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En 1570 se observa por vez primera el cambio de color de las radiaciones

solares cuando atraviesan una disoluciéon de clorofila y otros extractos del LIG-
NUM NEPHIRITICUM |
300 afnos, estas observaciones se consideran como simples fenémenos de disper-
sion.
Es hacia el ano 1800 cuando los mineralogistas utilizan los fen6menos de
fluorescencia para la deteccién de depésitos de minerales hasta el punto de que
a “United States Geological Survey” calculé que un 10 por ciento de las 1.500
species minerales conocidas pueden ser determinadas por fluorescencia, aunque
1 conocimiento de las tierras raras ha hecho que este porcentaje se eleve.

Stokes demostré en 1852 la unicidad del fendémeno ligado a la emisiéon de
una radiacién de longitud de onda mayor que la incidente. Como el espato de
uor manifiesta el fendmeno, Stokes lo denomina FLUORESCENCIA.

Los progresos realizados en el campo del analisis por fluorescencia han sido
osibles gracias a una mayor y mejor comprension del problema. El estudio de
0S niveles de excitacién y su retorno al estado fundamental ha abierto un campo
norme para el conocimiento de numerosas especies fluorescentes. Un rapido pro-
reso se hace actualmente en el campo de conocimientos de estructuras, configu-
ciones electrénicas, asignaciones de niveles energéticos y un volumen conside-
ble del trabajo actual se realiza en medicamentos y sustancias organometalicas.
s evidente que un instrumental de alta calidad s
e estos principios basicos: monocromadores, detectores de alta sensibilidad,
istemas de registro, circuitos estables, etc. Es tal actualmente el desarrollo de
s métodos fluorométricos que muchos espectrofotémetros estan acondicionados
)ara adaptarles un equipo fluorescente.

* * %

*) Conferencia pronunciada en la Sesién plenaria del VIII Congreso Peruanc

de Quimica, Cuzco (Peri) en Octubre de 1968
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Antes de entrar en el tema2 netamente analitico parece oportuno recorday
algunos

Existe una distinciéon entre los términos “estado electrénico” y “orbital elec-
trénica”, que se confunden con relativa frecuencia.

Un orbital se define como ese volumen del espacio en el que existe una altg
probabilidad (99,9 %) de encontrar un electrén. El calculo del orbital se hace
por la funcidn de onda que describe y se admte que es independiente del restg
de los electrones de la molécula. Esta funcién de onda se calcula por la ecuacion
de SCHRODINGER, de resolucién matematica muy dificil, aunque se ha aplicado
con éxito a casos sencillos. SCHRODINGER se basé en las consideraciones de D’ALEM-
BERT y De BROGLIE,

Los estados electrénicos, por otra parte, estdn implicados con las propieda-
des de todos los electrones en todos los orbitales, lo que equivale a decir que la
funciéon de onda para un estado electrénico es una combinacién de las funciones
de onda de cada uno de los electrones en cada uno de los orbitales de la molécu-
la. Cuando un electrén en una molécula se traslada de un orbital
de la molécula cambia y hay por consiguiente que considerar los estados de la
molécula afectados por ese transito mas bien que considerar solo los orbitales
implicados en el cambio. La razén estriba en que las interacciones electrénicas
son profundamente significativas y requieren una correccién al ser aplicadas a
las energias de orbitales calculadas desde las simples funciones de onda de cada
uno de los electrones.

Este concepto es aplicable para su comprensiéon al comportamiento del in-
dividuo cuando actiia con absoluta libertad, tal como él es, a cuando sus movi-
mientos, ideas y actuaciones las realiza en el seno de una colectividad.

Los estados electrénicos de las moléculas organicas se pueden agrupar en
dcs categorias: estados singuletes y estados tripletes.

El estado singulete es aquel en el que todos los electrones de la molécula
tienen sus spines apareados. El estado fundamental de la mayoria de las molécu-
las organicas seran estados singuletes.

Los estados tripletes son aquellos en los que un par de electrones de la mo-
lécula tiene sus spines desapareados, es decir, todos los electrones de la molécula.
excepto dos, tienen los spines apareados.

