~e~ 
terciarias. que expone i~s _ ~rupOs -ª~~":'~t~~os de la c~.~f'.n~ -.':'-~~i~~p~·~.~i~ ... -:.a1 '~~.i_s?l~~-íl.t~':~n ·el 

que se encuentra. Pres~nt~ un ah~ 8rado de ~¡,~pact~CÚ~~, ·s¡~· e~~~é¡~~~~;ni·~~~~. ~Í&i~o en 

el interior de Ja molécula._ y un incremento en las fluctuaciones de las cadenas' laterales9
• 
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La evidencia concluyente para Ja existencia -de,1 estado de glóbulo fundido se presentó en 

1990 1º, cuando Ptytsin et. al. realizaron :diVerSos. expei-imentos con un gran número de 

proteínas globulares, entre eJJas. las Jactalbúmin~s originales, anhidrasa carbónica. f3 -
lactamasa y fosfoglicerato cinasa y evidenciaron Ja presencia de este tipo de intermediarios 

en el proceso de desnaturalización. 

2.23 El ANS cmno Prueba Fluorescente 

El ANS (I-anilino-8-sulfonato naftaleno) es un compuesto aromático.que se ha utilizado 

sistemáticamente en la caracterización de estructura de cierto·. tipo de proteínas.· Esta 

especie química presenta una fluorescencia débil en disolución· 'acuosa,· sin· embargo, su 

fluorescencia aumenta considerablemente en presencia de ciertas pr0teinas1
• 

2
•_ 

4
• 

10
• 

11
• 

. . :-· -~:- , ·. .· _ .. -:: -

El ANS se ha utilizado. entre otras aplicaciones. para -~la.'de:l~jc~-~~~-:~~-,~-~r~ct.eriZación de los 

estados de glóbulo fundido. Stryer realizó un trabajo importante de· caracterización de las 

propiedades fluorescentes del ANS. posterior a Weber1
• en el que encontró que el ANS se 

une de forma estequiométrica (uno a uno) y especifica tanto a la apomioglobina como a Ja 

apohemoglobina. aunque no lo hace con la mioglobina y la hemoglobina en estado nativo .. 

debido a que en estas últimas el sitio que se uniría con el ANS se encuentra ocupado por un 

grupo hcmo. La interacción del ANS con las dos primeras apoproteínas se manifiesta como 

un incremento considerable en la intensidad de fluorescencia del complejo fluoróforo -

proteína. con respecto a la que se detecta en agua (eficiencia cuántica de 0.004 en agua. y 

hasta 0.98 en apomioglobina). además de un corrimiento del má.ximo a mayor energía 

(menor longitud de onda). Con ayuda de técnicas de dispersión óptica rotatoria y 

polarización de fluorescencia. así como con estudios hidrodinámicos. se llegó a _la 

conclusión de que. aunque la apomioglobina es ligeramente más asimétrica y voluminosa 

que la mioglobina. también presenta estructura compacta. que se manifiesta en el complejo 

fonnado por apomioglobina - ANS. Además. el complejo apomioglobina - ANS. que 

presenta una alta eficiencia cuántica en fluorescencia. pierde esta propiedad al adicionar 

cantidades estequiométricas de hemin. que desplazan al ANS en su interacción con la 

apoproteina. y existe transferencia de energía entre Jos residuos aromáticos (tirosinas y 
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triptófanos) y el ANS cuando este último se encuentra f'brmando el complejo. Se debe 

preservar gran pane de la conformación de la mioglobina en el c~mplejo ANS -

apomioglobina~ ya que tanto el ANS como la hemin se unen en-·el mismo sitio en la 

apoproteína. Estos resultados se interpretaron de la -manera.··siguiente;·- -~I ANS interactúa 

con las regiones hidrofóbicas expuestas al disolvente- erl Ja ap~mioglabina y en la 

aopohemoglobina~ aumentando considerablemente su intensidad de fluorescencia. 

Además de los experimentos descritos anterionnente~ Stryer también ~eterminó la 

intensidad de fluorescencia del ANS en diferentes medios orgánicos, específicamente en 

alcoholes a temperatura ambiente2
• La fonna en que asigna intensidades de fluoresc_encia 

relativas al ANS en los diferentes alcoholes no se describe en el texto original del anículo. 

sin embargo. se reportan los siguients valores para la eficiencia cuántica abso~uta del 

compuesto. que aumenta de 0.004 en agua. a O. 15 en etiléng1icol. 0.22 en metanol. 0.37 en 

etanol. 0.46 en n - propanol. 0.56 en n - butanol y 0.63 en n - octano!. A continuación se 

muestra la gráfica del articulo original: 
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•OO 440 460 480 500 520 5':10 500 580 
l.ll'>f1glbld d4 Ond" dA Aml'!ilón (nAnórT1ATrO!;) 

Heu,.. 9': F~ de emiaión de nu~ AOfucionoi 10·' M de ANS en rttlcnglicul 
(Eg). mdanol (M). etanol (E). n--proranol (P). n.hutanol (IJ)yoctanol (O). 

Como se puede ver en la figura 9, el incremento en Ja intensidad de fluorescencia del ANS 

para los alcoholes utilizados también está acompañado de un corrimiento hacia mayores 

energías en la longitud de onda del máximo de emisión del espectro. La explicaCión 

tradicional para este fenómeno consiste en lo siguiente: en el estado electró~icar:nente 

excitado, el ANS presenta un incremento en su momento dipolar con respecto á1 .. est8dt? 

basal. Si el medio disolvente es polar .. las moléculas de éste se orientarán con reSpeC:to · 81 

fluoróforo excitado, por lo cual ocurrirá una transferencia de energía entre el 'A.Ns .Y su· 

entorno (energía no radiante). antes de que se dé Ja emisión fluorescente. En u~ ~~dio .. no 

polar. se podrá emitir Ja mayor parte de Ja energía de excitación en fonna ·de fotó~::·~S por 

esta razón que la intensidad de fluorescencia. así como Ja energía en el máximo de emisión. 

son n1ayores en disolventes poco polares. con respecto a disolventes más polares. A panir 

de esta última observación experimental. Stryer propuso que el ANS es ºsensible" a las 
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regiones hidrofóbicas parcialmente expuestas al disolvente .. tanto en apomioglobina como 

en apohemoglobina. y que es posibl'? de~~cÍar,'~stas region~s mediante la técnica de emisión 

en fluorescencia. Aunque Stryer uÚli~6 .. ori~i-~~lmentC al ·.ANS · para caracterizar proteínas 

nativas .. los ejemplos de trabajos en··l~s qite dicha mc>i"écula se ha empleado en el estudio de 

los procesos de plegamiento de .. 185 pro1eióiis:·.(cie1Ccción del intermediario de glóbulo 

fundido) son múltiples 11 
-

16
• Un e]emplo iflteres"a.nt'~ lo constituye el heého de que en un 

medio con proteína.. Ja intensidad d'e fluorescellCia del A.Ns aumeitte a : cienas 

concentraciones del agente desnaturaliiant~ (típicamente urea o clorUrO de guanid.ini(;); sin 

embargo en ausencia de este último. o bien a altas concentraciones de -des":atu~~u'zante. es 

decir. con la proteína en su estado nativo23 (figura 10). no se detecta inten~iét~d de 

fluorescencia significativa. Esto se ha interpretado como evidencia de la existencia de un· 

estado intennediario .. esto es. diferente al estado nativo o desnaturalizado23
• en la ruta· de 

plegamiento de ciertas proteínas que .. además. deben exponer sus regiones hidrofóbicas al 

medio acuoso en un proceso de desnaturalización 1
• 

en 
~ .. ..,, ... 
u 
e .. ... ... 
~ 
o 
::3 
IC .. ..,, ..,, ... ..,, 
¡¡; 
e 
~ 
.E 
<l 

15 • 
10 

5 

··0-0-
o 

o 2 4 6 8 

(Desnaturallzante 1 (M) 

FJp,.. llt".1: Unión de ;\.'1S a TIM. J...,.ruei. de J,. de1Qutunili7.ación con 

con.ira de guanldinio (puntO!ll ~llcuos). ,. ..... .,,urca (punlm; 11in rc.'llL"nO). 

Tornada y mndtfiCAd."I de relCrcncia 2.l. 
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111. IJESARROLLO 

J.1 Preliniinar . . . 

Como se ·dijo_ ant~riorlnente, en fluorescencia. independiente del tiempo se pueden medir 

dos tipoS-de ~~~eci;o~: .de ~xciÍación y de Cmisión. ·Para investigar. el _comportamiento del 

ANS eil dif~rerit~s-di-~Oiventes, se ~s;coSió la técniCa de -~ni.isión debido a que ésta es· m~cho 
más empt~da· e~'-' l·c;·s·· __ est~dio-S ::: de ·fluo.i-CSc~ncia de_ ·pr~teí~8s __ ci-~rit~ -~intrínseca como 

ex:trinse~a) que· la téb~i~ de 'exéitació'iJ:' .: 
.->:-- -

Con el propósit() d~ enC:-..,nt;ar un~· 16n~itu~ ~e ~~d~ de "xcltacpmadecu~da p~a el ~S en 

~::_:::;!;:· ~::t~:~f~!~~:,~;sddt;~rf 8r~.u@f~~;:~:11\~~~;;~~;~fiz;: _:;.~: 
longitud de_··.<:>"·~~ :~-~-'.:~AX~~-~-~ C~isi_ón·_ -~~f_Sis~~~~'~(~~(~_~S~~~~nt~·:'.·d_~_éfr~ _ ~.n;: -~·-·; s~g~~ente 

;~~:.:~~.l~~tf:r:~::-:te·~;~~l~~~~~~~~: 
Jos máximos de Jos sistemas n-alcohotes (C1 a C9) ":t":.;AN~.;'por:_._;lo __ ,que_:se;;seteccionó la 

longitud de onda de excitación única para todOs tOs· siStem;¡s' '3: P~r:lir.:de ;~St~~!.~~pCcirOS _de 

absorción. La longitud de onda seleccionada· ~~~:·d·~?~~;~·~:~'.~E~_.:~:~;;~~~~ci1~-~~~~i6.~~~:·q~e:e~ 

=~:::::: :::::~ d:::::i:e1~~ d~:o:e~:::i::Ei1~~~~4i'~~;fyt:.;~~:f;~;~~t¿:l :: 
decanol es muy viscoso y la sol.ubilidad del ANS_ en'éste es pequeña;.18."rep0rodúclbllldad 
para estos experimentos no fue satislactori~ ! PO( lo -91:1e ~;;-, CÍe~idiÓ:·~;~~-~: inClUirtO ··e~·: los 

resultados reportados en este trabajo. 

·: ... :. :,: ··." .·. 
Para determinar los espectros de emisión en·. fl~~rci~C-e~~¡~· Se -excitó. a los sistemas 

agua/ANS y n-decanol/ANS con lÜz UV,de 0360 .;n;_ :. s~-d;;;.;;minó el paso de rejilla 
(emisión y excitación respectivamente) necesario para detectar intensidad de radiación 

electromagnética que correspondieran a concentraciones de ANS que fueran de 5 a 100 µM 
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(5. 10. 20, 30. 40, 50, 60, 80. 70 y 100 µM). Las dimensiones óptimas de las rejillas fueron 

de 0.5 mm tanto en excitación como en emisión. El objetivo de esta prueba ~nsistió en 

seleccionar un único paso de rejilla que se utilizaría posteriormente para medir. todos los 

sistemas. 

