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I N T R O D U e e I O N 

La emisi6n de luz puede originarse- en cualquier lugal"· 

en que un sistema suf1ta un cambio direct-o en au ener._ 

gía li'bre·. La fuent& de· exciitaci6n original del sist.! 

ma puede ser t'rmiaa, ~omo en una l~para ineandesee~ 

te; eláctrica, <romo en el chispazo da· l1n' re-lrunpago;-

mecánica, c-omo en el destello que al!l'Ompaña la ruptu:ua 

de un cristal de az11ca:t>l o química, c·omo en la fosfo

rescencia. 

A las reacciones luminisc:entes cuya fuente> de exctita

ri6n eEt química, se' les denomina re·acroiones quimiolu

minisc.entes (1). 

La guimioluminiscencia está íntimamente relacionada-

cron el fen6meno fluorescente·~ puesto que ambos son -

procesos de emisi6n, sin embango, la dife:uencia funda 

mental estriba en la formaci6n d&l estado elec~~6nic~ 

mente excitado, mientras que en el fenómeno fluo:ues-

cente la excitaci6n de las mol,culas se logra median

te el suministro inicial ele enel!gÍa luminosa, en la -

ouimioluminisc-encia la obtención del estado electr6ni 

camente excitado se logra mediante energía puramente

química obtenida durante el transcurso d-e la reacai6n., 

ásta energía, al ser absorbida por un deteminado n-.1-

mero de mol~Sculas, es emitida al final de la reacei6n 

como energía luminosa. O sea aue es un proceso exoe-

nerg~Sticro en el que la energía en vez de manifestarse 



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

CUando se descubrieron lo~ primeros compuestos quimi2 

luminiscentes, _los investigadores creyeron encontrar

se en el umbral de un ~ue~o Úpo de procesos,- ~ero .;..._ 
- . 

con el advenimiento de la temodin&iica, se dieron 

cuenta de que el fen6meno pod'!a exi;lica,rse e:h -base a

procesns termodinámicos el.ásicos (3) .-

Existe un gran nmnero de substancias qllimioluminiSCEI!! 

tes, pero dentrode los coní:p'liestosorgánicos se encu

entran l9s casos mas s·obresálientes de emisi6n de luz 

brillante, además; el estudio de los compuestos orgá

nicos qUimioluminiscentes ha servido para aclarar as

pectos medulares de otro fen6meno nó menos eapectácu

lar; la emisicSn de luz por un organismo: la biolumi

niscencia. 

Las reacciones bioluminiscentes son procesos qoimio--

luminiscentes cataJ.izados por una enz-ima {4-). 

La bioluminiscencia constituye un fen6meno muy inter! 

santa de la natureJ.eza, · es luz sin c~or; forma; per

fecta de alumbrado, es algo que el ingenio del hombre 

adn no puede lograr {5). 
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G E N E R A L I D A D E S 

La quimioluminiscencia y la bioluminiscencia se estu

diaron, en un principio en :forma separada, pero un -

rasgo :fund3mental de ambos :fen6menos que sorprendía -

a los investigadores era que la emisi6n de luz no es

taba acompañada de emisi6n perceptible de calor (6),

por lo que ha sido costumbre-,durante muchos años, des 

cribir a éstos procesos como emisi6n de "Luz Fría" 

para distinguirla de la luminiscencia t&rmica. 

AUnque el estudio de la luminiscencia;~ tanto en sist~ 

mas vivos como en substancias orgmucas, sé real.iz6-

desde hace varios siglos, en realidad no :fu~ sino -

hasta los ~timos años del siglo XIX en que el :fen6 

meno pudo ser a!')ociado a una reacci6n nuímica simple-

(3). 

Las reacciones quimioluminiscentes son proce-sos en -
los .que una molécula, capáz de f'luoréscér, es p~omovi 

da a un estado electr6nicamente excitados por medio -

de energía química. Si la reacci6n es acompañada por

la emisi6n de luz visible ~sta debe suministrar una = 
energía de por lo menos 40-70 Koal/mol. (7). 

Las relaciones entre la naturaleza de un compuesto 
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orgánico y su facultad para mostrar luminiscencia, -

están gene~a1mente asociadas con su naturaleza y su

facultad de mostrar el fen6meno fluorescente (8), -

por lo oue se explicará some~amente c6mo se produce

éste fen6meno. 

La fluorescencia es una reacci6n iniciada fotoqu!mi

camente, la fotoqu!mica estudia el efecto de la ene~ 

g!a radiante en las reacci6nes química~, así e~mo -

las velocidades y mecanismos de las reacciones ·ini

ciadas por la acci6n de la luz (2)·. 

Las reacciones térmicas se inician por la aotivaci6n 

debida a las colisiones moleculares, como sabemos, -

la agitaoi6n t~rmica no es el único procedimiento -

mediante el cual la energía de los átomos y mol~eu-

las aumenta suficientemente para causar una reacci6n 

sino que los átomos y las moléculas pueden absorbe~

radiaci6n. La absorci6n de luz por un átomo o moléc~ 

la conduce a su excitaci6n, y si la aotivaci6n es· ~ 

ficientemente grande puede originarse una reacci6n -

química. 

La velocidad de las reacciones térmicas, sin catali

zar y a una concentraci6n fija, puede variar s6lo -

por un cambio de temperatura. En las reacciones foto 

químicas la velocidad se modifica al variar .la inten 

sidad de la luz usada en la irradiaci6n y el námero

de moléculas activadas depende de la intensidad de 
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luz, la concentración de moléeulas activadas será -

:próporcional a la intencidad luminosa á que el reac .... 

tivo se haya expuesto (9)~ 

Cuando un átomo absoroe energía :fudiante~ ésta, sé-

. g11n su magnitud, pw;H:re ocacionar la ionización del -

átomo o producir la excitación eleatr6niea. Un átomo 

electiir6nicamente exci taá.o tiene un período de vida ·~ 

de unos 10-7 a 10-8 seg., si durante éste tie_mpo el

átomo no sufre c-olisión con alguna otra pa:ntíqula a

la que pueda transferirle algo o toda su energía, se 

producirá una reemisión de ésta energía en fo~a p~ 

cd.al o total, a ~ste· fenómeno se le cronoCJe' c:cn el -· 

nombre de fluoresaeneia, cuando los electrones exc~

tados regresan á su estado basal emi tie~do úna radi,! 

ción de frecuencia igual a la abso.rbidai se obtiene

una fluorescencia de resonancia (10)~ Generalmente -

la emisión cesa cuando se elimina la radiación inc~

dente, sin embargo, en ocaciones la fluorescencia -

:puede persistir algo más y entonces tenemos la fosf! 

rescencia, tanto la fluorescencia como la forfores-

cencia tienen el mismo origen, pero la diferencia e~ 

tre ambas radica en que en la última la emisión tie

ne lugar con más lentitud (II) 

~as leyes de velocidad que siguen las reacciones fo

toquími~as son generalmente más complejas aue las se 

guidas por las reacciones térmicas. 



Consideremos la reacrci6n: 

que procede por activaeicSn fotoqu!mica, supongamos 

qu_e la reaccicSn prosigue por el mec:anismo siguientec: 

a) A2 ... hv * (aativacicSn). ---{>A2 

b) -~ --f> 2A + hv ( diso11-iaai6n). 

e) A* 
2 + A2 ~2A2 +· hw (desactivaci.6n). 

La primera etapa en ésta sec:mene·ia es la a'HBOJ!'Ci6n -

de un cuanto de luz por A
2

, con la fo:nnaci:6n ~e una
mol~cula ac.tivada que puede llevar a cabo ima disoéi 

aci6n, de acuerdo con la reaccicSn (b), o puede desee 

tivarse por co1isi6n cron ot~, mol~crula inactiva de -

A
2

, de acuerdo con (e), El producto final, A, se for 

ma s6lo en la reaccicSn (b) (9). 

Ahora, tomemos en cuenta la reaccri.6ri: 

A + 

{Reactivot!) 

C
P~oducto3 
elect.r6ni
camente 
excitado 

G
. Produc1lo9 
en es1iado 
basal. · 

Como podemos :ver, en lae neacciones fotoqlÚJil.ica:s se...: 

produce un cambio por absorci6n de luz. El proceso in 

6 



verso es la emisi6n de luz por un sistema a tempera

turas ordinarias como I.'esultado de una rea;cai6n quí

mica; como suc-ede en la quimioluminiscenaia y en la

bioluminiscencia. 

I.- QUimioluminise~nc-ia: rreneralidaaes 

Para que una reacci6n se efeatáe, debe· de suministra 

rse a los reactivos una energía suficiente para que

sean capaces «e activarse y por consiguiente trans-

formarse en el produc-to· o los productos de reacci6n-

(2). 

Podemos representar. la reacci6n ere la mol~cul.a A aon 

la mol!§cula B para dar el nuevo p:ttoducto AB, median

te la siguiente ecuac:i.6n: 

A + 

(reactivos) 

B 

(
energ!a de) 
activa.ci6n 

[A--BJ ----!> AB 

Gormaoi6n~ 
del comple-
jo ac-tivado 

Las relaciones de energía involucra.'<ias enla reacci-

6n se representan en la figura 1 • 

La energía que debe ser adquirida por los reac-tivos

al irse formando el complejo activado se llama ene~

g!a de aotiva.ci6n (9). 