Las nomenclaturas singulete y triplete se desprenden de multiples conside-
raciones de la espectroscopia atémica. Los radicales libres, que contienen un
electron desapareado, no tienen un estado fundamental singulete, aunque bien
pudiera ser el estado fundamental un doblete, ya que un spin estd desapareado
v el correspondiente estado superior del spin seria un cuadruplete por existir
tres electrones con spines desapareados.

No obstante lo anterior, los estados de mdas importancia en las moléculas
organicas son estados singulete y estados triplete.

El estado singulete excitado tien segundos ¥
la fluorescencia aparece con igual rapidez. La fosforescencia puede ser mucho
mas lenta y puede persistir algiun tiempo después de finalizar la excitacién. En
ese caso, la fosforescencia serd detectada visualmente pero cuando la fosfores-
cencia es rapida del orden de 10—3 segundos, no podra ser diferenciada por €
ojo humano de la fluorescencia.
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Clasicamente se considera a la fluorescencia como el fendémeno mstantaneo
' a la fosforescencia

La fluorescencia se define como la emisién de energia r

or una molécula Opticamente activa cuando retorna a su estado fundamental.
activacion puede ser provocada por la absorcién de luz de determinada lon-
itud de onda capaz de excitar a la molécula a un estado electrénico singulete
pperior. La luz ultravioleta y visible son las fuentes mas comunes de excitacién.
1 retornar la molécula a su estado fundamental emitird un cuanto de luz fluo-
sscente siendo ésta, como veremos,

La fosforescencia aparece cuando la pérdida de energia entre el estado
citado y el fundamentla se hace lentamente. En ello estd implicado el estado
iplete 0o metastable y el fendmeno es observado mas frecuentemente en molécu-
s organicas

| estado metastable decae lentamente, la emision de luz puede durar algun
iempo.

Recientemente se ha podido comprobar que muchos de los fenémenos, con-
erados como fluorescencia, al ser observados a la temperatura del aire liquido
ha confirmado que son netamente fosforescentes. Ello lleva a la conclusion
» que la duracién de la emision fluorescente es independiente de la tempera-
ra, mientras que en la fosforescencia, dicha duraciéon disminuye con la ele-
acién térmica. Esta es la causa de que los niveles energéticos de las moléculas
estudien a la temperatura del aire liquido y los niveles vibracionales reales
i asignen a esa temperatura. Los liquidos adquieren entonces una forma

las pérdidas de energia por colisiones se reducen considerablemente.

AUn cuando la quimioluminiscencia se refiere a la emisiéon de luz como re-
lltado de una reaccién quimica y la fluorescencia de rayos X al fendémeno
lando la fuente de excitacion es una radiacién de esa longitud de onda, no sue-
N incluirse en este capitulo pese a que el fundamento sea similar al de la fluo-
)metria, si bien el material difiere considerablemente.

. La mecanica cuantica nos muestra que una molécula posee obligatoriamente
a energia igual a uno de los valores Ei, Ei, Es, etc. de la serie cuantica de ener-
posibles.

- Esta energia molecular es la suma de tres términos, principalmente, de origen
lerente: la ENERGIA ELECTRONICA, la ENERGIA DE VIBRACION NU-
EAR y la ENERGIA DE ROTACION NUCLEAR.

Estas tres energias pueden, en cierto modo, ser tratadas independientemente :
= Ee + Ev + (Er + Ef + Ehf) donde Ee..” Ev ” Er ” Ef y Ehf

endo los dos ultimos términos la energia rotacional de estructura fina y de (-
ctura hiperfina,
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La primera se refiere a los grupos de lineas poco espaciadas que se obger.
van en los espectros de los elementos mas ligeros y es debida a que en log
estados de momento angular no nulo (cuando 1 nimero cuantico orbital I=qy
el spin del electron puede orientarse de dos maneras con respecto al camp,
magnético H producido por el movimiento del propio electrén y la energia .
pletoria de interaccién del momento magnético del electrén con dicho camy
magnético puede sumarse o restarse a la que corresponderia al nivel si no .
biera efecto magnético. Para un solo electrén, cada nivel de momento angy]
no nulo es en rigor dos niveles, o sea un doblete.

La estructura hiperfina se debe al desdoblamiento de las lineas espectra]e
debido al momento magnético del nucleo atdémico, ya que los niveles atémic
son aun mA&as numerosos
desdoblados en subniveles mas proximos. El nucleo tiene también su spin y su
momento magnético
al momento magnético angular del atomo dan lugar a un desdoblamiento
los niveles como hemos dicho en la estructura fina. No obstante, estas energias
son muchisimo menores que las correspondientes a las energias de rotacion
mas aun de vibracion.

