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I. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Alotn'acuin y

Los compue tos'q s conocidos como “pruebas fluorescentes™ son de gran utilidad en

Las propiedades espectroscépicas de estos

e mterés bioquimico

pbrtames. El pionero en ‘el estudio de dlchas pruebas

(1916 —: 1997), quien utilizé6- por. primera vez ' al
a ciertas proteinas y : poder

orio Weber
compuesto ﬂuorescem cloruro de dansnlo para *“marcar™
estudlarlas -con la;técnica de’ eSpec(l’OSCOpla de fluorescencia, campo en el que tnmbxen
$ Ade nas, Weber desarrollo otras’ pruebas ﬂuorescemes que han

ﬂuorescen es

conmbuy notabl ment
sido’ uuhzadas e’ f‘orma s:stema ca desde entonces, emre ellas se encuentran el ANS ‘que

concneme a'este trabajo el TNS y los denvados del prodan

En 1965 Lubert ° Stryer® pubhcé un arhculo lltulado, La m!eraccnon de un ' colorante de
naflaleno con apomioglobina 'y apohemog,lobma una pmeba fluorescente para sitios de
unién no polares™ en el Journal of Molecular Blology Este amculo,Jumo con los estudios
previos de Weber, senté un precedente importante para el uso de moléculas aromaticas,
rigidas y relativamente pequefas, capaces de emitir en fluorescencia, para estudiar el
problema del plegamiento en las proteinas. La utilizaciéon de estas pruebas fluorescentes se
ha generalizado. En particular el empleo del compuesto 1—anilino—8-sulfonato naflaleno,

ANS por sus siglas en inglés (figura 1) es muy frecuente para detectar intermediarios
El término *“altamente afin

estables en procesos de desnaturalizacion de ciertas proteinas.

al ANS™, o “capaz de unir ANS”, se ha convertido en una de las caracteristicas generales’

que definen la existencia de un estado de globulo fundido en una proteina.
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NH S03 %

Figura 13 caructura quimica det
1-anilino-K-sutfonalo naftaleno, ANS

El ANS utilizado en conjunto con técnicas de fluorescencia €es capaz de detecthr cambios en
la estructura terciaria de un gran numero de protemas globular s Tamblen se ha reponado

que es afin a algunas proteinas en su estado natlvo A la fecha no se sabe a c:encm ‘cierta de
E de ir, esta prueb de rutma se ha_

qué forma interactia' con estas macromoleculas

empleado de forma empirica porque proporm

entre la comunidad buoquxmnca Esta exphcac n ene su ngen en I amculo onglnal de

en el cual se descnben los expenmentos de medxcxon de ﬂuorescencxa del: A.NS en

Stryer?,
una serie de alcoholes de cadena llneal El aulor observé que. a mayor numero de carbonos

en la cadena del alcohol, o'a “mayor h|drofoblcxdad" del medlo la’ mtensxdad y la energia

de fluorescencia del ANS aumentan:

[§]
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Tirosina (Tyr)

equlvale A “S|mulnr ”el amblente al que estaria expuesto el ﬂuoroforo si pudiera mteracxuar
a E ANS podna interactuar con los grupos

Es:po esto que estudiar su comportamiento en

con alguno de estos dos resndu 'S en
hidroxilo de la urosma, tr ;
medios de alcoholes h:drocarbonados proporcnona una analogia interesante. Estos sistemas
de alcohol / ANS tamblen permnen una’ comparacnon cualitativa entre la *‘hidrofobicidad™
del amblcn(e al que estaria expuesto el’ ANS en un ‘ambiente protéico. A grandes rasgos y
de forma intuitiva, la “hidrofobicidad™, de_ un medlo de alcohol hidrocarbonado se relaciona
con el tamafio de la cadena de carbono al que esta unido el grupo hidroxilo. Aunque se ha
reportado que el ANS se une de forma predominante a los grupos catiénicos en proteinas en
disolucion mediante la formacion de pares idnicos a través del grupo sulfonato, y que esta
interaccion es fuertemente dependiente de la fuerza iénica y del pH del medio®, 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 catiénicos
en las proteinas nativas se encuentran, en la mayoria de los casos, expuestos al agua'y el
ANS fluoresce débilmente en estas condiciones. Sin embargo, al desplegar los grupos no
polares que se encuentran en el interior de la proteina y exponerlos al agua, como ocurre en

un proceso de desnaturalizacion parcial, la intensidad de fluorescencia del sistema aumenta
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considerablemente. Una posible exblicacién consiste en que se favorezca la interaccion de
los grupos no polares del ANS en contacto con las cadenas laterales hidrofébicas de los
residuos de aminoacidos que se encontraban en el interior de la proteina nativa. Dada la
intensa fluorescencia del ANS en alcoholes no es descabellado suponer que la molécula
puede estar interactuando con los grupos —OH de los aminoacidos que los poseen. En este
contexto, profundizar sobre el comportamiento de la *“prueba hidrofébica fluorescente
tiene sentido y posiblemente permita arrojar luz sobre el problema complejo de la

asociacion entre el ANS y las proteinas.

1.2 Objetivos

En el presente trabajo se estudia. exclusivémehte el comportamiento del ANS en medios
organicos (alcoholes y alcoholes + alcano), como . una pequefia parte de
objetivo es comprender mejor y expllcar las interacciones que ocurren entre el ANS y las -
proteinas en estado de globulo ﬁ.mdldo. Para esto se han utilizado modelos expenmentales
relativamente sencillos (suslemas de dos y .tres componentes) para estudiar la ﬂuoresccncm
del ANS en ambientes. con dlferentc “hidrofobicidad™. En particular se plamearon ‘los

siguientes objetivos:

1.21 Reproduc:r las medl ones de fluorescencia del ANS en. alcoholes de; adena

lineal que rea zo Slryer orlgmalmente y emplear tamblen otros

Determmar la ﬂuorescc cia" del "ANS en medlos compuestos dc alcohol
lineal + alcano (este ulllmo dlsolvenle merte) en busqueda de una relacién

entre fluorescencia'y la concentracion de grupos polares e hidrofébicos;

9
in]

la tarea cuyOv ;
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1.24  Explorar:por ‘medio de la técnica de RMNAla posibilidad de interacciones
tipo puente de hidrégeno del ANS consigo mismo (autoasociacion) y/o con
el medio. . : - : : ’ -
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Il. ANTECEDENTES

2.1 FL U()RESCENCIA 40

2.17 G encralulallc\ :
Cuando la luz interactita con la materia pueden ocurrir dos tlpos de fenomenos aquellos en

los que 1a luz axravuesa la materia, sin que haya camblo albuno ] aquellos en Ios que la luz
te ulumo caso. Ja energla

es absorbida, ya sea completamente o sdlo en parte.

luminosa se transfiere a las moléculas:
La luz es un fendmeno electromagnético y a mvel molecular solo se puede absorber/emmr

donde /1 es la constante de Planck' ‘A corresponde ala Iongnud de onda de la radlacnén Ees

la enerula ' de dicha radiacién y c es ia velocidad de la luz en el vac:o.r

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

ilegar a niveles de mayor energia después de ser excitadas, por ejemplo, al -absorber un

cuanto de luz. Durante este proceso un electron es promovido a un nivel electronico

L.as moléculas que pueden alcanzar estos niveles de energia

energéticamente superior.
Los diferentes

excitados son aquellas en las que se presenta el fendmeno de luminiscencia.
estados electréonicos moleculares presentan subniveles que reciben el nombre de estados
El primero de estos estados del primer nivel energético en la molécula

vibracionales.
Los diferentes estados vibracionales

corresponde a lo que se conoce como “‘estado basal™.

presentan diferencias “energéticas. entre “'si considerablemente’ menores a los  estados

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

energéticos que la excitacion por fotones, como por ejemplo, por medio de colisiones entre

las moléculas (figura 3).

&)
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Pérdida de energia
" vibracional por
colisiones
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Distancia interatémica

Figure 3: Diagrams esquemitico de Tom miveles de encrsin
para una v v emision
de le

El fenémeno de fotolummlscencxa se presenta cuando una molecula "absorbe radiacion y

parte de esta energla (o toda ella, en caso de fases &aseosas y d:lundas) es- reemmda,
también en forma de  radiacién electromagnétlca se’ conocen tres tipos de

la ﬂuorescencna, la fosforescencna, y la ﬂuorescencna rctardada

fotoluminiscencia: Para
explicar cada uno de ellos se recurrira a la F&ura 4::
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Segundo estado
excitado (smgulete)

S, % : o
H Segundo estado -
H excitado (triplete)
i ; =T
s - 2
Primer estado : SR
excttgdo (singulete) < Fwe'su-mf:h‘ Al
® 4 ‘Primer estado
excitado (triplete)
- T
. 1
_Fdslqe#cemia -
g : DesaﬁNaéién ‘coﬁsional
< )

So — — — —
. Estado'e!ectrénico basal =

: Figurs 4 de energia qite muestr de Forma esquemitica los nivelos -
de encrgin d«k low cuales ocurren lon procenos luminiscennes. .

La figura 4 recibe el nombre genérico,:de_‘diagrama de Jablonsky. Si una molécula reemite

el cuanto de luz absorbido a partir del primer-estado excitado, S,, entonces tiene lugar un
proceso de fluorescencia. Si la molécula alcanza el estado S;, pero se puede acceder.a un
estado T; (que tiene que ser de menor energia), y la molécula emite un fotén desde esta
condicion, entonces ocurre el fendmeno de fosforescencia. Si se accede al estado Th, pero

la molécula toma energia del ambncnte para volver a alcanzar el estado $|. Y. emne desde

aqui, se tendra una tluorescencia retardada

En estos tres procestw es lmporlame considerar el espm del clec
,que

orescencia, el

adquirir uno de dos’ valores posnbles +1/2, 0 =1/2). Pa
electron debe conservar el mismo espin que tenia en el estado basal es decir, la molécula



II. ANTECEDENTES

tendra que emitir desde el estado Sy, en el cual la mulnphc:dad (M) es de 1, o mejor dicho,

de singulete.: La mulnphcndad de un estado se obtlene como:

donde S es la suma de todos los espines electromcos enla molecula Sx todos los electrones

estan apareados el t

encuentran desapareé'dos “por lo' que

CIa y la fosforescencm que
Emre ellos se

Existen procesos que compnen dlrectameme con la’n

reciben el nombre genérico de procesos de desacuvacxon no radlatlvos
a se dnsnpa porque las

o blen con. las

encuentran los procesos colisionales, en los que la energ,la absor‘
moléculas chocan entre si (ya sea con otras moleculas de ﬂuo foro,
La influencia de dlchos mecamsmos depende de Ias eloctdades

moléculas de disolvente).
de éstos comparadas con la velocidad a la que se pueda llevar a cabo la fotochSI n

Cuando una molécula absorbe, también es posible que ocurran transmnones So — 52. es

decir, del estado basal al segundo estado excitado. Sm embargo, la ﬂuorescencna se

presenta en la mayoria de los casos a partir del nivel S;, por lo que una molecula excnada
en S tendra que decaer mediante un proceso sin radiacion al estado S, antes de emitir en
fluorescencia. Las transiciones clectrénicas del estado basal Sy al estado excitado T; son
o altamente improbables. En la mayoria de los casos, la

transiciones *prohibidas™,
La razén obedece a que el

fosforescencia s¢ presenta Unicamente en sistemas solidos.
proceso en el cual el electron cambia de espin en el estado excitado para después emitir un

fotdn y regresar al estado basal (T)—» Sg) es mucho mas lento (107s) que la emision a partir
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de un estado S; (107'%s). Es por eso que hay mayor oportunidad para que ocurran procesos
de desactivacion sin radiacién, como por ejemplo, que las moléculas de disolvente tomen la
energia que podria emitir el fluoréforo, si el sistema es liquido. La absorcion de radiacion
es de los procesos mas rapidos que se conocen (10°'%s). Cuando se da el fenémeno de

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

luminosa de excitacion.