En las reacciones quimioluminisaentes la emisi6n de 
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FIGURA 

RELACIONES DE ENERGIA INVOLUCRADAS EN UNA REACCION QUIMICA 

~ 
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* PRODUCTO EN 
'',.._ __ ~------- _,[_A_:-B __ ESTADO EXCI

TADO 

w ~------~~------------~---r 
z A+ B 
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ENERGIA 

IMPLICADA POR 
LA REACC ION 

=A Hr 

hY~ ~H + 6H 
act. r 

PRODUCTO EN 

--~--------------------~---E~S~T~ADO BASAL 
Pf() DUCTO A B 

SENTIDO DE LA REACCION 



luz. es causada por un producto molecular formado en 

un estado ,elect:u6nicamente excitado. La emisi,6n de

la radiaci6n ocurre cue.ndo ~sta mol~cula, que no es 

necesariamente un produato directo de la reacdi~n,

regresa a su e~taüo basal(9)~ 

Se o·onsidera que el estado exitado va surgiendo en -

el lado opuesto del proceso (representado por la lí

nea punteada en la figura 1), probablemente a pal'tir 

de una energía altamente vibraeional obtenida al - -

avanzar la reac·ci6n hacia el produ<Mio final. En otra 

s palabras, parte de la· energía involucrada durante

la transici6n de complejo activado a producto final

se ocupa en trasladar un determinado n~ero de mol~

culas hacia el estado electr6nicamente· exci. tado ( 3): 

Se desconoce si el proceso de equilibrio entre las -

mol~culas del estado basal vibracionalmente excita .. 

das y el estado electr6nicamente excitado puede afee 

tar la eficiencia de la reacci6n luminiscente. 

La importa~cia de la formaci6n de los productos por 

un mecanismo concertado ha sido t::ubrayada por la re 

laci6n exac-ta entre la entalpía de la reacci6n -

(~ Hr) y la energía de radiaci6n ( hv),l6gicamente 

no se incluye a hv en la energía de activaci6n (4) -~ 

El producto excitado puede indentificarse demostr~ 

do aue el espectro de emisi6n en la reacci6n quimi~ 

luminiscente es igual o comparable con el e-spectro

de fluorescencia obtenido a partir del producto -

8 



aislado puro (12). 

II.- Bioluminisc:ene:ia: Generalidades 

La capacidad de emitir luz por c:iertos organismos, 

se debe a que poseen una enzima, llamada lucifer.asa, 

que actlia sobre un substrato; la luciferina. Este -

sistema enzima substrato tiene la propiedad de cre·ar· 

estad·os electr6nicaraente exc·itados, cuya desactiva

ci6n produce energía luminosa. 

La bioluminiscencia, por tratarse de un proceso qui

mioluminiscente· catalizado por una enzima¡ tiene un

rendimiento cercano a~ lOO ~ en la producci6n de luz 

(13). 

La reacci6n bioquímica que d~ como resultado la emi

si6n de luz por un organismo puede escribirse, en -

forma general, de la manera siguiente·: 

Luciferina 
(substrato) 

+ Luciferasa 
(enzima) 

p* -----1[> p + 
(Producto en 

estado basal) 

02 t> p* 

(Producto
electr6nica 
mente exci 
tado) 

Luz 

La obtenci6n de luciferina en forma pura ha permiti

do determinar la eficacia del proceso emisor de luz, 

p~ra ello se compar6 el número de moléculas de luci-

9 



ferina oxidadas con el n~ero de cuantos de luz p~o

ducidos, result6 que por aada mol~cula de luciferina 

consumida se emite un cuanto de luz (14). 

La bioluminiscencia no s6lo ofrece inter~s por s:!,

misma, sino que nos proporciona un medio muy preciso 

para el estudio de otros procesos biol6gicos, ya que· 

la intensidad de luz producida es una evidencia di

recta de un tipo de reace:i6nes que es aomdn en aie_:: ... 

ta clase de procesos vivos. 

10 



C A P I T U L O I 

QUII\UOLUMINISCENCIA DE 001\lPUESTOS ORGANIOOS · 

La ma~oria de los compuestos orgánicos Quimioluminis· 

centes se descubrieron de una forma fortuiita:, duran

te algdn tiempo se conocieron unicamente tres. compu~ 

stos eficaces en la emisión de la luz; La lofina 

(II), el Luminol (I) y la Luc2genina (III) (15) 

Radziszewski, en 1877; desmostl1'6 que la Lofina (II)
reaccionaba con oxigeno en soluc26n alcoh6liea de -

KOH emitiendo luz. Este investigador encontr6 que un 
gran n~ero de compuestos org~icos presentaba ¿sta
propiedad. 

No se conocia el mecanismo de emisi6n de la lus, de -

modo aue resürgío el interés por estos compuestos e~ 

sí al mismo tiempo de establecerse la estructura de

la primera luciferina. Pronto result6 fac.tible ideall' 

modelos de c·ompuestos tales como 1.1, (esq.2) que se -

encuentran entre las sustancias qpimioluminiscente~

más brillantes: (16). 

El esquema 2 muestra un bosquejo de un mecanismo en

el que interviene como intermediario un per6xido.{l7) 

Desde el descubrimiento del Luminol {I) en 1928, los 

estudios y trabajos en éste campo han tenido gran -

auge, en la actualidad son muchas las investigacio--

11 



ESQUEMA No 1 

PRIMEROS COMPUESTOS LUMINISCENTES CONOCIDOS 

o 

OC" IH 
NH 

11 
H2N O 

(1) 
LUMJNOL 

( 111) 

LUCIGENINA 

~-f][f 
~- f 
H 

(JI) 

LO FINA 



nes en torno a nuevas sustancias quimioluminise;entes

(18). 

I.A. Clasificaci6n. 

Todos los compuestos orgánicos quimioluminiscentes e~ 

nocidos pueden clasificarse en tres grupos: a)Grupo 

del Luminol, en el que se produce descomposici6n de 

per6xidos, como por ejemplo la Lofina (II) y la Lu~i

genina (III); b) Reacciones de Transferencia de Elec

trones, como sucede en el difenilantracenuro de sodio 

y e) Formaci6n de Oxigeno Excitado, como en el caso -

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

I.B. Mecanismo de la QUimioluminiscencia. 

La mayor parte de las reacciones exot~rmicas conducen 

a la formaci6n de estados electr6nicamente excitados

que terminan por liberar su energía en ~orm¡3; de calor 
-----para que la Luminiscencia ocurra es necesario que X -

sea un buen grupo saliente (esq. 2), y oue XII sea un 

ácido más fuerte que el per6xido de hidr6geno el re-

sultado de ésto es la formaci6n de una aioxo etanona

(estructura N, esc:tuema 3), proponi6ndose que los dio

xoetanos tienen la estructura adecuada para formar e~ 

tados electr6nicamente excitados (19). se ha demostra 

do aue los dioxoetanos sencillos (P Y R, esq. 3) for

man, al descomponerse, compuestos carbonilo electr6ni 

camente excitados. (20). 

12 



ESQUEMA NO 2 

MECANISMO EN EL QUE INTERVIENE COMO INTERMEDIARIO UN-

PEROXIDO 
CH3 CH3 

~.~· .. t>~-1> 
~ ~ 

CH3 
1 

~~"Y''l 
~ 6 

1 1 1 
X HO X 

(M) 