Debido a que el ANS se hidrata fiicilmente. se determinó el contenido real de agua de la 

muestra. A continuación se presentan Jos resultados: 

Med1< 1011 ilyuet (pt"SO) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Promedio 

Oev. Est. 

Peso Fónnula 

ANS (nominal) 

ANS ,r.;;.1¡ ;" 

13.4344 

13.6724 

13.5171 

13.9237 

13.7552 

13.6653 

14.3802 

13.8853 

13.7792 

0.2942 

310.4894 g/mol 

"l'ahla O; J:>•."1cmnina.:iÓn d.: conh:nlido do; agua en 

ANs-,.,.~ tC...-nic.. d.: Karl Fi1•d~ 

Posteriorn1cnte se tuvo cuidado eri guardar el reactivo en un frasco ámbar cerrado y sellado. 

a temperatura ambiente . 

.J.2 /llllteri11/ y Mét<.Jt/11 ... · 

Se compró el reactivo 1-anlino-8-sulfonato naftaleno a Sign1a (98% pureza. 1.5 mol 

1-hO/mol r\.NS) y se utilizó sin purificación adicional. Se consideró el peso fórmula real 

determinado en Ja titulación con hidranal ( Aldrich) en un aparato de Karl Fischer. Todos 
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Jos disolventes· grado HPLC •. se utilizaron sin purificación adicional y se compraron a 

AJdrich, excepto el metano), que se compró a Baker. 

Para realiza'r 1as ~~dici~tÍes~:··de ·ab"sorbancia se utilizó un espectrofotómetro Beckman Du 

7500. L~· ~~d~'6i.~,~~~--~e'·~~~r~~~en~ia se hicieron en un espectrofluoró[_netro de cuenta de 

fotones marca.ISS (~oddo PCI) 'con lámpara de xenón. 

Se prepará'fon--nlez~lás bináiias de ANS en cada uno de.los siguierlies·medios: n-nonanol. 

n-octano·I. ~~-h~Pta~6-i;·-~ ~'~heX8flol. n-pentanol. n-butan'01. ~-pro~an61~. eÍanoÍ,, mCtiinót. 3-

metiI-1-bu.ÍanOI. _ 2~-~etil~1-butanol. 3-pentanol y 2-iTietil-2-butanol~ Pa"r~- :_todos estos 

alcoholes •. s~ pr~pa;~r.:,n disoluciones en concentración de.5, 10, 20, 30, '40, 50 y 60 ~ 
respectiva~~n~e. mediante diluciones sucesivas de una solución madre en cada -sistema. 

debido a la )ncapacidad de pesar directamente cantidades tan pequeñas de ANS. Se debe 

aclarar que· no ·se utilizaron concentraciones superiores a 60 µM debido a que para los 

disolventes~más viscosos se presentaron problemas de solubilidad. En todos los casos. se 

pesaron de·: 0.0020 a 0.001 1 g de ANS y se disolvieron en 1 O rnL del disolvente 

correspondiente. Se tomaron alícuotas adecuadas de las soluciones madre y se llevaron a un 

volumen final de 5 mL. La incertidumbre de pesado fue de ±0.0002 g y la incertidumbre 

en el volumen fue de ±0.5% de Ja capacidad del matraz aforado. Para dispensar las 

alicuotas9 se utilizaron pipetas autorTiá~icas marca Gilson con capacidad de J y 0.2 mL. 

cuya incertidumbre nominal fue de ±q.002 y _±0.0002 respectivamente. En todos Jos casos 

se procuró tomar el espectro ~e en~1i.sió~ ~n fluorescencia en un periodo que no superara las 

dos horas después de preparar'las ·disolÚciones. 

Las mezclas ternarias de,_AN~9 ,n-.~~Pt~.~9 •. ,Y_n-pentanol se elaboraron de Ja siguiente forma: 

los disolventes de diferente! _Cómp·~SiCi"é>~-"(ci~Sde ·o ha'sta 0.8 fracción mol de.n-heptano en n­

pcntanol) se preparara~ 'P~~B~d~ ·, P~c:>porciones adecuadas de ambos reactiyos. A 

continuación se obtuviera~· Ja·s-;mÚ~stra~' de ANS como se habría hecho para un di~olvente 
puro. es decir. diluyendo una._ .. _SoÍución ·madre y llevando a la concentración por volumén 

deseada. que en este caso fue de 20 µ1\.1 para cada uno de los sistemas. En este caso. tanto 
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Jos disolventes como las mezclas se mantuvieron a O ºC hasta momentos antes de medir. 

para evitar la evaporación del n-heptano. 

Se tomó el espectro de emisión de fluorescenCia -de ~'da una de las muestras. tanto de las . . . 
binarias como de-Jas ternarias. En todos los ,casos ·se utilizó como blanco el disolvente 

correspondiente sin ANS. en las ÓtiSmas."C;;:>r~~i~iones en, que se midió ta mue5:tra problem~ 
y se restó al . espectro original de c3d8. nlUe~l-ra. ·Las c~lldiciones. de medidit para todos los 

casos fueron de 14 amp en intensidad_-.d~'.. Í1~~p~~a (arco -de xenón)~ 0.5 .mm de 'paso de 

rejilla en excitación y emisión. exCita~ió~ ;en 360 nm y el espectro de,.e-~~:5ión se_ midió de 

400 nm a 600 nm. con un barrido de .&A.= 1 nm. a una temperatura de 25--ºC. Sé utilizó una 

celda de cuarzo (Starna, spectrosil ™) con un paso de luz de · 1 ·cm de _f«.?nna rectangular .. 

con tapón hermético .. de 3 mL de capacidad. Algunas de las mezclas biilália.S' de alcoholes 

lineales + ANS se midieron más de una vez. Esto permitió estimar uria incertidumbre en la 

medición. asociada tanto a la preparación de las disoluciones como a· 1a:. ·medición de la 

intensidad de fluorescencia. Es importante mencionar que la __ ~u~~~r~ · 5:~>ri~O!uv0 tapada 

herméticamente durante el transcurso de toda la medición .. _ oCbi~o.a .qUC·_Ja fl~orescenci'a es 

una propiedad muy sensible a la concentración del fluorófC>ro." c~~lqu¡e-r :VáriaCión en la 

composición del sistema (debido principalmente a evaporació·~:, deJ·.·. di~~l~~~Í~) ~l~era~Ía Ja 

n1cdición. 

-- ••• ' < 

Los espectros de RMN se corrieron con una.resolución de 300 MHz; en ~dim~tÜ .. sulfóxido 

dcutcrado, para concentraciones d.; ANS desde 20 m8'o. 7 .ril.. h;.st~' 5 mg/O. 7 mL (8 x 104 

a 1 x 104 J..LM respectivamen¡e). No fue posible utÜizar 'conce~tra .. cione~-m~~~res de ANS 

debido al incremento significativo en los tiempos de adquisición del aparato de RMN. Para 

estos experimentos se secó la muestra de 1 .. 8-ANS en ún_-·cañón de tolueno a presión 

reducida. durante 12 horas. Esto se hizo con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua 

posible. 
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3.3 RESUl.TADOS Y DISCUSIÓN -

3.31 Mezc/11.11t· /Jin,1ri11.tt: n-Afc(}/10/ +ANS · 

Para las mezclas-binarias den-alcohol+ ANS (5 a 60 µM) se deter-ntinó_Ja intens_idad de 

fluorescencia de máxima emisión eil ·cada Uno de Jos sistemas .. Las medicioneS se realizaron 

por duplicado para los disolve~tes metanol .. etanol. n-butanol y n-oct3not •. Y por triplicado 

para n-hexanol. Los sistemas en propailol .. n-pentanol -y n-heptélnol '~~ · ;hidie~on· ~-n~ sola 

vez. A partir de las repeticiones fue posible asignar u:Oa inceÍ-tidÚmbi-e·eÍl._Ja.medición de 

intensidad de fluorescencia. Para Jos Sistemas que se- nlidier~~ ri:;á·~:, d~, ~,~~~-_;'~~ la 

incertidumbre se estimó como- la mayor diferenci3 ·.en las· i-~te~~Íd~:d~~~~,:d~·~,fl~O~~~c~~~ia 
máximas de los espectros. Para los tres sistemas sin repe:tic.ib~e~~-1a':i~~:~idwnb:re se 

asignó como Ja incertidumbre en el alcohol Cn .. I·' ,Por ejemplo,: la ~nCe~idUmb~e. ~¡gr.¡ada' a 
n-heptanol fue la misma que la_que se calculó para n-OClanol·. E~ ~J:·-cis-~-.-~:_:~·óri3:nol/ la 

incertidumbre fue Ja misma que para n-octanol. 

continuación son los valores que se obtuvieron para las mejores detenninaciones en los 

casos en que se cuenta con repeticiones; las ··mejores detenninaciones"" son aquéllas que 

presentaron un valor de R 2 más cercano a uno cuando se hizo Ja regresión lineal para 

obtener la ecuación de la recta ºintensidad de fluorescencia corno función de la 

concentración de ANS ... 

Conipuesto rnetanol ~tanol n p.-op.anol 

IFSJ.lM 19886 47332 63912 

IF 10J.lM 43603 100279 119527 

IF 20µM 72562 188191 216647 

JF30J.lM 107399 251749 273665 

IF 40 ~lM 132916 300790 306406 

IF 50 ~,M 157373 340648 338511 

IF60J.lM 159149 377343 357700 

A max (nrn) 481 471 469 
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Cornput"Slu 11 IHllclll<>I rl pPrllcl!l!ll 11 l1P•..t11ol 

IFSµM 63562 

IF10µM 125770 

IF 20µM 228426 

IF 30µM 313111 

IF40µM 373925 

IF 50 µM 422358 

IF60µM 454853 

A.max(nm) 469 

66241 

126947 

234802 

303838 

352840 

384050 

402111 

467 

55724 

114333 

191087 

255859 

308341 

354884 

390463 

469 

Cornput-sto 11 11eplc111nl 11 cH 1.tnol ,, 11011.<tiH•I 

IFSµM 71336 66666 68022 

IF 10 µM 123131 123704 138222 

IF 20 µM 220527 217217 257760 

IF 30 µM 286724 290713 332091 

IF40 µM 363400 350586 436770 

IF 50 µM 409891 393778 436968 

IF60 µM 465663 421319 545119 

A.max(nm) 469 470 469 

T•bla 1 J Jnta:az.idadcs de Ouoroccncia (unidades uhitrari.u 

en el ~Jdmo de cmUiión para aiiitcmu de ANS + n-ah:ohol 

Para el análisis de intensidad de fluorescencia como función del número de· carbonos 

(figura 13) las barras de incertidumbre se estimaron también de Ja forma C:om_o·s~· eXPlicó 

anteriormente. Se debe hacer énf"asis en que estas estimaciones de. la ince~idumbre 

corresponden en realidad a una. "incenidumbre mínima'"' calculada··.: ª· :'_- panir ·de la 

reproducibilidad en los expcñmentos~ por lo qu~ el error verdadero a~~cia~'! -~ J~ inedición 

de intensidad de fluorescencia debe ser mayor. 

