2. ANTECEDENTES

2.1. Fluorescencia Molecular.

La fluorescencia es el proceso de emision de luz por moléculas que son
excitadas con radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. Una de las
caracteristicas mas atractivas de los métodos de fluorescencia es su sensibilidad
inherente, la cual es, con frecuencia, de uno a tres 6rdenes de magnitud mayor que la de
la espectroscopia de absorcion. No obstante, los métodos de fluorescencia se aplican
mucho menos que los métodos de absorcion debido al nimero relativamente limitado de

sistemas quimicos que fluorescen.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos probables de excitacion y
relajacion.



Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada es breve porque
hay diversas formas en las cuales un atomo o una molécula excitada liberan su exceso
de energia y se relajan a su estado fundamental. Dos de los mecanismos de relajacion
mas importantes son la relajacion 6 desactivacion no radiante (que incluye relajacion
vibracional y conversion interna) y la relajacion fluorescente (fluorescencia). En el
diagrama de la Figura 1, conocido como Diagrama de Jablonski, se ilustran los

diferentes procesos de desactivacion de los estados excitados.

La relajacion vibracional, sefialada por las flechas onduladas cortas entre los niveles de
energia vibracionales, tiene lugar durante las colisiones entre moléculas excitadas y las
moléculas del disolvente. Durante estas colisiones el exceso de energia vibracional se
transfiere a las moléculas del disolvente en una serie de etapas como se indica en la
figura. La ganancia de energia vibracional del disolvente se refleja en un ligero
incremento de la temperatura del medio. La relajacion vibracional es un proceso tan
eficiente que el tiempo de vida promedio de un estado vibracional excitado es de 107"

segundos aproximadamente.

Fluorescencia, es un proceso radiativo de relajacion que en la figura se ilustra con
flechas soélidas. Se puede observar que las bandas de emision son producidas cuando las
moléculas excitadas electronicamente se relajan a cualquiera de los estados
vibracionales del estado electronico fundamental. De igual forma que las bandas de
absorciéon molecular, las bandas de fluorescencia molecular estan formadas por una

multitud de lineas espaciadas tan estrechamente que son muy dificiles de resolver.

Conversion interna, es un proceso no radiativo de relajaciéon que ocurre, a través del
disolvente, entre niveles excitado y basal. En la Figura se ilustra por las flechas
onduladas largas. Este tipo de relajamiento también puede ocurrir entre el nivel
vibracional inferior de un estado electronico excitado y el nivel vibracional superior de

otro estado electronico excitado.



El camino mas probable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el
tiempo de vida media del estado excitado. Por tanto, si la desactivacion por
fluorescencia es rapida con respecto a los procesos sin radiacion, se observa tal emision.
Por otro lado, si un camino sin radiacion tiene una constante de velocidad favorable, la

fluorescencia no tiene lugar o es menos intensa.

La fluorescencia, un tipo particular de fotoluminiscencia, estd limitada a un
numero relativamente pequeiio de sistemas que incorporan caracteristicas estructurales
que hacen que la velocidad de los procesos de desactivacion sin radiacion se reduzcan

hasta el punto que la reaccion de emision puede competir cinéticamente.

Las bandas de fluorescencia molecular por lo regular se observan a longitudes de
onda mas largas, y por tanto a energias menores, que la banda de radiacion responsable
de su excitacion. Este desplazamiento hacia longitudes de onda mayores se llama
desplazamiento de Stokes. En aquellos casos en los que la radiacion absorbida sea
emitida sin cambio en la longitud de onda (misma energia) se conoce como radiacion

de resonancia o resonancia fluorescente.

Debido a que la diferencia de energia entre los estados vibracionales es
aproximadamente la misma, tanto para el estado fundamental como para el excitado, la
absorcion, o espectro de excitacion, y el espectro de emision o fluorescencia de un
compuesto, frecuentemente aparecen como una imagen especular uno de otro con una

sobreposicion que ocurre en la linea de resonancia.

2.1.1. Variables que afectan a la fluorescencia.

Rendimiento cudntico: El rendimiento cudntico o la eficacia cuantica de Ila
fluorescencia es simplemente la relacion entre el nimero de moléculas que emiten
fluorescencia respecto al nimero total de moléculas excitadas. Las moléculas altamente
fluorescentes, por ejemplo, la fluoresceina, tienen eficiencias cudnticas que, en ciertas
condiciones, se aproximan a la unidad. Las especies no fluorescentes tienen eficiencias

que son practicamente cero.



Estructura: La fluorescencia mas intensa y la mas util es la que presentan los
compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos. Los compuestos que
contienen estructuras alifaticas, aliciclicas o estructuras con dobles enlaces muy
conjugados pueden presentar también fluorescencia. La mayoria de los hidrocarburos
aromaticos no sustituidos son fluorescentes en disolucion, la eficacia cuantica aumenta
con el nimero de anillos y con su grado de conjugacion. La sustitucion en un anillo
aromatico causa desplazamientos en la longitud de onda de absorcion maxima y los
cambios correspondientes en los picos de fluorescencia.

Rigidez estructural: Empiricamente se encuentra que la fluorescencia esta
particularmente favorecida en moléculas que poseen estructuras rigidas. Por ejemplo,
las eficacias cudnticas para el fluoreno y el bifenilo estan proximas a 1.0 y 0.2,
respectivamente, bajo condiciones similares de medida. La influencia de la rigidez
también tiene importancia en el aumento de la fluorescencia de ciertos quelantes
organicos cuando estan formando un complejo con un ion metalico. Por ejemplo, la
fluorescencia de la 8-hidroxiquinoleina es mucho menor que la de su complejo con zinc.
Temperatura y disolvente: La eficacia cuantica de la fluorescencia disminuye en
muchas moléculas con el aumento de la temperatura, ya que el aumento de la frecuencia
de las colisiones a temperatura elevada hace aumentar la probabilidad de desactivacion
no radiante (conversion externa). Una disminucion en la viscosidad del disolvente
también aumenta la probabilidad de conversion externa y produce el mismo resultado.
Efecto del pH: La fluorescencia de un compuesto aromatico con sustituyentes acidos o
basicos en el anillo depende normalmente del pH. Tanto la longitud de onda como la
intensidad de emision son probablemente diferentes para la forma ionizada y no
ionizada del compuesto. Por lo tanto es muy frecuente en los métodos fluorimétricos el
control estricto del pH.

Efecto de la concentracion: La potencia de la radiacion fluorescente F es proporcional
a la potencia radiante del haz de excitacion que es absorbido por el sistema [Skoog,

D.A. etal., 2001].