CH3 
1 

~~~ 
~ 

11 
o 

--t> 

CH:i 
1 

~N~ 
~ 

JI 
o 

+co2+x< -> 

+ LUZ 



En el sistema oxalato {S,esq.3) se produce la trans-

1erencia de la energía de un compuesto fluoresoente-

1ormando é'ste 'IÜtimo durante la reacci6n, tambien se' 

han hecho estudios adicionando previamente' el com- -

puesto fluorescente, llegando a las mismas conclusi_2 

nes {21). 

r.c. Lumin61. 

A pesar de que existen aompuestos que muestran mayo~ 

luminiscencia que el Luminol, ~ste futS el primer OC>!! 
puesto quimioluminiscent~ que se estudi6 de una man! 

ra fomal~ El Luminol, 6 5-amino-2·, 3-dihidroftalaz_! 

na-1, 4 diona, fu!S reportado por primera vez en 1928 

por JQ.brec·ht {3,28). Este compuesto debe estar en s~ 

luci6n acuosa alcalina, en presencia de per6xido de

hidr6geno y un catalizador como.el ferrioianuro de

potasio; para que sea capaz. de realizar una emisi6n

m~xima de luz { 22 ). Su expectro muestra pna banda

~ a -424 m;t(23) ¡ 

Se ha destrado a travás de varios estudios en rela -

ci6n a derivados del Luminolr que los substituyentes 

eleatrodonadores generalmente aumentan la intensidad 

de la emisi6n de la luz, mientras que grupos ae·epto

res substituidos en el anillo bene~~nico ,. producen el 

efecto contrario (24)~ Varios derivados como (IV) Y
(V) son m~.s eficientes en la emisi6n de luz que el -

Luminol, tSste aumento es de 30 ~ y 300 ~ respectiva~ 
mente (25.26) {eso. 4). 
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ESQUEMA 3 

a) DE SCOMPOSICION DE PEROXIDOS 

X ----(> X -HX 1> X ---b.t> y + co2 
H C=O O ./C:=O v::o O 

k H&: k) O 
(XII) (N) 

b) REACCIONE S DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES 

o o 
11 .,, 

/\ H202 r o~ 

0)----iO 
\1 ( 

+FLUORESCENTE 

R ! o o 

(S) 

Fluorescente ~ * 2C0
2 

+ Fluorescente 

* Fluorescente ----1> Fluorescente+ hv 

e) FORMACION DE OXIGENO EXCITADO 

[ 
o o ]* o o 

Mo 
0 

--t- RAR + RAH --i> R~R + RA.H + hv 
1 2 3 1 2 3 

. . 

1 R2R3 H 

(P) 



Algunos substituyentes en el anillo hei1eroc:!c·lie·o -

(como VI y VII) (27) , o un cambio de posicidn de -

los heteroátomos (como VIII y IX}~ es suficiente·

para impedir la quimioluminisa:encia (28) (esq.4}. 

La reacci6n tambien puede ser inhibida por quinol, -

fenoles y por el i6n cianuro (29)i por otro lado pue 

de ser aumentada por agentes inorg~cos oxidantes 

como compuestos que contengan Fe (III) o Cu (II)~ 

Si en lugar de per6xido ·de hidr6geno se emple~ per6-

xido de benzoilo," tambien se produce un aumento en -

la quimioluminiscencia ·{3). 

Exist:Can muchas dudas acama del mecanismo ele emi

si6n de luz, pero utilizando Sulf6xido de dimetilo 

como disolvente y un exceso de NaOH, se logp6 aisla~ 

casi c-omo único producto el lia:ido 3-aminoftl1!ico: 

Posteriormente se repiti6 el experimento en las mis

mas condiciones, pero al añadiv·una corriente de --
18 

O 2 se ene ontv6 que ~ S11e se in<rorpol!aba cuan1ti 1ra11,! 

vamente en el i6n amino:Ftalato (25) demostrand'O que

~ste i6n es el responsable de la emisi6n de luz. 

Otro hecho que demuestra e'sito e-s que la Qql del i6n

amino:ftalato en sulf6xid'o de d:imetilo es de 485 m }A., 

y su 0:f, en el mismo disolvent~ es de 440-500 mjl.--
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ESQUEMA No 4 

ALGUNOS DERIVADOS DEL LUMINOL 

( 1 ) 

~NH 
~H 
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~N 0 

o w:· 
1 -

H N O 2 
(VI) 

(IV) 

0Me
1
o 

-' 1 
Meo-~H 
MeO-~NH 

H
2

N O 

O Me 

~~H 
~ 

H'N O 2 
(VIl) 

MECANISMO 

1> 



Se han realizaso varios experimentos similares~' peno 

todos coinciden en que el i6n aminoftalato es. la - -

~ca mol6cula emisora durante el paso prodUctor d~ 

luz (30), además, se ha c-omprobado que el diani6n 

del ácido ftálico carece de fluore-scencia visible 

(31). 

I.D. Lofina. 

La Lofina es el 2,- 2, 5-trifenilimidazol (II) ,' f!u6 -

el primer c-ompuesto quimioluminis~:ente- que se aiml6-

en forma pura. La oxidaa:i6n directa ere ~ste compues

to, usando una base fuerte en presencia de ox:Cgeno 

dá,como resultado la emisi6n !te una luz amarilla-

(500 mA ) (3). 

La luminiscencia de la Lofina está asociada eon la -

formaci6n de un radical libre inestable de color p~ 

pura, ~ste radical reacciona cron ox:Cgeno para formar 

un per6xido aislable (X), la adici6n de una base e:o

mo dnico reactivo ~ste per6xido, d~ como resultado 

la emisi6n de luz a 530 m_).l (32) (es-q~· 5) ~ Este per6-

xido se ha preparado independientemente y emite una

luz más intensa que la emitida por la Lofina en s:C 

cuando es tratada en condiciones similares (33);: 

El dihidro derivado, el amarino (XI), es tambien qu! 

mioluminiscente y se oxida con mucha facilidad pro -

duciendo la lofina. La hidrobenzamida (XII), aunaue-
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ESQUEMA No 5 

MECANISMO LUM 1 NI S CE N TE DE LA L OFI NA 

f -<Nl f _..:::..O....:..:....X -3> 

N f 
H 

( 11 ) (X) 

/¡ H oC-) :t
f O-OH 

f\ > + <Til+ hY 

N 

f 

(X) 

ALGUNOS DERIVADOS 

H 

:t
f 

f-< f 

H H 

(X 1) 

(X 111) 

DE .LA LOFINA H 

1 
N= e -f 

/ t-e 
/\._ 

H N= e -f 
1 
H 

(X 11) 



·no es cicrl:Íca, tiene una estructura similar y el fe 

ncSmeno puede asociarse con la fonnacicSn de un ra:di

.cal por la extrac~26n de un ~tomo de hidr6geno (3)e 

Los productos principales de la aescomposici6n en -

condiciones adecuadas del per6xido (X) , son la lof'_! 

na (II) y la dibenzoilbenzamida (nii) (e·sq~5) ~ Aillt 

no se ha esclarecido s:! la eliminac:icSn del ox:!geno

es suficientemente exot~nni0a como para: provocar la 

emisi6n de la luz obsewada (530m)A.), de tal manera 

que la fonnaai6n de la iofina en estado exitado qu! 

da descartada (4), por otro lado, la dibenzoil'l:ienz!: 

mida (XIII) tiene una fluorescencia muy d~bil en S! 

luciones alcE.üinas y se ha demostl'ad·o que f'luore·sc.e 

a longij;udes de onda considerablemente m~s cortas -

que a 530 m¡..t{3). Por lo que la naturaleza exac-ta -

del emisor, y por ende del mecanismo, se des~onoce

hasta el momento (3). Sin embargo ciertos derivados 

de la lofina muestran una relaci6n satisfactol'ia en 

sus longitudes de onda entre la fluorescencia de la 

sal de la dibensoilbenzamida formada en la reaccicSn 

y su quimioluminiscencia (34) (esq~6)~ 

La fluorescencia de (XVa) y la quimioluminise·eneia

de (X!Va) tienen un máximo a 491 m)A~ (2xl0-3 M.),~ 
y el espectro correspondient& a las estructuras--

(XVb) y (XIVb), tienen un máximo de 485 m).A a la mi! 

ma concentraca6n. Oomo sucede en el luminol (!), la 
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ESQUEMA 6 

FORMACION DE INTERMEDIARIOS LUMINISCENTES 

EN ALGUNOS DERIVADOS DE LA LOFINA 

N KOH 
----j[> 

o 
11~2 
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~N 
,)V 
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3 

R 

11 

~C'N--i0-'-R3 
1~ K 
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1 2 3 1 2. 3 
(XIVa=R =NMe2 ,R =R=H) (XVa=R=NMe2 ,R =R =H) 

1 2 3 1 2 3 
(X IVb: R = NMe.

2
, R = R = OMe) (XVb= R = NMe2 , R = R =OMe) 

Ar 

A'~r 
H Ar 

(XV 1) 

o 
N- ~-Ar 
~ 

Ar-e 
\ 
N-c-Ar 
l-) 11 

o 

---[> 



intensidad de la luz es directamente proporcional a 

la concentraci6n de Lofina (II) substituida, y la -

oxidaci6n ( en é'ste caso se ha demostrado que es una 

peroxiderci6n ) es el paso lento de la reacci6n (3) • 

Se ha propuesto que el mecanismo ocurre vía el int~~ 

mediario (XVI) (esq.6). 

Las intensidades relativas emitidas por una serie si 

milar de lofinas substituidas (35) dan una relaci6n

lineal de log- I/l contra (Í, endonde I es la iniien-
o 

sidad observada del derivado, I es la intensidad de 
o 

la oxidaci6n de la lofina; {fes la consiiante de eulis-

tituci6n de Hammett. Se ere~ que la relaci6n es deb! 

d-a a la velocidad de oxidac-i6n (forma;ci6n de Pe:mSxi

do) o bien el aumento de la luminise;encia que es de

bido a la formaci6n de intenne'diarios fluonescenii-es

muy inestables (3). 

Se ha propuesto que la discrrepancie entn& los dos -

rasultados de ambas investigaciones es debida al em

pleo de disolventes diferentes (etanol y sulf6xido -

de dimetilo) ~ 

Otra serie importante de per6xidos que tambien son -

quimioluminiscentes, son los indoles-3 y -1 hidrope'

r6xidos (36) (XVII)~ Se ha demostrado que ~stos co~ 

puestos emiten luz cu8ndo son calentados, o cuando -

son tratados cron terbut6xido de potásio en sulf6xido 

de dimetilo. 

l."l 



La reaca:ión bajo éBtas condiciones s6lo dá los pro-

ductos mostrados en el esquema 7, el anión amida--

(formado en gran cantidad ) es el produc:l;o electl'6n! 

camente excitado (3). Por ejemplo, la quimioluminis

cencia de (XVIIa) y la fluorescencia de anión amida

correspondiente, tienen ambos un máximo de ?18m).{ ; -

(XVIIb) dá una luz a:on un máximo a; 495 m).(, nuevame! 
-

te idénticos al de la fluorescencia de su ani6n ami-

da correspondiente ( 36). 

Este fitimo grupo de per6xidos es de gran importan-

cia, no s6lo por el hecho de ser quimioluminiscentes 