Los valores numéricos de las intensidades de fluorescencia Se graficaron Como función de 

Ja concentración de ANS~ para detectar la zona en donde la dC~ndencia ~r~(Ún~¡·-(tigura 
1 l ). La intensidad de fluorescencia (IF) en unidades arbitrarias (ua) corresponde a una 

misn1a A~ que se especifica en Ja tabla 1. 
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50 60 

Se hizo la regresión lineal de cada serie de puntos. forzando el paso por cero. y se trazaron 

las rectas correspondientes. Para calcular dicha ·recta se consideró la zona de 

concentraciones en donde se cumple la ley de Lambcrt y Beer 
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N•• ti•• 1•11111•>' 

S1">ten1ct 1 011,1elt-o1ctd<>' Pt-o1ul1 ... 11Tt• 

Metanol 6 3712 ± 7.5 u.a./µM 

Etanol 3 9583 ± 496 u.a./1-1M 

n-Propanol 3 11979 ± 508 u.a./µM 

n-Butanol 4 11367 ± 112 u.a./µM 

n-Pentanol 3 12318 ± 514 u.a./µM 

n-Hexanol 3 10334 ± 515 u.a./µM 

n-Heptanol 3 11480 ± 589 u.a./µM 

n-Octanol 3 10901 ± 171 u.a./µM 

n-Nonanol 3 1291 o ± 171 u.a./µM 

T•hlM 2; lntcnAidad de lluon:!ICCIM."ia de ANS en n~alcoholel'I 

... "OfnU fünción do: la COl'lOCnlración de A.-..:s, rcgrC!ll.1un.:!l hncal.:s 

En las figuras 1 1.. 12 y 13 es claro que la intensidad de fluorescencia aumenta de forma 

lineal a bajas concentraciones de ANS (hasta aproximadamente 20-30 µM); sin embargo a 

concentraciones más elevadas de ANS el cambio en la intensidad de fluorescencia como 

función de la concentración deja de ser lineal. Esta última región se asocia con el f'enómeno 

de apagamiento. ya que a estas concentraciones de fluoróf'oro las interacciones entre las 

n1ismas moléculas de ANS se vuelven mucho más frecuentes y el regreso al estado basal de 

las moléculas excitadas se produce a través de procesos no fluorescentes. Para la· zona 

Iincat a una concentración constante de ANS.. éste fluoresce más intensamente , en n­

nonanol. y menos intensamente en metanol. En la figura 14 se graftcó la inte!"sidad de 

fluorescencia como función del número de carbonos del medio. para una concent~adón 20 

j.tl\.1 de ANS. ya que para este valor de concentración se cumple la ley de,.La~b~~~·y-Beer. 
Sin crnbargo. no es evidente. como reportó Stryer2 .. que a mayor tamañ~.:: d{_ 1~ '.· .b.dena 

hidrocarbonada en el alcohol. es decir a mayor ºhidrofobicidad .. del medí~. ia i~lCJ'.i~idad de 

fluorescencia del ANS aumente. La fluorescencia del ANS en etanol es:~.rc~,~é~~~ ~1.~al,or 
que presenta en n1etanol. Sin embargo. de propanol a n-nonanol la dif'ciencia es n1enos de 

un tercio. sin que sea evidente una relación con el tamaño de la cadena, ya que si fuera así, 
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el ANS presentaría menor lF en n-propanol que en n-butanol, y por supuesto. menor JF que 

en hexanol. 

300000 

275000 

250000 

200000 

ro- 175000 

2. 150000 
!:::: 

125000 

100000 

75000 

50000 
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·o 2 3 4 5 6 7 

No. de Carbonos 

Pleura 1 "': Variación dc Ja inlenAidad de lluor-."alcla como función del 

numero de carl>ano8 om la cad.:na lineal del alcohol. para una conocnt.rao:ióo 

de A...,..S de 20 µM. !.AA haJTai. dc C1TOr 90f1 elllimación del -enor minimo .. 

JUK>o:íado con la rq.n.~u.."ibilidad C'~ment.al. 

8 9 

En la sección 3.31 se explicó cómo se calcularon las barras de error de la tigUra 14. Sin 

embargo, el error real debe ser mayor. por lo cual se puede decir que la· intensidad de 

fluorescencia no cambia a partir de dos carbonos en la cadena lineal del alcohol. 
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Para apreciar mejor la diferencia entre los datos experimentales obtenidos y Jos datos de 

Stryer2. se graticarón ambas determinaciones como función del número de carbonos. 

Debido a que Stryer u~iliia.int~nsidades de fluorescencia relativas~ los valores de intensidad 

de fluorescencia a~Soluto~ .obtenidos en este trabajo para todos los n-alcoholes se dividieron 

entre el valor mayor (la IF del ANS en n·nonanol para los datos del presente trabajo~ la IF 

del ANS para n-octanol para el trabajo de Stryer). La figura comparativa se muestra a 

continuación: 

1.2 

1.1 

1.0 

0.9 

o.e 

ro- 0.7 

.2: 
0.6 ñ5 g 0.5 

!:!:: 
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 
o 2 4 6 

11.ió:.cie carbonos 
- . ---·~ ., . -

:: ·. , __ ::_- ·:~··: 

Flcu- 15; Va.riación d.: i~'inl~i.b.t de 1111;..,..~i• cumo íunción do:I 

numero de carbonOll rn .la a~ li-,_I ~1 alcohol. 1..os dalos de s1,-,_ .. ,. 

M! rrponan • una ~ciDn d.: 100 J•-M do: A.~S. minrtrml qu.: 1 .... Ju100. 

ohtrnidos .:!{f":rimcntalnlCDlc ~ a 60 µM de ANS. 
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En la figura 15. con.siderando el intervalo de incenidumbre en los datos obtenidos 

experimentalmente,. y aún considerandO los datos del trabajo original de Stryer,. es notable 

que la intenSidaci ·-de n'uO~CScencia Íto ~varia sustancialmente con el iiú~erO":d~ carb6nos en 

la cadena -d~J ·. ~lc~hii·-::'i"i·~~I~:<'.~· Panir ·de tres carbonos. en la \zon~:'.:d~ '.:':i~~~-~~~;~~¡,;nes 
indicada. se--. dCbe: -t~mar; ~~n-- reserva esta comparación; como ··se d¡jo·: 3~i-~rió'rrri~Ote~ se 

grafica para. ~Onc~~ti~~i~~es de ·ANs donde no se cumple Ja l~Y d~>~~b~~,-~ B_eer. · 

. . - . ' 

La independencia de la intensidad de fluorescencia con el tamaño del o-alcohol (n~2). 

mostrada en la figura 14. puede explorarse usando otras propied8des fiSicas, ·él.e los 

disolventes, tales como la constante dieléctrica (&), el indice de refracción (ii) y 1.a 

polarizabilidad del n1edio9 que se definió en los antecedentes de este trabajo Es sabido que 

la fluorescencia también depende de Ja variable de polarizabilidad4
• La tabla 3 muestra los 

valores de estas propiedades fisicas22 para los o-alcoholes utilizados. La relación del 

cambio en Ja intensidad de fluorescencia con la polarizabilidad del medio se puede apreciar 

en la figura 14. Los valores numéricos para el cambio en la intensidad de fluorescencia 

como función de la concentración de ANS corresponden a las pendientes reportadas en la 

tabla 2. 

(1 011 ... 1.1111... (111d1c t" d•• Pol.-t"/,tt11lld,ul 

Sustanc Id c11ele1 1111 .-t) rt-!'flct< 1 10111 (cHl111n·11-.."111,1q ' ' 

Metanol 

Etanol 

n-p,-opanol 

n-butanol 

n-pentanol 

n-hexanol 

n-heptanol 

n-octanol 

n-nonanol 

32.6300 1.3265 

24.3000 1.3594 

20.1000 1.3837 

17.1000 1.3973 

13.9000 1.4079 

13.3000 1.4161 

12.1000 1.4225 

10.3400 1.4276 

9.2000 1.4319 

T .. i.1 .. 3: ~nnst.-u1h: J1dC..."ln.;a. 111J1~.., Je t<'lta .. ...:i<"1 

" p•la.rir.ahilid.ad ~ 1~- J1 .. nl':""1h .... n-aknhol~ 

0.3093 

0.2892 

0.2742 

0.2632 

0.2501 

0.2450 

0.2377 

0.2263 

0.2168 
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14000 
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0.20 0.22 - 0.24 0.26 0.28 0.30 

Polarizabilidad del medio t>.f 

tlcurm 16: Cambio en la ir11ceuidad d.: lluor~"ia (7.DIUI 1..-m~ -

lk"CT) rara los~¡°" d.: n-•lcohol~ n1 tuno:iOn do:- su p>l:u-i1..11.hilid. .. d. 

~ harrm1 de inc.en.idumhrc COl'T1.'91pl">ndftl •I .:n-or calculado en Ja 

r-.cn1:hnne. •I reali7..ar Ja rcgr.:oiiún lin.:al. 

De los resultados experimentales anteriores se concluye que la fluorescencia del ANS no 

depende del medio en que se encuentra. cuando se trata de alcoholes lineales Hquido·s de 

tres carbonos o más. Las figuras J 3 y 14 respaldan la aseverilción anterior; la 

polar-izabilidad del n1cdio. que se usa de fonna frecuente para correlacionar la dependencia -

de la intensidad de fluorescencia con Ja uracilidad.. que tienen los electrones para 

reagruparse alrededor del estado excitado del fluoróforo. no hace una diferencia en Ja 

emisión del .r\NS para nlcdios alcohólicos de tres carbonos o más. Los resultados obtenidos 

en esta sección no están de acuerdo con Jos reportados por Strycr2. A este respecto se debe 
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mencionar que Stryer trabajó con concentraciones de ANS superiores a las concentraciones 

donde se cumple con la ley de Lamben y Beer, es decir .. donde se presentan fenómenos de 

apagruniento. Es posible que la tendencia en fluorescencia· que él observó, al aumentar et 

número de carbonos en la cadena lineal del alcohol, se deba a este hecho. En fluorescencia 

es común utilizar una celda de paso de luz menor a J cm si se quiere contrarrestar el 

apagamiento. Sin embargo .. Stryer no menciona si en sus experimentos se consideró o no 

esta variante experimental. Para explorar si la diferencia entre tos resultados de Stryer y los 

reportados aquí podían deberse o no al hecho de que la concentración de ANS qlle utilizó 

Stryer fue de 100 µM, se ajustó cada serie de datos experimentales para los diferentes 

medios de o-alcohol a una ecuación de la fonna3
: 

IF = a(l-ebC) 

donde JJ .. • es la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. Ces la concentración de 

ANS (µM) y a. h son Jos parámetros del ajuste. Con estas ecuaciones se extrapoló el valor 

de Ja intensidad de fluorescencia para una concentración de 100 µ~1. con el fin de comparar 

con los datos obtenidos por Stryer. Los resultados se presentan a continuación: 

01solve11IP ,1 11 IF ..t 100 M 

Metano! 23895 ± 27242 -0.01970 ± 0.00355 20563 

Etanol 507329 ± 15903 -0.02256 ± 0.00119 454177 

n-Propanol 398808 ± 8850 -0.03780 ± 0.00187 389706 

n-Butanol 598065 ± 13440 -0.02428 ± 0.00095 545308 

n-Pentanol 468290 ± 12383 -0.03407 ± 0.00189 452771 

n-Hexanol 517954 ± 15948 -0.02305 ± 0.0012 466284 

n-Heptanol 659633 ± 37362 -0.01989 ± 0.00178 569374 

n-Octanol 533448 ± 6983 -0.02842 ± 0.00063 495457 

n-Nonanol 746338 ± 1 08636 -0.02030 ± 0.00472 648317 

T•hl• 4; PnnUn •• -c,.... d.: aju51c rara c:urv .. inlew<idad tk lluor~-.1.:m 

c."'"' IUndón de I• 1..-.>n<..-cnlrllci~'in de A.NS rara 10!& d1feT1..•n1~ medin .. · 

.:1llrnpola.:ión a ""'in..:entnu."i~,,_ de 100 µl\f 
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La ecuación propuesta representa un buen ajuste para los valores experimentales obtenidos. 