Por consiguiente, para cada nivel electrdnico, existen m niveles cuantifica-
dos de energia de vibracion nuclear y para cada nivel de vibracidn, existen
niveles cuantificados de energia de rotacién nuclear, los cuales permiten trazu
un esquema de las principales energias cuantificadas correspondientes a dos
estados electronicos diferentes,

La excitacién molecular requiere el transito ascencional de un electrén
una orbital a otra de mas alta energia aque la que ocupaba en su estado funda-
mental. '

El camino mas directo para la consecuciéon de este estado excitado en
molécula es la absorciéon de un.fotén de energia igual a la diferencia energética
que separa a dos niveles cuantificados:

he 1
E = hv =—— orser A=c¢cT y v= =
. T

Como la absorcién de una energia luminosa eleva el nivel energético desde
el estado fundamental hasta un estado excitado m, por ejemplo, si la moléct
es susceptible de quedar en el estado excitado unos 10—8 segundos, o sea, la du-
racién media de una fluorescencia, sufrird alrededor de 10%¢ colisiones y la ener-
gia de vibracién nEv se pierde esencialmente bajo la forma de calor. Cuando
torna al estado fundamental, la molécula puede conservar una cierta energia ;
vibracién nEv, Entonces, la energia emitida después de esta transicién es "¢
rior a la energia
te la longitud de onda, todo ello de acuerdo con la ley de Stokes.

§ A : , ni
El estado de las moléculas organicas mas frecuente y por tanto mas fan

liar a los quimicos
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ado de minima energia. Existe un solo estado fundamental para cada molécula
mientras que son posibles diferentes estados de excitacion para cada una de
las moléculas. La exacta naturaleza de esos estados depende de los tipos par-
ficulares de orbitales involucrados.

Ahora bien, los estados de transicion corresponden a estados vibracionales
sxcitados, es decir, a moléculas en estado fundamental con una configuracion
lorzada. Una molécula excitada hay que considerarla como una entidad nueva,
remotamente relacionada con la misma al estado fundamental, una distribu-
yion electrénica completamente diferente, distinta disposicién geométrica o es-
gcial y es mas que probable que origine reacciones quimicas diferentes que
as que daria lugar en su estado fundamental.

Esto mismo, ampliado al campo de la filosofia, nos confirmara la diferen-
ja del comportamiento de un hombre en un estado de cdlera y cuando actua
lesapasionadamente. Por ello la justicia se aplica o debe aplicarse siguiendo
] pensamiento socratico cuando el amo suspendié el latigo ante el esclavo di-
iendo: “te azotaria si no estuviese encolerizado...”,

Un ejemplo estd en la antraquinona. que disuelta en alcohol no tiene ten-
dencia alguna para reaccionar en su estado fundametal, mientras que en el
tado excitado, acepta un &atomo de hidrégeno para dar semiquinona y mas
arde pasa a dihidro oxidandose el alcohol simultdneamente al aldehido.

. Como puede verse, en la figura 1, geométricamente, la molécula del for-
aldehido puede considerarse en dos planos: uno de ellos contiene el atomo de
arbono y los dos de hidrégeno y en el otro plano se situan el atomo de oxige-

e

0 y los dos de hidrégeno.

Bain esfads

estado ) )
Pﬂmcr exeilade rf\flf.‘l

Ectado }““damenkal exeitado SLMVML

Fig. 1

En el estado fundamestal, estos dos planos coinciden y la molécula presen-
- una configuracion planar, En el mas bajo estado excitado singulete, el angulo
itre el plano H - C - H y el plano H - O - H es de 20° y la distancia del
lace C - O aumenta de 1,22 a 1,32 A. En el mas bajo estado triplete excitado,
& longitud del enlace C - O es de 1,31 A pero el angulo que forman los das
anos H - C - H y H - O - H se incrementa a 35°

Esto confirma que no sélo existen diferencias geométricas entre el estado
Indamental y el excitado sino también entre el estado singulete y su corres-
dndiente estado triplete.