sino porque- se ha demostrado que la luciferina aisl.! 

da de un organismo bioluminimaent~ llamado "Renilla

reniformes", posee en su estructura un grupo ind6li

co (6). Por otro lado, los indoles simples también

presentan el fen6meno quimioluminiscente cuando son

oxidados en soluci6n básica, una reaa:a:i6n que invol! 

era a los indolen-3 y -1 hidroper6xidos (37). 

I.E. Lucig~ 

Este compuesto fué reportado por primera vez en 1935 

es de una eficiencia comparable eon la del luminol y 

por lo tanto ha recibido mucha atenci6n, la Lucigen_! 

na es el dinitrado de NN' -dimetil- 9, 9' biacridi-

nio (III), que emite una luz azul-verde en la oxida

ción con per6xido de hidrogéno en soluci6n alcalina

(3). Los primeros trabajos propusieron un mecanismo-
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ESQUEIIJU\ MQ 7 

REACCIOM LUMINISCENTE DE LOS -S y -1 Hlt>ROPERO'XIDOS 

Me> 
O-OH 

KOBut ~ 
DMS 

R 
(XVII) 

+ hY 

ESQUEMA No 8 

FORMACION. DE LA N- ME TILAC.RIDONA (XX) 

(-) 
Me> 
r 

Me'-> 

(ffi) 

(XX) 



basado en la oxidaci6n del o:arbinol (XVIII)," sin em

bargo, la reacci6n propuesta para el paso emisor de

luz- no pod!a producir la energ¡{a de exi ta<r.L6n obse:If

vada (4) (esq.8). 

Ouando se identificaron los productos de re-acci6nr -

los investigadores no tomaron en cuenta la formaci6n 

de la N-metilacrridona (XX), la considerallan un prod~ 

cto secundario. Pensaban que el paso principalen la

emisi6n de luz era de (XIX) a (XVIII), en las inv:e:s

tigaciones posteriores usando soluciones alrralinas -

diluidas entre 40-50° e~~ se observ<f una emisi6n azul 

cuyo espectro correspondi6 exactamente eon el espec~ 

tro fluorescente de la N-metilacridona ( 32)i.. Tambi.Sn 

se demostn6 que la Lucrigenina tiene una fluoresa-en -

cia máxima de eolor vende a 18° a, usando soluci~n 

alaalina de mayor concentrac:i6n. La identifica:eci6n 

de la N-metilacridona como la mol~aula principal -

emisora de luz se ha comprabado por varios m6todos 

(38), por lo que ~stos compuestos.- se han estudiado 

independientemente de la lucigenina en s!. 

Se ha demostrado oue el mecanismo opera por transfe

rencia de energía, una forma sencilla de comprobarlo 

consiste en adicionar fluoresceina a una soluci6n -

alcalina diluida que contenga illúcamente. N-metilacr_! 

dona y observaremos que la luz emitida por 6ste com

puesto al oxidarse es absorvida por la fluoresce!na

para efectuar su fen6merio·fluorescente, el color de-
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la luz emitida por tod·o el sistema es az'Úl-amarilla-

(3)o 

En la reacroi6n de la lucigenina mostrada en el esq.-

8, ocurre una transferenaia de energ!a es decir;· uno 

de los producto~de reacci6n (la N-metilacridona) su

fre una quimioluminiscenaia~ la emisi6n de luz es -

absorvida por otro de los productos de reacci6n (el

peróxido XIX) para fluorescer y pasar e la estructu

ra (XVIII) • 

Una gran variedad de substancias, t'al.es como &1 gli

cerol; los glicoles, urea, ácido asa6rbiao, y los 

alcoholes alifáticos aumentan la intensidad de la 

luz observada. La p:j.~eridina, la piridina, el hidr6-

xido ere amonio y el 'tietl!6xido cile Osmio; provocan un

efecto más pronunciado (39,40}. 

La luciganina en soluci6n acuosa, en presencia de -

agenves· reductores emite luz en contacto con el oxi

geno atmosf~rico, su reaoci6n quimioluminiscente ea

muy sensible al per6xido d·e hidr6geno;• la sola pre-

sencia de huellas de éste compuesto es suficiente P! 

ra excitar a la molácula (41). 

Se ha descrito una serie de sales de acridinio que 

son quimioluminiscentes en presencia de soluciones 

alcalinas de peróxido de hidr6geno, dando reacciones 

que asten libres de cualquier color o cualquier otra 
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fluorescencia que no sea la de la N-metilacridona -

lo QUe permite una identificaci6n inequivoaa de la -

N-metilacridona como el únie~ produeto excitado (36). 
El mecanismo tanto para la lucigenina c:omo para; all@ 

nos de sus derivados se muestra en el esquema g. 

Los compuestos (rra) y (X'Xb) emiten una luz de una

brillantez:. comparable o:on la de la luoigenina, el O,!!' 

den de intensidad de la luz emitida; por los compues

tos está lisiiado en forma descenaente en el esquema-

9, en donde los compuestos (XXf') y (XXg) ya no son -

quimioluminiscentes. La substituc:i.6n del grupo f'eni

lo en el compuesto (XXb) ,' tanto por grupos aaeptores 

de electrones como por grupos electro-donadores,' af'1-
como re'SUltado veloa:idades de reacci6n diferentes, -

confirmando as:! que el ataque d'el. i6n per6xiifo so'Brti! 

el grupo caTbonilo está asociado eon la emisi6n de -

luz (42). 

Los intermediarios en ambas ~lases de sales de aari

dinio involucran un peróxido de cuatro mienbros ;' se-... 

ha demostrado que la brillantes de 'stos compuestos

es causada por la ruptura del enlace per6xido (42a)'~ 

A principios de la década pasada se descubri6 la re~ 

cci6n quimioluminiscente entre el cloruro oxálico y

el per6xido de hidrógeno, a; raíz de ésto se ifemostr6 

que un gTan número de ~er6xidos de acilo emiten luz

al descomponerse, los miembros alifáticos de ésta 
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clase de compuestos no son quimiolumini~ntes (43)~ 

Por ejemplo, el 9,10-difenilantraceno, un cloruro 

de ~cido, como (XXI),' en presencia de pen6xido de hi 

dr6geno; 6 bien, 9,10-difenilantraceno, ~aidoe como

(XXII) 6 (XXIII), con dicialohexilcerbo-di-imida y -

per6xido de hidr6geno, emiten una luz. carao~eriatima 

de la fluorescencti.a del difenilantrac>.eno ( es!!(~o) -

(3)~ 

El empleo de hidroper6xÚto de 1ter-'Butilo en vez: de -

(XXi), (XXII) 6 (XXIII) provo«a un aumento en la-

quimioluminisaencia del sistema. Se ha comprobado -

que un per6xido de a<ci.lo como (XXIV, R=H, R • ... n 6 te:~r 

-butilo) es formado "in situ", la v!a meoan!stica P.! 

ra una descomposición quimioluminiecente se muestra

en el esquema 11 , subrayando que estas reacciones -

proceden de una manera concertada. Por lo que resul

ta dificil hacer una distinci6n entre la transferen

cia de energía directamente de una mol~cula excitada 

de co2, y la descomposici6n de un complejo del per6-

xido de aeilo y la mol~aula aceptora de energía • -

Sin embargo, existen evidencias para demostrar una -

emisi6n quimioluminiscente a. partir de c:o
2 

excitado

en ~orma gaseosa (12). 

Cuando se emplean compuestos del tipo (XXIV, R=Me, -

Et, tBu; R'= H 6 ter-butilo), la luminiscencia obs~ 

vada es despreciable • La descomposición del per6xi-
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ESQUEMA 10 

PEROXIDOS DE ACILO QUE AL DESCOMPONERSE 
EMITEN LUZ 
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@
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ESQUEMA 11 

DESCOMPOSICION QUIMIOLUMINISCENTE DE 
UN PEBOXIDO DE ACILO 

auLo-o-c-C-OH + R--i> BH· + cci+ But O 
ti 11 2 
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OPA* ----t> OPA + hv 



.do de ac1.lo (XXV), prepnrado a partir del c:oritespO,!! 

diente anhídrid:o, es taT!lbien quimioluminiscente· ( 3). 

El cloruro de ácido, cloruro ae 9~lonoca~bonil-10-
metilacridinio (XXa)i f'ué descubierto independient.,! 

mente y han sido objeto ere estudios muy detallaeros

Se ha comprobado que su :reacoi6n. qui.mioluminise·ente

es de una producción de. cuantos de 1.1~, por lo t~ 

to, tiene una brillantez mayor que la erel Luminol -

(42). El mecanismo propuesto es igual al que se mu

estra en el esquema 9. 

I.F. QUimioluminiscencia de iones ere Radicales Ano

m6.ticos. 

Otro tipo importante de proaesos quimioluminien:en 

tes en solución lo constituyen las reacciones que 

involucran el movimiento de elect11ones de un :uadi

cal aniónico; o la adición de un electrón a un ra

dical catiónico, durante la formación del estado - · 

excitado del hidnocaJ.'!buro principal (44). Por ejem

plo, el 9, 10-dif'enilantracenu:ro ae sodio puede ser 

oxidado a antraceno mediante un gran n~ero de aee~ 

tores de electrones. CUando se adiciona cloro o - -

bromo a una solución del radical aniónicoJ de e·olor

obscuro en tetrahidrof'urano, dá una solución criara

de 9, 10-difenilantraceno (DFA) y la luz crorrespon

diente de su fluorescencia,, el iod·o no provoca este 

efecto (45). El cloruro de oxalil, el peróxido de -
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benzoilo, el di6xido de nitr6geno, el ion c~ricro y-

ciertos tetracetatos tambi6n son efectivos, pero no

así el oxigeno. CUando se usa iodo y o~!geno la ene! 

g!a es insuficiente porque probablemente 6sta se - -

ocupa s6lo en la oxidaci6n (3,146) ~ 

un gran número de hidrocarburos aromáticos policial_! 

cos cue.ndo son tratados con na:fta.lenuro de sodio, -

dan el radical anionico correspondient&, el cual emi 

te luz al oxidarse. El 9,10-dioloro-9,10-difenil an

traceno (XXVI) puede ser considerando un agente oxi-: 

danta en ~stos t6rminos, y una mezcla de soluciones