En seguida se incluye. la gráfica de algunos valores experimentales Y de las curvas de 

ajuste. 
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70 60 90 100 

La tabla 4 y la figura J 7 ponen de manifiesto que aún ajustando los valores experimentales 

obtenidos a una curva adecuada y extrapolando para la concentración empleada por Stryer 

en sus determinaciones (100 µM). no se obtiene la tendencia reportada en el articulo 
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original. En este caso~ se predice una iÍttenSidad de fluorescencia menor.para ANS en n­

octanol que en n-butanoL Considerando fos resuÚados experimerlt~l,es, de eSt~: s~~Cióri, para 

la zona de concentraciones donde·se· ~~mp1e I~ leY d.;: ·~~b~rt'"y:·B~(·s~ ~~~~l~ye·.«Ju~'la 
intensidad de fluorescen~ia ci~l ·_ANs· · ·eO. ~~atco'h~Í~S .. no· di;p·~~iie ~>ét:~'.· ¡~·:::\:~d~~~-'. :únCaJ 

hidrocarbonada del alcohÓl cuand~- -·~ --~d~na ci:.n~i~t~- .de t~~~ ~\ n;Á~-:~tJ~~~-S:.~.-~ E~:: p·~.¿bab.Íe 
que la interacción más imponant~- del_:-ANS. Co_n ·ef_-_aJ~~~-J~:~(.a~~'éÍi_4~~·9~~\'·-~~~,~-~i~a·;.:~ 
intensidad de fluorescencia; sea a través d~J grup~ J:U.~--r~~~i~-~--:~é1_;·:8~~hO_~:·::.:.~~-irl:-~~b~_~So_;.el 
hecho de que al cambiar de un medio de metanOl.a-::~ilO.d~.,1~·n.:~i~~'~·oi'J}~5~T.~b~rVe un 

aumento importante en la intensida~ ~.e fluorCs~n.ci~···~:e1 __ ·:~:~:~.-~~~-~e- ¡.;,~Ji~-~, q~~ los 
grupos hidrocarbonados en la vecindad inmediata del hid;ÓxÚ;;'.(~H~·;:-CJi2:~.Y ... taJT1bién 

influyan en la intensidad de fluorescencia. -Para Pf~furid_i~r,:-~b:~e~-·est8."::Po~ibili_dad ·Se 

realizaron expeñmentos con isó_meros estructurales ·_".'~ ·Un n~~_icé:?ho_I,~ ·qu~ ~ .s~. ~escñben _.y 

discuten a continuación. 

3.32 Mezclas /linaria..: Isómeros de n-Pentanol + ANS 

Se prepararon disoluciones·de ANS en isómeros estructurales del n-pentanoI:.:J-meti1-1-

butanol. 2-metil-1 :--:~ut~ol •. J~pentanol y 2-metil-2-butanol. cuyas estruc~u~s, s.e,'. ~ué'~tran 
más adelante. en. la figura 19). y se midieron los espectros de: lF>. ma:.;::,(en:.·unldades 

arbitrarias) a Ja~- mi.smá:s. Concentraciones que en el caso de los n-al~(;hoiCS;: es'· d~cii. d~ S a 

60 µM. se determi·~-ó .~··intensidad de fluorescencia de máxima e~i~¡·¿;-~:·.~:~ ~~~a··~no::de los 

sistemas. Estas det~~Ín.áciones se realizaron una sota vez p-8.ra ~~-~'~[in~~u6:·:'t~s r~~ul¡~dos 
gráficos y los valo~es nUméricos correspondientes se muestran ~ ~o;.~i~uació~ 
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Se realizó el mismo análisis que para los n-alcoholes. Se hizo la regresión lineal de cada 

serie de puntos. forzando el paso por cero .. y se trazaron las rectas correspondientes. Para 

calcular dicha recta se consideró la zona de concentraciones en donde se cumple la ley de 

Lamben y Beer. Para fines de claridad. se tabularon los valores de las rectas como sigue. 

ordenando los sistemas de mayor a menor pendiente. incluyendo los valores para n­

pentanol. con el fin de compararlos con los de sus isómeros estructurales. 

r-,¡,. fle fllllll<><;, 

S1ste111.-1 '011<;,uh,•rdcS(><., P••r11l1t•r1lt> 

n-pentanol 

3-metil-1-butanol 

3-pentanol 

2-metil-1-butanol 

2-metil-2-butanol 

3 

3 

5 

4 

4 

11994 ± 330 u.a./µM 

7897 ± 308 u.a./µM 

7316 ± 220 u.a./µM 

7060 ± 195 u.a./µM 

5894 ± 233 u.a./µM 

TMblM <•: lnh."Tt.'11daJ lk l1unn.-=cnc1a de: ,\SS o.-n 1s..'trt1 .. "n1'!< dc!-1 n·pentanol 

'--.mm li.Jn..:1ón ok la 0:•>11<.;cntnl•aúfl ~ i\SS. rc¡;s-C11.io11C'l'i hno:.alC'l'i 

AJ igual que en el caso de los n-alcono1es. de Ja figura 18 es claro que la intensidad de -

fluorescencia aun1enta de fonna lineal a bajas concentraciones de ANS (hasta 

aproxin1adamcnte 20-30 µ1\,1) para luego disminuir su pendiente en la zona de apagamiento., 

Esta zona de concentraciones es la misma que se encontró para los medios d~. n-aJe:oholes .. 

A continuación se presentan las estructuras químicas desarrolladas de los isómeros del n­

pcntanol utilizados: 

43 



III. 'DESA1<1?.0LLO 

~ 
U-f,.:111.wloJ 3-p . .-ulanol 

~OH ~OH 
3-rm .. "lil-1-butanol 

2-mctil-2-butanol 

tli:ur11 .19: ~Clura química de 105 isómt.TtM dc:I n-penaanol utilizadoi. 

.x.tna nwdi<MI rara rno:dir la inten..,idAd dc tlunn.-...encia dc:l .,.'\."IS 

Como puede apreciarse de la tabla· 6~· la -pendie~te de la recta intensidad de fluorescencia 

como función de la concentr~-C:ión --~·~ .-A~S es .mayor Pª':-ª- el n-pentano.-._ .Pa~a -l~s 
isoalcoholes 3-pentanol. 2-meiil~but-anol y. 2~metil-2-butanol la pCndienté es la rrlismB Si se 

considera ta incenidumbre obie-nic::fa en.,~I ~juste y es. ligeramente m~Yo~. p~~a ·e1- 3-~_Ctil~J­
butanol. Las pendientCs para to'd·O~ ·1·~-s is~alcoholes son menores incl~so, qU"C:~i~' pe~d-i~nte · 

para etanol. que es -de ·9 ~SJ:';f j-?~~~~: --~-c~~- 1 • A pesar de que los ~~~n:i~,¿~~-~-i~:~;!º~~aie~~<:i-~-i 
n-pentanol contienen .el mismO' n·úmero · de carbonos en la: ~d~Oa ·. hidfOCarbO~a·da/'· ia 

intensidad de fluorescencia·~d-~~1./A..Ns en estos med.ios no es ni si~~ie~~~--~-~~~ña ~-::Ía :que .... ' . ",· · .. 
presenta en el n-pentanol9:por lo que se pr_-opone que existe una.evidente'_inflÚencia de_la 

... ·. _,,. -... ·,-' 

geon1etria molecular. ESta 8tirmación se ilustra en la figura que se presenta a Có~tinuación: 
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2 

IF do 3-mcM·l-butanol •y 3-butanol 

IF do 2-mctlf-1-butanorw 

4 6 

No. de Carbonos 

Jo"ls:u"' 2fh Comr-ración dC' ime1111ict..do de: 11uor~ia de A."iS om 

i~ d.:I n-po:m.nol,. con 109 rcsuhadotl ohaenido<. para n-ak."Uhol-. 

.aluclooes con cotlQCf1U'aci6n de ANS - 20 J~f. 

8 

Aunque no se cuenta con repeticiones para las mediciones de intensidad de fluorescencia de 

ANS en isómeros del. n-pentanC?l y no es posible asignar una incertidu~bre9 como en el 

caso de los n-alcoholes9 ·~e la figura 2_0 es evidente que la intensidad de. fluorescencia en 

estos nuevos medios eStá por debajo de Ja' que se observó para cualquiera de Í1-alcoholes9 

excepto para el caso de metanol. 

Se debe n1encionar que la·. intcn~id-ad de fluorescencia de- una· muestra es. directamente 

proporcional al número de molécuIBs que emiten luz desde el estado excitado después de 

perturbar al sisten1a con energía en forma de un haz de radiación electromagnética. Al 
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comparar las intensidades de fluorescencia del ANS en los isómeros del n-pentanol con la 

que presenta en el alcohol lineal para la misma concentración del fluoróforo~ es evidente 

que mayor número de éstas logran energía de tluorescenci~ en· n-pcntanol. Esto puede 

deberse a dos causas: 1) que 1nayor número de moléculas logren alc~~r.el estado excitado 

en-pentanol que en sus isómeros. y que la emisión sea igualnlentC · fa':''oredda en todos los 

pentanoles; 2) que igual nún1ero de moléculas de ANS alcan~O.-e1 ·estado'· excitado en todos 

los medios9 pero en los isómeros del n-pentanol Ja desactivacióri no radiativa ocurre de 

forma más eficiente. 

Haciendo una comparación con el trabajo original de Stryer. que pÍopone que el ANS 

tluoresce con mayor intensidad en ambientes más hidrofóbicos. se tendría que concluir que 

los isómeros del n-pentanol crean ambientes menos hidrofóbicos que el etBnol,, lo cual está 

en clara contradicción con el hecho de que el etanol es un Jié)uido miscible con el agua. y el 

n-pentanol o cualquiera de sus isómeros estructurales no lo son. La figura '20 indica que hay 

una evidente influencia de la geometría molecular del alcohol so.bre _la __ inte~sidad de 

fluorescencia del ANS. De Jos experimentos en o-alcoholes se llegó a la conclusión que a 

panir de dos carbonos en la cadena lineat el ambiente local al cual se CncUentra e?'puesto el 

ANS no influye de n1ancra significativa. por lo que la interacción que · próduce la 

fluorescencia podría darse via el grupo -OH. Mientras que para. los:'·aJcoh~les· lin~ates el 
- - ',·; ···'--- -

ambiente inmediato del -01-1 no debe ser muy diferente al aumentar_elo_ __ ~a-~~~_<:>:· ~~la_ Cadena. 

para los isómeros del n-pcntanol los hidroxilos no son igualmente -~cceSibl~s·.-.._y- Por lo tanto 

no son equivalentes a los del alcohol lineal. 

La interacción del grupo o grupos hidroxilo con el ANS debe esÍa·r: sujeta a )a acceSibilidad 

del -01-1. que está directamente relacionada con Ja estn.Jct~ra-'.·q·~inli··¿·.:·d-~1, atCoh~i- (~er 
figura 20). Los resultados de la figura 20 y la tabla 6 sugierCn q~~ ~l :¡~·p~·~~~e-~l~ -~stérico 
sobre el grupo hidroxilo reduce los contactos entre este (estos) grupo.(~) y el __ ~S; como 

consecuencia de ello. n1cnos moléculas del muy 

posiblemente debido a alguna de las dos razones mencionadas anteriormente. Esta 

afirmación apoya la conclusión a la que se llegó en Ja sección 3.31. es decir. que Ja 

intensidad de fluorescencia del ANS depende de la interacción ANS - hidroxilo. y también 
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depende de la geometría molecular de los grupos. químicos en la vecindad inmediata al 

hidroxilo. Desgraciadamente, Ja precisión de las m·ediciones no es suficiente para distinguir 

claramente entre eJ componamiento de cada isómero. Con objeto Ce caracterizar mejor la 

interacción hidroxilo - ANS se realizaron experimentos.de RMN. que se describirán en una 

sección posterior . 