La fluorescencia es un caso particular de luminiscencia en el que la excitacion
optica de un cromoéforo y la emision desde el mismo, tienen lugar a través de estados
electronicos singletes. Algunas sustancias naturales, como las proteinas, muestran
fluorescencia intrinseca como resultado de la presencia de grupos aromaticos en su

estructura (triptéfano, tirosina, fenilalanina, etc.). Sin embargo, en ocasiones es
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necesario introducir fluoréforos extrinsecos (fluoresceina) con el fin de adecuar las
propiedades espectrales de las sustancias a las necesidades de cada experimento.

La determinacion de la intensidad de fluorescencia se puede realizar en estado
estacionario, es decir, con excitacion y observacion constantes. También se pueden
realizar determinaciones con resolucion temporal, cuando la muestra se excita, por
ejemplo por un pulso de luz de muy corta duraciéon y la emision se detecta por medio de
un sistema de alta velocidad. El tiempo de vida media de fluorescencia de un fluor6foro
es el tiempo promedio que la molécula permanece en el estado excitado antes de decaer
al estado fundamental. Los tiempos de vida media de fluorescencia de los fluoroforos
utilizados cominmente suelen ser del orden de 2-15 ns. Debido a la corta escala de
tiempos de la fluorescencia, las medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo
requieren métodos Opticos y electronicos muy complejos. A pesar de las dificultades
experimentales, los estudios de fluorescencia con resolucidon temporal son muy utiles
debido al gran volumen de informacion que proporcionan, en comparacion con la
informacion (promediada temporalmente) que se obtiene a partir de las medidas de
estado estacionario. Los métodos habitualmente utilizados para medir intensidades de
fluorescencia en la zona ultravioleta-visible pueden trabajar en el dominio del tiempo o
de frecuencias. En el presente trabajo se ha utilizado el primero de los dos métodos, de
dominio de tiempo, en el que la muestra se excita con un pulso de luz y se mide la
variacion temporal de la intensidad de fluorescencia.

El éxito de la espectroscopia de fluorescencia para los estudios dinamicos y
estructurales de sistemas biologicos se debe a su gran sensibilidad, a su capacidad de
respuesta a cambios en el microentorno de la molécula emisora, debido a la
especificidad de las caracteristicas de la fluorescencia (espectros, rendimiento cuantico,
tiempos de vida media...) y a la posibilidad de proporcionar informacion espacial y
temporal [Zorilla-Lépez, S., 2002].

La energia potencial de los estados electronicos fundamentales y excitados del centro
luminiscente es graficada contra una coordenada general, la cual es frecuentemente la
distancia internuclear. Esto se muestra esquematicamente para el estado fundamental en
la Figura 2: La curva sélida muestra cualitativamente como la energia potencial varia
como una funcién de la distancia interatomica. Esta pasa por un minimo en la longitud
de enlace de equilibrio, Re. Dentro de estos estados fundamentales, son posibles
diferentes estados vibracionales del ion positivo, como se muestra por las lineas

horizontales V, Vi, etc.



Cada estado electronico para el centro luminiscente tiene una curva de energia potencial
similar a la de la Figura 2. Una curva tipica para un estado excitado se muestra en la
Figura 3; usando este diagrama es posible explicar muchas de las formas de la
luminiscencia.

Primero, el proceso de excitacion involucra la migracion del centro activo desde su
estado fundamental, nivel A, dentro de un mayor nivel vibracional del estado excitado,
B. Segundo, parte de esta energia es entonces disipada rapidamente por el ion a un nivel
mas bajo, C, en el estado excitado. Esta energia perdida por el cristal huésped aparece
como calor. Tercero, el centro activo retorna a su estado fundamental, nivel D o A,
emitiendo luz. La energia de excitacion A — B es mayor que la de emision C—D, la
radiacion emitida es de menor longitud de onda que la radiacién de excitacion. Esta

diferencia en la longitud de onda se conoce como cambio Stokes.
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Figura 2.Diagrama de energia potencial del estado fundamental para un centro de

luminiscencia en un cristal idnico huésped.

Un efecto conocido como “quenching” térmico, en el cual la eficiencia de la
luminiscencia decrece marcadamente cerca de cierta temperatura, puede también ser
explicado con la ayuda de la Figura 3. Las curvas de energia potencial de los estados
fundamentales y excitados sobrepasan el punto E. En este punto, un ion en el estado
excitado puede regresar a su estado fundamental, con la misma energia. Asi puede

entonces retornar a los niveles de energia mas bajos del estado fundamental en una serie
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Figura 3. Diagrama de energia potencial para el estado fundamental y el estado

excitado para un centro luminiscente.
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de transiciones vibracionales. Debido a los anterior, el punto E representa una especie
de punto de derrame. Si un ion en el estado excitado puede adquirir suficiente energia
vibracional para alcanzar el punto E, éste puede desbordarse dentro de los niveles
vibracionales del estado fundamental. Si esto sucede, toda la energia es liberada como
energia vibracional y no ocurre luminiscencia. La energia del punto E es obviamente
critica. En general, este punto también es alcanzado como consecuencia del incremento
de la temperatura, puesto que, con la elevacion de la temperatura los iones tienen un
incremento de la energia térmica y son capaces de moverse progresivamente a niveles
de mayor energia vibracional.

El tipo de transicidon descrita arriba, explica porque el “quenching” térmico es un
ejemplo de transicién no radiativa. En este proceso el ion excitado se deshace de una
parte de su exceso de energia por imparticion de energia vibracional en el entorno del
cristal huésped. De este modo, el i6n excitado es capaz de retornar al nivel de energia
menor sin radiacion de energia electromagnética, y por ende sin emision de luz.

Otro tipo de transicion no radiativa involucra la fosforescencia sensibilizada. Esta
transicion, conocida también como transferencia de energia no radiativa, es mostrada
esquematicamente en la Figura 4. Esto depende de:

(a) la existencia de niveles de energia similares en los estados excitados de ambos iones
sensibilizadores e iones activadores.

(b) la cercania relativa de iones sensibilizadores y activadores dentro de la estructura del
cristal huésped. En la operacion la radiacion excitante promueve a los iones
sensibilizadores dentro de un estado excitado. Estos transfieren energia a los iones
activadores vecinos, con una pequefia o sin pérdida de energia durante la transferencia,
y al mismo tiempo los iones sensibilizadores a sus estados fundamentales. Finalmente,
los iones activadores retornan a sus estados fundamentales por la emision de radiacion
luminiscente.

La transferencia de energia no radiativa, también se involucra en el efecto Poison de
ciertas impurezas. En esto, la energia es transferida desde un sensibilizador o un
activador a un sitio Poison en el cual la energia es repartida a la estructura del huésped
en forma de energia vibracional. Iones que tienen transiciones no radiativas para el

estado fundamental [Acufia-Elgueta, J.F. et al., 2006].
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Figura 4. Transferencias de energia no radiativa involucradas en la operacion de

sensibilizacion.