2.12 Tipos de Fluoresccncla, Ewpectros' tle Fluore\cencm

La fluorescencia puede ser de tres’ upos .
Stokes~ ocurre cuando Ios fotones emitidos son menos energéticos

‘rad:acnon de’ emisién presenta una
Esle tipo de fluorescencia

D] Fluorescenca
que Ios utlhzzdos para exc:tac:én, es decnr 1
lonytud de onda supenor a la radlacnon de excnamon.

ocurre pnnctpa mente en solumones hq idas.

Fluorescencxa ann Stokes. ocurre si la radlac n emitida e .es mas energeuca que la de
curre al aﬁadxr energla temnca‘al snstema y=es frecuente en:gases

exc:tacnon
diluidos a allas temperaturas.

Fluorescencia de resonancia:. consxste en la emxs:on de fotones de lgual energia que
Nunca ocurre en solucnon debldo a las interacciones con

3)
los fotones de excitacion. -
el disolvente, pero es comun en cnstales y en gase..‘

Asociada a la fluorescencia existen dos tipos de dispersion: la dispersion de Rayleigh y la
cidente excita al fluoréforo a un
El fenomeno

dispersion de Raman. La primera ocurre dudn‘do el foféh
nivel vibracional superior al basal, para ser reemmdo con la’ mxsma energia.
de Rayleigh ocurre a cualquier longitud de onda de excitacion, pero disminuye como la-
cuarta potencia de esta longitud. . Para evitar m;erferencnas con el analisis, se debe trabajar a

la mayor longitud de onda de excitacidon posible. . La dispersion de Raman ocurre a’

diferencias fijas de la dispersion de Rayleigh y se da por energia sustraida o aiadida a este

foton de excitacion. Esta dispersion es significativamente menor que la de Raman.
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En fluorescencia, toda molécula tendré asoclados dos upos de espectros. a) el espectro de

embargo, debido a dlferencnas en

el tnptofano),'

_epende de la

longitud de onda de excitacion que se utilice.

2.13 Medidas cuanrirativas de, jlunre\ccncnl
Se han definido dos cantidades importantes en ﬂuorescencxa, utlles al anahmr los espectros.
) B de Stokes y

La primera de ellas es una constante que recibe el nombre de desy

su expresion matematica es la siguiente:
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C em

‘ ; ,,’ .
Desplazamiento =107 ——
espiazamien. 0 (’1 ﬂ J

La segunda es una variable que se conoce como eficiencia cuantica y se define como:

cuanios emitidos
cuantos absorbidos

A mayor @ se tendra una mayor intensidad de fluorescencia. Se ha encontrado que la
eficiencia cuantica de un compuesto depende de la longnud de onda uulxzada para su
excitacion. No se dard una explicacion detallada de esta expresmn Los hbros cnados enla

bibliografia al final del presente trabajo proporcionan excelente material al respecto

La intensidad de fluorescencia de un compuesto () también dépendc de su concentracion.

La expresion que relaciona a estas dos variables esta dada por:

F=d-e)

donde @ es la eficiencia cuantica, I es la intensidad de la radiacién incidente, € es la

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

disolucién) y ¢ es la concentracién molar del fluordforo. - Para soluciones muy diluidas, la

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

espectrofotometria:

F = Kl sbe

Una grafica de intensidad de fluorescencia como funcién de la concentracién del fluoréforo

debe ser lineal a concentraciones bajas. A- altas concentraciones y dependiendo de las

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

disolvente, la intensidad de fluorescencia puede alcanzar un maximo y después decrecer, o

12
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bien volverse constame Asnmnsmo. la mtensndad de - fluorescencia también depende de la

temperatura, como se puede apreclar enla fgura 5.

7K

08 K
Solucién concentrada:
distribucién no uniforme
de ta tluorescencia

Solucidn diuida:
- chistribucidn unitorme
_de Ia tluorescencia

Intensidad de fiuorescencia

1 /1 R ! i
10%. 103 102 10! 10° 10!

Concentracnén de naftaleno (mg/ml)

Figurs 5 15 i de 1 intenidad de fluor faconla -
ion del oy la :

La viscosidad de una disolucién esta directamente relacxonada con su temperatura Es por
or: lo tanto” disminuir ' la

esto que en medios liquidos, al aumentar la lemperatura (y
viscosidad del sistema), se observara en general una menor mte S|dad de ﬂuorescenca En
medios muy viscosos, las posibilidades de apagamiento: del ﬂuoroforo por ohsnones con

otras moléculas del medio se reducen, por lo que la’ |ntensndad de ﬂuorescencla es grande

en comparacion con medios poco viscosos, como se exphca en'm yor detalle mas adelame.
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Existe . una - tercera .. variable cuyo uso - en: ﬂuoresk:ehcia también - es frecuente; . la -

polarizabilidad del medio, que depende de la constame dleleclnca de esle y ‘del indice de

refraccion.” Esta variable es adlmensmnal Se deﬁne medmme Ia snguneme ecuacnon "

donde £ es la constante dieléctrica del medio y n es el indice de refraccion.’ 7

En la determinacion de fluorescenc:a de e ié 1 (mlensndad arbltrana como ﬁ.mc:on de ),

el centro de masa espectral es una vanable atil y se calcula de la sxguleme manera: .

longitud de onda A,.

Se debe recordar que la variable CEM es éohvement debldo a’ que la mlensndad de luz

emitida por |la misma muestra ﬂuoresceme puede vanar de aparato en aparato sin embargo

la longitud de onda es un parametro umversal que permxte comparar muestras medidas en

dos o mas aparatos diferentes.

2. 14 Instrumentaciion

A continuacion aparece una representacion’.esquemitica sencilla: de  los - componentes

Spticos de un fluorémetro de filtro tipico:
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Sistema 6ptico (r: i ‘v‘ de 2 itacié ) -
Fuente - Muestra
ono Sistema optico
cr':'nmdor (radiacién de
K : 2 . Secundario T emisién)
Sistema de deteccién - : : B
CAmMp. < Detector
* Flgurs 6% Di itico de los

de un flucrometro

longltud de: onda de e‘(cn

En primer lubar la

Se debe hacer énfasis en la sensibilidad que presentan las técnicas de fluorescencia, que es

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

espectrofotométricas. En espectrofotometria, la fuente y el detector estan orientados a 180°,
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por lo que en todo momento  existe: una ‘sefial ; electrénica considerable. La radiacién

absorbida se mide indirectamente. En espectroscopla de fluorescencia la seiial de luz se

mide de una forma directa, es decnr no es necesano restar la radiacion proveniente de la

fuente a la radiacion emitida por la muestra, porque el detector esta orientado a 90 ° de la

fuente y no la puede *ver”. Es por esto que se dice que las mediciones de fluorescencia son

mediciones absolutas. La seiial de sélida puede ser controlada ajustando la intensidad de la

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

del detector.

2.15 Fuentes de Interferencia en Fluorescencia
La intensidad de fluorescencia de una muestra es sensible a los siguientes factores:
imica. La luz ultravioleta incidente en.la muestra puede

a) Descony ion _foroq
causar cambios fotoquimicos o destruccion del compuesto ﬂuoreScente ‘provocando
un decaimiento gradual en la intensidad de ﬂuorescencla Para evnar esta snuac:on

longitud de 'onda posnble en Ia excnacnén del

es necesario utilizar la mayor

compuesto y exponer lo menos posible la muestra a'la radlacmn mcxdeme y a la oz -

UV del ambiente.
b) Viscosidad. 1.a fluorescencia de un compuesto es ma;
En éstos, la energia de transferencia en una soluc n (procesos no ﬂuorescentes)

T en medlos mas VISCOSOS

decrece por una reduccion en los procesos cohs:onales

M + hv — M=* (absorcion de I'uz)

M* — M + hv (emision fluorescente)
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M* + Q — Q* +M (apagamiento)

Q* —» - Q + energia

Las causas de apagamiento son miltiples: entre ellas se puede mencionar, un aumento en la
temperatura del medio, la presencia de oxigeno en la. soluciéh‘ (ql.ie disminuye la
fluorescencia de algunos compuestos hasta en un 20% en med|os acuosos), la presencla de

alguna impureza de origen metalico, la pérdida de estructura en una protema. o bien el
ue |mphca interacciones

apagamiento por concentraciones demasiado altas del ﬂuoroforo
no deseables del tipo ANS — ANS, cuando Q M

2.2 PROTEINAS, ESTADO DE GLOBULO Fi UNDII)O YANS

2.271 Generalidades

o y las hOJaS B. o no repeuuvas. como ‘las’ vueltas yfgirc‘)'s"d‘e éonformamon
definida.” Algunos tipos de.estructura secundaria son particularmente estables y

ocurren con mucha frecuencia entre las proteinas. Los patrones que ilustran mejor

17
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este hecho son las hélices o y las hojas B. La estructura secundaria se estabiliza por
la formacioén de puentes de hidrégeno entre un’ proton umdo a nitrogeno 'y un
oxlgeno de carbonilo pertenecientes a dos dlf‘erentes resnduos de ammoacndo en una

secuenc:a de éstos® (figura 7, figura 8).

H 1] o
\1'\1 1\1 TRz i
H 1
54X
l1¥un 7™ Arriba: iom oo la A de e

que conforman Ia estructura primaria de una proteina; abajo:
formiacion de puenites de hideogenn on hélice alfs, para extabilizar la
estructura securklaria.

Estructura terciaria: es la descripcion tridimensional completa de una proteina. Es
estabilizada por interacciones del tipo van der Waals y por puentes salinos.® (figura
87). Recientemente se¢ han utilizado técnicas de RMN de alta reysoluciény para
determinar la estructura de proteinas en disolucion relativamente pequeﬁés. Se
puede determinar totalmente mediante un analisis de difracciéon de rayos X a ‘una -
proteina cristalizada.

Estructura cuaternaria: cuando ' las proteinas estan conformadas por varias

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

cuaternaria® (figura 8).