.3.33 Coniparucitjn entre Energí11s 1/e Tran:~icit;n pt1ra ANS en Medio.,,· 1/e n-Alc"hol e 

l.~ón1er<1s del n-Pentanol 

La discusión con respecto a los resultados e~perimentales de intensidad de fluorescencia 

para ANS en o-alcoholes e isómeros del n-pentanol (secciones 3.31 - 3.32) s~ realiZó con 

los datos de intensidad máxima que se obtuvieron a panir de los ·espectro~ c~dos .de 

emisión para todas las muestras. Para el análisis de un espectro de fluoresc~ncia; ade_más de 

la variable IF se puede utilizar el centro espectral de masa, CEM (ver secciÓn 2.13). El 

CEM es una estimación de la energía promedio de la transición el~~l~Ó~ica_·.~¡~-~p~~bable 
entre el estado excitado y el estado basal del ANS. Antes de presen~-~~:;¡~~ ·d-a~Os·.~J~~·lad'Os 
de CEM es necesario decir que para los valores e.xperimental~~· obt~~id~~'·é~i-~·::~O·.-~~rió -de 

tbrrna significativa con la concentración de ANS. resultado que es c~ngni~ril~.";-~-Ya qúe Ja 

energía de Ja transición de un estado excitado a un estad<?'"_b~~~-g~~e~~-,;n~~t~:·n~:--d~~ende 
de Ja concentración de moléculas de tluoróforo. 

La siguiente figura presenta Ja variación del CEM como función de Ja c3den3. 

hidrocarbonada en un medio de alcohol lineal .. así como los CEM ·que se obtuvieron para 

los isómeros del n-pcntanol. 
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I 
\ ···· •···· CEM alcoholes lineales 

\ * CEM isoalcoholes de n-pentanol 

., CEM do 2-~otil·2·b·u·tf ~I · .. I T . · .. 
·.. ·· ··· "··1c.~.M d~ 3-m~;,,.i.bu;~·;;ºI · · · 

··· .. "f. CeM de 3-pentanol y ! 2-metil-2-butanol 

2 3 4 5 6 7 

Número de Carbonos 

•·le:QfV 21 : Comparación del centro esro:' .. -tral de: m.u.a entre n-alcoholcs e 

i!IOAkoholc.:"S del n-p.:-nu.nol (no~ mUL"!<tran 1n..'Crtid11mtv~ (Mr.t i-h .. 'Xlholc:.) 

para una conc.:ntrai:1ón de: A ..... S dc: 20 ~1!\t 

oe;1~1..-rna CFM (11111) 

3-metil-1-butanol 482.1±1.1 

2-metil-1-butanol 481.2 ± 0.7 

2-melil-2-butanol 483.9 ± 1.4 

3-pentanol 481.2 ± 0.3 

T"'"'- 7: ln.: .. T11dumhn: a.. .... ..._.,Jd.a a lo!< CEM de: 1, ... ~p..-..."lrta 

Jo: A ....... S .. .,, i"°"1t.'Tt• dc:I n-p.."f1ta.nol l.n nK"CM1dumbrc ~la 

dt."111\.'ia.:100 e<t.i\ndou- de: I•"' <.1110 .. dc: CEM pan. ¡~.,. dc:I 

n-p..·manul y L'<>fl<X'ntra .. "loneo< de: A • ...:s dc: 5 a (10 ~L.,f. 

T .. J--······1 

8 9 10 
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Como. se dijo antcrionnente. el CEM de los espectros para diferentes concentraciones de 

ANS en o-alcoholes no varia; en particular se mantiene constante en la zona· de .Lamber( y 

Seer. Para el caso de los isoalcohotes del n-pentanol no se incluyó la incertidumbre Cn la 

figura 21. pero se presenta en la tabla 7. La interpretación es la siguiente: e~cep"to Para los 

medios etanol y metanol. la energía de la transición del ANS del estad~ ex~iu~dO·.·ái :{;S'tad.o 

basal es independiente del alcohol puro. Para los alcoholes lineales el cómpórtarltiCñto del 

CEM es consistente con el de la intensidad de fluorescencia. es decir. ninguna de las dos 

variables dependen del tamaílo de la cadena lineal en el alcohol. cuando. ési~ c~ntiene más 

de dos carbonos. Para los isómeros del n-pentanol9 debido al impedimento estéñcci~ hay 

menos contactos entre el ANS y los grupos hidroxilo que en comparación con el n­

pentanol. Como Ja intensidad de fluorescencia también es proporcional a Ja ºasociaciónº 

del ANS con los grupos hidroxilo de Jos alcoholes en el medio9 ésta tendrá que ser menor 

en los isómeros del n-pentanol. Aunque en este caso la proporción de moléculas de ANS 

que en1iten en fluorescencia es n1cnor que en n-pentanol9 las moléculas que si logran emitir 

lo hacen con la misma energía que tendrían en el alcohol de cadena lineal~ ya que se 

encuentran expuestas a la misn1a influencia del grupo o grupos hidroxilo. Es así como se 

ha proporcionado una explicación consistente con los resultados experimentales para 

conciJiar el hecho de que las intensidades de fluorescencia de ANS en o-alcoholes e 

isoaJcoholes del n-pentanol sean diferentes9 y sus CEM9 que son proporcionales a la 

t!nergía más probable de emisión en fluorescencia. sean iguales. 

Es C'l.'idente que la molécula de ANS en el estado basal presenta un momento dipolar 

diferente de cero. ya que 1) no presenta ejt!s de simetría. y 2) contiene átomos 

electronegativos - nitrógeno. oxigeno y azufre - ª· Jos que se puede asociar una carga 

parcial. La asignación de cargas formales a estos átomos electronegativos es consistente 

con Jos experimentos de RMN que se describen más adelante. Si el ANS presenta un 

n1omento dipolar mayor en e) estado excitado con respecto al estado basal. este estado se 

verá estabilizado encrgéticamente en un medio suficientemente móviJ y polarizable como el 

metanol. o el etanol. La n1enor cnergi~ de transición C"-s mayores) que se observa en estos 

dos n1edios y el hecho de que sea mayor y permanezca constante para alcoholes de más de 

dos carbonos puede ser consecuencia de que el rearrcglo de nioléculas de disolvente 
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alrededor del ANS excitado sea menos favorable a mayor tamaño y volumen total de las 

moléculas de disolvente. y por Jo tanto el estado excitado es menos estabilizado. 

provocando una transición al estado basal más energética. Es por eso que el centro espectral 

de masa de los espectros de ANS en metanol y etanol se encuentre a As mayores (energías 

menores) con respecto a los CEM para o-alcoholes (e isómeros del n-pentanol) que 

presentan más de dos carbonos. Además. como el CEM es el mismo para n-pentanol y sus 

isoalcoholes. Ja geometría local alrededor del grupo hidroxilo en cada alcohol - tanto 

lineales de más de dos carbonos. como isómeros) - no tiene influencia sobre la energía de 

emisión en fluorescencia. Aparentemente sólo el volumen y el tamai\o total de las 

moléculas de disolvente que interactúan con el ANS tienen influencia sobre la energía de 

emisión. aunque a partir de tres carbonos en Ja cadena lineal del alcohol esta energía se 

vuelve constante. 

3 ... 14 JUezc.·/11-""· Ternt1rit1.'i: l'entantJ/ + Hept11no + ANS 

Con10 se mencionó anteriormente. la proporción relativa de grupos polares con respecto a 

grupos inertes en cierto medio se puede proponer como una definición intuitiva de 

hidrofobicidad en un sistema (ver ANEXO 1). En particular esta variable es útil para 

expresar la composición de una mezcla alcohol - alcano. Con esta nueva expresión de la 

composición de un medio se pueden con1parar.las hidrofobicidades tanto de alcoholes puros 

como de mezclas alcohol + alean o inerte, teniendo en cuenta que en el a1cohol la cadena 

hidrocarbonada es poco afin al agua y el grupo - OH es muy afin a ésta. El compuesto 

inerte. en panicular un alcano. es poco afin al agua también. 

A partir de los experin1entos anteriores - medición de JF para alcoholes de cadena lineal y 

para isómeros del n-pentanol - se propuso que la interacción del ANS con el medio ocurre 

vía el grupo - OH en un alcohol y que la· geometría del ambiente local al que se encuentra 

unido dicho grupo es determinante para la tluorescencia del ANS. 
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Para profundizar sobre Ja impon.ancia de Ja hidrofobicidad del medio en la fluorescencia 

del ANS 9 se propuso medir la emisión de mezclas ternarias de ·aiCohOi ÍiÍle&, alcaiio y ANS. 

Se escogió al n-heptano como el alca no y al n-pení~r;(,'1 · co.ino el · ~lcoh~I lirl"eal. .. Se debe 

mencionar que Ja preparación de las mezclas teínari-~~:-.;·~suJt·ó P~rtY~~-Í8nTieni~- c~~pli~ada 
debido a que el n-heptano es un disolvente votáli.l,·: Io, c~'s't :!.~C~~r~·'.;in~~~id.:i'mb~~ en su 

concentración real. El análisis de los resultados se hi~~ útiÚ~~d-ri·_:·cÍO:~:".tip-~s· d~ ,'vari~bles ·de 

composición: 1) la fracción mol del alcano en el alc~ho{y 2):1·~ f~~¿~¡~r:¡·-~--~~--¡·~ ... -~:~Zcla dél 

grupo - OH, (ver ANEXO 1). A continuación se ~ue~~r~ -¡~~-:~a·ri·~~i'.~~-- .d.e:)a '"i,nte~Sfdad .de 

fluorescencia a una concentración de ANS de 20 µM como función d~ __ la fracc:ióll m·ol d~ n­

heptano en el medio: 

350000 
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300000 

275000 

250000 

225000 

200000 

ro- 175000 
2.. 
!::!: 150000 

125000 

100000 

75000 

50000 

25000 

o 

-~ 
·-----·--­·~ 

~--·----·--·-----· 

o.o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 

Fracción mol ,de n-:heptano 

1-lpra ll: \.'aria ... ..¡ón de la interud&.d ~ llu·•~ia ~I A.~s oH1 

nk:din!l cou difi.'TC'fltc pr"f'Ol"ciOn do? n-hq'ltano, plU"a una cun.."<:'ntf'ación 

do!' A."S ~ 20 ~t!\f 

0.7 o.e 
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En primer Jugar salta a la vista que a n1_edida que-se incrementa Ja cantidad relativa de n­

hcptano en eJ sistema.. el ANS deC.rece·· su· inteilsidad de fluorescencia hasta que llega un 

momento en que ésta se vuelve coi:istarlte (a una fracción mol de heptano de 

aproximadamente 0.4). Si se t,iene breseOte (iue.·el n-heptano es más hidrofóbico que el n­

pentanol .. en mezclas ternarias a medid~· que se incrementa la concentración de hidrófobo la 

intensidad de fluorescencia del ANS _disminuye. Los resultados obtenidos en este 

experimento están en franca cóntrádicción con las conclusiones a las que llegó Stryer .. 

cuando afirmó que el ANS fluoresce ~-º"; más}ntensidad en ambientes hidrofóbicos. 