2.1.2. Fluorescencia de Estado Estacionario.

Espectros de emision y excitacion. El espectro de emision de una sustancia se
determina a partir de la variacion de la intensidad de fluorescencia con la longitud de
onda de emision a una longitud de onda de excitacion fija. Del mismo modo, la
variacion en la intensidad de fluorescencia en funcion de la longitud de onda de
excitacion para una longitud de onda de emision fija constituye el espectro de excitacion

[Zorrilla-Lopez, S., 2002].

Los espectros de emision y excitacion son tomados usando un
espectrofluorémetro. La fuente de luz es una ldmpara que emite un flujo constante de
fotones, esto es, una cantidad constante de fotones por unidad de tiempo, sea cual sea su
energia. Denotaremos Ny como la cantidad de fotones incidentes, durante un tiempo
dado por unidad de volumen de la muestra, donde la concentracion de fluoréforos es
[A] (No y [A] estan en mol L™"). aN, representa la cantidad de fotones absorbidos por

unidad de volumen implicado en el siguiente proceso de excitacion:

ka
A + by — 1A

12



La constante de pseudo primer orden para este proceso es muy grande (k,~ 10"°s™). Los
pasos subsecuentes de desexcitacion ocurren con constantes de mucha menor

proporcion (kS y kn'~ 107- 10'%™) de acuerdo con:

. . . .y . ., *
Bajo iluminacion continua, La concentracion ['A"] permanece constante, lo que
significa que 'A” se encuentra en un estado estacionario; las medidas bajo estas

condiciones son llamadas mediciones de estado estacionario [Valeur, B., 2001].

2.1.3. Tiempo de vida de la fluorescencia.

El tiempo de vida media de fluorescencia (t) es el tiempo promedio que las
moléculas permanecen en el estado excitado después de la excitacion. El tiempo de vida
media de fluorescencia es una de las caracteristicas mas importantes de los fluoréforos,
ya que representa la ventana experimental de tiempo para la observacion de cualquier
proceso dindmico.

La excitacién de una muestra que contiene un fluoréforo con un pulso de luz
infinitamente estrecho, tiene como consecuencia que un cierto nimero de moléculas del
fluoroforo pasen al estado excitado. Para fluor6foros con un solo tiempo de vida media
de fluorescencia, la intensidad de fluorescencia decae exponencialmente.

El tiempo de vida media de fluorescencia (1) es el tiempo en el que la intensidad de
fluorescencia decae en un factor de 1/e con respecto a su valor a tiempo cero (/(0)).
[Zorrilla-Lopez, S., 2002]

Si se considera la excitacion de un fluoréforo con un pulso infinitamente corto de luz,

resultando un promedio N, de fluoroforos en el estado excitado. La razén de

decaimiento de la poblacion inicialmente excitada es:

13



dN ()
dt

-(y + )N (1

Donde N(¢) es el nimero de moléculas excitadas en el tiempo ¢ después de la
excitacion, ) es la proporcion de decaimientos radiativos, y K es la proporcion de
decaimientos no radiativos. Entonces si N(¢#)= N, en el tiempo ¢ =0 ¢ integrando la

ecuacion, tenemos que:

N(f)=N,e " )

Donde 7= (¥ + K )'1 es el tiempo de vida en el estado excitado. Por lo tanto,

esperamos que la intensidad de la fluorescencia F(t), que es proporcional a la poblacion
del estado excitado [F(t) = yN(t)], decaiga exponencialmente. El tiempo de vida de la
fluorescencia se compara con el tiempo necesario para que la intensidad decaiga a 1/e

de su valor inicial, €l cual es (¥ + K )'1. Otra forma en la que se puede determinar el

tiempo de vida es de la pendiente del logaritmo de la funcion [LogF(t) ] contra el

tiempo (7).

El tiempo de vida también puede ser considerado como una cantidad promedio del
tiempo de vida que un fluoréforo pasa en el estado excitado. Este promedio esta dado

por

SN
<t> - E[Ni(t) (3)

Para un nimero grande de fluoroforos y para intervalos de tiempo pequenos la suma se

convierte

[

f tN()dt }te"/ "dt
(-t @
fN@m fa%ﬁ
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El denominador es igual a 1. Haciendo una integracioén por partes, encontramos que el
numerador es igual a t°. Por ello, para un decaimiento exponencial, el tiempo medio que

un fluoréforo permanece en el estado excitado es igual al tiempo de vida.

(t)=1 Q)

Es importante notar que la ecuacion (8) no es valida para leyes de decaimiento mas
complejas, como los decaimientos multi — o no exponenciales; utilizando la ley de
decaimiento observada, el tiempo de vida promedio siempre puede ser calculado

utilizando la ecuacion (4) [ Lacowicz, J.R., 1999].

2.1.4. Fluorescencia de Tiempo-Resuelto.

En la discusion anterior se supone que cada especie fluorescente podria
caracterizarse por un tiempo de decaimiento que es independiente de la longitud de
onda de emision. Hay muchas circunstancias en que dicha suposiciéon no es correcta,
como es el caso de reacciones de estado excitado, como la pérdida de protones por el
fenol y naftol, la formacion de complejos de transferencia de carga, como ocurre entre
antraceno y aminas; y relajacion por solventes dipolares (que resulta en cambios
espectrales dependientes del tiempo por numerosos fluor6éforos sensibles a los
solventes). En todas estas circunstancias ocurre corrimiento de espectros de emision
hacia mayores longitudes de onda con el tiempo, siguiendo a la excitacion pulsada; en
algunos casos, como la perdida de protones y la formacion de complejos, la emision del
estado excitado inicial desaparece mientras que la del producto incrementa. Para el caso
de la relajacion del solvente, el espectro puede deslizarse hasta las longitudes de onda
mas largas con el tiempo después de la excitacion. En cualquier evento uno desea
observar estos corrimientos dependientes del tiempo para entender el proceso de estado
excitado. Uno de los medios para visualizar estos corrimientos es a través del espectro
de emision de tiempo resuelto (TRES, por sus siglas en inglés). Basicamente estos son

espectros que son medidos en varias ocasiones siguiendo el pulso de excitacion; tales

15



espectros pueden ser obtenidos usando ya sea el método de muestreo de pulsos o el
método de conteo de fotones. La mayoria de los espectros de emision de tiempo resuelto
de muestreo de pulsos son obtenidos por grabacion directa donde los resultados de
conteo de fotones se obtienen principalmente por procedimientos computacionales

[Shiraishi, Y. et al., 2006].