éste compuesto y de DPA emite luz (47}. 

A éste fen6meno se le conoce particularmente como 

luminiscencia de rec-ombinaci6n foto-inducida y ha s_! 

do estudiado principalmente en procesos que involu-

cran la reacci6n de un radical ani6nico con su tmrre,!! 

pondiente radical cati6nico (45). En el fen6meno de

recombinaci6n, la radiaci6n traslada un electr6n de

una molécula orgánica a bajas temperaturas,al efec

tuarse la emisi6n fluorescente, el sistema es calen

tado, pero la transferencia de un electr6n del orBi

tal de alto enlace del radical ani6nico a un agente

oxidante crea una molécula en estado exitado. El re

greso del electr6n previamente adicionado (necesari~ 

mente en un orbital de antienla.ce) al orbital vacío

del estado basal provoca un aumento en la QUimiolum! 

nisccncia observada. El mecanismo propuesto para el-
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caso del peróxido de benzoilo (PBO) y el diffenilan-

tracenuro de sodio se muestra en el esquema 12 (48). 

La reacción análoga reali3ada entre e~ aetil deriva

do de la N-metil-acrridona (NMA) (XXVII) y el pe-r6xi

cifo de benzoilo, usando cloruro de p-toluen sulfonilo 

como aceptar de electrones, se mu.estra en el el!tc¡1: 13 

(45). 

Para la formaci6n d·e un produato en estado excitado

se espera la generación de un cati6n del radica[ Ar~ 
en la presencia de un an16n del radical A~(-~ ambos

por el movimiento de un eleatr6n del orbital de al~o 

enlace de Ar!-) o bi.en .. por·l.a a:dioi6n de un el.eatr6n 

a un orbital de antienlaag de Arf+) (3)e 

La eleatr6lisis de soluciones de antraceno, rubren~: 

perileno y de hidrocarburos polic!clicos relacionados 

con los compuestos anteriores, en aaetonitrilo 6 di

metilformanida y en presencia de un eleotrolito so-

porte, dan un aumento en la luminisc-encia de-l cátodo 

(49). El color de la luz es igual al de la fluores

cencia del hidrocarburo estudiado, la relaci6n se -

efectlia en el cuerpo de la soluci6n y no en la sup!f!· 

ficie del electrodo (46). La reacci6n que se lleva

a cabo es la siguiente: 

Ar. (-) + Ar!+) ~ Ar* + Ar 
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ESQUEMA Nol2 
MECANISMO LUMINISCENTE PARA 

DFtc+ PBO --?> DFA+ PBo-

+ 

f 

EL PEROXIDO DE BENZOILO * 
DFA'"' DFA 

antienlace 

enlace 

f 

~ 
~ f el 

~ + DFA:- --->::::::. DFA+ DFl+Cl-

f Cl 



., ~-; -

Se ha establecido un período de vida, relativamente

corto, de 10 segundos para A:r(+); mientras gue el

ani6n Ar{-) es muy estable (44.45). 

Los investigadores se preguntaban si la luminiscen

cia era un resultado especifico de la reacci6n Ar.-

(+) + Ar.<-~ o si la reducci6n y la oxidaai6n se~ 
realizaron en forma independiente. Estudios posteri! 

res ree~izados con sistemas electrolíticos que per-

miten¡~ rápida inve~s16n de la polaridad de los 

electrodos, lograron medir el potencial de genera 

ci6n y el potencial de oxidaci6n de un proceso lumi

niscente de éste tipo. Por ejemplo, para el rubreno

el potencial de generaci6n de R.(-) es El/2- 1.37-
- (+) -. ., v., y para R es E'I/2 + 0.91 V. 

Durante la inversi6n de la polaridad el R(-)preform! 

do es oxidado aproximadamente a +0.5V. que es el po

tencial de generaci6n de R.(+~ demostrando oue la--

reacci6n R.(-)_ e ~ R~ es luminiscente. 

(+) Similarmente la elect:ttoreducci6n de R. a - O. 9 V. 

produce luz, resultando ésta, última despreciable 

~rente a la emitida durante la oxidaci6n (50). 

I ~«'. Porfirinas 
~ ... ~~ 

'i' 

Lá; deso-omposi-ci6n-~-per6xidos orgánicos tales como

el .hidroper6xido de tetralina, en la presencia de --
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ESQUEMA No 13 

REACCION ENTRE EL CETIL DERIVADO DE LA NMA-
y EL PBO 

t¡1e Me Me 

((X) + Q --> NMA + Q t- Nl1c 1 r-' 
Nt~t"il so

2
q so-

. 2 

(~} 

Me Me 

<mil> + o > . * + rQ NMA 

so; sd"' l+l 

2 Na 



porfirinas y ftalo<ri.aninas metMicas, dan c:omo re SU! 
tado la emisi6n de luz del mismo c-olor que el de la

fluorescencia de la Porfirina (51). la ftalocianina

de Fe (XXVIII) cataliza· la desc:omposie1.6n exotfrtniea 

del hidroper6xido de tetralina a temperatura ambien

te con la emisi6n de la luz, pero generalmente, se 

requie~en altas temperaturas cuando la reacci6n se 

efect~a en un solvente inerte, como por ejemplo tolu 

eno destilado. Los produc;tos principales de ~stas 

reacai6nes son la tetralona y la ftalimida. Se· ha 

demostrado que la ftalocienina de bevilioes la m!s-

brillant& (52). Loa' estudios de la tetrafenilpo~ina 

de zinc (ZnTPP) establecen que la luz emitida c-orre! 

ponde a la fluorescencia de la metalofosfirina y ~~! 

firman que se requiere un metal para la emisi6n de -

luz. El mecanismo propuesto se muestra en el esquema 

15 (3) o 

El produc:to de transferencia de carga es reducido 

por un radical libre formado durante la reacci6n, o

por el per6xido en s!, siendo considerado un proce~o 

en cadena. El aceptor de electrones en el Último pa

so del proceso entra a un estado excitado antas que

a un estado baeal, siendo un resultado similar disc~ 

tido anteriormente para los hidrocarburos polic!oli-

cos. 

Los procesos auimioluminisc·entes de ~ste grupo invo

lucran reacciones de transferencia de electrones, --
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ESQUEMA 14 

ALGUNAS FTALOCIANINAS METALJCAS QUE AL DESCOMPONERSE 

EMITEN LUZ 

tXXV 111 > 



ESQUEMA 15 

MECANISMO LUMINISCENTE DE LA Zn TPP 

~O-OH 

~- .,._ ZnTPP ---'-> 

l+J (-J 
ZnTPP -1- OH 

r, <+> (.-) ] 
LZnTPP OH 

H o· 
~'X" 

W+ C+) 
ZnTPP. t (-) 

OH 

* ZnTPP 



puesto que la cmnservaoi6n de energía aunada <ron la

velocidad de dicha transferencia es un resultado m~s 

probable en un estado electr6nicamente exitado que -

en un estado basal vibraoionalmente éxcitado (45). 

I.H. Pirogruol 

La oxidación del pirogalol en solución alcalina, con 

la emisión de lW§, fué observada desde hac:e 60 aiios

(18); pero en los áltimos años se han propuesto ar~ 

gumentos convincentes en relación a la causa de la -

luzobservada. En el sistema estudiado se ha identifi 

cado una banda cerca de 630 m)A. cromo parte del oxíge

no excitado (3). 

Cuando se mezclan pirogalol, carbonato de potasio y

formaldehido, la intensidad de la luz producida es 

aumentada considerablemente, a esta reacción se le 

conoce con el nombre de "reacción de Trautz-Sohori

gin". En el mecanismo de reacción se propone la des

composición de un peróxido intermediario, con la fo! 

mación de oxigeno en estado excitado por la colisión 

de dos radicales (Esquema 16)(4). 

El papel del pirogalol no ha sido totalmente aclara

do, aunque es obvio que está involucrado en la forma 

ción del radical (3). Otros polifenoles tambien son

quimioluminiscentes cuando reaccionan en condiciones 

similares, usando ozono como oxidante {53). 
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ESQUEMA 16 

FORMAC!ON DE Oz EXITADO A .PARTIR DE 

UN PEROXIOO 

ESQUEMA 17 

ALGUNOS ENOOPEROXIOOS LUMINISCENTES 

( XXXIll: (XXXIV) 

(XXXV) 



I.I. Endoper6xidos Aromáticos 

Varios hidrocarburos· aromáticos polioiclicos lineales 

se oxidan rápidamente bajo irradiación para formar -

endoper6xidos tales como (~III). la reacción geneM

ralmente es reversible, algunos de estos peroxidos -

emiten luz cuandó desprenden oxígeno gaseoso, en un -

rango de temperaturas de 25°- 200°C (54). En general

la intensidad de luz emitida por ~ste tipo de compue!! 

tos esbaja, sin embargo, los peróxidos de los acenos

tales como los del rubreno (XXXIV) y 1,4-dimetoxi-9,-

10-difenil antraceno (~), aue liberan oxígeno casi 

cuentitativamente, son los más eficaces en la emisión 

de luz (Esouema 17) todas las investigaciones rela

cionadas con la explicación de la luz observada indi

can nue el hidrocarburo original es formado en un es

tado excitado, y no algún otro produc~o como le ant~ 

ouinona, el espectro de la luz observada es norlo ge

neral muy similar al de la fluorescencia del hidrocar 

buro involucrado. 

Es imDortante seflalar la reversibilidad de la forma-

ción del peróxido como un paso productor de luz, pero 

desafortunadamente el calor de formación,por lo menos 

para el peróxido de antraceno, es muy por abajo del -

estimado para la energía de la radiación observada --

(55). 

El 9, 10-endoperóxido del antra.ceno no produce mucho-
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ox!geno al sobrecalentarse·, y la e¡.ntraquinona es uno 

de los productos principales. 
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e A P I T U L O II 

B I O L U M I N I S e E N C I A 

II.A. Importancia y Distribución 

Una de las características m~s importante de la bio-
" luminiseencia es la gran diversidad de organismos --

que tienen desarrollada la capacridad de emitir 1U2.

Estos incluyen ciertas bacterias, hongos, radiolari

os, esponjas, corales, flagelados, hidroid~s, neme7~ 

tinos,cTUst~cn'los, almejas, caracoles, calamares, ce!! 

típedos, milpies e inseatos. Entre los 11ltimos se -