TESIS CON_ .
FALLA LE ORT™




II. ANTECEDENTES

Estiuctuea Primaria

Aminoscidos

Estructurd Secundaria

Hélice alla

Estiuctusa Terciatia

Estructura Cuaternasia

Figura ¥*7; Representacion erquemitica de los
que las

niveles de

T£518 CON
EAL:A TE CRIGEN

2.22 El Estado de Globulo Fundido

Para ser biologicamente activas, las protemas deb

adoptar una estructura tridimensional
Debldo a su gran namero de

unica, que constituye su conformacxon nauva yﬁmc:onal"
aminodcidos, las conformac:ones que'podna adoptar,; tna’. protema diferentes a la

conformacion nauva son . pracuca embar&,c en medios fisiologicos,

muchas proteinas blobulares se pl iegan justo, de pués de’ser smleuzadas a'su conformacmn

adecuada, una entre un mar de pomb:hdades De este hecho se infiere que extsten rutas

compucstas por estados conformacionales mas accesibles que otros, que pueden dar lugar a
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intermediarios _ cinética .y . xenﬁodinémicamente estables. : La. caracterizacion de estos
imermediarios con‘stituye evxdencna dlrecta sobre. ‘cuales. son estos mecanismos

preferencxales en'los’ pr cesos de p egamlemo. Dentro de las técnicas que se pueden utilizar
la resonancia

para caracterizar a estos intermediarios se encuemra el dlcrmsmo circular,
magnética nuclear y: Ia ﬂuoresc‘encla tanto mlnnseca (aquella que. se debe a la emision en
UV de los resxduos de tnptofan‘ _m‘osma y femlalan na en el pollpepudo) como extrinseca
(la que se hace presente cuando Se adncnonan moleculas con propxedades fluorescentes,

como el ANS a la solucn de protema)

De los mtermedxanos hasta ahora descmos el mas conocndo re<:|be el nombre de “glébulo
m 'lten globule L exlstencm del estado de globulo

fundido®; por su- nombre en’i gles,

guanidinio)®. El mecanismo propuesto s¢

y “U” a‘la forma xotalmente d :
globulares la forma “A"‘ el/&,lobulo fund|do se ha caractenzado con técnicas de dxcrmsmo
circular (CD), resonancna magnenca nuclear (RMN), difraccién difusa - de rayo x: y" :
10.24. 23,26 haciendo evndente que esta espec:e‘ :

cromatografia de exclusxon en gel entre otras
presenta forma de globulo compacto y que conserva gran parte de su estructura secundana,'

pero con estructura tercnana len amente fluctuame

interacciones

El globulo fundido es una conf'ormau

n con mucha estructura secundaria,’ si

terciarias, que e\(pone los grupos
que se encuentra. Presenta un alto 5rado de Compactacxon sin empaque!amlemo ngndo en

el interior de la molécula, y un incremento en las ﬂuctuactones de las cadenas laterales’.
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La evidencia concluyente para la existerriciafde’l estado de glébulo fundido se presentd en
1990'°, cuando Ptytsin et. al. realizaron _‘di&"el"'sos.expeﬁmenlos‘ con un gran numero de
proteinas globulares, entre ellas. las’ lhctélbﬁminés oﬁginales. anhidrasa carbodnica, B -
lactamasa y fosfoglicerato cina:séy y evidenciaron la presencia de este tipo de intermediarios

en el proceso de desnaturalizacion.

2.23 El ANS como Prucha Fluorescente

El ANS (i-anilino-s—sﬁlfonaté naftaleno) es un compuesto aromdtico que se ha utilizgdo
sistematicamente en la caracterizacién de estructura de cierto’ tipo  de_ proteinas.”’ Esta
especie quimica presenta una fluorescencia débil en dis'oluciéhjb'acuosa.” sin_embargo,. su
fluorescencia aumenta considerablemente en presencia de ciértas proteinas' % 1031 -

El ANS se ha utilizado, entre otras aplicaciones, para’la deteccion’y caracterizacion de los
estados de globulo fundido. Stryer realizé un trabajo‘ imbdnéhte ‘de ‘caracterizacién de las
propiedades fluorescentes del ANS, posterior a Weber’ 'en el qu‘e'ven‘comré que el ANS se
une de forma estequiométrica (uno a uno) y especifica tanto a‘la’apomioglobina como a la
apohemoglobina, aunque no lo hace con la mioglobina y la hemoglobina en estado nativo,
debido a que en estas Gltimas el sitio que se uniria con el ANS se encuentra ocupado por un
grupo hemo. La interaccion del ANS con las dos primeras apoproteinas se manifiesta como
un incremento considerable en la intensidad de fluorescencia del complejo fluoroforo —
proteina, con respecto a la que se detecta en agua (eficiencia cuantica de 0.004 en agua, y
hasta 0.98 en apomioglobina), ademas de un corrimiento del maximo a mayor energia
Con ayuda de técnicas de dispersion Optica rotatoria y
como con estudios hidrodinamicos., se llegd a:la
ligeramente mas asimétrica y voluminosa

(menor longitud de onda).
polarizacion de fluorescencia, asi
conclusion de que, aunque la apomioglobina es
que la mioglobina, también presenta estructura compacta, que se manifiesta en el complejo
formado por apomioglobina — ANS. Ademas, el complejo apomioglobina — ANS, que
presenta una alta eficiencia cuantica en fluorescencia, pierde esta propiedad al adicionar
cantidades estequiométricas de hemin, que desplazan al ANS en su interaccién con la
apoproteina, y existe transferencia de energia entre los residuos aromaticos (tirosinas y
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triptofanos) y el ANS cuando este ultimo se encuentra formando el complejo. Se debe
preservar gran parte de la conformaciéon de la mloglobln ‘en’el complejo ANS —

apomioglobina, ya que tanto el ANS como la hemm se unen en el mlsmo sitio en'la
lgment el ANS interactiia

apoproteina. Estos resultados se interpretaron de’ la manera
con las regiones hidrofobicas expuestas al dlsolveme en’ la: apomloglobma y en l:

aopohemoglobina, aumentando considerablemente su mlensldad de ﬂuorescencna

Ademas de los experimentos descritos anteriormente, Stryer tamblen delermmo ‘la

intensidad de fluorescencia del ANS en diferentes medios orgamcos, especlt'camente en
alcoholes ‘a temperatura ambiente®. La forma en que asigna intensidades ‘de ﬂuoresc_encxa .
relativas al ANS enlos diferentes alcoholes no se describe en el texto original del articulo,
sin embargo, se reporian los siguients valores para la eficiencia cuantica abSo]u;a del
compuesto, que aumenta de 0.004 en agua, a 0.15 en etilénglicol, 0.22 en metanol 0.37 en
etanol, 0.46 en n — propanol, 0.56 en n — butanol y 0.63 en n — octanol. A contmuacnon se

muestra la graFca del articulo original:

9
(]
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Torsi3a o2 farescanc e rava
o

L 1 1 1 - 1
o aon 420 440 460 480  S0Q 520 540 560 580
Longiug de onda de amision (NANGMATOS)

Figurn 9%; Expoctro de emision de fluorexcencia, soluciones 107 M de ANS en ctilenglicol
(Eg), metanol {M), etanol (E). n-propanol (P), n-butanol (13) y octanol (O).

Como se puede ver en la figura 9, el incremento en la intensidad de fluorescencia del ANS :
para los alcoholes utilizados también esta acompaiiado de un corrimiento . hacia mayores
encrgias en la longitud de onda del maximo de emision del espectro. La,ex'plica'mon'

tradicional para este fendémeno consiste en lo siguiente: en el estado electrbqicamente

excitado, el ANS presenta un incremento en su momento dipolar con respécto‘al estado

Si el medio disolvente es polar, las moléculas de éste se onemaran con respec o al

basal.
fluoréforo excitado, por lo cual ocurrira una transferencia de energia entre el ANS Y. su

entorno (energia no radlame), antes de que se dé la emision fluorescente. En un medlo no

polar, se podra emitir la mayor parte de la energia de excitacion en forma de f‘oto
esta razon que la intensidad de fluorescencia, asi como la energia en el maximo de emisidn,

son mayores en disolventes poco polares, con respecto a disolventes mas polares. A partir

de esta tltima observacion experimental, Stryer propuso que el ANS es “sensible” a las

23
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regiones hidrofobicas parcmlmente expuestas al dxsolvente tanto en apomioglobina como
en apohemoglobina, y que es p05|ble detectar estas reglones mediante la técnica de emision

en fluorescencia. Aunque Stryer uullzo ongmalmente al ‘ANS' para caracterizar proteinas

nativas, los ejemplos de traba_;os en Ios que dicha molecula se ha empleado en el estudio de
einas’: (detecmén del mxcrmedlano de globulo

los procesos de plegamiento. de. Ia
fundido) son maltiples'* = ¢, Un eJemplo mteresante To constltuye el hecho de que en un

medio con proteina, la intensidad de ﬂuorescencla del . ANS aumente ‘a ‘c:enas
concentraciones del agente desnaturahrame (nplcamenle urea o cloruro de guamdlmo). sm‘

embargo en ausencia de este iltimo, o b:en a altas concentraciones de desnaturahzame. es .
(figura 10), no se detecta mtensndad de

decir, con la proteina en su estado nativo®
fluorescencia significativa. Esto se ha interpretado como evidencia de la existencia de un’
estado intermediario, esto es, diferente al estado nativo o desnaturalizado®, en la ruta de
plegamiento de ciertas proteinas que, ademas, deben exponer sus regiones hidrofobicas al

medio acuoso en un proceso de desnaturalizacion',

ry

A Intensidad de fluorescencia de ANS

(o] 2 4 6 8
[Desnaturalizante ] (M)
Flgurs 117*: Unitn de ANS a TIM, después de |a desnaturalizacion con

coruro de guanidinio (puntos rellenas). ¥ con urea (puntos sin refleno).
‘Tomada ¥ modificada de referenciz 23.
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3.1 I’rehm:nar : . .
jo antenormeme, en ﬂuorescencna mdependlente del txempo se pueden medir

Como se di
dos npos de espectro de excntacxén y de emlsxon. Para mvestlgar el comportamlento del
|on debldo a que. ésta es’ mucho

ANS en d eremes olvemes s escoglé la tecmca de e

(tanto 4 mnnseca como

resultados reportados en este trabajo.

Para determinar los espectros de ; emision en ﬂuor té"a los sistemas

agua/ANS y n-decanol/ANS con luz UV de 60 nm.”:Se determmo el paso de rejilla

(emision y excitacion respecuvameme) necesario para detectar mtensndad de radiacién

electromagnética que correspondieran a concentraciones de ANS que fueran de S a 100 uM
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(5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 80, 70 Yy ]00 u.M) “Las dlmensmnes optlmas de las rcjlllas f‘ueron

de 0.5 mm tanto en excnacnon como ‘en emision.  El obJeuvo de esta pmeba oons:suo en

seleccionar un Unico paso de re_ulla que se utilizaria posteriormente para medir_ todos ' los

sistemas.

Debido a que el ANS se hidrata facilmente, se determind el contenido real de agua de la

muestra. A continuacion se presentan los resuliados:

1 13.4344
2 13.6724
3 13.5171
4q 13.9237
5
-]
7

13.7552
13.6653
14.3802
8 13.8853
Promedio 13.7792
Dev. Est. 0.2942

Peso Férmula 310.4894 g/mol

g ANS (nom 3 )

1353.2724 g/mol

mn de conlmudo de agua cn
UANS | pm- técnica de Karl Fischer

Posteriormente se tuvo cuxdado en suardar el reactivo en un frasco ambar cerrado y sellado,

a temperatura ambiente:

3.2 Murterial y Métodos® .
l-anlino-8-sulfonato nafialeno a Sigma (98% :pureza, 1.5 mol
Se considerd el peso formula real
Todos

Se compré el reactivo
H;O/mol ANS) y se utilizd sin purificacion adicional.
determinado en la titulacion con hidranal (Aldrich) en un aparato de Karl Fischer.

26
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los disolventes’ grado ‘HPLC, se utilizaron sin purificacién adicional y se compraron a

Aldrich, excepto el metanol, que se compré a Baker.