Para un fluoréforo sencillo cuya intensidad de fluorescencia, F(f), que decae

exponencialmente se encuentra que:

t t

F(t)y=yNye " =Fe
(6)

Donde Fj es la intensidad de la fluorescencia a ¢t = 0. Frecuentemente, los decaimientos
no son descritos adecuadamente por una exponencial sencilla. En estos casos el

decaimiento observado generalmente se ajusta a una suma de exponenciales

F(t)= Zaie_f )

Donde a; es un factor pre exponencial que representa la contribucion fraccional al
decaimiento de tiempo resuelto del componente con una vida media 7;. Es importante
reconocer que, dependiendo de la muestra a investigar, las cantidades o;y 7; pueden
tener o no un significado fisico. Por ejemplo, el decaimiento de la fluorescencia puede
ser no exponencial, esto es que no es descrito propiamente por una suma de términos
exponenciales; Los decaimientos no exponenciales se esperan y se observan
frecuentemente en fluor6éforos que disminuyen su intensidad por transferencia de
energia o que experimenta una relajacion con el solvente. Siempre es posible ajustar los
decaimientos medidos a una ecuacion similar a la ecuacion (7) y generalmente dos o
tres componentes son adecuados para ajustar cualquier decaimiento observado. En estos
casos los parametros ajustados (a; y 7;) no estan precisamente relacionados a una
propiedad espectral de la molécula o de la muestra en estudio. No se debe asumir que
los valores de a;y 7; representan componentes Unicos de la muestra a menos que otras

indicaciones estén disponibles para apoyar esta interpretacion.
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Hay una circunstancia importante donde los valores de a;y 7; tienen significado
fisico, siendo para una mezcla de fluoréforos que no interacttian. La mezcla puede ser el
resultado de varios fluoroforos diferentes o un fluoroforo en varios ambientes
diferentes, las cuales se denominan mezclas heterogéneas o que presentan
heterogeneidad en el estado base. Para muestras heterogéneas, en las cuales cada
especie decae exponencialmente el decaimiento pueden ser descrito por la ecuacion (7).
Los valores de 7; representan las vidas medias de las especies individuales. La

intensidad fraccional (f;) de cada especie esta dada por :

ar, (8)
"= San,

Por lo tanto, el decaimiento por tiempo resuelto puede ser utilizado para revelar y
analizar emisiones heterogéneas. Sin embargo, se hace énfasis de nuevo que al ajustar el
decaimiento a la ecuacion (7) no prueba la existencia de especies individuales descritas

por los parametros de ajuste. [Lacowicz, J.R., 1999]

2.1.5. Mecanismos de apagamiento de fluorescencia.

El principio de los quimiosensores fluorescentes para analitos especificos puede
ser clasificado segin la naturaleza del proceso como la transferencia electronica
fotoinducida (PET), la transferencia de carga fotoinducida (PCT), la resonancia

fluorescente por transferencia de energia (FRET) y la formacion de excimeros (Figura

5).

17



Estado apagado
(a) LT Estado encendido

——@Mw _—— ©
Fluorsscencia débil /71N \\

Fluorescencia

Ttansferenaa de Carga

Anahto

. Comnnmto espectral .

©) Analito /.

-

VAR LN

AN

() \0 FRET “” 1)

Desplazamiento
espectral

Figura 5. Principio de reconocimiento por PET (a), PCT (b), formaciéon de excimero
(c) y sistemas FRET (d).

La transferencia electronica fotoinducida (PET) han sido ampliamente estudiada
en quimiosensores. Al excitar el fluoréforo, un electrén del orbital molecular mas alto
ocupado (HOMO) se promueve al orbital molecular mas bajo desocupado (LUMO),
que permite que la PET del HOMO del donante al LUMO del aceptor tome su lugar.
Este proceso proporciona un mecanismo para la desactivacion no radiativa del estado
excitado, causando un efecto de amortiguamiento de la fluorescencia. Una vez enlazado
al analito , el potencial redox del donador es incrementado, la PET ya no es posible y el
proceso de apagamiento se suprime. En el caso de la union de iones metélicos, el efecto
se llama fluorescencia aumentada por chelacion (CHEF).

Los quimiosensores basados en transferencia de carga fotoinducida (PCT) se han
disefiado con base en el siguiente mecanismo. Cuando un fluor6foro que contiene un
grupo donador de electrones conjugado se une a un grupo aceptor de electrones, ocurre
transferencia de carga intramolecular desde el donador hasta el aceptor por excitacion
con luz. La interaccion del analito con el grupo donador afecta la eficiencia del proceso

PCT y cambia las propiedades fotofisicas del fluordforo.

18



La resonancia fluorescente por transferencia de energia (FRET) surge de la
interaccion entre un par de fluordforos distintos, uno de los cuales actia como un
donador de energia de estado excitado hacia el otro (aceptor). Esto regresa al donador a
su estado electronico basal, y la emision puede ocurrir desde el centro del aceptor.
Recientemente, mas y mas quimiosensores se construyen basados al principio FRET

[Minglian, Y. et. al. 2009].

2.1.6. Rendimientos Cuanticos.

Cuando se utiliza la luminiscencia como un método de medicion, la variacidon
del rendimiento cuantico ® por efecto del entorno quimico (por ejemplo, la temperatura
y la viscosidad de la fase condensada, apagadores de fluorescencia) o instrumental (por
ejemplo, tipo de monocromador, el ancho de la ranura y la intensidad de la fuente de
excitacion), es de gran importancia para el analisis. De hecho, se estima que el valor
absoluto del rendimiento cuantico ®, a menudo permite determinar cual técnica de
luminiscencia especifica es suficientemente sensible para el analisis en cuestion.

[McCarthy, W.J., Winefordner, J.D., 1967].

La eficiencia cuantica, ®, es expresada como la proporciéon de moléculas
excitadas que se desactivan por la emision de fotones de fluorescencia. Es la razén del

numero de fotones emitidos por el nimero de fotones absorbidos por unidad de tiempo.

® = Numero de fotones emitidos

No. de fotones absorbidos 9)

Por lo tanto se entiende que la eficiencia cuantica de fluorescencia estd directamente

relacionada con las velocidades de desactivacion radiativas (R;) y las no radiativas (Ry;).
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— _Rr (10)

S RetRpr

Las mediciones del rendimiento cuantico absoluto son criticas ya que requieren
de un equipo especial. Es necesario conocer con precision la cantidad de luz recibida es
excitada por la muestra. Estas mediciones usualmente son determinadas usando agentes
dispersivos, esferas integradoras o actindmetros para calibrar el sistema. Existen otras
técnicas para determinar el rendimiento cudntico de la fluorescencia absoluta como
calorimetria. Entonces la eficiencia cuantica de la fluorescencia de un compuesto

desconocido estd entonces relacionada con un estandar por la ecuacion:

(11)
Donde:

()] ;= Eficiencia cuantica de fluorescencia.

F = Area de la banda de emision.

n = Indice de refraccion del solvente utilizado.