Se p~ede graficar la IF del ANS en las diferentes n:iezclas ternarias como una funció~ de la 

variable de composición f/J'. que refleja de una forma cuantitativa la hidrofobi~idad del 

nlcdio. Como se explica en el ANEXO l. un alcohol puro tiene· una 1,1/.asócia~a que 

depende de la relación de volúmenes nielares entfe el n1etanol y el ·a.1.cohol c:t.~d~~-/-se-:pue_~e 

preparar medios con la misma proporción de grupos hidroxilo . mezclando proporciones 
, ' -.. ' - '" .-.. 

adecuadas de un al cano. como el n-heptano. y un alcohol. com~ el _rl-p~~·-~~~-1 .•. -~~~ él fin de 

"•emular·· un alcohol puro dado. con cierta proporción de grupos :,70H,.:,c .-que.·_ qÚeda 

detem1inada por c1 número de carbonos de 1a cadena unea1 :.-- --Tanibiéñ" S~ -~~ed~n preparar 

mezclas con una I¡/ asociada que no corresponda a ningÚ~ atCOh~L'-pu~~~·:··' E~--:Ja:-~¡~~iente 
figura se muestra la intensidad de fluorescencia como funcióri _d_~_- i¡/ . t~-~{¿,-p~~~- t.ás. ·~ezclas 
ternarias como para los alcoholes puros. a una concen1raci~-~~.--d~;;9_~¡·~,:_d~1_-~·A~s. Se 

ºemuló" a los alcoholes lineales con 6. 7. s. y 9 carbonos-con ~1 fin de c~rTIPai-ar taS IFs del 

ANS en los diferentes medios. 
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-e- mezclas alcohol/ alcBno I ANS 
····'*··- mezclas alcohol/ ANS 

o.o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 o.a 0.9 

~, 

Fle:uni 2.Jz Comp.lll'•dón cnuc la irU<ttMd..d d.: Ounrco..: •. ~n.:i11 d.: A.'lt.:S en 

n..:diOR pur'D!I de n-.lcoholo y la un~ .. ilÜd d.: nu~~"5<:cn.:i• en ntC'1'...:lu de 

n-p:ntaool / n-hcpr.v1o que cmul.vi el ~nudo ~ gl'Uf"M tudruxilo. pant un. 

concentración de A.'óS de 20i.1.M. ?"i:o IUC' po!<ihk &"-"'-;ar una in.:~idumt.rc cn la IF d.: 

¡.,. mcz.::l&A de all:Ohol + al cano. dchiOO a que a..'.lo ~ ~taba .. "Un una r~i.:ibn. 

··· ... 

1.0 

En un primer análisis. de acuerdo con la figura 23. estos resultados experimentales 

sugeririan que Ja concentración de grupos hidrofóbicos en el medio no determina por si 

n1isma la intensidad de fluorescencia del ANS, ya que esta última es difer~nte p~ra los 

alcoholes puros y para las mezclas de n-pentanol + n-heptano que los emulare~ en el 

contenido total de grupos -01-1 (y. por Jo tanto. también en el contenido total de grupos -

CHz- y -CH:i. que se totnaron como equivalentes). 
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La explicación que se da al hecho de que menor proporción de moléculas de ANS emita en 

fluorescencia en Jos medios de- n-alcohol + n-alcano con respecto al medio de o-alcohol 

puro es Ja siguiente: en los alcoholes líquidos de cadena lineal ocurre el fenómeno de 

autoasociación21
; este hecho es independiente del número de carbonos en la estructura: el 

ANS en un medio de o-alcohol puro interactúa con el grupo._ o los grupos hidroxilo de un 

111u/tín1ero del o-alcohol. El n-heptano en la mezcla disminuye el fenómeno de 

autoasociación del n-pentanol. y aunque el ANS seguirá interactuando con el (o los) 

grupo(s) hidroxilo del alcohol. este grupo funcional ya no será parte de un multimero. o 

bien será parte de un multímero de menor número de unidades. con respecto al alcohol 

puro. Considerando los experimentos del presente trabajo .. no es posible determinar la causa 

por la cual un multímero del alcohol asociado al fluoróforo ANS pueda propiciar que 

mayor nún1ero de moléculas emitan en fluorescencia .. con respecto a un monómero o a un 

multímero de n1enor tamaño; sin embargo la hipótesis concuerda con el hech~ de que la lF 

del ANS es menor en cualquier isómero con respecto al n-pentanol .. ya que los alcoholes 

ran1ificados seguramente se encuentran menos asoci~dos que los aJcoholeS: lineales en 

estado puro. debido a Ja poca accesibilidad del grupo hidroxilo que se encuentra impedido 

cstéricamente en los primeros. 

Para finalizar con el análisis de fluorescencia. se discutirá sobre loS CEM en las mezclas 

ternarias. La figura que se presenta a continuación muestra los CEM para los espectros de 

las nlezclas ternarias de n-heptano .. n-pentanol y ANS. Se compararon con los datos 

calculados para el ANS en medios de n-alcohot. 
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"'11:1.1f"ll 24 : Comranu .. -ión entre Jl,J!I centros C!>~-Valcs de~ de .A.'"S en n•alcoholct1 y C'T1 

~,.,:fu~ n·pcntanol / n~. rara unaco.-.:cmtTación ~ A.-..;s de 20 µ!l..t. El CEM pr-u 

una iflCc:'f"lidumhre de :t 1 nm ru- IO!l ali;:oholai runo.o la i~idumhre airw:tciada a IAA mc:u:lllll 

D-f".ºntanol. n-ho:frlano ... ANS fl'O!'ib1cmnnl: .e.a mayor que nt.a ~-alor dchido a la dific:uh.ad en la 

J'f'C'f'IU"llcion de la5 .. ,_luL."ioncs y a la alta -.oolatilidad del n°hqnano. 

0.9 

J 
1 

1.0 

Se observa una tendencia general para Jos datos anteriores: el intervalo de valores para 

CE!\.1 en las mezclas se encuentra entre 481 nm y 484 nm. y es muy similar al que presenta 

el ANS en los alcoholes puros de cadenas con más de dos carbonos. Que los CEM varíen 

poco se explica de la siguiente n1ancra: como en las mezclas ternarias se llegó a una 

composición límite de 0.2 n-pentanol - 0.8 n-heptano (fracción mo19 que corresponde a una 

V/ de O.OS). la concentración de n-pentanol todavía es suficientemente grande como para 

poder interactuar con todas las moléculas de ANS en el estado excitado. Como el alcohol 
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es polar,. es más factible que el ANS se asocie con una molécula' polar que ·-con el "n­

heptano. AJ igual que con un alcohol puro de cadena lineal (de más de·2 carb~nos),. la 

presencia de n-pcntanol en el medio aumenta la energía del ·estado exci_t8do ·para el 

fluoróforo,. provocando que la transición al estado basal sea más energéÍiéa que_ en metano) 

o etanol. De nuevo,. aunque las IF para mezclas binarias. es mayor qüe para·. mezclas 

ternarias,. a ta misma concentración de ANS,. los CEM son idénticos,. ya qUe·1áS.enC~gíáS.de 

transición están determinadas exclusivamente por la interacción con el o los hi.df.ox.ilos del 

medio. La adición de un componente hidrofóbico,. el n-heptano,. no 'ali.e~~- la~·:· ~nergías de 

transición del estado basal al estado excitado del ANS, pero muy prob~bJ~mente ·~¡_rompa 
los multimeros de alcohol que favorecen que mayor número de moléculas cie.fluoróforo 

emitan en fluorescencia. 

3.35 Res1.111uncia ftl11gnéticu Nuclear 1/e ANS 

El átomo de nitrógeno del grupo anilina en la molécula de ANS tiene _la_ capacidad . de 

polarizar fuenemente al protón con el que está enlazado (ver figura 26)'..'-~~~bi~o a q-~e este 

protón se encuentra suficientemente cerca del grupo sulfonato ( ·--·so3·;i~ ·se_ expl~ró ta 

posibilidad de que existiera una interacción tipo puente de hidrógeno_ e~tre _estos dos 

grupos. Uversky 19 ya ha realizado estudios de fluorescencia en los ,disol~entes agua, 

et.ilbenceno y dioxano, donde concluye que el ANS, aún a concentraciones muy bajas (2 

µM), está presente en forma de dímero, posiblemente fonnando un.puente de hidrógeno 

con otra molécula de ANS. A continuación se describen dos· experimentos sencillos de 

Rl\.1N de 1-1 1 que proporcionaron infonnación sobre la existencia de un P~ente de hidrógeno 

entre Jos grupos -so,2
• y -NH- del ANS (ver figura 26). 

E.\.-peri111ent" 1/e interc11n1hitJ con Cl>.1<JJ:J 

Se tomó el espectro de RJ\,1N de protón del ANS en el disolvente DMSO (dimetil sulfóxido . .. - ,. - -· - - - -

deutcrado). Se escogió este disolvente debido ·a _qU~,eS:S1.:1fiCientenlé"nte polar coinO para 

disolver al ANS, y al miSmo ti"empo peñnite apreCi~r· ·~¡-· ef.;~to de .intercambio entre el 

rnetanol deuterado y el protón del grupo anilina .. A continuación se presenta el espectro 
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determinado experimentalmente para el ANS ·en concentración de 8 x 104 µM en DMSO 

deuterado: 

tt! 
~ 

11 10 

3.91 

- ~4 
9 B 7 6 5 

__ ..............,.._. 
4.41 

4.00 
36.58 4.47 

1-"leu ... 2~: F.llpCdl"ndi: RMS de A."S. H X 10 ... Jl~f ""'" J>MSO 
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J 

2 ppm 
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(u)H*~· .. H (a) 1 . . . 
(u) H . , ~ H (u) · 

(h) H-N ·. - . · s~-2· 

(a)HW· .... ·· ... ~ ... ·.·.·.· .. • ... · .. ~.· .·· .... ,.¡ 
1 ... ..# ··~ 

(a) H .. _ _ __ . · <- . . - H (u) 

.H H 
(u) (u) 

En el espectro de la figura 2_5_ se pu~den iden~i~ca~, _los siguiente~ tipos de señales (véase 

arriba también9 figura 26): 

(a) señales co~espond:~·~n.tes ·a p-;~_to·~·:s:~~~~~i~-~s (6:6 :a _8.4 ppm); 

(b) señal correspondiente a protó;,·éfe· a~iÍi~a (.10'.6 ppm); 
(e) señal correspondien"u;·~· p·~~-(~;.i·~~,·-~-~~~-g~~.-,(jc_:~ pp~{ 

~,- : ~;~;::~' 

La señal a campo alto (3.38 ~· .. '~~:~-~;)~,¡;;S~ci~~~'.-~ :J~~-;--·p;~~~nes de agua que. todavía 

presentaba la mucstr~ aún de~Pué~:·~~-;--~~~~~:)L~~,,:~~ft~1·~;··'~-~1!~ple~ -~u~-:Se pres~ntan de 6.8 

ppm a 8.2 ppm son las de protones·~·o·n;át-~:~~~~~~]·f-e~·¡.o-d~-~~ili"na·y de:naftá1Cnó. La señal 

a 10.668 ppm es la del pro~ón de a~Ú-i~~~~<.·:.- , .. ·_;:,e·::> ·.>. ··::',>' .... 
;:•:~-º.':'.}~_ ~\:'.':.~L·~.;~~ ,-, C - '• 

Es adecuado comparar ta seña) dt:." p,r~;~~ .~;'::_~4~ .. ~i-~:~;~;~~~~~~:$'.:'.~~;~-~:'~.;~~~~ -~~--.-~~~ .··a·~:~JoS?~· 
donde no exista la posibilidad . de r~Onar, pu~~le_·.·.:de- h~~~~~~~-~ \·¡~~.~~~Oié~~~~·~~.:·~J~I ~ -~~~ti.~o­
natlalcno. por ejemplo. presenta ~-n. de~~t~iento-.\~~Íniic~·--de-1 p·~~~~~ d'e\~niiina d"~ 5.-84 

ppm en cloroformo deu1crado (400 MHz)20
• Este desplazamiento se encuentra a campo 

más alto que el protón de anilina de ANS9 debido a que en este ültimo compuesto el protón 
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de anilina se encuentra 'más desprotCgido porque forma pane de un puente de. hidrógeno 

(que puede ser.intra o intérmOtec..¡lar). La señai ·en 3.4 ppm de la figura 259 que corresponde 

a Jos protones del agu~ se ·elimirló de fonna gráfica para generar la figura 27. A pesar de - . ·- . 

que se secó el reactiV·~ po~ 12: horas~ n¡, ~~ pud~ evitar t~talmente la presencia del H 20. 