encuentran los insectos fa.iniliarmente conocidos cromo 

cocuyos· y luci~rnagas. Muchos peces son tambi~n lumi 

nosos; pero no existen formas luminosas entre los -

anfibios, reptiles, aves ni mamíferos. Ninguna plan

ta superior es luminosa; con excepción de unas pocas 

variedades de bacterias ltiminosas, ning&n organismo

de agua dulce emite luz (1). 

La emisión de luz por un organismo es usada para di! 

tintos propósitos, como puede ser el apareamiento,-

la comunicación, encontrar y atraer a su presa, dif'! 

renciaci6n de sexo, distraer a sus atacantes o como

camuf'lage (6). 

Un molusco luminoso llamada "Pholas dae.tylus", que--
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desde la antiguedad ha sido considerado por el hombre 

como un delicioso manjar, fu~ utilizado en 1887 por·

el investigador francas Rafael Dl.lbois en sus estudios 

sobre las substancie involucradas en la bioluminisce! 

cia. Dubois demostró que un extracto de " Phblas" en

agua fría aontinuaba emitiendo luz durante varios mi

nutos, encontró que despu~s- de haber cesado el deste

llo, la emisión de luz podía restaurarse mediant~ la

adisión de un segundo extnaoto obtenido lavanda alme

ja fresca aon agua caliente y enfriando despu~s el -

zumo. (56) 

Dubois concluyó que existía cierta. substancia en el -

extracto hecho con agua caliente que era e--sencia¡para 

la emisión de .luz y oue no era afectada por el calor; 

denominó Luciferina a ~ate material, nombre derivado

de Lucifer, que significa portador de luz .• A la subs

tancia del extracto hecho con agua fría la denominó -

Luciferasa, indicando que el sufijo "asa" que tenía -

las propiedades de Q~ enzima, la Luciferasa,· al i -

gual que la mayor parte de las enz·imas, es sensible

al calor. Dubois observó que tanto la Luciferina como 

la Luc·iferasa se extraían mediante agua caliente o -

fría; pero oue el agua caliente inactivaba a la Luci

ferasa, dej8ndo activa solamente a la Luciferina (56). 

Otro pionero en ~1 campo de la bioluminis~encia fu~-

E. NeWton Harvey, auién continuando con las investig! 

ciones de Dubois logró demostrar que la emisión de 
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luz en los organismos es un procgso enzim~tico, tam

bién describi6 las reacciones luciferina-luciferasa

en una gran variedad de seres vivos. Harvey y sus -

colaboradores encontraron en Japon un crust~eeo (Cy
pridina hildendorfu) oue, una vez desecado, consti-

tuía una buena fuente de Luciferina y luciferasa. Le 

Cypridina vive tanto en agua dule'e como en agua Sal!!; 

da, pero sol~ las formas salinas son luminosas (57)~ 

Durante la Segunda Guerra Mundial, los soldados Jap~ 

neses utilizaban Cypridina desecada como fuente lumi 

nosa de poca intensidad-cuando no querían ~rrer el

riesgo de utilizar linternas. Una peaueña cantidad -

de ~olvo de Cypridinacolocado en la palma de la mano 

y humedecido posteriormente proporcionaba suficiente 

cantidad de luz para leer un mapa o un mensaje (1).

El organismo no es luminoso por sí mismo; segrega 1!. 

ciferina y luciferasa en el agua que lo rodea y la -

interacci6n sobre éstas substancias produce una luz

azul (15). 

Existen una gran cantidad de formas luminosa-s entre

los gusanos análidos, la luminiscencia es particula! 

mente sorprendente durante ~1 periodo de celo de ~s

tos animales (58). 

Se sabe desde hace mucho tiempo que bacterias lumin! 

sas crecen sobre carnes o pescados muertos, Roberto

Boyle ~ealiz6 experiencias con éstas bacterias y gn_ 

1668 demostró oue necesitaban aire para poder emitir 
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luz. 

Durante varios siglos el llamado " Fuego del Mar" re

present6 un misterio para los pesaadores y otros ob-

servadores, el "Fuego" hao:e referenci.a a la incrandea

crencia vista algunas veces en la estela de los bareos 

que circulaban en aguas tropicales. Esta incandescen

cia es debida a la presencia de un gran número de di

noflagelados que produ~en luminiscencia cuando son -

perturbados. Tard6 en descubrirse que ~sta luminisrre~ 

cia es originada siempre por seres vivos debido a que 

la mayor parte de los dinof'la.gelados son unic·elulares 

(1). 

La luz en las profundidaa de los o~anos tiene una 

intensidad máxima en la región asul-verde (475 nm) y

los ojos de la mayoría de los habitantes de ~stas zo

nas han desarrollado probablemente una eficieneia óp

tima alrededor de ásta longitud de onda. No es de so~ 

prendernos que la mayoría de la bioluminiso~cia mar! 

na est~ tambi~n en la regían azul-verde. Dos teraeras 

partes de los organismos de una oulumna de agua oc~a

nica de 2000 metros son bioluminisc:entes y el !ndic·e

máximo de luminiscencia ocurre a los 800 metPOs (6). 

otro grupo bioluminiscente importante lo constituyen

los hongos, probablel!lente el mejor conocido ea e~ -

"Panus Stiptiens", que existe en dos variedades: una

en Amárica, que es luminosa y otra en Europa, oue no

lo es. Los micelios filiformes de las dos variedades-
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pueden fundirse y mediante ~sta téenica mostrarse que 

la luminiscencia est~ sujeta a control genético. Evi

dentemente, la variedadieuropea care~e de uno o m~s 

génes nec·esarios para sintetizar las erwimas aue se 

requieren para la luminisQ~ncia, ea menos una d« és-

tas enzimas es la luc~ferasa (56). 

Entr~ los insectos se encuentran casos sorprendentes

de luminiscencia, en los colémbolos, fulg6sidos, ela

téridos, en las larvas de o~ertas moscas, y desde lu~ 

go, en los cocuyos y sus- larvas llamadas luciérnagas

los c-ocuyos verdaderos, o insec:tos luminosos se en--

cuentran en diversas partes de la tierra y ofrecen el 

ejemplo más familiar de luminiscencia. La hip6tesis 

antigua de aue la luz de los coauyos es un medio de 

atraer al sexo opuesto para aparearse, está hoy uni-

versalmente aceptada (56). 

El proceso químico de producci6n de luz por los aocu

yos se ha estudiado desde que Harvey establec16, por

primera vez en 1916, que la luminiscencia de los aocu 

yos es el resultado de la misma reacci6n lucifevina-

luciferasa aue Dubois encontr6 en la almeja luminosa

se sabe que la luminiscencia de los cocuyos requiere, 

además de oxígeno, del suministrador universal de --

energía, el trifosfato de adenocin (ATP). Si se haae

un extracto con agua fría de las partes luminosas de

los cocuyos y se abandona hasta que desaparezca la -

luz, con solo añadir ATP se puede regenerar de nuevo-
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la emisi6n de luz con intensidad mayor a la original. 

Durante los Últimos años se· ha aislado la luciferina

de cocuyos, y se ha llegado a establecer y conf'irmar

su estructura química, igualmente se ha aislado y olJ ... 

tenido en forma pura su luciferina, su molécula qu~ -

tiene aproximadamente 1000 aminoácidos y es, por lo -

tanto, de elevado peso molecular (59). 

Un fen6meno tan difundido en la naturaleza debi6 te-

ner razgos marcañamente seleat~vos. La emisión de luz 

en los organismos pluricelulares m~s avanzados ha ido 

adapt~dose para cumplir funciones muy específicas, -

alÚl no se conoe-e si la mnisión de luz tiene alguna -

función en los organismos inferiores, como las bacte

rias, los hongos y los dinoflagelados. La amplia dis

tribución de ésta gran variedad de distintos organis

mos luminosos con procesos ouímicos diferentes impli

cados en la emisión de luz, indicaria que, en algdn-

momento, éstos mecanismos tuvier6n una función selea·

tiva (1). 

Pare~~ razonable pensar que el orígen de los proaesos 

emisores de luz estuvo íntimamente relacionado con la 

evolución primitiva de la vida sobre la tierra, se 

cree que varias formas de adaptaciones "Útiles" de la 

luminiscencia en los organismos m~s avanzados se pro

dujeron en las Últimas etapas de la evolución (60). 

II.B. Clasificación. 
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jJuede considerarse que todas las reacciónes biolumini! 

cantes requieren oxígeno, aunque ~ veces los eompone~ 
tes aislados eontienen un peróxido preformado; en los

ejemplos investigados hasta ahora, la ñeseomposie2ón -

exot~rmica de un pe:v6xido intermediario dá e:omo resul

tado la formación de un producto en estado elgetrónic~ 

mente excitado. La mayoría de las vee·es 6ste producto

es altamente fluorescente,o de no serlot transfie~ su 

energía a una mol~cula fluoresc~nte (15). 

Las reacciones biolumini·scente:s no pueden ser clasifi

cadas de acruerdo a mecanismos de' reacción espec:!ficos, 

Cormier y Totter sugieren una clasificación oue com--

prende cuatro típos de reacciones, a la que se le ha -

aumentado un quinto grupo: los sistemas "Precargados"

(61), (Esouema 18). 

Grupo I 

Grupo II 

Grupo III 

Grupo IV 

Grupo V 

ESOUEMJI. 18 

Oxidación del Substrato. 

Activa~ión del Subtrato 

seguida ñe oxidac~ón. 

Re·<Iucci6n seguida de oxi

dación. 

Per6xida.ci6n. 

Sistemas Precargados. 

Aunoue estos grupos, especialmente el V, no proporcio