A= Absorbanciaala Ade excitacion (espectro de UV)
s = Estandar

x = Muestra desconocida

En la ecuacion (11), A es la absorbancia por numero de cuentas de los fotones
absorbidos en una area y F es el nimero de cuentas de los fotones emitidos.

Se conoce que cuando la luz pasa a través de un medio a otro, parte de esta luz se pierde
debido a la reflexion, el cual depende de la diferencia de los indices de refraccion de los
dos medios. Usualmente los indices de refraccion pueden ser tomados de manuales de
quimica. Si es necesario, el indice de refraccion se puede determinar usando un
refractometro, a la misma temperatura usada para tomar el espectro de fluorescencia.

[Fery-Forgues, S; Lavabre, D., 1999]
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2.2. Generalidades sobre Quimica Supramolecular.

La quimica supramolecular es un area multidisciplinaria enfocada al estudio y
empleo de ensambles moleculares unidos a través de interacciones no-covalentes, tales
como puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones cation-m, etcétera.
Esta area puede verse como una extension de la quimica clasica del enlace covalente,
que une atomos para formar moléculas, a una quimica del enlace no-covalente, que une
moléculas, y con frecuencia la etiquetan, siguiendo los conceptos de a J. M. Lehn,
sencillamente como “quimica mas alla de la molécula”.

En comparacion con los enlaces covalentes, las interacciones intermoleculares

son débiles y tradicionalmente atraen la atencion de los quimicos en relacion con
procesos en los cuales participan grandes cantidades de especies; por ejemplo,
solvatacion, fendémenos superficiales, comportamiento fisico de gases a alta presion,
etcétera. Sin embargo, analizando algunos sistemas bioldgicos, vemos que varios
procesos fundamentales como la replicacion celular, las interacciones anticuerpo-
antigeno, la catdlisis enzimatica, se realizan con asombrosa eficiencia debido a una
accion muy bien organizada de las fuerzas intermoleculares entre s6lo dos moléculas.
El desarrollo de la quimica supramolecular estd fuertemente ligado a los estudios de
sistemas biologicos, que se refleja también en la terminologia usada en esta area. El
descubrimiento de la importancia de las interacciones no-covalentes para el
mantenimiento de estructuras de moléculas bioldgicas, y para su funcionamiento,
estimul6 los estudios sobre la naturaleza de estas interacciones. De igual manera, los
intentos de reproducir en sistemas quimicos algunos procesos bioldgicos como por
ejemplo el transporte i6nico a través de membranas celulares o la catalisis enzimatica
llevaron al desarrollo de nuevos principios de disefio de reactivos analiticos,
catalizadores, farmacos, etcétera.

El fendmeno de interaccion no-covalente fuerte y especifico entre dos o mas
entidades moleculares se llama reconocimiento molecular. Los componentes de estos
sistemas se denominan 1) receptor (el componente que se emplea para reconocer una
especie blanco) y 2) ligante o sustrato (especie blanco). Con frecuencia, el receptor es
una molécula grande que posee una cavidad o una grieta capaz de incorporar a la
molécula mas pequenia. En este caso el receptor se llama anfitrion (host), el ligante
huésped (guest) y el producto de asociacion entre ellos se llama complejo de inclusion.

En fase solida, el complejo de inclusion se puede formar cuando la red cristalina de una
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sustancia contiene tuneles o canales suficientemente amplios para atrapar un huésped. Si
el huésped atrapado estd bloqueado por todos lados, el complejo de inclusion se llama
clatrato o compuesto jaula. Algunos anfitriones de volumen suficientemente grande
pueden formar clatratos atin en disolucion.

A pesar de que algunos complejos de inclusion fueron reportados en los afios treinta del
siglo pasado, y de que en este mismo periodo ya existieron enfoques importantes al
tratamiento teorico de las interacciones no-covalentes, la quimica supramolecular se
form6 como un area independiente solamente en el transcurso de los afios setenta y
ochenta. Historicamente tuvo un gran impacto en esta area la entrega del Premio Nobel
en quimica en 1987 a Donald J. Cram (University of California, Los Angeles, EUA),
Jean-Marie Lehn (Universit¢ Louis Pasteur Strasbourg, Collége de France, Paris,
Francia) y Charles J. Pedersen (Du Pont, Wilmington, EUA) “por el desarrollo y
empleo de moléculas con interacciones especificas de alta selectividad”. Actualmente,
la quimica supramolecular es un 4area muy desarrollada que cuenta con revistas
especializadas (Supramolecular Chemistry, Taylor & Francis; Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry, Springer; Journal of Molecular Recognition,
Wiley; Royal Society, y otras [ Yatsimirsky, A.K., 2009].

La quimica supramolecular no es unicamente un campo de estudio, sino un enfoque
general a la disciplina entera de la quimica. Su mérito principal es la introduccion, en la
quimica clasica, de los conceptos de organizacion y funcionamiento de los sistemas
biologicos y el uso amplio de las interacciones no-covalentes para mejorar la
selectividad y la eficiencia de diferentes procesos quimicos, el disefio de ensambles
moleculares funcionales y el control del empaquetamiento de los cristales. Ademas, su
desarrollo estimulé la comprension teorica profunda de la naturaleza de las
interacciones intermoleculares.

La quimica supramolecular se ocupa de interacciones sutiles y, por lo tanto, el
control sobre los procesos implicados requiere de una gran precision. En particular, los
enlaces no covalentes tienen bajas energias y, a menudo, ninguna energia de activacion
para su formacion. Segun la ecuacion de Arrhenius, a diferencia de la quimica de
formacioén de enlaces covalentes, la razén de formacion de enlaces no covalentes no se
ve incrementada a altas temperaturas. De hecho, las ecuaciones de equilibrio quimico
muestran que las bajas energias de enlace resultan en un desplazamiento hacia el

rompimiento de complejos supramoleculares a altas temperaturas.
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Sin embargo, las bajas temperaturas también pueden ocasionar problemas en los
procesos supramoleculares, ya que éstos pueden requerir la distorsion de moléculas
hacia conformaciones termodinamicamente desfavorecidas, ademas de que, en
ocasiones, es necesario incluir cierta quimica covalente que acompafie el proceso
supramolecular. La naturaleza dindmica de la quimica supramolecular puede ser
utilizada en varios sistemas (por ejemplo, mecanica molecular) y, la disminucién de la
temperatura del sistema puede retardar estos procesos. De esta manera, la
termodindmica es una herramienta importante para el disefio, control y estudio de la
quimica supramolecular. Quiza, el ejemplo mas impactante son los sistemas bioldgicos
de sangre caliente, los cuales dejan de operan completamente fuera de un rango muy

estrecho de temperaturas.