3.

elanol metanol

Para todos estos :

n-bmanol n-propanol

n hexanol n-pentanol
-butanol ~3= pemanol y 2-met|l-2 butanol.

dlsolucmnes en concemraélon de 5.°10,°20,°30, 40 50 y 60 uM

disolvemesfrnas viscosos se presentaron problemas de solubilidad. En todos los casos, se
pesaron - de0.0020 a 0.0011 g de ANS y se disolvieron en 10 mL del disolvente
correspondiente.- Se tomaron alicuotas adecuadas de las soluciones madre y se llevaron a un

volumen fina!l de 5 mL. La incertidumbre de pesado fue de £0.0002 g y la incertidumbre
Para dispensar las

en el volumen. fue de 10.5%  de la capacidad del matraz aforado.
alicuotas, se utilizaron pipetas éulorha'ticas marca Gilson con capacidad de 1 y 0.2 mL,
cuya incertidumbre nominal fue de :!:O 002 v +£0.0002 respectivamente. En todos los casos
n en fluorescencia en un periodo que no superara las

se procurd tomar el espectro de emnsn

dos horas después de preparar las dlsolumones

Las mezclas lemarms de ANS n- hept n n-pentanol se elaboraron de la siguiente forma:

de'b hasta 0.8 fraccion mol de n-heptano en n-
‘A

los disolventes de d:fereme comj
pentanol) se prepararon ando
continuacién se obtuweron las muestras de ANS como se habria hecho para un dlsolveme B
puro, es decir, dlluyendo una solucnon madre y llevando a la concentracién por volumen
En este caso, tanto

proporctones adecuadas de ambos reacuvos

deseada, que en este caso fue de 20 uM para cada uno de los sistemas.
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los disolventes como las mezclas se mantuvieron . a 0 °C' hasta momentos antes de medir,

para evitar la evaporacion del n-heptano.

Se tomo el espectro de emisién de ﬂuorescenc:a de cada una de las muestras, tanto de las

binarias' como de las ternarias,” En- todos Ios casos se utlhzo como blanco el disolvente

correspondlemc sin ANS, en las mlsmas condlcnones en ‘que se’ mlle la muestra problema,
vy se restd al ‘espectro ‘original de cada muestra. Las condncnones de medlda para todos los
mtensndad‘de lampara (arco ‘de xenon), 0. 5 mm de paso de

casos fueron de 14 amp. en:
rejilla en excitacion y emision, excnacnén ‘en 360 nm y el espectro de ermlsqoh‘ser midio de

400 nm a 600 nm, con un barrido de AA =1 nm. a una temperatura de 25'9:C. ' Se utilizé una
celda de cuarzo (Starna, spectrésil TM) con un paso de luz de’l ‘cm iie férrﬁé rectangular,
con tapdn hermético, de 3 mL de capactdad Algunas de las mezclas b anas de alcoholes
lineales + ANS se midieron mas de una vez. Esto permitié estimar una mcemdumbre en la

medicion, asociada tanto a la preparacion de las dxsolucnones como a la’ medxcnon de la

intensidad de fluorescencia. Es importante mencionar que la muestra s ‘m n vo tapada

herméticamente durante el transcurso de toda la medicion. .. Debldo quela n orescencia es
cualquier variacion ‘en la

una propiedad muy sensible a la concentracién del ﬂuoréféfo
composicion del sistema (debido principalmente a evaporaci,é‘ del disolve: le) alteraria-la

medicion,

|meul ‘sulféoxido

Los espectros de RMN se corrieron con una, resolucton de 300 MHz, en
deuterado, para concemracnones de ANS desde 20° mg/O 7 mL hasza 5 mg/O 7. mL (S x 10*
a 1 x 10 uM respectivamente). No fue posnble uuhzar concentractones menores de ANS

debido al incremento sngmﬁcatlvo en los tiempos de adqu|5|c10n del aparalo de RMN. Para
estos experimentos se secé.la muestra de. 1,8- ANS “en un ‘cafién’ de tolueno ‘a.presion

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

posible.
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3.3 RESULTADOS Ymscusu)/v' N

3.31 Mezclas Binarias: n-Alcnlml +A/\'S
Para las mezclas binarias de n-alcohol + ANS (5 a 60 uM) se determmo la lntensndad ‘de

fluorescencia de maxima emlsron en cada uno de los snstemas Las medxcnones se reahzaron

por duplicado para los dlsolventes metanol etanol, n- bulanol y n-octanol y por tnphcado

para n-hexanol. Los sistemas en propanol n- pemanol y n-heptanol se'mldleron una sola

vez. A pantir de las repeucxones fue posnble asxgnar una mcerl dumbre en’la: medmxon de

intensidad de ﬂuorescencna l’ara los sntemas que se ‘midi
incertidumbre se estimé como la mayor dlf‘erenm
maximas de los espectros. Para’ los tres snstemas ‘sin repenc:

asigné como la incertidumbre en el alcohol C,... Por ejemplo,:
n-heptanol fue la misma que la que se calculd para n-octano
incertidumbre fue la misma que para’ n-octanol. “Los - result dos ‘que se mues ran a
continuacién son los valores que se obtuvieron para las mejores delermmacnones en los
casos en que se cuenta con repeticiones; las “mejores determinaciones™ son aquéllas que
presentaron un valor de R* mas cercano a uno cuando se hizo la regresion lineal péra

obtener la ecuacidén de la recta *“intensidad de fluorescencia como funciéon de la

concentracion de ANS™.

Compuesto metanol etanol n propanol
iF S M 19888 47332 63912
IF 10 uM 43603 100279 119527
IF 20 uM 72562 188191 218647
IF 30 \M 107399 251749 273885
IF 40 M 132916 300790 306408
IF 50 uM 157373 340648 338511
IF 60 uM 159149 377343 357700

A max (nm) 481 |71 469
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Compuesto n butanol n pentanaol n besanol
IF 5 uM 63562 668241 55724
IF 10 uM 125770 126947 114333
IF 20 uM 228426 234802 191087
IF 30 uM 313111 303838 255859
IF 40 pM 373925 352840 308341
IF 50 pM 422358 384050 354884
IF 60 uM 454853 402111 380463

A max (nm) 469 467 469

Compuesto heptanol octanol N nonanol
IF 5 uM 71336 66666 68022
IF 10 uM 123131 123704 138222
IF 20 uM 220527 217217 257760
IF 30 uM 286724 290713 332091
IF 40 pM 363400 350586 436770
IF 50 uM 409891 393778 436968
IF 60 uM 465663 421319 545119

A max (nm) 469 470 469

Tablae 13 i de

7 en el mAximo de cmisién para .ig’gmu‘ae ANS + n-alcohol

Para el analisis ‘de mtensxdad de ﬂuoresoencxa como l'uncmn del numero de carbonos
(figura 13) las barras de incertidumbre se estlmaron también, de la forma como se exphcé
Se debe hacer enfasns en que estas esttmacnones de 1a mcertldumbre

mcerndumbre minima” calculada a panlr ‘dela
la mednc:on

anteriormente.
corresponden en realidad a una.
reproducibilidad en los expenmen(os, por lo que el error verdadero asoc:ado

de intensidad de fluorescencia debe ser mayor.

Los valores numéricos de las mtensudades de ﬂuorescencxa se graﬁcaron como ﬁmcnon de
la concentracion de ANS, para detectar la zona en ‘donde la dependencna era’ Ilneal (fgura

11). La intensidad de fluorescencia (IF) en unidades arbitrarias (ua) corresponde a una

misma A, que se especifica en la tabla 1.
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IF (ua)

600000 |

' 250000 ]

650000 —

550000
500000
450000 -]

400000 -

350000 -
300000

200000 -{

150000 -]
100000 -]
50000 —

—a— Metanol
- - Etanol
—&— Propanol

o

C ANS (uM)

Figure 11: Intemidad de Nuorescencia del ANS en Jos medios
metanol. etanol y propanol
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IF (ua)

650000 —
600000 ]
550000 3
500000 4
450000 2
400000 .
350000 ]
300000 ]
250000 ]
200000 ]
150000 ]
100000 4

50000 ]

—a— n-Butanol /
----- n-Pentanol R
# n-Hexanol

o
o

T T T T T T T
10 20 30 40 50 60

C ANS (uM)

Figura 12: Imersidad de fuoresocncia del ANS en lox medios -
" n-butanol, n-pentanol y n-hexanol -

)
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IF (ua)
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Figurs 13 intennidad de Muorewencia del ANS on los medios
N . v i 1 & K
¥

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

las rectas correspondientes. Para calcular dicha recta se consideré ‘la zona de

concentraciones en donde se cumple 1a ley de Lambert y Beer



III. DESARROLLO

N

de puntos

Pendimnte

Ccoansiderados

Stisterma

Metanol 6 3712 + 7.5 u.a./pM

Etanol 3 9583 + 496 u.a./uM
n-Propanol 3 11979 + 508 u.a./uM
n-Butanol 4 11367 + 112 v.a./uM
n-Pentanol 3 12318 £ 514 u.a./uM
n-Hexanol 3 10334 # 515 u.a./uM
n-Heptanol 3 11480 + 589 u.a./uM
n-Octanol 3 10901 + 171 u.a./uM
n-Nonanol 3 12910 = 171 v.a./uM

Tubls 21 de in de ANS en
come tuncion de la ion de ANS, lincales

En las figuras 11, 12 y 13 es claro que la intensidad de fluorescencia aumenta de forma
lineal a bajas concentraciones de ANS (hasta aproximadamente 20-30 uM); sin embargo a
concentraciones mas elevadas de ANS el cambio en la intensidad de fluorescencia como
funcion de la concentracion deja de ser lineal. Esta Gltima region se asocia con el fendmeno
de apagamiento, ya que a estas concentraciones de fluorédforo las interacciones entre las
mismas moléculas de ANS se vuelven mucho mas frecuentes y ¢l regreso al estado basal de
las moléculas excitadas se produce a través de procesos no fluorescentes.’ Para la’zona
lineal., a una concentracion constante de ANS, éste fluoresce mas intenvsamer“’ltewen n;

nonanol, y menos intensamente en metanol. En la figura 14 se graficd la inteﬁsidéd de

fluorescencia como funcion del nimero de carbonos del medio, para una concemracnon 20

1tM de ANS, ya que para este valor de concentraciéon se cumple la ley de Lambert y Beer

Sin embargo, no es evidente, como reportd Stryer®, que a mayor tamaho de a'cadena

hidrocarbonada en el alcohol, es decir a mayor “hidrofobicidad™ del medlo la mtensndad de‘

fluorescencia del ANS aumente. La fluorescencia del ANS en etanol es’ trcs veces el valor

que presenta en metanol. Sin embargo, de propanol a n-nonanol la dlfcrencna es menos de

un tercio, sin que sca evidente una relacién con el tamafio de la cadena, ya que si fuera asi,
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el ANS presentaria menor IF en n-propanol que en n-butanol, y por supuesto, menor IF que

en hexanol. -

300000 7+
: 275'060’— N ' :
250000 ¢

: 225bqo: s : /l/\ :
200000 1/1

175000 ~ |

F (u2)

150000 - -

125000 -]
100000 -
75000 -

50000 —

20004~y 4———
01 2 3 4. 5 6. 7 8 . 9

No. de Carbonos

Flgurs 14: Variacion de la intensidad de fluorescencia come funcion del
numero de carbonos en la cadena lineal del aloohol, para una concentracién
de ANS de 20 uM. Las barras de error son extimacién del “error minimo™

con la rey

En la seccién 3.31 se explico como se calcularon las barras de error de'la figura14. 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 difererjcia entre los datos experimentales obtenidos y los datos de
Stryer?,  se grafcarén ambas determinaciones como funcién del nimero de carbonos.
Debido a que Stryer unhza mtenSIdades de fluorescencia relativas, los valores de intensidad
de fluorescencia absolutos oblemdos en este trabajo para todos los n-alcoholes se dividieron
entre el valor mayor (la lF 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

contlnuac:on

a.s5

IF (relativa) -

0.4

—e— |IF experimental -

0.3
VIF Stryer

0.2 —

0.1 —

~
-

0.0 v T v

Flgura 15; Variacion de la intensidad de fluorexcencia como funcion del
niimero de carbionos en la cadena lineal del aloohol. Los datos de Strver
2 feporian a mu concentra 6" de IDO MM de ANS, mientras que Jos datos
obtenidos experinientalmenic estin a 60 uM de ANS.
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En la f'gura 15 conSIderando el intervalo de incertidumbre. en los datds obtenidos

expenmentalmeme, Y aun consuderando los datos del trabajo ongmal de Stryer es notable

que la lmensxdad dc ﬂuorescenc:a no vana sustancnalmenle con el numero e carbonos en'

la cadena de
indicada. : 1
grafica para concentractones de ANS donde no se cumple la ley de Lambert y Beer.