Otro ejemplo bien expresivo de los cambios geométricos que origina la exci-
A i6n se da en el acetileno —Fig. 2—. En el estado fundamental, el acetileno
8 lineal, con una distancia de enlace C - H de 1,06 A y 1,207 A para el enlace
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C - C. En el primer estado excitado singulete, la distancia de enlace C - H cam
bia a 1,08 A y el enlace C-C se incrementa a 1,333 A. Ahora bien, la signific
cién mas notable es la del angulo d eenlace H - C - C que cambia de 180° u
120° en el estado excitado. Efectivamente, como era de esperar, el acetileno,
después de la excitacidon sufre una rehibridacién de orbitales sp a sp* y adopf
una configuracién de etileno con los atomos de hidrégeno en posiciéon “trans’.
No obstante, aunque ello no ha sido todavia observado, es concebible encontrar
un isémero “cis” del acetileno en el estado excitado, es decir, que una isomer
zacién “cis-trans” pudiera haber entre ambas configuraciones geométricas como
consecuencia de la excitacion.

Otro cambio importante entre el estado fundamental y los estados excit
dos es la diferente distribucién de electrones y el efecto que ello produce en
las propiedades quimijcas,

La figura 3 muestra la distribucion electrénica del estado fundamental y
primer estado excitado singulete del fenol, basado en el calculo de orbitales mo-
leculares para el anisol hecho por ZiIMvVERMAN y SANDEL el ano 1963.

En el estado fundamental hay una parcial deficiencia electrdénica en el ato
mo de oxigeno y un incremento de la densidad electrénica en las posiciones or(v
vy pare reletivas al benceno. Esta es la causa de la débil acidez del fenol en ¢!
estado fundamental asi como la explicaciéon de la direccién predominante 07to
para en las reacciones de sustitucién electrofilica del fenol.

Si se compara la distribucién electrénica del estado fundamental con la de!
primer estado excitado singulete se aprecia una notable diferencia. E1 atomo
oxigeno tiene una considerable densidad electrdnica méas. baja en el estado ex¢
tado como consecuencia de una parcial traslacién del electrén del &dtomo de O%i-
geno al anillo, una densidad electrénica mayor en las posiciones orto y meta
por
estado fundamental.

Eistas consideraciones nos llevan a la conclusién de que el fenol es U
acido mas fuerte en el estado excitado debido al decrecimiento de la densid,‘“
electrénica en el atomo de oxigeno y una mayor dificultad para retener el proto!

Todo esto
constantes de disociacién de los diferentes fenoles expuestas al pie de la figur
Se ve que de &acidos muy débiles del orden del acido bdrico, pasan a acido
simplemente débiles del orden del acético.
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Fig. 3

En la aplicacién analitica de los fenomenos de fluorescencia han influido dos
pderosas razones: la alta

Con relacién a la sensibilidad, concentraciones inferiores a 1 ppm pueden
°r determinadas. Esta sensibilidad es unas 10 veces mayor que la conseguida
N otros métodos de absorcidn.

Y en relacion a la selectividad, como la radiacién elegida sdlo puede exci-
r a un limitado nimero de sustancias, estas seran observadas y determinadas
n esa longitud de ond

Irrosas y reducir considerablemente las interferencias,

Una adecuacién de la Ley de Lamber-Bouguer-Beer ha tenido que ser rea-
ada para medir cuantitativamente la intensidad de la. fluorescencia y dedu-
E la concentracién de la sustancia con fines analiticos.

La luz absorbida por una disolucién serd la diferencia entre la intensidad
€ ]la luz incidente Iy y la intensidad de la luz transmitida I:

Luz abs. = Iy — I
De acuerdo con la Ley de Lambert-Bouguer-Beer
Vs Io e — abc

{ de a es el coeficiente de aborcién, b el espesor de la célula y ¢ la concentra-
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Sustituyendo los valores en las expresiones anteriores, la luz absorbida serj -

Luz abs. = Ip — Ip e-abe = [ (1 — e-abc)

y la intensidad de la fluorescencia vendra determinada por el producto del rend;
miento cuantico para la fluorescencia por la cantidad de luz absirbida:

F = % Io (1 - e-abc) (1)

siendo F la intensidad de la fluorescencia y ¢ el rendimiento cuantico para la
fluorescencia.