Ambiente. El ambiente molecular alrededor de un sistema supramolecular también es
de gran importancia para su operacion y estabilidad. Varios solventes tiene fuertes
enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y capacidades de transferencia de
carga y, por lo tanto son capaces de involucrase de manera compleja con el equilibrio
del sistema, incluso rompiendo complejos completamente. Por esta razon, la eleccion

del solvente puede ser critica.

Autoensamblado molecular. El autoensamblado molecular es la construccion de
sistemas sin una guia o manejo de una fuente externa (a excepcion de proporcionar un
ambiente adecuado). Las moléculas se ordenan para formar ensambles a través de
interacciones no covalentes. El autoensamblado molecular puede subdividirse en
autoensamblado intermolecular (para formar ensambles supramoleculares) y
autoensamblado intramolecular (o plegamiento). El autoensamblado molecular también
permite la construccion de grandes estructuras como las micelas, membranas, vesiculas,

cristales liquidos, ademas de ser importante para la ingenieria cristalina.

Reconocimiento y complejacion molecular. El reconocimiento molecular es la union de
una molécula huésped a una molécula anfitrion complementaria, para formar un
complejo anfitrion-huésped. A menudo, la definicién de que especie es el “anfitrion” y
que especie es el “huésped” es arbitrario. Las moléculas son capaces de identificarse
una a la otra por medio de interacciones no covalentes. Las principales aplicaciones en

este campo es la construccion de sensores moleculares y en catélisis.
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Sintesis dirigida por Plantilla. El reconocimiento y el auntoensamblado molecular
pueden utilizarse con especies reactivas para pre-organizar un sistema para una reaccion
quimica (para formar unos o mas enlaces covalentes). Puede ser considerado un caso
especial de catalisis supramolecular. Los enlaces no covalentes entre los reactivos y una
“plantilla” mantienen juntos los sitios reactivos de los reactantes, facilitando la quimica
deseada. Esta técnica es particularmente util para las situaciones donde la conformacion
deseada es termodinamico o cinético improbable, por ejemplo en la preparacion de
macrociclos grandes. Esta pre-organizacion también sirve a propdsitos tales como
reduccion al minimo de las reacciones laterales, disminuir la energia de activacion de la
reaccion, y para producir la estereoquimica deseada. Después de que haya ocurrido la
reaccion, la plantilla puede permanecer en lugar, se remueva fuertemente, o puede ser
desacomplejada ‘“‘automaticamente” a causa de las diversas caracteristicas del
reconocimiento del producto de la reaccion. La plantilla puede ser tan simple como un

solo ion del metal o puede ser extremadamente compleja.

Arquitecturas moleculares mecanicamente ensambladas. Las arquitecturas molecular
mecanicamente ensambladas consisten en moléculas unidas como consecuencia de su
topologias. Pueden existir algunas interacciones no covalentes entre los diversos
componentes (a menudo, los que fueron utilizados en la construccion del sistema), pero
no hay enlaces covalentes. La quimica supramolecular, y la sintesis dirigida por
plantilla, en particular, es un punto clave en la sintesis eficiente de los compuestos.
Algunos ejemplos de estos sistemas son los catenatos, los rotaxanos, nudos moleculares

y anillos moleculares de Borromean.

Quimica covalente dinamica. En la quimica covalente dinamica los enlaces covalentes
se rompen y se forman en una reaccidn reversible bajo control termodinamico. A pesar
de que los enlaces covalentes son la clave para estos procesos, el sistema esta dirigido

por fuerzas no covalentes que forman las estructuras de menor energia.

Las perspectivas del desarrollo futuro de la quimica supramolecular incluyen,
entre otros aspectos, la extension de sus métodos y principios a diferentes areas de la
quimica moderna. Se espera un gran impacto por su fusion con la ciencia de materiales,

en particular en el establecimiento de la nanoquimica supramolecular. En el area de
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polimeros hay perspectivas en creacion de receptores muy eficientes y practicos basados
en dendrimeros y polimeros impresos. También atrae mucho la atencion la creacion de
sistemas de autorreplicacion, basados en el reconocimiento molecular entre sustratos y
productos de una reaccion quimica, indispensables para el progreso en los estudios
sobre el origen de la vida. Finalmente, aprendiendo de la naturaleza, los quimicos ya
estan a punto de desarrollar receptores sintéticos capaces de reconocer moléculas
biologicas, proteinas y acidos nucleicos entre otros, generando nuevos enfoques al

disefio de farmacos [Yatsimirsky, A.K., 2009].

2.2.1. Quimiosensores Fluorescentes para Cationes Metalicos.

Un quimiosensor es un dispositivo que transforma informacion quimica en una
sefial analitica. Un quimiosensor fluorescente es aquel que utiliza la fluorescencia como
sefal de respuesta. El funcionamiento de estos quimiosensores se basa en principios de
transferencia eclectronica fotoinducida [Bissell, R.A. et al., 1992]. Particularmente es
importante en este campo, quimiosensores selectivos para el analisis de iones de metales
pesados como Hg®', Pb*" y Cd*" debido a su extremada toxicidad en nuestro medio
ambiente [ Kim, J.S. et al., 2007].

Se han reportado diversos sistemas supramoleculares cuyas propiedades de
emision pueden ser moduladas por estimulos externos. Los cationes metalicos se
utilizan a menudo como el estimulo externo para promover la mejora de emision o el
apagamiento al ocurrir la coordinacidon con los grupos ligando. Se han propuesto una
gran variedad de sistemas moleculares impulsados por cationes metalicos, que actuan en
diferentes medios como el agua, medios organicos o la combinacion de medios
organicos con agua. Entre ellos, se han reportado sistemas moleculares que contienen
pireno capaces de mostrar el aumento o el apagamiento del excimero inducidas por el

metal [Shiraishi, Y. et al., 2007].

Los ligantes de estructura abierta que contienen grupos aromaticos terminales
(compuestos bis-cromoforicos) han tenido gran aplicacion en el campo de los sensores
fluorescentes de metales. La flexibilidad de estas moléculas conduce a cambios
estructurales importantes por efecto de la coordinacion metalica que podrian ser

eficientemente transmitidos hacia las unidades fluor6foras. En este contexto, la
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funcionalizacion de ligantes con grupos fluorescentes naftaleno, antraceno o pireno ha
sido reportada por distintos autores. Por su elevada conjugacién y alto rendimiento
cuantico de emision de fluorescencia, el pireno es uno de los luminoforos mas
utilizados. Ademas la presencia de grupos terminales pireno abre la posibilidad de
formacion de dimeros intramoleculares de pireno, los cuales presentan una banda de
emision caracteristica que puede ser modificada, tanto en su intensidad como en su
posicidén, por cambios estructurales o electronicos como los que provoca la

coordinacion metalica o la variacion del pH del medio.