La lndependencna de la intensidad de fluorescencia con el tamaho ‘del n-alcoho (n>2) :
mostrada ‘enla figura 14, puede explorarse usando- otras propledades fs'ca‘ de los

dlsolvemes, tales como la constante dieléctrica (g), el indice de reﬁ'accufm (n)_ y l_a‘r'
polarizabilidad del medio, que se deﬁnié en los antecedentes de este trabajo Es sabido que '
la fluorescencia también depende de la variable de polarizabilidad®. La tabla 3 muestra los
valores de estas propiedades fisicas?® para los n-alcoholes utilizados. La relaciéon del
cambio en la 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 funcion de la concentracion de ANS corresponden a las pendientes reportadas en la

tabla 2

{constante Coinchice de Polanzatihidad
Sustancia dietectricay refraccion) fadimensionagly f

Metanol 32.6300 1.3265 .

Etanol 24.3000 1.3594 0.2892
n-propanol 20.1000 1.3837 0.2742
n-butanot 17.1000 1.3973 0.2632
n-pentanot 13.9000 1.4079 0.2501
n-hexanol 13.3000 1.4161 0.2450
n-heptanol 12.1000 1.4225 0.2377
n-octanol 10.3400 1.42786 0.2263
n-nonanol 9.2000 1.4319 0.2168

‘Tablu 3: constante dicléctrica, indice de refraccion

. izabitidad de lox
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Cambio en la IF como funcion de

la concentracién de ANS

De los resultados experimentales anteriores se concluye que la fluorescencia del ANS

tres carbonos o mas.
polarizabilidad del medio, que se usa de forma frecuente para correlacionar: la dependencia’

14000 —
12000 - }:
I \./
10000 —
8000
6000
4000 - ‘ )
: -
2000 T T T T T v T T — 1
0.20 oo 0.22 - 0.24 0.26 0.28 0.30 0.32
: Polarizabilidad del medio Af
Figurs 16: Cambio en La intensidad de fluorescencia (zona Lambert —
" Beer) para fos medion de n-alcoholes on funcion de su polasizahifidad.
Las barras de incerti ponden al error do ens In
pendiene, al realizar 1a regrexion lineal.
no

depende del medio en que se encuentra, cuando se trata de alcoholes lineales liquidos de

Las figuras 13 'y 14 respaldan la: aseveracién' anterior; . la

de la intensidad de fluorescencia- con la “facilidad” que tienen los ' electrones . para
reagruparse alrededor del estado excitado del fluoréforo, no hace una diferencia en la
cmision del ANS para medios alcohdlicos de tres carbonos o mas. Los resultados obtenidos

en esta seccion no estan de acuerdo con los reportados por Stryer®. A este respecto se debe

38



III. DESARROLLO

mencionar que Stryer trabajo con concentraciones de ANS superiores a las concentraciones
donde se cumple con la ley de Lambert y Beer, es decir, donde se presentan fendmenos de
apagamiento. Es posible que la tendencia en fluorescencia que él observéd, al aumentar el
nimero de carbonos en la cadena lineal del alcohol, se deba a este hecho. En fluorescencia -
es comun utilizar una celda de paso de luz menor a 1.cm si se quiere contrarrvestar el.
apagamiento. Sin embargo, Stryer no menciona si en sus experimentos se considerd o no
esta variante experimental. Para explorar si la diferencia entre los resultados de Stryer.y los
reportados aqui podian deberse o no al hecho de que la concentracién de ANS que utilizé
Stryer fue de 100 uM, se ajustd cada serie de datos experimentales para los diferentes

medios de n-alcohol a una ecuacion de la forma®:
IF = a(l—e*c)

donde /77 es la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, C es la concentraciéon de
ANS (uM) y a, 5 son los parametros del ajuste. Con estas ecuaciones se extrapolo el valor
de la intensidad de fluorescencia para una concentracion de 100 pM, con el fin de comparar

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

IF a 100 ..M

Disolvente

Metanol 23895 + 27242 | -0.01970 x 0.00355 20563
Etano! 507329 + 159803 | -0.02256 + 0.00119 454177
n-Propanol 398808 1+ 8850 | -0.03780 + 0.00187 389706

n-Butanol 598065 1 13440 | -0.02428 + 0.00095 545308
n-Pentano! | 468290 + 12383 | -0.03407 x 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 | -0.02642 + 0.00063 495457

n-Nonano! [ 746338 + 108636 | -0.02030 + 0.00472 648317

Tubla 43 Paramctros de ajuste para curvas intensidad de fluorescencis
come funcion de la coneentracion de ANS para los diferentes medios:
extrapolacion a concentraciones de 100 phf
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La ecuacién propuesta representa un buen ajuste para los valores experimentales obtenidos,
En seguida se incluye la grifica de algunos. valores experimentales' y de las cirvas de

ajuste.
BOOOOO —
550000 —
ol —a— Metanol
Soaooo N —e— Etanol
450000 -—a— n-Butanol
4 —#&— n-Octanol
400000 -] I
350000 -
g 300000 -
=4 4
L 250000 ~{
200000 —|
150000 - 0 Ui T T e @ecoooermmomssemooomosmmommomoTee
100000 -
50000 —
0
[+ 10 20 30 40 50 60 70 89 90 100
C ANS (u M) '
Figurs 17: Ajuste ia) de curvas de it i de
como funcién de 1a concentracion de ANS: las lineas continuas unen los
puntos i les obxenidos; las lineas ia

ocuacion del ajuste. En todon los casos, cl cocficiente de correlacion
R? fue superior a 0.99

La tabla 4 y la figura 17 ponen de manifiesto que ain ajustando los valores experimentales
obtenidos a una curva adecuada y extrapolando para la concentraciéon empleada por Stryer

en sus determinaciones (100 puM), no se obtiene la tendencia reportada en el articulo
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original. | En este caso, se predlce una m(ensndad de ﬂuorescencxa menor para ANS en n<

octanol que en n-buta.nol Constderando los resultados experlm' n!ales de esta seccnon, para .
la zona de concentractones donde se cumple Ia ley de Lambert y Beer se’ concluye que Ia

discuten a continuacion.

I +ANS

oS de n-Pe

.32 Mezclas m' saria:

butanol, 2-metil —butanol -pemanol y 2-metil-2-butanol, cuyas estructuras S

arbitrarias) a las” mnsmas ooncemracnones que en el caso de los n-alcoholes, es’ decir. de 5 a

60 M. se detcmuno la mtensxdad de fluorescencia de maxima emls n en cada uno de los

sistemas. Estas determ acnones se realizaron una sola vez para cada medlo Los resultados

grificos y los valors numéricos correspondientes se muestran a commuacmn
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3 ment 1 2 e 2 metil 2

Compuesto butanol butarnol brutanol pentanot n opentanol

IFS uM 29873 41360 35669 42674 66241
IF 10 uM 78561 80359 70212 85917 126947

IF 20 uM 160551 143722 121625 160083 234802
303838

IF 30 pM 196169 206826 169536 223010

226839 242781 188834 279176 352840
IF 50 uM 237419 271642 234553 308045 384050
IF 60 uM 269612 281516 260086 344443 402111

A max (nmy) 469 467 468 468 467

IF 40 uM

Tubias S: Intenvidades de fluorescencia en ¢l maximo
de eminion para sistemas de ANS + isémerons del n-pentanol

650000

600000
550000 @ n-pentanol

. = .. 3-metil-1-butanol
T#¢— 2-metil-1-butanoal - :
¢ 2-metil-2-butanol
---&-- 3.pentanol :

500000

450000

400000

| I

350000

300000 —

250000 —

IF (ua)

200000
150000
100000 —

50000 —{

o T T T T T T T T T
0 10 20 30 a0 50 60

C ANS (iM)

Figura 18;: Intensidad de fluoresoencia del ANS on los aiedion n-pentanal.
-butanol ¥ 3+pentanal

3-metil- 1 -butanol. 3-metil-1-butanol, 2-metil.;
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Se realizd: el mismo anadlisis que para los n-alcoholes. Se hizo la regresion lineal de cada
serie de puntos, forzando el paso por cero, y se trazaron las rectas correspondientes. Para
calcular dicha recta se considerd la zona de concentraciones en donde se cumple la ley de
Para fines de claridad, se tabularon los valores de las rectas como sigue,

L.ambert y Beer.
incluyendo los valores para n-

ordenando los sistemas de mayor a menor pendiente,
pentanol, con el fin de compararios con los de sus isomeros estructurales.

N de puntos

Stistema ToNsiderados Pendiente

11994 + 330 u.a./uM
7897 = 308 u.a./uM

n-pentanol

3-metil-1-butanot
7316 + 220 u.a./uM

7080 £ 195 v.a./uM
5894 + 233 u.a./uM

3-pentanol
2-metil-1-butanol
2-metil-2-butanol

del

Lincales

‘Tabla 6: | dad de 1)
coma luncion de la

Al igual que en el caso de los n-alconoles, de la figura 18 es claro que la intensidad de-

fluorescencia aumenta de forma  lineal a bajas concentraciones de- ANS (hasta

aproximadamente 20-30 uM) para luego disminuir su pendiente en la zona de
Esta zona de concentraciones’es la misma que se encontrd para los medios de n-alcoholes...

apagamiemo. i

A continuacién se presentan las estructuras quimicas desarrolladas de los lsomeros “del n-

pentanol utilizados:
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P P NG

n-paumol

2.metil-1-butanol

OH
3-pentanol

3-metil-1-butanol

© 2-metil-2-butanol

Figura 191 extruciura quimica de 105 isbmeros del 1
como medion para m«ﬁg 1a imensidad de flusrexcencia del ANS

Como puede apreciarse de'lé tabla“6; la. pendleme de 1a recta intensidad ‘de ﬂuorescencia :

la concen!racnon de ANS es mayor para el n-pcntanol Para los
-butanol la pendlente es la mxsrna S| se B
para ‘el 3¢

como funcion de
isoalcoholes 3-pentanol, 2-met|l‘ butanol y>2-meul
considera la mcerudumbre oblemd 'en el a_uusxe y es ligeramente may
Las pendlemes para todoq los moalcoholes son menores mcluso que la pendxemev‘

butanol.

intensidad de ﬂuorescenc:a‘de ANS en estos medios no es ni’ anulera cercana a la que

presenta en el n-pemanol por lo ¢ ue se propone que exlste una evndente nﬂuenﬁ a“de.la

geometria molecular.” Esta aﬁrmacuon se ilustra en la t'bura que se presema a contmuacu&n.
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250000 —
o |
J a—"""
_—_
200000 —
o . 1F de 3-metil-1-butanol
#*y 3.butanot
150000 -
. iF de 2-metil-1-butanol 4
T WF de 2-metil-2-butanol
100000
N a
50000 — r ————1 T — T —
o 2 L a 6 8
No. de Carbonos
Flgurs 20; C 1dei i de in de ANS en
i del con loa tenidos para n-al

- soluciones con concentracién de ANS = 20 pM.