11 10 ..... 
7.86 

9 B 6 5 ............ ~-~-~ 
6.69 7.53 

5.83 70.10 

fl'l1:t1r. 27: t:..i,-vndc RJ\iNdc:A....,S.H x 10• µM en OMSO 

300 MHz.. M: ~ eliminado la loCftal de: prolOOC!I de: agua. 

2 ppm 

A la muestra anterior se añadió metanol deutera'clo y s~ volvió a tomar el espeCtro de RMN. 

El tiempo de adquisición fue de ·aproximadam~nte 8 n1inutos. El espectro se presenta a 

continuación: 
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1 1. 1 ¡ 1 11 
11 10 

2.29 

_l 1 

i 1 1 1 1 11 1 1 1 1¡1 1 i 11 
s e 7 s 

l..r-'Y~L.....r--' 
6.70 6.68 

6.05 54.80 

11 
5 

1 1 
4 

l'ICUnt 2N: 1-~ de RMN de A.'l.JS, 8 11;: 10"' µM en DMSO 

300 MI lz... adición de rnctanol do:uteoado a la mucstn 

1 11 

3 

1 1.• 
2 

i 1 
1 ppm 

El espectro de la figura 28 presenta las mismas señales que el espectro de la figura 27. Las 

proporciones relativas entre la señal de protón de anilina (10.6 ppm) y el multipletc 

aromático central (7.0 a 7.5 ppm) se deben comparar para estos dos espectros. para 

dctenninar si se llevo a cabo o no el intercambio. La relación de las señales se muestra en 

Ja tabla 7 . 

................. %• ~4.18%] 
·r.toa. 7: Ri:la .. -ión de &n:ai. en M:flal~ lk 

~~ f""~dor< .:n figura 27 y figura 21C. 

Para el espectro de Ja figura 28 la relación de áreas entre protón de amina y protones 

aromá.ticos es aproximadamente Ja tercera parte del espectro en la figura 27. Esto significa 

que el ntctanol deuterado que se ha agregado a la muestra si establece un equilibrio de 

intercambio de protones con et protón de anilina. Sin embargo este intercambio no es 
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inmediato. como ocurriría, por ejemplo, con . el : 1-anilino ,naft~Jeno, donde el protón de 

interés no tiene posibilidades de forma·r un ~u.c.nt~ de ~id¡.Ógeno. 

Este experimento proporciona··e~denci~~·'.'s~~,~~·Íá eXi~i~-~cia de un Puente de hidrógeno que 

se establece con el áÍomo -de nitró~e·ri~--:de(g~~}~~-'~riili¡;~ del ANS, debido a la dificultad 

para el intercambio con metano1 ·:--dé~t-~r8d~~~-, dificuÍ~d que es ·inexistente en compuestos 

como el 1-anilino naftaleno, que·i~le~-~~b·i~-~.~n·m~~~~ol d-euterado inmediatamente. 

Experimento tle dilución de la mueslrn 

Con el fin de reunir más evidencia experinlental que apoyara la existencia de un puente de 

hidrógeno intramolecular en et ANS se realizó el siguiente experimento: se p_repar6 una 

disolución de 8 x 104 µM del reactivo en DMSO deuterado~ se corrió el espectro de RMN y 

Juego se diluyó a concentraciones de 4 X l 0 4 µM. 2 X. I 0 4 µM y· ] X · I 0 4 µM. tomando de 

nuevo el espectro de RMN en cada ocasión.· Los .espectros_ ~xperimen~~les que ;-se han 

modificado de fonna gráfica para no incluir la señal ·d~··pr~~~~e~··de_~~a se -muestran a 

continuación: 

_r_r/_r 
~-~----"uJJLc__~~--'-~ 

12 11 10 

y 
3.73 

9 e 7 

4.J 4-.J '----r----JL..,-J 
4.10 33.64 

3.75 411 

6 5 3 2 ppm 
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~ 
í 

!!l -

lr~ 
1 r ttdt 

12 11 10 9 8 7 5 3 2 ppm ._.. 
3.19 3.62 30.23 

3..29 3.75 

··•cura .JO: E.f-'1.ro do: RMN de A.NS. 4" to .. J•M en DMSO. 300 MHz 

~ r 
.r 

l íílt 
11 10 9 8 6 5 4 3 2 .... ..... ..... .____,___.__. 

2.66 3.13 3.20 
2.83 25.72 



11 

.......... 
2.06 

10 9 

2.29 20.29 
2.51 

Hcur1132: t-:r.1to!CtJ"odo:RMNdeANS, I x IO.,.Jlt.lrnDMS0,300Mllz 

III. VESA'R1<0LLO 

6 """' 

2.57 

Como se puede apreciar en la tabla s. la proporción protón de anilina I protones aromáticos 

es la misma para los cuatro espectros. Además. la señal de protón de amina aparece en el 

mismo valor de desplazamiento quimico aún después de diluir. Si este protón estuviera 

fbrmando un puente de hidrógeno con otra molécula de ANS. es decir formando dímeros. 

éste dejaría de ser visible al disminuir Ja concentración del reactivo en solución: el 

desplazamiento quírnico seria ditCrcnte. 

[) ..... ,i1.1.1,11111t•11t<1 

A rea d.- ArPd ch• Rt->lrl< 1011 ittt-><1 ().,....,pl.i.1,t1111• 111( rh• p1 .. 1<>11t•<,, 

Espe1 !ro p111to11 ch• pr1>!1>11t->'-. ,111llHH• .tr•• 1 d., I""'"" i. .11 .. 111.11" "" 

de figura a111l1110 ,uo111at1Lo~ .-1rc1111al1(" .-t111111.i (PJ"HI 1pp1111 

24 

25 

26 

27 

3.73 

3.19 

2.66 

2.06 

33.84 

30.23 

25.72 

20.29 

11.02º.k 

10.55°.k 

10.34º.k 

10.15°.k 

10.6 

10.6 

10.6 

10.6 

r .. hlM N: (. ···111p.t1.h:1n11 .. ·111r.: I"-" M.:m, J.: JA .. d1fi .. -r .. ·nlL"'ó ,.._-rt.1fo" pur11 

1., .. .:unun .111t1 .. ·1nn ... ~ J.: 111 mU.:'f<"tra y d....,.plll.J'••llllL"tl1'"' t¡111mh .. ,.., 

7.1 

7.1 

7.1 

7.1 
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Estos resultados experimentales se encuentran en opos1c1on con los obtenidos cOn 

Uversky 19
• quien reporta a 'partí'."· de experimentos .. de flu<?rescencia que el ANS forma 

dímeros aun a concentraciones de 2 µM. Esta última afirma~ÚJñ'· ·~~b~} ~er, t0m8da ·con 

reservas. debido a que las técni~S de-~spectrosco¡:)ia de flu~~eS~~~~~~ ·'~on~'extr~Ínadamente 
sensibles. capaces de detectáir · ~_ncen·t-ra~iones órdenes de.~ ma~~itU<:f ··más· peq~"eñ~s que 

aquéllas detectables en reso.nancia. En el presente trabájo -~o· 'fu_e~· pOsible ·llegar. a 

concentraciones más pequeñas que 1000 µM. tres órdenes de ~3.Snitud ·superiores a las 

utilizadas por Uversky. 

Para concluir con el presente análisis~ a partir de los experimentos de RMN. es razonable 

afirmar que la molécula de ANS presenta un puente de hidrógeno intramolecular en 

solución.. eri un medio altamente polar.. aunque aprótico (DMSO). Este puente de 

hidrógeno es el que se establece entre el grupo sulfonato (- so3
2

• ) y el grupo anilina ( -

NH - cj>) del ANS, única posibilidad real después de descartar la formación de puentes 

intermoleculares. El hecho de que exista intercambio de protones implica que el grupo 

hidroxilo de los alcoholes puede fom1ar un puente de hidrógeno con el grupo anilina .. y 

desde luego .. también con el grupo sulfonato. 
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IV. CONCLUSIONES 

Se estudió la ·nuorescencia del compuesto t-anilino-8-si.ilfonatO:-nafta~ei:io. el ANS. en 

diferentes medios ··líquidos:· .Las -asociaciones de -A.Ns.; con ~--~ie~~~~ ~ '¡)~O~~irlas .···.:.ativas. 'así 

como con intermedi3.rios.-est8b1e~ '.~ritre la: ·prot~ina _~-átiVa '..Y~·~ :·f>T~ief~~ ~ de~-~8tu.rá1i~da: son 
, ' . ' . ·~ . - .. ~-~"' - / : .,. - ' .'. . -.. ,. '" ' - -- ' - . - .. . 

responsa~les ··de_.· .ú.¿_·. i~_ér~~~-~i-~--' -~¡-~~~-~~.~:¡~~:·_, ~~::;_ l~~\-~':1?~~s-C_C~~ia:::~:del/-~~~t~~~ -·q~_e Permite 

~n~~:::~a3c~:szl:~es~:i:i;ir:~\j~"tt::;i~i1~±:i~ü~~:~t~l:l~:~~t~.·:~¡~~=~~=J:~::;: 
se ha encontrado· que_:'· 

-._-_,¡·. 

l. Para la s-~rie de átco~~-le<_d~ ~-d-~rl~ {¡_~:~~--;~~·~:~~:~~~~~~~;~~~Í·a·é~~~~~~i<q~~ P?_dria 

::;:e:_a~s~ :;::nf u::"i<>e~¿:;,q~f;:ti~lJ~f~j}~~::~n!Z.J~:~ª;t;r;~~:;:ª.dª~ 
fluorescencia del ANS. se . mantiene :·prá~iiCáffiCnte:· cO~~,.t-arite .'ª-'partir de Própanol. 

dentro del intervRlo de inC·e~¡~i~~~b:~~-·~~i~i~1d~:~~¡;ii-·1il~.-~~:~_i·~i6~e~::~~Pe:~i~~1Úa.les . 
. ~- .- '-~"··'_;}_~~ 

2. Stryer trabajó con coitcCnt~-~-~~~~~·-·--d,~;t'.~S::~-d~~-¡~OO·:~~.~~-~~~~~~ci.~~es c)~e- se 

encuentran fuera_ de 18 .zon~ c!ii. ~o-~de se·.·c~m·ple Ja -ley de. Lambe!"l _Y_ ee_er. _es_ decir. 

donde el cambio en ia · int~risi·d~d ·:'d~·: ·fj~·¿,re:S~e.:i·~ia d~r--ANs. com~ -fu-riCióri. ·de-· su 

concentra_ció-n _ ~º es liz:!,~1;-~:_:A1. ~~ü'.~r (á~ -rTI_ismas rñCdi~~~nes_ ·a .. c-O~cen!·raCiones- de 

ANS donde la respuesta C();:..1a,1F'es Hneá.I, 5e llegó a la é:a'nclll~ión de q~e'él gri.po 
funcional responsable'de tá:·,tlUOieScencia'de dicha mOlécUlá és·el?grUpO. hi.droX.ilo. 

ya que al modi~~.r_ . e~ _ rlúinero . de· carbonos en la _cadena: del :,- n.:.:aiC~h()I la 1 F 

permanece sin ca.mbios .. · .... ,: .. ;:~_/,,,'\·,···>.-::~~. 