La reabsorcion, dispersiéon y disipacién de la luz se ha despreciado en Iy
ecuacién anterior.
Como una expresidon exponencial e -abe es equivaiente a una serie de
formas siguientes,
(abe)? (abc)? (abc)* (abce)® (abc)
eabe = 1 _ gpe 4+ — + -—
2 6 24 120 n!

siendo el producto abc pequeno, se pueden despreciar los términos fraccionario
cada vez mas pequefos, como se vé, siendo aproximadamente

e -abe = 1 — abc
v sustituyendo este valor .en la ecuacién (1)
F=¢ Io(l —1+ abc) =¢ Io abc

y para un aparato determinado, unas condiciones experimentales determinadas
un compuesto y disolvente fijos, etc., el producto Io ab sera constante y en
tonces

F=Kc¢
siendo la fluorescencia proporcional a la concentracion.

El rendimiento cudnticop estard determinado por la relacién entre los cuan-
tos de fluorescencia emitidos y los absorbidos.

Cuando la relacién vale 1, el rendimiento corresponde a un proceso de efi
cacia perfecta donde todas las moléculas excitadas emiten en forma de fluores
cencia su energia de excitacion.

Si Wa es la energia absorbida y Wf la energia radiactiva (fluorescencia). ¢
rendimiento energético sera:

wit
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| se expresan las energias Wa y Wf en naimeros de cuéntos,

Wa Wai Wi WiAE

hya h c hyf h c

IR Wixf/hc AL

© = = =¢
Pa WaA/h c A

_' oue indica que el rendimiento cuantico es proporcional al rendimiento ener-
co y a la longitud de onda para todas aquellas radiaciones que satisfagan la
ey de Stokes.

Para un valor constante de Io, la intensidad de fluorescencia es proporcional
"¢ (coeficiente de extincién molecular). El espectro de excitacién corresponde
or tanto al espectro de absorcién.

Vemos por consiguiente que en condiciones determinadas, la intensidad de
' fluorescencia

No obstante, otros factores, como veremos, pueden modificar la intensidad de
| fluorescencia y no ser por tanto funcién lineal de la concentracidn.

Estos factores pueden resumirse asi:

a) Influencia de la concentracién sobre el rendimiento muéntico.

b) Inhibicién.

¢) Autoinhibicion.

d) Fotodescomposicion, y

e) Efectos de filtro interno.

~ En cuanto al primero, la elevacién de la concentracién disminuye el rendi-
lento en fluorescencia debido a que la probabilidad de desactivacion sin emisién
idiactiva aumentard con el numero de choques que se producirdn entre dos
oléculas, Esta desactivacién es correlativa a una disminucién de la duracién
ia de la emision, o sea, un descenso en el valor de Y-

La auto-inhibicién puede incluirse en este proceso y la explicaciéon del fend-
0 estd basado en dos teorias principales:

VaviLorrF y PERRIN se fundan en la existencia de colisiones de segundo orden
1 razén de la alta probabilidad de interaccién entre las moléculas de la misma
tegoria.

"En favor de esta teoria estd el hecho de la existencia de un paralelismo
tre la disminucién de ¢ (rendimiento cudntico) y vy (duracién de la vida me-
cuando la concentraciéon aumenta.

Una segunda teoria propuesta por RABINOVITCH, invoca la formacién de dime-
3 0 de polimeros no fluorescentes.
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Se basa en que la existencia de polimeros cambia continuamente el esPectry
de absorcién de numerosos colorantes cuando la concentracion se eleva.

Otro factor, auizd el de mayor importancia, sea la inhibicidn, designandg
con este término a todo proceso que reduzca el rendimiento de la ﬂuorescencia
verdadera por debajo de 1.

Este rendimiento se puede expresar en funcién de la velocidad de los pyq.
cesos que se describen, segiin la expresion:

Kt

Kf + Ko + Kt + K [Q]

donde Kf = constante de velocidad del proceso de fluorescencia

Ko = constante de velocidad del proceso global de todos los procecos
inhibicién interna
Kt = constante de velocidad del estado triplete
K [Q] = constante de velocidad de inhibicién colisional
y para una concentracion nula en inhibidor [Q] = O
Kt
¢ =

Kf + Ko + Kt

y la relacién de las intensidades de 1 afluorescencia en presencia y en ausencia
de inhibidor estara dada por la ecuaciéon de Stern-Volmer:

@o
4= Ko(Q]

@

siendo o la intensidad de la fluorescencia en ausencia de inhibidor, ¢ la intén
sidad de la fluorescencia a concentraciéon [Q] del inhibi
proporcionalidad.