Aunque no se cuenta con repeliciones para las mediciones de intensidad de fluorescencia de
ANS en isdmeros del n«pentanol .y no es posible asignar una mcen:dumbre, como en el
caso de los n-alcoholes, de la fgura 20 es evidente que la mtens:dad de fluorescencta en

estos nuevos medios esta por debajo de la que se observo para cualqu:era de n alcoholes

excepto para el caso de metanol

Se debe mencionar que la: ntens:dad de ﬂuorescencua de:una mulera es; dlrectamente
proporcional al namero de moléculas que emiten-luz desde el estado excitado después de

perturbar al sistema con energia en forma de un haz de radiacion electromagnética. Al



III. DESARROLLO

comparar las intensidades de fluorescencia del ANS en los lsomcros del n- pen!anol con la

que presenta en el alcohol lineal para la misma concentracton dcl ﬂuoroforo es evidente

que mayor nimero de éstas logran energia de ﬂuorescencm en- n-penlanol Esto puede

T el estado excnado

deberse a dos causas: 1) que mayor nimero de moléculas logren alca

en-pentanol que en sus isomeros, y que la emision sea xgualmeme favorec:da en todos los
pemanoles 2) que igual nimero de moléculas de ANS alcanzan el estado excitado en todos

los medios, pero en los isomeros del n-pentanol la de:acnvacnoh no radiativa ocurre de

forma mas eficiente.

Haciendo una comparacién con el trabajo origina! de Stryer, qﬁe propone ‘que el ANS
fluoresce con mayor intensidad en ambientes mas hidrofébicos, se tendria que concluir que
los isdmeros del n-pentanol crean ambientes menos hidrofobicos cjue'el etanol, lo cual esta
en clara contradicciéon con el hecho de que el etanol es un liquido miscible'cor.l_ el agua, y el
n-pentanol o cualquiera de sus isOmeros estructurales no lo son. La figura 20 indica qhe hay
una evidente influencia de la geometria molecular del alcohol sobre 'la mtensudad de
fluorescencia del ANS. De los experimentos en n-alcoholes se llego a:la conclusxon que a

partir de dos carbonos en la cadena lineal. el ambiente local al cual se encuentra expuesto el
1 que produce la

ANS no influye de manera significativa, por lo que la mteracc

Ic hol s hneales el

fluorescencia podria darse via el grupo —OH. Mientras que para los
ambiente inmediato del ~OH no debe ser muy diferente al aumentar el tamaﬁo de la cadena
por Io tamo :

para los isomeros del n-pentanol los hidroxilos no son l5ualmenle ccesible:

no son cquivalentes a los del aleohol lineal.

La interaccion del grupo o grupos hidroxilo con el ANS debe estar sujeta‘a la accesu
mica del alcohol (ver

ento esxenco :

del —OH, que esta directamente relacionada con la eslructura
figura 20). l.os resultados de la figura 20 y la tabla 6 sug,xeren que el impedi
los contactos entre este (estos) 5rupo(s) yel ANS como

ﬂuorescenc:a, muy

sobre el grupo hidroxilo reduce
consecuencia de cllo, menos moléculas del  ANS emuen‘en
alguna de las dos razones mencnonadas anlcnormenu., Esta

posiblemente debido a
afirmacion apoya la conclusion a la que se llegd en la seccion 3.31, es dec:r. que la’

intensidad de fluorescencia del ANS depende de la interaccion ANS — hidroxilo, y también
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depende de la geometria molecular de los grupos.quimicos en la. vecindad inmediata al
hidroxilo. Desgraciadamente, la precision de las m'édiciones no es suficiente para distinguir
claramente entre el comportamiento de cada lsomero Con objeto de caracterizar mejor la

interaccion hidroxilo — ANS se realizaron expenmen!os “de RMN, que se describiran en una

seccion postenor

3.33 Comparacion entre Energias de Transicién para ANS en Medios de n-Alcohol e

Iso. os del n-Pe

La discusién con respecto a los resultados experimentales de intensidad de fluorescencia

para ANS en n-alcoholes e isdmeros del n-pentanol (secciones 3.31 — 3. 32) se reahzo con .
los datos de intensidad mixima que se obtuvieron a partir de los” espectros crudos .de
emision para todas las muestras. Para el analisis de un espectro de ﬂuorescenma ademas de

la variable IF se puede utilizar el centro especlral de masa, CEM (ver seccuén 2! 13) El

de la concentracion de moléculas de fluoréforo.
la wvariacion del

CEM como”. ﬁmclon de “la cadena

La siguiente figura presenta
hidrocarbonada en un medio de alcohol lineal. asi.como los CEM que se obtuvxeron para

los isomeros del n-pentanol.
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CEM (nm)

496

494

492

490 -
488

- 486

484

482

480

@ CEM alcohdles lineales
#* CEM isoalcoholes de n-pentanol

CEM de 2-mom-2.butfwol }

‘CEM de 3>gn"em-1.buxaé£oIv~' ’

T CEM de 3-pentanol y
I 2-metil-2-butanol

T T 1 T

3 4 [ 6 7 8 [}
Nimero de Carbonos

Figura 21 : Comparacion del centro espectral de masa entre n-alcoholes ¢

del 1 (no s incerti para i
para una concentracion de ANS de 20 jA

482.1 £ 1.1
481.2 £ 0.7
48391+ 1.4
481.2+ 0.3

3-metil-1-butanol
2-metil-1-butanol
2-metil-2-butanol

3-pentanol

Tabla 7: Incertidumbre asoviada a los CEM de los expectros
de ANS e inc det 1. La incer ela
desviacion estindar de lox datos de CEM para isomeros del

n-pentanol ¥ concentraciones de ANS de 5 2 60 M.
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Como se dijo anteriormente, el CEM de los espectros para diferentes concenti’ai:iones de
ANS en n-alcoholes no varia; en particular se mantiene constante en la zona de Lambert y
Beer. Para el caso de los isoalcoholes del n-pentanol no se incluyod la mcenldumbre en ta

figura 21, pero se presenta en la tabla 7. La interpretacion es la sx5u|ente. excepto para los .

medios etanol y metanol, la energia de la transicion del ANS del estado excnado
basal es independiente del alcohol puro. Para los alcoholes llneales el comporlamlemo del.

CEM es consistente con el de la intensidad de fluorescencia, es decxr, mnguna de las dos

variables dependen del tamaiio de la cadena lineal en el alcohol, cuando ésta connene mas
de dos carbonos. Para los isomeros del n-pentanol, debido al xmpedlmento estérico, hay
menos contactos entre el ANS y los grupos hidroxilo que en compziraéién con el n-
pentanol. Como la intensidad de fluorescencia también es proporcional a la *“asociaciéon”
del ANS con los grupos hidroxilo de los alcoholes en el medio, ésta tendra que ser menor
en los isdmeros del n-pentanol. Aunque en este caso la proporcién de moléculas de ANS"
que emiten en fluorescencia es menor que en n-pentanol, las moléculas que si logran emitir
lo hacen con la misma energia que tendrian en el alcohol de cadena lineal, ya que se
encuentran expuestas a la misma influencia del grupo o grupos hidroxilo. Es asi como se
ha proporcionado una explicacién consistente con los resultados experimeniales - para
conciliar el hecho de que las intensidades de fluorescencia de ANS en n-alcoholes e
isoalcoholes del n-pentanol sean diferentes, y sus CEM, que son proporcionales a la

energia mas probable de emision en fluorescencia, sean iguales.

Es evidente que la molécula de ANS en el estado basal presenta un momento dipolar
diferente de cero, ya que 1) no presenta ejes de simetria, y 2) contiene atomos
electronegativos — nitrégeno, oxigeno y azufre —~ a los que se puede asociar una carga
parcial. La asignacion de cargas formales a estos atomos electronegativos es consistente
con los experimentos de RMN que se describen mas adelante. Si el ANS presenta un
momento dipolar mayor en el estado excitado con respecto al estado basal, este estado se
vera estabilizado energéticamente en un medio suficientemente movil y polarizable como el
metanol, o el etanol. La menor cnergia de transicion (As mayores) que se observa en estos
dos medios y el hecho de que sea mayor y permanezca constante para alcoholes de mas de

dos carbonos puedc ser consecuencia de que el rearreglo de moléculas de disolvente

49



III. DESARROLLO

alrededor del ANS excitado sea menos favorable a mayor tamafio y volumen total de las
moléculas  de disolvente, y por lo tanto el estado excitado es menos estabilizado,
provocando una transicion al estado basal mas energética. Es por eso que el centro espectral
de masa de los espectros de' ANS en metanol y etanol se encuentre a As mayores (energias
menores) con respecto a los- CEM ' para n-alcoholes (e isomeros del n-pentanol) que
presentan mas de dos carbonos. Ademas, como el CEM es el mismo para n-pentanol y sus
isoalcoholes, la geometria local alrededor del grupo hidroxilo en cada alcohol — tanto
lineales de mas de dos carbonos, como isdGmeros) — no tiene influencia sobre la energia de
emision en fluorescencia. Aparentemente solo ‘el volumen y el tamaiio total de las
moléculas de disolvente que interactian con el ANS tienen influencia sobre la energia de

emisién, aunque a partir de tres carbonos en la cadena lineal del alcohol esta energia se

vuelve constante.

3.34 Mezclas Ternarias: Pentanol + Heptano + ANS '

Como se menciond anteriormente, la proporcion relativa'de grupos polares con respecto’'a
grupos ' inertes en. cierto medio se puede proboner como ‘una definiciéon intuitiva de
hidrofobicidad en un sistema (ver ANEXO ).~ En particular esta variable es ttil para
expresar la composicion de una mezcla alcohol — alcano.. Con esta nueva expresion de la
composicion de un medio se pueden comparar. las hidrofobicidades tanto de alcoholes pul’OS‘
como de mezclas alcohol + alcano inerte, temendo en cuenta que en el alcohol la cadena
hidrocarbonada es poco afin al agua y el gmpo — OH es muy afin a ésta. El compu'esto

inerte, en particular un alcano, es poco afin al agua también.