2.2.2. Ligantes Bis-Cromoforicos y Formacion de Excimeros.

Ligantes Bis-Cromoforicos

Una nueva tendencia de disefio en el area de quimiosensores fluorescentes es la
preparacion de ligantes bis-cromoforicos. A diferencia de los quimiosensores de disefio
clasico, los ligantes bis-cromoféricos contienen dos fluoréforos idénticos
interconectados a través de una cadena con propiedades de coordinacion que une al

analito (Figura 6).

Figura 6. Representacion esquematica de un quimiosensor fluorescente. el mecanismo
de la sefial de transduccion estd basado en los cambios conformacionales de su

estructura.

Un ventaja de los ligantes bis-cromoforicos es que el modo de respuesta
puede ser de tipo radiométrico, es decir, variacion en la razén de intensidades de
excimero/mondmero. Esto permite la auto calibracidon en aplicaciones practicas. Se han
reportado ejemplos de sensores bis-cromoféricos de metales constituidos de poliaminas
lineales y poliéteres funcionalizados con naftaleno, antraceno o pireno como unidades

cromoforicas en la terminacion de su cadena [Lijun, M. et al., 2009].
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Formacion de Excimeros

Hay ciertas analogias entre las propiedades espectroscopicas de hidrocarburos
aromaticos como benceno y naftaleno y las de algunos de los gases nobles. En el
modelo de orbitales perimetrales de electrones libres de Platt los hidrocarburos
aromaticos cata-condensados (segin su estructura los cata-condensados presentan
atomos de carbono terciario comunes, como maximo, a dos anillos aromaticos) tienen
una capa cerrada f * y configuraciones electronicas 7 en el estado base las cuales son
similares a las del estado basal de los gases nobles. En consecuencia, el estado base
electronico de una molécula de hidrocarburo aromatico o un dtomo de gas noble es un
estado singulete Sy, y sus estados electronicos excitados son también estados singuletes

S1, Sa,..., Sp o estados tripletes Ty, To, ..., Tq.

El espectro atomico de la fluorescencia de un gas noble a bajas presiones
consiste de una serie de lineas correspondientes a las transiciones radiativas permitidas

entre los diferentes estados electronicos. Un aumento en la presion ocasiona:

1) Una disminucion en el rendimiento cuantico de la fluorescencia atomica debido al

auto apagamiento.

2) La aparicion de una o mas bandas sin estructura o espectros de fluorescencia

continuos a bajas energias que apagan la fluorescencia atomica.

El espectro de fluorescencia molecular de hidrocarburos aromaticos condensados en
una solucion liquida diluida consiste en una serie de bandas vibracionales
correspondientes a las transiciones radiativas del primer singulete electronico © excitado
S| de una molécula hacia diferentes niveles vibracionales de su estado singulete basal
So. Para hidrocarburos aromaticos mas condensados un aumento en la concentracion de

la solucidn ocasiona:
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1) Una disminucién en el rendimiento cudntico de la fluorescencia molecular
debido al autoapagamiento.
2) La aparicion de bandas sin estructura en el espectro de fluorescencia a mas bajas

energias que la fluorescencia molecular normal.

La dependencia de la concentracion de la fluorescencia de gases nobles y de

hidrocarburos aromaticos podria resumirse de la siguiente forma:

i) La fluorescencia (hvy) de una atomo o molécula excitado de singulete ('M* )

'M* —= M +hvy,  (12)

estd sujeta a autoapagarse.

ii) El autoapagamiento se debe a las interacciones colisionales de 'M* con un atomo

o molécula desexcitada 'M
'M*+'M 5 'D* (13)

lo que produce un dimero de estado excitado singulete ('D*)

1i1) Este dimero de estado excitado es disociado en el estado base, asi que la emision

(hvm) es sin estructura.

'D¥*— "M+ M + hvp (14)

Los gases nobles son monoatomicos, asi que sus dimeros son claramente
disociados en el estado base. Los espectros de absorcion de los hidrocarburos
aromaticos en solucion son independientes de la concentracion. Esto demuestra que los
dimeros excitados que son responsables de la emision sin estructura no estan presentes

en el estado fundamental.
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El término excimero fue introducido por Stevens y Hutton 'D* para describir y
distinguir un dimero de estado excitado de uno estable. Un excimero fue definido
como un dimero el cual es asociado en un estado electronico excitado y disociado en el
estado electronico basal. Esta definicion es adecuada para excimeros intermoleculares
en medio liquido, pero requiere una ligera revision para excimeros en medios rigidos o
para excimeros intramoleculares, cuando existen restricciones ambientales y el
movimiento molecular estérico. Estos casos los incluye Birks para redefinir un
excimero como dimero y para incluir estos casos Birks ha redefinido un excimero como
dimero que se asocia en un estado electronico excitado y que se disocian en su estado
fundamental electronico.

La definicién incluye entidades como el dimero de pireno, el antraceno en forma
de sandwich en solucion, y todos los eximeros intramoleculares, los cuales fueron
excluidos por la definicion original [Birks, J.B., 1975].

Para distinguir experimentalmente entre una clase de excimero dinamico y estatico es
util un estudio del tipo time-resolved en el cual se observaria el incremento de la
emision de excimero con el tiempo si es de origen dinamico, pero no si se trata de un
excimero estatico. Estos ultimos pueden ser observados solo llevando a cabo
mediciones en el orden de los picosegundos. Una forma alternativa de distinguir entre
los excimeros dinamicos y los que provienen de especies preasociadas es analizar los
espectros de absorcion y excitacion. En el caso de especies preasociadas, los pirenos
estan tan cerca que se observa perturbacion de los espectros electronicos. En los
espectros de absorcion por ejemplo, un dato claro de preasociacion es el
ensanchamiento de las bandas de absorcion en comparacion con sistemas modelo en
donde el pireno esta disuelto en forma molecular. Con frecuencia se observan también
pequetios desplazamientos al rojo de la posicion del maximo y una disminucion de los
coeficientes de extincion. Por otro lado, los espectros de excitacion monitoreados en las
longitudes de onda de emisiéon de mondmero y de excimero son claramente distintos
cuando la preasociacion estd presente [Muioz, I. et al., 2001].

Existen pardmetros espectroscopicos bien definidos, que se utilizan para detectar

preasociacion de pireno en el estado basal [Birks, J.B., 1975].
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Fotodimeros
En algunas moléculas aromaticas la interaccion del excimero es tan fuerte que
un fotodimero estable es M, que esta formado por el excimero 'D*. Y lo podemos

escribir de la siguiente manera:

'M*+'MS5'D*—=M, (15)

donde 'D* es el excimero intermediario. La Fotodimerizacion, el cual es un caso
extremo de la formacion de un excimero, ha sido conocida desde el siglo XIX se
produjo en las soluciones de antraceno expuestos a la luz solar, y muchos derivados de
antraceno se comportan de manera similar. La Fotodimerizacion también se ha
observado en soluciones libres de oxigeno mas altas que los polyaceneos , tetracenos y

pentacenos .
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Dimeros Tipo Sandwich

Los hidrocarburos aromaticos condensados son planos, y su conformacion de
excimero mas estable es generalmente la de un dimero sandwich (M|M),

correspondientes a un par de moléculas simétricas paralelas (Figura 7).