La transferencia de energia en la inhibicién colisional es un proceso bim®
lecular dependiente del contacto entre la molécula excitada y el inhibidor. Se tra
de un proceso de difusién controlada, requiriendo que el tiempo de vida del €5
tado excitado envuelto sea mayor de 10—9 segundos.

El mecanismo puede esquematizarse asi:

F +Q

F + hv F*, F* —— F + hv’; F* + Q

La molécula fluorescente F absorbe un fotén y queda excitada como F* €V .
més bajo nivel excitado singulete. F* puede emitir un fotén hv’ y retornal
estado fundamental o puede actuar reciprocamente con una molécula del inh!
dor Q, perdiendo por tanto la energia de excitacién y retornar al estado ™
damental sin emisién de fluorescencia.



ARS PHARMACEUTICA 281

El mecanismo de inhibicion por transferencia electrénica es relativamente
' nuevo y extremadamente interesante. Se puede resumir asi:

disolvente
F* + Q F— Q*——— F— solvatado + Q* solvatado
o bien
Q + °F
F— Q* /!
F 4+ Q

La molécula fluorescente excitada F* reacciona corn el inhibidor aceptando
un electrén de ella y originando una pareja de iones F— Q*,

Este pa
triplete *°F e inhibidor o simplemente volver al estado fundamental disipando la
energia de excitacién en forma de calor.

La transferencia de energia no colisional se produce cuando existe alguna
distancia como 50-100 A entre el donor y el aceptor, segin el esquema:

D + hv——— D*; D* + A — D + A; A* A + hv

El donor D, absorbe radiaciéon y va al estado excitado D, transfiere su ener-
gia a A* y A pasa al estado fundamental emitiendo un fotén hv o perdiendo su
energia con produccién de calor.

Otra disminucién del rendimiento en fluorescencia puede ser debida a la
otodescomposicién, ya que una parte de la energia absorbida entrana la foto-
escomposiciéon de uno de los constituyentes.

La velocidad de fotodescomposicion R, es proporcional a la energia de la luz
incidente segiin la expresion:

R =¢ploeCd

iendo ¢ el rendimiento cuantico, e el coeficiente de extincién molecular, C la
oncentracion y d el espesor.

Finalmente el efecto del filtro interno. Este no tiene influencia en el proceso
imario de la emisién pero reduce la intensidad de la fluorescencia observada,
ien sea por la absorcién de la luz de excitacién o bien por la de emisién. Cuando
s disoluciones absorben fuertemente la luz, la fluorescencia se concentra en la
perficie o cara de entrada de la cubeta y entonces, el motomultiplicador recibe
oca o ninguna luz. Es por tanto un proceso distinto del de la inhibiciéon ya
BXpuesto.

Como ejemplo de aplicaciones se pueden citar:

el aluminio con 8-hidroxiquinoleina fluorescente a 520 mM;

el cadmio con 2-orto hidroxifenil benzosazol, Interfiere el Cu(II);

los cianuros con cloramina T dan cloruro de cian6geno y con nicotinamida
forman un compuesto con fluorescencia azul en medio alcalino;
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—el estafio (IV) con hidroxiflavona se excita a 400 mM y fluoresce a 470 mlM:
— el estafio (II) se combina con el acido 7-amino, 3 nitro, 1-naftalen sulfdnjce
— el talio con Rodamina B;

— magnesio con salicilideno-etileno-diamina en dimetil formamida.

— alcaloides (atropina, morfina, codeina, reserpina, quinina);

— aminoacidos: Los aromaticos presentan fluorescencia propia, sobre todo |,
tirosina a pH=8 y el triptéfano a pH=5, Esta fluorescencia es 100 veces ma-
yor que en la tirosina.

— Vitaminas del grupo B como la Bi, B: (directamente fluorescente), PP, R,
También las liposolubles como la A debido a su estructura poliénica, la vita-
mina E.

— Medicamentos: Atebrina, tetraciclina (previa degradaciéon a isoclortetracic!
na), fenotiazidas, imipramina.

—Corticoesteroides, acidos biliares, progesterona, colesterol, etc.