A partir de los experimentos anteriores — medicion de IF para alcoholes de cadena lineal y
para isomeros del n-pentanol — se propuso que.la interaccion del ANS con el medio ocurre
via ¢l grupo — OH en un alcohol y que la' geometria del ambiente local al que se encuentra

unido dicho grupo es determinante para la fluorescencia del ANS.
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Para profundizar sobre la lmponanma de Ia hldrofoblmdad del medlo en la ﬂuorescencna

grupo — OH, (ver ANEXO I). A conunuac:on se muestra la
fluorescencia a una concentraciéon de ANS de 20 u.M como funcn

eja fraccién mol de n-

heptano en el medio:

350000
325000
300000
275000
250000
225000
200000
175000
150000
125000
100000

75000

50000

25000

-
~—a
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IF (ua)

pd o b b Le o by bt alebal tad

o —- T v : r
0.0 0.1 02 . 03 /04 kos -~ oe .07 o8

Fraccnon mol de n- heptano

Figura 22: Variacion de la intensidad de fluorescencia del ANS en
nicdios con dife de n-heptano, para una
de ANS de 20 uM
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En primer lugar salta a la vista que:a n1§dida que-se incrementa la cantidad relativa de n-
heptano en el sistema, el ‘ANS de‘crece" su'ihteh'sidad de fluorescencia hasta que llega un

momento en que  ésta se vuelve constame (a una fraccion mol de heptano de

aproximadamente 0.4). - Si se uene preﬁente que el n-heptano es mas hidrofobico que el n-
pentanol, en mezclas temarlas a medlda que se incrementa la concentracion de hidréfobo la
intensidad de ﬂuorescencxa de] ANS dlsmmuye Los resultados obtenidos: en: este
experimento estan en franca com;adxccnon con las conclusiones a las que llego eryer,

cuando afirmé que el ANS fluoresce con mas intensidad en ambientes hidrofébicos.

Sec puede graficar la IF del ANS en las diferentes mezclas ternarias como una funcién de la K

variable de composicion , que refleja de una forma cuantitativa la hidrofo‘l':'ik:idad'del

medio. Como se explica en el ANEXO [, un alcohol puro- tiene’ una W asoc da que S

depende de la relacion de voliumenes molares entre el melanol y el alcohol dado Se puede'

preparar medios con la misma proporcidon de 5rupos hldroxﬂo mezclando proporcxones
adecuadas de un alcano, como el n-heptano, y un alcohol, como el n-pe
“emular” un alcohol puro dado, con cierta proporcién de grupos

determinada por ¢l nimero de carbonos de la cadena lmeal

figura se muestra la intensidad de fluorescencia como Funmon de u/ tamo para las mézclas :
ternarias como para los alcoholes puros, a una’ concen(racno de 2 p,tM del ANS Se

“emul6™ a los alcoholes lineales con 6, 7,8,y 9 carbonos con el ﬁn de comparar las IFs del

ANS en los diferentes medios.

wn
8]
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Figura 23: C. idn entre 1a i idad de f is de ANS en
medios puros de n-alcoholen y 1a idad de ) in en mezclas de

7 n-heptano que emutan el de grupos hidroxilo, para una

concenmracion de ANS de 20uM. No fue posible asociar una incertidumbre on 1a IF de
1an mezcias de aleohol + alcano, debido a que s6io <¢ contaba con una repeticion.

En un primer anilisis, de acuerdo con la figura 23, estos resultados. experimentales
sugeririan que la concentracion de grupos hidrofébicos en el medio no determina por si
misma la intensidad de fluorescencia del ANS, ya que esta ultima es diferente para. los
alcoholes puros y para las mezclas de n-pentanol + n-heptano que ‘loslemyularo‘rg en el
contenido total de grupos —OH (y, por lo tanto, también en el contenido total de gfupos -

CH3z— v —CHai, que se tomaron como equivalentes).
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La explicacion que se da al hecho de que menor proporcion de moléculas de ANS emita en
fluorescencia en los medios de n-alcohol + n-alcano con respécto al medio de n-alcohol
puro ‘es la siguiente: en los alcoholes liquidos de cadena lineal ocurre el fenémeno de
autoasociacion®'; este hecho es independiente del nimero de carbonos en la estructura: el
ANS en un medio de n-alcohol puro interactaa con el gru'po, o los grupos hidroxilo de un
multimero  del - n-alcohol. "El’ n-heptano en la mezcla - disminuye el fenomeno de
autoasociacion “del . n-pentanol, 'y ahnquc el . ANS seguira interactuando con el (o los)
gruﬁo(s) hidroxilo del alcohol, este grupo funcional ya no sera parte de un multimero, o
bien sera parte de un:multimero de menor numero de unidades, con respecto al alcohol
puro. Considerando los experimentos del presente trabajo, no es posible determinar la causa
por la cual un multimero del alcohol asociado al fluoréforo ANS pueda propiciar que
mayor namero de moléculas emitan en fluorescencia, con respecto a un monomero © a un
multimero de menor tamailo; sin embargo la hipdtesis concuerda con el hecho de que la IF
del ANS es menor en cualquier isébmero con respecto al n-pentanol, ya que los alcoholes
ramificados seguramente se encuentran. menos asociados ‘que los alcoholes lineales en
estado puro, debido a'la poca accesibilidad del grupo hxdroxxlo quc se encuentra impedido

estéricamente en los primeros.

Para finalizar con el analisis de fluorescencia, se discutira sobre los CEM en las mezclas
ternarias. La figura que se presenta a continuacién muestra los CEM para los espectros de
las mezclas ternarias de n-heptano, n-pentanol y ANS.. . Se compararon. con.los datos

calculados para el ANS en medios de n-alcohol.
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Figurs 24 : Comparacién enire los centros espectrales de masa de ANS en nealcoholes y en
mezclas de n-petano] / n-heptano, pars unaconcentracion de ANS de 20 M. EI CEM presenta
purcs; 1 incerti inda a las mezclas

una incertidumbre de £ 1 nm para Jos
n-pentancl, n-heptano + ANS posiblemente sea mayor que esta valor debido a la dificultad en la
de las ioncs y a 1a aha idad del n-hy

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

CEM 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 mas de dos carbonos. ' Que los CEM véﬁen .

poco se explica de la siguiente manera: como en las mezclas ternarias se llegd a una
composicion limite de 0.2 n-pentano! — 0.8 n-heptano (fraccion mol, que corresponde a una
w de 0.08), la concentracion de n-pentanol todavia 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 mas factible que el. ANS se asocie con una molécula" polar Que “con el n-
heptano. Al igual que con un alcohol puro de cadena lineal (de mas de carbonos)

presencia de n-pentanol en el medio aumenta la energla del estado excnado para: el

fluoréforo, provocando que la transicion al estado basal sea ma: energetlca que en metanol
o etanol. De nuevo, aunque las IF para mezclas bmanas es mayor. que para‘mezclas
ternarias, a la misma concentracion de ANS, los CEM son xdenucos, ya que las energms ‘de

transicion estan determinadas exclusivamente por la interaccién con el o los hldroxﬂos del

medio. La adicién de un componente hidrofébico, el n-heptano, no alter
transicion del estado basal al estado excitado del ANS, pero muy probablemenle si rompa

los multimeros de alcohol que favorecen que mayor nimero de moleculas de ﬂuoroforo

emitan en fluorescencia.

3.35R ia Magnética Nuclear de ANS

El atomo de nitrégeno del grupo anilino en la molecula de ANS uene la capacndad de

polarizar fuertemente al proton con el que esta enla.zado (ver. fgura 26) i Debxdo a que este
se exploro la

protén  se encuentra suficientemente cerca del grupo sulfonato ( ‘= 8057:

posibilidad de que existiera una interaccién tipo puente de’ h|drogeno entre estos dos
grupos. Uversky'? ya ha realizado estudios de fluorescencia en’los’ dlso]\{entes agua,
etilbenceno y dioxano, donde concluye que. el ANS, atin a éonceniraciongs muy b‘ajas‘(z

HM), esta presente en forma de dimero, posiblemente formandojlun‘,plieﬁx'e‘ dvek hid‘régeho
con otra molécula de ANS. - A continuacion se describen aos'éiperimehtos sencillos de
RMN de H' que proporcnonaron informacion sobre la existencia de un pueme de hidrégeno
entre los grupos —SO;%" y ~NH- del ANS (ver fi fgura 26) Ny

Experimento de lntcrcalnhln con CI) _q()l)
Se tomo el espectro de RMN de prolon del ANS en el dlsolvente DMSO (d:menl sulfoxndo

deuterado). Se escogio este disolvente debldo a [ ue es suﬁcwntemente polar como para

disolver al ANS, y al mismo nempo permne aprecnar el ef’ecto de ‘intercambio entre el

metanol deuterado y el protdn del grupo anilino.: A continuacion se presenta el espectro
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ppm

determinado experimentalmente para el' ANS“en concentracién de 8 x 10" uM en DMSO
deuterado: ' ) ‘
g
-
8
-3
=4
T T T T
kR 10 9 8 7 6 s 3 2
— — :;1‘—'—4u et
3.91 k
4.00 3658 4.47 4663

Figurs 28: Expoctro de RMN de ANS, 8 % 107 uM en DMSO
300 MMz Espectro sin modificaciones
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©) «©)

Flgurs 26: Enructura quimica del ANS, con protones explicitos

En el espectro de la f&,ura 25 se pueden ide: car ]os‘sighiehtés libps de sefales (véase

arriba también, ﬁgura "6)‘ 8

La senal a campo alto (3;38] ppm

y d :n{iﬁale o." La sefal

a 10.668 ppm es la del protén de,ém n

Es adecuado comparar la %eﬁz;l. d
donde no exista la posnbnlldad de
naftaleno, por ejemplo, presema un desplamrmemo quimico del proton de anilina de 5‘ 84
ppm en cloroformo deuterado (400 MHz)?°. ' Este desplazamlemo se encuentra a campo

mis alto que el proton de anilina de ANS, debido a que en este ultimo compuesto el proton
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de amhna se encuemra mas desprotegldo porque forma parte de un puenle de h:drogeno
(que puede ser mtra o mtermolecular) La seﬁal en 3 4 ppm de la figura ”5 que corresponde
a los protones del agua, se. ellmmé de forma graﬁca para generar la f'gura 27 A pesar de
que se seco el reactlvo por 1” horas, no se pudo evitar lotalmeme la presencm del H,0!

70%0

Figura 27: Eapectro de RMN de ANS, B x 107 uM en DMSO
300 MHz., % hs climinado la scflal de protones de agua..i

A la muestra anterior se aﬂadlé mexanol deuterado y se volvxé a tomar el espectro de RMN.
El tiempo de adqu:snc:on f'ue de aprovmadamente 8 ‘minutos. . El espectro se presenta a

continuacién:
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Figurs 28: Expectro de RMN de ANS, 8 x 10™ uM cn DMSO
300 Miiz, adicién de metanol deutcrado a 1a muestra

El espectro de la figura 28 presenta las mismas sefales que el especiro de la figura 27. Las
proporciones relativas entre la seilal de protén de anilina (10.6 ppm) y el multiplete
aromadtico central (7.0 a 7.5 ppm) se deben comparar para estos dos espectros, para

determinar si se llevo a cabo o no el intercambio. La relacion de las sefiales se muestra en

la tabla 7.

Relacion de areas

Espectro de Area de proton Area de protones

Aromatic os fTatiling  aromate os)
70.10
54.80

figura de anilinag

Tubia 7: Relacion de dreas cn scfiales de
espectros presemados on figurm 27 y figura 2.