nan un conocimiento en el mecanismo de reacción, son -
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útiles como forma de presentación. El grupo V no-

hace referencia al mecanismo, sino al hecho de que -

éstos sistemas al ser aislados no son completos, 's

to es, necresi tan "recambio" (35). 

II.C. Recambio 

El termino recambio se usa en relaci6n aon la sínte

sis y degradación de proteínas, la expresión "recam

bio de proteínas" se emplea usualmen~e para denotar

un fen6meno general en el cual las prote-!nas tisula

res se están sintetizando y degradando continuamente 

(62). 

"Velocidad de Recambio" es el término que se utiliza 

para designar el proceso de renovación total {63}, 

aunque es difícil de medir, existe una formulación 

que permite determinarla (62}: 

dE/dt= Ks- KdE •••••••••••••• {l) 

en donde E= contenido de proteínas en unidades por -

masa, Ks=constante de velocidad de síntesis de orden 

cero, en unidades por tiempo por masa y Kd=constante 

de velocidad, de primer orden, para degradación, en-
-1 . 

tiempo por masa {62). 

La materia de Recambio es de interés especial en los 

sistemas bioluminiscentes, usualmente los mecanismos 
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de reaeción indican que la enzima funciona como un -

componente catalítico convencionalo 

Una de las caraoteristicas especiales del sistema -

del o-ocuyo es la inhibición del produe:to por la enz!. 

ma; un fenómeno similar ocurre en la latia (64)e En

el sistema bacteriano el recambio, como por ejemplo

la participación repetitiva de una mol~cula simple -

de enzima, no ha sido demostrado (35). 

Esto no quiere decir aue· los componentes de la enzi

ma en ~stas reac<riones requieran neo:esariamente de -

una función catalítica. Se ha propuesto que ~stos -

pueden ser sistemas de recambio de la enzima que no

son extraíbles ni purificables con los componenves 

emisores de luz. Se ha demostra~6 que tal recambio 

ocurre en el sistema del cocuyo por la reacción enzi 

ma inhibida, tanto con pirofosfato con coenzima A -

(65); el sistema operativo in vivo no ha sido total

mente identificaño (35)~ 

En otras palabras, los sistemas ~lasificados dentro

de los cuatro primeros grupos no poseen, despues d~ 

su aislamiento y purificación los factores mecaníst! 

cos para su recambio. 

Un ejemplo de un sistema precargado es la proteína -

aequorina, denominada una "Fotoproteína" (66). Esta

molécula emite luz simplemente c·on la adic:i6n de cal 
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cio, y no requiere de oxígeno. La reacci6n bacte~ana 

es un buen ejemplo de un sistema más completo en el -

que puede verse como está involucrado un in~ermedia-

rio de la enzima analogo a la proteína aequorina, en

&ste caso se ha demostrado que algunas de las etapas

exerg6nicas de la producci6n de energía son prefija-

das y no se acompaffan con la formaci6n de un estado -

electr6nicamente- excitado (35). 

II.D. Funci6n de la Enzima 

Una propiedad no usual y sumamente interese~te de laR 

enzimas luminiscentes es su habilidad de "manipular"

energ!a y formqr estados electr6nicamente excitados. 

Los intermediarios enzimaticos pueden representaT --

estado únicos implicados en el almacenaje y conver--

si6n de ene:t>g!a, por lo tanto, la funcicSn dEl' la enz-i

ma en éstas reacciones puede ser visto como un ente -

au!micamente diferente de aouellos normalmente asocia 

dos con una funci6n catalítica (35). 

Las luciferasas son clasificadas aomo oxigenasas por

las reacciones que catall.zan, éstas reacciones se· as.! 

mejan, cuando menos en esbozo, a las de otras oxigena 

sas tales como las del catecol y el triptofano. Las -

mayores similitudes son el desdoblamiento del enlac:e-

0 - e y la incorporac26n de los átomos de oxígeno en

los productos. 
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Una diferencia notaole es que otras oxigenasas tienen 

casi invariablemente un cofactor oxidativo basado en

Fe (III). Esto es sin duda un grupo prost~tico no oxi 

do-reducible, a tal grado que las lucif'erasas de Cy-

pridina y de ~ocuyo hacen pensar en una reacci6n de -

auto-oxidaci6n. 

· En realidad es difícil observar otro papel de la enz! 

ma en el paso de la oxideci6n que el del tnensporte -

del prot6n activado en las luciferinas por oxidaci6n

con el oxígeno atmosf~rico (6) (Eeq.l9). 

Otras funciones que conciernen a la enzima es la cat~ 

lisis del ataaue del per6xido sobre un ester activo. 

Los detalles en el aspecto de la ~atálisis enzimatica 

están probablemente relacionados con el principio de

acci6n de las enzimas hidrolitiaas (6). 

Los mecanismos enzimáticos son los responsables de la 

alta producci6n de cuantos comunmente proporcionados

en la bioluminiscencia, por lo aue los intel:llllediarios 

de la reacci6n deben estar protegidos, de alguna man! 

ra, de la deactiva~i6n colisiona! y de ot~s formas -

de transferencia de energía que abaten la producai6n

de cuantos {13). 

II.E. Grupo I: Oxidaci6n del Substrato 

En ~ste tipo de reacci6n ocurre una oxidaci6n enzima

tica de un substrato, o.ue p~oporciona la energía ade-
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cuada para formar un producto en estado alectr6nica-

mente excitado. Aunque varios sistemas pueden ser de~ 

critos por este mecanismo, el de la Cypridina es e2 -

que mejor se presta para ello {35). 

G.I.l. Cypridina 

La Cypridina hilgendorfii es un pequeño arustáceo (d! 

2 á 3 mm. de longitud) que se encuentra a lo largo de 

las costas japonesas, áste organismo expele la enzima 

y el substrato a partir de glándulas separadas, dire~ 

tamente en el agua del mar, en d·onde la rea:c<rlcSn oau

rre (67). 

Su luciferesa fuá aislada ha~ algunos años, su peso

molecular es de cerca de 50,000; no tiene absorcicSn -

en el rango visible. ~sto indica la ausencia de gru-

pos orgánicos prost~ticos que puedan ser ·involucrrados 

como especies emisoras, contiene no metales en canti

dades apropiadaspara un papel funcional, el valor de

su constante de difusi6n es· de n20= 7.5 X l0-7cm/seg., 

su constante de sedimentaci6n a dilusi6n infinita es

de s0 20 = 4.58 su punto isoel~ctrico es pi= 4.34. 

La composici6n y secuencia de aminoácidos aún no se -

conocen con certesa, el pH 6pti .. para su bioluminis

t cencia es de 7.5 (40). 

La luciferina de la Cypridina fué cristalizada e iden 
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tificada en 196~. La estructura del compuesto activo 

reducido (Eso.uema 20) contiene restos de triptamina, 

arginina y L-isoleucina (68). La mol~cula tiene ab-

sorci6n en el u.v. de cerca de 220, 270, y 312 nm, y 
una absorci6n en el visible de cerca de 425 nm. Su -

fluorescencia (514nm) corresponde a la transici6n de 

la última banda de absorci6n (69). 

La bioluminisa:encia de ésta liciferina es azulJ Amax. 

=458 nm, un color oue corresponde a la fluorescencia. 

del ~roducto final; la oxiluciferina: a22H27o2N
7

(35) 

(Esouema 20). 

La Qb de la reacai6n es alta, aproximadamente 0.3, -

por análisis de cromatografía en capa fina, el pro -

dueto de la reacci6n luminiscente se enauntr6 en al

to rendimiento (35). Este produQ~O es inestable bajo 

condiciones ácidas, sufre descomposici6n con la per

dida de la mitad de la isoleucina, produciendo etio

luciferina; c16HI9N7• 

La oxiluciferina tiene una absorci6n a 350 nm. y una 

fluorescencia máxima ( ilf.) de 480 nm., ésta moléc!! 

la posiblemente enlazada a la enzima, es la especie

emisora de luz durante la bioluminiscencia (70) 

l'rYediante la eliminaci6n del grupo guanidino polar, -

tanto lé! luciferina como la etioluaiferina, pueden -

ser convertidas a sus respectivas aminas. Se ha. des-
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ESQUEMA 20 

LUCIFERINA DE CYPRIDINA 

OXILUCIFERINA 



cubierto que la desguanil-luc·if'erina (Luciferamina)

también es activa, emite luz cuando reacciona cnn la 

luciferasa, de una Qb. igual a la de la lucriferina -

original ( 71) • 

La_ luciferina de la Cypridina tambien muestra una -

quimioluminiscencia en sulf6xido de dimetilo, en pre 

sencia de oxígeno, aunque el espectro de emisi6n, ~ 

max. 420 nm, es diferente al de la bioluminiscencia

el resultado se interpreta como una evidencia de un

derivado de ésta luciferina es en realidad la espe-

cie emisora de luz en la reacei6n (35). 

Se conoce poco aaerca de los intermediarios en el me 

canismo de la reacci6n ( 35). La extinci6n d_e la in

tensidad de la luz es exactamente exponencial y la 

constante de proporcionalidad de primer orden está 

relacionada directamente a la concentraci6n de luci

ferasa {68). 

A pesar de que la enzima contiene no metales, se de

mostró oue la luminiscencia requiere la presencia de 

sales (72). CUando la emisi6n de luz eesa, la aetivi 

dad puede restablecerse por la adici6n de peoueñas -

cantidades de un gran número de sales diferentes; al 

grado de que se han publicado relaciones especificas 