3. La intensidad· d.e, aú'oi-éSce~¡:¡a- del.-AÑS :en n..:p~ntanc;>l_ '._e~i:"l!1ªY§t. (¡~e· ~Ti. ~U.~lq-U~eí-a 

de los 4 is.óffie~o~--,~~.t~c::t~~~~~·-~~~~Y~d~;:<_1~;:-~':':-.i·;6~~:r~f~·-_~~-·~· o/.':~:~~,~~-p~ry~~~Ol). 
Este hech0 .. ~º co~~~ádi_c~· ·qu~ ~· ·, ANs :. Pueda -¡nterac1uar: p'Or Oi'ediC>: ·ae1 \;rupo 

hidroxilo con los alcOholes en las asociaciones fluorescentes. Sin embargo~ la 

accesibilidad del hidroxilo es importante y se propone que mientras menos 
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impedimento estérico presente el hidroxilo. la proPorción de moléculas que emitan 

en fluorescencia desde el estado excit3.do será mayor. La energía de esta.emisión 

es la misma para todos los alcoho~es con más de dos carbonos en su estructura. 

incluso para los isómeros del n-p~ntRnó~. lo cual apoya la apreciación inicial de que 

el tamaño de la cadena hidrocarbonada. no es importante. y la geometría local del 

medio es un f'actor importante para la emisión en fluorescencia. 

4. La hidfofobicidad de un medio que contiene n-alcohol. definida de forma 

conveniente a partir ·de la.· variable de composición v.r. para una mezcla de n­

pentanol y n-heptano~ ,ºº es proporcional al aumento en intensidad de fluorescencia 

del ANS. En particular. a menor proporción de alcano en el medio, mayor será la 

intensidad de fluorescencia· del compuesto de interés, hecho que de nuevo está en 

contra de la apreciación general sobre la supuesta uafinidad" del ANS por regioneS 

hidrofóbicas. Aún. para mezclas alcohol (C>2) + alcano + ANS. el CEM no varia 

con la proporción de alcano utilizado y es el mismo que para mezclas, alcohol 

(C>2) + ANS. lo cual apoya la hipótesis de que es la inter~cción cOn- · e1. grupo 

hidroxilo la que determina la energía de emisión en fluorescenc_ia. Si~. embargo .. ta 

IF para estas mezclas ternarias es menor que la esperada para mezclas alcohol + 

ANS con Ja nlisma proporción de grupos hidroxilo en el medio. Aunque no se 

realizaron experimentos para apoyar una posible explicación, se_ c_ree que_ la adición 

de alcano al medio rompe los multimeros de alcohol, que son estOs últimos los que 

estarían asociados con el ANS en medios de alcohol puro .. y que la presencia de 

multimeros favorece que mayor número de moléculas emitan en fluorescencia. 

Esta explicación no se contrapone con ninguno de tos hechos expeñmentales. 

5. Por último. los experimentos de RMN de H 1 proporcionan evidencia que apoya la 

existencia de un puente de hidrógeno intramolecular entre el protón de amina y el 

grupo sulfonato del ANS. A pesar de que Uversky en sus experimentos utilizó 

concentraciones mucho menores del fluoróforo (2 µr-..1) y que llegó a la conclusión 

de que éste existe como dímero, si el puente de hidrógeno en el ANS es 

intramolccular.. la formación de este dímero no seria posible. Esta última 
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apreciación debe tomarse con reservas, ya· que la menor concentración de ANS 

utilizada en este trabajo es de 1 x ·104 µM .. muy po·r a~ba -de la empleada por 

Uversky, y es· posible que sean necesarias un m~y~r _núffiero de diluciones para 

hacer evidente Ja existencia de un dímero. 
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V. T'RABN"O A FUTURO Y ANEXOS 

1-': TRAIJAJOA FUTURO YANEXOS 

Con el tin de mCjorai-:y:a~pliHr el ·presente ·trabajO~·se preseiita~f l~s. siguien~es· sugerencias: 

~ ~·.:;. .'·.- .. ----~~: ·._._: >.: . ·_2 - .<··:,··;, ·_·:·_· ,· 
1) Para cn~y~í--1~--~·h¡~'óte~i;:.'. ~~-~--e~-~~ic~·:_la _variaCiÓn·_-de 'la ¡~¡¿~~i~Í'~~- de fluó~escencia 

del ANS d-~ ~~---_ffieéli'O>a _,·¡;¡~~-~;:.es:·-~~c~~-~ri~~ r~Ú~~-~-:-e~i~·~¡~:~~-:-~e_-_ intensidad de 

fluoresc_~nCia · co;~c,-::· fu_n~i~~- d.él ·.- ti.emp~-~ _Pa~a ~-·~¡~m_pc:>~ ~~~l /~_rd~~ ~·de. in_ag~tud de la 

vida media 'del fluorófo~O~ y dete~in~r lo~- m~~~i;~O~'-de<¿~--~Osible apagamiento. 

así como el perfil ·de decaimient~. Pa~8 -~~te'~~~·~-:~~·-~~~-¡~)_ ·-a~egur~se de que no 

existan interferencias indeseadas. cOm~ el·: ápBiW#_i«?fit-0 :- p_Or. o~geno. por ejemplo. 

por lo que se necesita e.'"<tremo cuidad en el control_ ·de· las variables. Debido a que 

los fenómenos de apagamiento son.'f~ec~e_nlC:~ ··_cuaOdo se_ trabaja con líquidos 

relativamente poco viscosos (agu~ metá.n~1.··etanOl,-dimetil éter) se debe burbujear 

un gas inerte al disolvente, previo a. la :detC~nación .. o bien llevar el líquido a 

ebullición por algunos ·minutos_-y tapar::in-nlCdiata:mente .. antes de preparar las 

disoluciones. previo al proceso de·_'!'edidóll: -

2) Para tener una certidumbre absOiuta· Sob~e ··1a. concentración del flUróforo· en el 

n1edio se deben tomar medic~~n~~ _d~-~~-~~~i~~~c;i_a _a vañas ~<?nc_«7ntr3d;;,n~~ y ajustar 
a una curva de c8Jib~-ac-ió~;--e~'.d,;~-(~; __ ~~·-d~b~ ~ñtirmai i~--C~~~e~f-~aciÓn-:~~--AÑS en 

el medio por alguna técnica ~ltC~~tiV8. -§·--.a:~- -~-~-~~~;rci~c~_~i:~- ~i~~;-~b~~~~ió~ resulta 

muy adecuada; 

. ·: -,, -

3) Como Ja intensidad de. fluorescen~i•a re~ort~d~'..'en:~~nidades >arbitr~rias varia 

dependiendo del aparato que· se -~sté. -~~~dO:··~~~Íricta~~·nt~·~ ~e·, debe·na ·utilizar la 
·- - '. ·- - •"' -- - ·- - ,· '" 

·•eficiencia cuilnticaº. Sin embargO~~'·no Si~ñlpr.;·-·eS"'POSibl;: Po-í(¡~e "e.Sta ~última forma 

de reponar intensidad de -tl~-~r~~cenc.fa-.:.i~qui·~;ei_-::q~-~\~~:-~~Íe~ine<'~1- valor del 

coeficiente de extinción n1~lar ·d~1 tluo~~f~~O~ ~úe.:~··su~-~~z'.d'~P_e~de de cada medio 

liquido. y además dicho coeficiente debe corregirse con un factor que relacione la 

eficiencia de los fotomultiplicadores del espectrofluorómetro y del 
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espectrofotómetro. Una forma de darle universalidad 8 las medidas de intensidad de 

fluorescencia sin tener que hacer todo· esto· consiste ·e~ enl(>J~r úna solución 

estándar de algún conipuesto cuya eftéie~ca Cuárltica s.; cono~ (~e ha>empleado a 

la fluoresceina en agua). y. referir Ja .intensid_8~ :'de'.. flu~resCCncia- medida a esta 

calibración; 

4) Para profundizar en el comportamiento de ~S Cn medios .... similaresº a las cadenas 

laterales de residuos de aminoácidos que confo~a.:i- a las proteínas, seria interesante 

explorar las proP:iedades de esta prueba .fluoresce~te er:l soluciones de agua y fenal, 

ºemulandoº a los residuos de tirosina,. que también contienen un grupo hidroxilo. 

que en principio también es capaz de interactuar corÍ el ANS en solución; 

5) Finalmente. se puede considerar 'medir la fluorescencia en medios de aminoácidos 

libres. 

ANEXOS 

l. J/'11riahle de Concentraci<¡n "'~• en una Me:;,cla .Alcohol -A/cano 

Variable \JI A e~ una. ~Íez~la d~ ~Áicohol - Alcano 

La variable V' A_ es ur:-~ v_~ri~l?I~ ,~qe. :coric~ntración. Se ha utilizado de fbnna exitosa para 

calcular Ja constante .fraccÍón ·~~oÍ~~en'.de equiJibñO, A":4~_para-.f'"orrnación de tetrámeros. 

en n1ezclas binal-ias .de. alcohi?I .... :.>~1c;'~o~ 1_. E~ ·~i\:lre~~~te ·trabajo, se utilizará esta variable 

para relacionar. co~ Ja .vari8b1Cº:::d~pt;'ridiente,·· in.tenSid'aci. de fluorescencia del ANS en 

n1ezclas alcohol - alcano~ ·débid~·~~·· ~,~·ei ~~·q~·¡~~~- h-~c~~º explicita Ja importancia del grupo -
- .. ·'' " ,.., -··o-;, ... ;_,-<-·-.·'. '··-··· 

OH como grupo funcionBI e·~·.~1 ·r~~~~!n?'..~e.-i1.l:1c~)r~~Cea1cia. 

Antes de escribir la ecuación de' 'I' se"p~oporcionarán las siguientes definiciones: 
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Fracción volumen, r/J1 (fracción del componente J en la mezcla): 

Donde x1. u, son la fracción mol y el volumen molar respectivamente, de la especie ºiº 

en la mezcla. 

La variable de concentración tp considera la fracción molar de un componente por mol de 

SL1}.!1ne111os en un sistema. 

Los números de segmentos por molécula de alcohol alcohol y por molécula de 

disolvente inene. rA y r2:son: 

Donde FA, l·"'2 son los volúmenes molares del alcohol y del alcano. respectivamente. y u 

es el volumen molar del segmento escogido e·volumen molar segmentar·). 

La variable rpse define como: 

P.ara una n1ezcla de alcohol - alcano, x1 es Ja fracción molar del alcohol, y x2 es la fracción 

molar del alcano. 

Es evidente que el vOlumen segmenta), u, se escoge a conveniencia. Para este caso se 

escogió al volumen molar-del metano) (CH:.01-1). que es de 40.7 cm3/mol. lo cual quiere 

decir que el grupo hidroxilo ocupa un segmento. y que la variable rA·' es la fracción del 

volumen de la molécula de alcohol que ocupa dicho grupo. 
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