Para el espectro de la figura 28 la relacion de areas entre protdn de amina y protones
aromaticos es aproximadamente la tercera parte del espectro en la figura 27. Esto significa
que el metanol deuterado que se ha agregado a la muestra si establece un equilibrio de’

intercambio de protones con el proton de anilina. Sin embargo este intercambio no es
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naﬁaleno donde el protdn de

inmediato, . como - ocurriria, por ejemplo, con el l-amlm
interés no tiene pOSlbllldadeS de formar un pucnte de hldrogenor :

Este experimento proporciona evidenci
se establece con el atomo de’ nitrégen
para el intercambio con metanol deut rado, dlﬁcultad que es inexistente en compuestos

como el 1-anilino naﬂaleno, que mtercambla con metanol deuterado inmediatamente.

Experi, de dilucién de la “‘:-..A_.' R
Con el fin de reunir mas evidencia exbeﬁnientél ‘que‘ aboyara la existencia de un puente de
hidrégeno intramolecular en el ANS se realizo el ‘siguieme experimento: se prepard una
disolucién de 8 x 10* uM del reactivo en DMSO deuterado se como el €spectro. de RMN y-
luego se diluyd a concentraciones de 4 x 10* uM, 2 x’ 10" uM y l X ]04 uM tomando de’
nuevo el espectro de RMN en cada ocasién. - Los especlros expenmemales que se han

modificado de forma grafica para no incluir la sefal de proxones de agua se muestran a

continuacion:

105665

4 e
Ll

T
12 1 10 g 8 7 6 5 3 3 -2 1 (=]
1 [ T
373 410 3384
375 411

Figurn 29: lspociro de RMN de ANS, 8 x 107 M en DMSO. 300 MH.
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: i —— . — .
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Figura 30: Espectro de RAMN de ANS, 4 x 10" MM en DMSO, 300 MHz
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Figura 31: Espectro de RMN de ANS, 2 % 10™ pM en DMSO, 300 Mtz
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Figura 32: Espectro de RMN de ANS, 1 x 107 uM en DMSO, 300 Mliz

Como se puede apreciar en la tabla 8, la proporcion protén de anilina / protones aromaticos

es la misma para los cuatro espectros.

Ademas, la seilal de protéon de amina aparece en el

mismo valor de desplazamiento quimico aun después de diluir. Si este protdn estuviera

formando un puente de hidrégeno con otra molécula de ANS, es decir formando dimeros,

éste decjaria de ser visible al disminuir la concentracion del reactivo en solucién: el

desplazamiento quimico seria diferente.

Area de Area de
Espectro peoton de Protones
de figura anhino aromaticos
33.84
30.23
25.72
20.29

Desplazamienta

Relacion area Desplazamiento e protones

AIDhnG area e prostonn it ATnat o
ArOMmanco Anmng (ppo [
11.02% 10.6
10.55% 10.6
10.34% 10.6
10.15% 10.6

Tabla B: Conmpatacion entre 1as areas dae las diferenies senales puss

fas cuatro difuciones de la muestza v desplazantictos quismicos
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Estos resultados experimentales ” se encuemran en oposncxon con los oblemdos con
Uversky'®, quien reporta a partlr de expenmentos “de ﬂuorescencm,que eI ANS forma

dimeros aun a concentraciones de 2 uM Esta ultima ‘afi omada con

reservas, debido a que las lecmcas de espectroscopla de ﬂuorescencna son extremadameme

sensibles, capaces ‘de- detectar concentracnones ordenes de’ magmtud mas pequeﬁas que

aquéllas - detectables .en : resonancta En el presente trabajo no ue posxble Ile},ar ‘a

concentraciones mas pequehas que 1000 MM, tres oérdenes de magmtud supenores a las

utilizadas por Uversky.

Para concluir con el presente anilisis, a partir de los experimentos de RMN, es razonable
afirmar. que’ la molécula de ANS presenta un puente de hidrégeno intramolec;ular en
solucion, enun’ medio altamente polar, aunque aprotico (DMSO). Este puente de
hidrégéno es el‘ql.'le’se establece entre el grupo sulfonato (— SO3* ) y el grupo anilino ( =
NH — ¢) del ANS, Gnica posibilidad real después de descartar la formacion de puentes
intermoleculares... El hecho de que exista intercambio de protones implica que el grupo
hidroxilo de’los alcoholes puede formar un puente de hidrogeno con el grupo anilino, y

desde luego, también con el grupo sulfonato.
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v CONCLUSIONES

Se estudlo la ﬂuorescencxa del compuesto I—amlmo 8—su fonato naﬂaleno. el ANS -en

dlferemes medlos Ilquldos Las asoc:actones de -ANS: co iertas protelnas nahvas “asi

responsables" ;
detectar a los
lmeractua con zonas

se ha encontrgdo qu

(7]

Este hecho no’cont radxc TAT da’ inter: - por; medio’

hidroxilo. con los alcoholes en las asocxac:ones 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 proporcién de moléculas que emitan
en fluorescencia desde el estado excnado sera mayor. La energia de esta’émfsién
es la misma para todos los alcoholes con mas ‘de dos carbonos en su estmctura.
incluso para los isémeros del n-pentanol lo cual apoya la apreciacion m|cual de que
el tamaiio de.la cadena hldrocarbonada no . es importante, y la geometria local del

medlo es un factor 1mponame para la emision en fluorescencia.

La hidfofobicidad de un " medio - que - contiene n-alcohol, definida .de forma
conveniénte a pa&ir:d‘e la‘ variable de corﬁposicién . para una mezcla de'n-
pemanol y n- heptano ‘no es proporcmnal al aumento en intensidad de fluorescencia
del ANS. En parucular. a menor proporcion de alcano en el medio, mayor sera la
mtensndad de ﬂuorescencm del compuesto de interés, hecho que de nuevo esta en’
contra de la apreaacnon general sobre la supuesta “afinidad™ del ANS por reglones
hldrofob:ca; Aun para mezclas alcohol {(C>2) + alcano + ANS, el CEM no vana
con la proporcion de alcano utilizado y es el mismo que para mezclas alcohol
(C>2) + ANS, lo cual apoya la hipotesis de que es la lmeraccnon con el gmpo
hxdroxuo la que determina la energia de emisidén en ﬂuorescencna. Sm_embargo, la
IF para estas mezclas ternarias es menor que la esperada para mezclas alcohol +
ANS con la misma proporcion de grupos hxdroxllo en el‘medlo Aunque no se
realizaron experimentos para apoyar una posible explicacién, sc!érreg: que la adicién
de alcano al medio rompe los multimeros de alcohol, queﬂson’esto‘s altimos los que
estarian asociados con el ANS en medios de alcohol puro, 'y que la presencia de
multimeros favorece que mayor numero de moléculas emitan en fluorescencia.

Esta explicacion no se contrapone con ninguno de los hechos experimentales.

Por ultimo. los experimentos. de. RMN de H' proporcionan evidencia que apoya la
existencia de un puente de hidrogeno intramolecular entre el protén de amina y el
grupo sulfonato del ANS. A pesar de que Uversky en sus experimentos utilizé
concentraciones mucho menores del fluoréforo (2 uM) y que llegé a la conclusion
de que éste cxiste como dimero, si el puente de hidrogeno en el ANS es

intramolecular, la formacion de este dimero no seria posible. Esta ultima
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aprectacuon debc tomarse con reservas, ya- que ia menor concentracnon de ANS -
utilizada en este trabajo es de 1.x 10" M, muy por amba de Ia empleada por
Uversky, y-es’ posxble que sean necesanas un mayor numero de dllucmnes para

hacer evidente la existencia de un dlmero
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V. TRABAJO A FUTURO Y ANEXOS

Con el fin de méjorai‘vy:arﬁpliar el presente trabajo, se presentan las siguientes sugerencias:

1) Para ensayar a hlpoteSIS que exphca la vanac:on ‘de la:intensidad de ﬂuorescencm

or o'ugeno, por ejemplo,

las vanables. Debido a que

relativamente poco viscosos (agua, metanol elanol dumeul eler) se debe burbujear

un g,as inerte al dlsolveme, prewo a la detemunacxon o bienllevar el llqmdo a

muy adecuada;

3) Como la intensidad . dl. ﬂuorescencna repo‘

dependiendo del aparato “qu

“eficiencia cuintica™.’: Sin embargo no siempre es posible p: rque esta ulnma f’orma

de reponrtar mlensxdad de fluorescencta requuere quese determnne ‘el” valor del

coeficiente de u&uncnon molar del t‘luorof‘oro que a su vez depende de cada medio
liquido, y ademas dlChO coef‘mente debe correglrse con un factor quc relac:one la

eficiencia de los fotomultiplicadores del espectrofluorometro  y  del
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espectrofotémetro.  Una forma de darle umversalldad a las medldas de mtensndad de
fluorescencia sin - tener que hacer todo esto’ consnste en emplear una solucién

estandar de algun compuesto cuya eﬁcnenca cuantlca se conozca (se ha ‘empleado a

la fluoresceina en agua). y refenr la mtensxdad de’ ﬂuorescencla medlda a esta

calibracion;

4) Para proﬁ.mdlzar en el componamlemo de ‘ANS’ én medlos similares" a las cadenas
laterales de residuos de ammoac:dos que conforman a las protemas. seria interesante
explorar las propledades de esta prueba ﬂuorescente en “soluciones de agua y fenol,

“emulando™ a los residuos de tirosina, que tambnen conuenen un grupo hidroxilo,

que en principio tamblen es capaz de interactuar con el ANS en solucién;

5) Finalmente, se puede considerar medir la fluorescencia en medios de aminoacidos

libres.

ANEXOS . i
1. Variable de ancént_racirin 'IQ. gh una Mezcla Alcohol — Alcano

Variable y A en 'uqul‘ l\lezcla de IAI‘cohol — Alcano

La variable y/ 4 s una variable de ‘concentracion. Se ha 'u(iliza'db de forma exitosa para

calcular la constante - fraccnon — volumcn de equlhbno A T para formac:on de tetrameros,

en mezclas bmanas de alcohol
para relacionar, con la .vari 1 ¢ t
mezclas alcohol — a]cano ‘debido a que ’se qu:ere hace exphcna la importancia del grupo —
OH como grupo funclonal en’el fenémeno de fluorescencxa

Antes de escribir la ecuacion de’ s se proporcionaran las siguientes definiciones:
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e Fraccién volumen, @&; (fraccion del componente 1 en la mezcla);

X1y
U, + XU,

& =

“p

Donde x;,- v, son la fraccmn mol y el volumen molar respectivamente, de la especie

enla mezcla. :

La variable de concentracion ¢ considera la fraccion molar de un componente por mol de

segmentos en un sistema;

L.os niimeros’ de segmemos por molécula de alcohol alcohol y por molécula de

dlsolvente mene, ra y ra son;’

ry=

el

Donde I, 17> son los volimenes molares del alcohol y del alcano, respectivamente, y v

s el volumen molar del segmento escogido ("volur'hen molar segmental™).

La variable w se define como: .
b _ x -

wy=—"=
Lo Xyl Xl

Para una mezcla de alcohol - alcano x,es la fracmon molar del alcohol y x2 es la fraccion

molar del alcano.

is evidente que el volumen sebmental U, se escoge a conveniencia. . Para: este caso - se
escogid al volumen molar’ del metanol (CHzOH). que es de 40. 7 em*mol, lo cual quiere
decir que el grupo hidroxilo ocupa un segmento, y que la variable 7y es la fraccion del

volumen de la molécula de alcohol que ocupa dicho grupo.
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