Figura 7. Diagrama estructural de (i) dimero sandwich de antraceno (R=H) y (i)

fotodimero de antracenos sustituidos (R= CHs, CN, Cl, etc).

El dimero sandwich del antraceno (M||M), consiste en un par de moléculas paralelas
perteneciente al grupo de simetria Doy, .
1) El fotodimero (M;) de diantraceno, el cual es formado por un par de enlaces
covalente o uniendo las posiciones meso (9 a9, 10 a 10°) en las dos moléculas.

[Birks, J.B., 1975]

2.2.3. El pireno como unidad indicadora en quimiosensores
fluorescentes.

Se han desarrollado un gran nimero de quimiosensores selectivos para el
analisis de metales pesados como el Hg®", Pb*" y Cd*", debido a la alta toxicidad e
impacto negativo en el medio ambiente de estos cationes.

Para la construccion de quimiosensores Opticamente eficientes, la fluorescencia es
particularmente atractiva. Entre los fluor6foros mas utilizados se encuentra el pireno,
debido a sus conocidas propiedades fotofisicas asi como sus caracteristicas bandas de
emision de mondmero y excimero que son sensibles a diferentes medios. La
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introduccion de dos fracciones pireno, que pueden ser ubicadas lo suficientemente cerca
para producir emisiones de excimero, en un sistema de reconocimiento de iones es un
enfoque util para la sefalizacion de complejos por los cambios en las emisiones de
mondmero y/o excimero. Tras la formaciéon de complejos con un i6n especifico, la
conformacion del compuesto resultante puede ser ajustado para obtener las emisiones de
mondmero y/o excimero segun la orientacion de las dos mitades pireno.

Una medicion radiométrica implica la observacion de los cambios en la relacion de las

intensidades de absorcion o emision en dos longitudes de onda.

Una caracteristica importante de quimiosensores fluorescentes radiométricos es
que permiten sefalizacion radiométrica y, por tanto, pueden aumentar el rango donde se
observa una respuesta y al mismo tiempo proporciona e incorporan correcciones de los
efectos del medio donde se encuentren. [Kim, J.S. et al., 2007].

El pireno tiene una gran capacidad de llevar a cabo el fendémeno de emision de
fluorescencia esto se debe a su alta conjugacion, al estar constituido de cuatro anillos
aromaticos fusionados (Tabla 1). El pireno posee caracteristicas interesantes, tales como
una emision de fluorescencia con alto rendimiento cuéntico, un tiempo de vida
extendido en el estado excitado y la posibilidad de formar dimeros y exciplexes. La
formacion de un excimero de pireno requiere el encuentro de un pireno
electronicamente excitado con otro pireno en su estado electronico basal. De acuerdo
con esta definicion los dos pirenos deben estar lo suficientemente lejos cuando la
absorcion de luz se lleva a cabo, para que la excitacion ocurra en una sola de las
especies. Este pireno excitado, llamado con frecuencia “localmente excitado™ da lugar a
la emision monomérica de pireno que se caracteriza por un conjunto de bandas entre
375 y 400 nm (como se muestra en la Figura 8). Por efecto de la formacion de
excimeros los espectros de emision de fluorescencia muestran un fuerte desplazamiento
al rojo, ensanchamiento y menor estructura vibracional en comparacién con la emision
monomérica. También es posible observar una emision como la de excimero a partir de
especies en las que los cromodforos aromaticos ya estan asociados cuando la luz se
absorbe. A estas especies excitadas se les conoce como excimeros estaticos y estan
presentes por ejemplo en especies bifluordforas, que son aquellas que consisten de dos
fluoroforos idénticos enlazados por una cadena corta y flexible. Los excimeros descritos
con anterioridad, en los que las unidades pireno estan alejadas antes de la absorcion del

fotén, y que satisfacen la definicion de Bircks, son llamados excimeros dindmicos.
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Los derivados del pireno son sondas fotofisicas ubicuas y éstas han sido ampliamente
estudiadas ya que muestran emisiones distintivas de mondémero y excimero. En varios
estudios reporatdos en la literatura se utiliza pireno como quimiosensor fluorescente

[Winnik, F.M., 1993].
El pireno es muy utilizado como sensor en diversos sistemas, sin embargo, los

derivados del pireno normalmente tienen una baja solubilidad en agua por su alta

hidrofobicidad.
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Figura 8. Formacion de excimeros, con su correspondiente bandas de monomero y

excimero.
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El pireno se ha utilizado para investigar el grado de penetracion del agua en las
micelas y determinar con precision la concentracion micelar critica (Kalyanasundaram,
1987). También se han reportado estudios de polaridad de las superficies de silice o
alimina. En vesiculas de lipidos, la medicién de la relacion I = Iy proporciona una
herramienta sencilla para la determinacion de las temperaturas de transicion de fase y
también el efecto de la adicion de colesterol.

Para investigar el grado de penetracion del agua en la region hidrocarbonada de bicapas
lipidicas, lo mas adecuado es utilizar el pireno unido a un grupo carboxilico a través de

una cadena parafinica, como en el dcido pirenhexanodioico (Figura 9).

‘ h dhdbhdh g “COOH
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Figura 9. Pireno (a), Acido pirenohexadecanoico (b).
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Tabla 1. Rendimientos cuanticos y tiempos de vida de algunos hidrocarburos

aromaticos.

Compuesto Foérmula

Solvente
(temp.)

D

Ts

(ns)

(I)isc

TT

(s)

Benceno (:\\
| j
/
-

Naftaleno L
# \ﬁ'fj
Antraceno -~ ~

- /\*.-\I\z::\
L'/ N

Perileno

Pireno

Fenantreno -
//:::\ /L J

Etanol
(293K)
EPA (77 K)

Etanol
(293K)
Ciclohexano
(293 K)
EPA (77 K)
Etanol
(293K)
Ciclohexano
(293 K)
EPA (77 K)
n-Hexano
Ciclohexano
(293 K)

Etanol
(293K)
Ciclohexano
(293 K)

Etanol
(293K)
n-Heptano
(293 K)
EPA (77 K)
Pelicula de
Polimero

0.04

0.21

0.19

0.27

0.30

0.98

0.78

0.65

0.65

0.13

0.16

31

2.7

96

5.1

5.24

410

450

0.60

0.79

0.72

0.02

0.35

0.85

0.88

0.17

0.06

0.31

7.0

2.6

0.09

33

0.11
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