entre el pH y la eficiencia en la restauraci6n de la 

emisión de luz al adicionar diferentes sales (35). 
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La afinidad entre la luciferina y la luciferasa es

alta, siendo la K cerca de 5 X 10-7 M (67). Se ha-
m 

demostrado que el enlazamiento oaurre en ausencia -

de ox:(geno (73). El consumo de oxígeno en la reac

ci6n es de un ~tomo de oxígeno por molécula de luc! 

ferina utilizada, esto aunado con la determinaci6n

de su estructura {esquema 20) ha permitido escribir 

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

ESQUEMA 21 

a) 

b} 

G.I.2. Peces: Apag6n y parapricantus 

A pesar de que se ha demostrado que sistemas biolumi 

niscentes de especies estrechamente relacionadas re

sultan similares, existen algunos sistemas de espe-

cies no relacionadas que guardan similitudes en cu~ 

to a su comportamiento· químico. Así tenemos que una

luciferina químicamente idéntica a la de la Cypridi

na fué localizada en 6rgarios internos especialmente

luminosos de dos espe<ri.es de peces teleosteos; apa

g6n Ellioti y Parapricantus berciformes. Sin embargo 

el origen del compuesto no se conoce con certeza; -

puesto que en el intestino de los peces se encontra

r6n Cypridinas (35). 
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Las ~oas diferencias que se han demostrado entra-

la luciferasa de ~stos peces y la de la Cypridina -

son el comportamiento inmunol6gieo y los aspeatos ci 

n!Sticos de la reacción luminiscente· (74). 

G.I.3. OdontosilliB y Latía 

Estos dos sistemas han sido purificados hasta un PU!! 

to tal en el que se puede afirmar que la reacción in 

volucra un mecanismo similaT al que se efeatáa en la 

Cypridina. El Odontosillis es el famoso gusano· de -

fuego de las Bermudas, ~ste an~lido marino libera un 

material bioluminisc~nte en el agua que lo rodea du

rante su apareamiento. 

La emisión de luz durante la reacción es muy espeet~ 

cular siendo un fenómeno periódico que se vealiza 

exactamente 55 minutos despu~s del ocaso, durante el 

segundo, tercero y cuarto día despu~s de la luna - -

llena (35). 

Su luciferina purificada ( Aabs. 235, 285 y 330 nm) 

sirve como substrato en la oxidac!i.ón ensimá-tica:; el

producto ( Aabs 250 y 445 nm) actúa como la molécula 

emisora el color de su fluorescencia ( Af 507 nm) es 

muy cercano al de su bioluminiscencria (75). 

Una propiedad poco común en los sistemas bioluminis

centes, se encontró en el del Odontosillis; su esti-
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mv~aci6n invitro e invivo por pequefle~ concentracio-
-3 -6 nes de cianuro; entre 10 y 10 M (76}. 

Ouando se descubri6 que el cianuro era producido en

e-l cienpi6s, incluyendo la especie luminiscente·, el

gusano ferrocarrilero, se ha estudiado el papel del

cianuro como posible aativador, pero su mecanismo de 

acci6n aún no se ha dilucidado (15). 

La latia es un moluscro gastr6podo, una lapa gue exp_!! 

le una mucosidad de una luminisc:encia muy brillante

( .il b 520 nm). Es única entre las espee-ies luminosas

puesto que pa-sa su ciclo entero de vida en agua dul

ce. Su luciferina se ha aislado y purificado, repor

tandose como un aceite incoloro soluble en hexano, -

con una absorción a 212 nm. en etanol, tiene un peso 

molecular de 236. Su reacción requiere oxígeno y, 

aparentemente, ningún otro cofactor o activadoF• 

Su mecanismo de reacci6n es igual al de la Oypriciina 

excepto por el hecho de que la enzima es inhibida -

por el producto de reacci6n (77). 

II .F. rrrupo II: Acti vaai6n del SUbstrato Seguido de

Oxidac:i6n 

En éstas reacciones el compuesto activo es un preo~ 

sor del substrato que finalmente es oxidado con la -

emisión de luz. Se conocen dos ejemplos; los cocuyos 
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{y sus larvas: luaiárnagas) y el Pensamiento de Mar; 

la Renilla. Ambos organismos emiten luz en forma de

un corto destello brillante (0.2 seg.) seguido de -

una estimulaoi6n nerviosa. 

En el cucuyo, y en la luciár.naga, la luciferina (es

quema 22) reaccionan oon ATP liberando pirofosfato y 

formando el luoiferil adenilato enlazado en la enzi

ma (E-LH2- AMP), el cual es oxidado para emiti~·luz

(35) e 

En el pensamiento de Mar la luciferina reacciona eon 

3'-5'- difosf'o-adenos!n (DPA).Esta reacci6n de acti

vaci6n involucra el movimiento de grupos sulfato pa

ra formar 3'- fosfato-5'- fosfosulfaVo (PAPS) y lue! 

ferina activada, la que posteitiormente es oxid'ada -

con la emisi6n de luz (61). 

G.II.l. Cocuyo y Luciernaga 

La luciérnaga es una de las 250 especies de esaarab~ 

jo, se le llama luoiárnaga durante toda su etapa la!· 

varia hasta que llega a la adulta en la oue se le de 

nomina oocuyo. La metamorf6sis de su organismo, si -

bien transforma parte de su sistema de locomoci6n, -

no afecta su sistema emisor de luz {5); por lo que

se hablará indistintamente de luciárnaga o cocuyo. 

La longitud de onda máxima emitida por el cocuyo 
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"Photinus- Pyralis" corresponde a 562'milimic"Xas en la 

~ona amarillo-verdosa del espectno, se· ha encontrado

que extractos procedentes de los 6rganos luminiscen-

tes de los cocuyos emiten luz a ésta misma longitud -

de onda en soluciones neutl'Ss. Si se acidifica la so

lución o se añaden altas conc~ntraciones de fosfatos

inorgánicos la luz cambia a rojo con un máximo de ero! 

sión a 614 milimicras, cambios de éste tipo pueden -

explicar las diferencias en el color de la luz emiti

da por distintos tipos de cocuyos (78). 

La emisión de luz por los cocuyos depende d~un sumi

nistro abundante de oxígeno, el suministro de sangre~ 

a los órganos luminosos se realiza mediante un exten

so sistema capilar, y el de oxígeno mediant'e un siste 

ma. de tubos traqueales. 

Existe Un.a hipótesis segdn la aual al impulso nervio

so libera simplemente el oxígeno en la gl~dula lumi

nosa provocando as:! la luminiscancria, una segunda hi

pótesis, que es la más a~ptada, establee~ una serie~ 

de etapas disparadas por acetilcolina que se libera 

en un nervio que termina en el órgano luminoso (1). 
(Figura; 2) • 

El sistema del cocuyo es ~ico entre los sistemas - -

bioluminiscentes en cuanto a su requerimiento de ATP. 

La reacción de ATP con la luciferina del cocuyo es 

análoga, en su etapa inicial, en la utilización de 
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FIGURA 2 
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otros compuestos incluyendo á~idos grasos y aminoáci

dos. 

Todos ástos involucran la formaci6n de un aail adeni

lato con la liberaci6n del pirofosfato y la transfe-

rencia subsecuente·· del acil adenilato a un aC'eptor -

apropiado cton la liberacicSn de ácido aden:ílico (79). 

La· luciferina del c-ocuyo fué cristalizada en 1957 -

(14); su estructura y síntesis se reportaron durant~

los años subsiguientes (80). 

El ~timo paso de su s:íntesis químiaa involucra la -

reacci6n de 2-ciano-6-hidroxibenzotiasol c-on aisteína 

la D (-) y L (+)- luciferina se obtiene al reaccionar· 

luciferina <ron D (-) y L (+) - ciste:!na respeaJc¡:_:t~iLJvam¡¡:a¡;llEe:t!!2~-~----

te, siendo la D (-)- luaiferina la forma activa (81)-

(Esq.22). 

Aunque la dehidroluciferina, L, no es el prodUcto de

oxidaci6n emisor de lua es ~til como un inhibidor com 

petitivo (81) y puede usarse como un enmascarante re

versible de los grupos sulfhidrilo involucrados en el 

sitio activo (82). La dehidroluciferina, en cualquier· 

forma de adenilato; L-AMP, reacciona aon la lucifera

sa, o con ATP y Mg++ para formar el enlace enzima-ad_! 

nilato (83). 

La luciferasa del cocuyo fué cristalizada en forma 
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ESQUEMA 22 

D (-) LUCIFERINA ( LH2) Y DEHIDROLUCIFERINA ( L) 
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pura en 1956 (35) los estudios posteriores revelaron 

que la mo16cula está compuesta por dos subunidades -

idénticas, con un peso moleaular de crer<ra de 100,'000 

es disociable en guanidina-HCl (79). 

Su estructura dimérica puedg cr~mprobarse por varios

métodos, entre los más comunes están, por digesti6n

de la luciferasa oxidada o empleando luciferasa mar.~ 

cada con tritiodinitrofenil. Por titulación con 

p-mercruribenzoato se determin6 aue existen seis sul

fhidrilos libres (82). 

La actividad de la enzima puede ser inhibida neve~! 

blemente al reac-cionar con p-mercuribenzoato, C'Omo -

la luciferasa reacciona con el inhibidor dehidroluc! 

feril adenilato enmaso·arando dos de sus seis grupos

sulfhidrilo, de modo que los cuatro grupos sulfhidr! 

lo restantes de la enzima inhibida pueden ser titul! 

dos con cuatro moles 'de p-mercuribenzoato. Si poste

riormente el inhibidor es removido por adición de -

coenzima A, el 9~ de la actividad es restablecida -

(84). 

Esta técnica permite la preparación de una enzima 

con sus grupos sulfhidrilo "no escencia~es" bloauea:

dos, si a está enzima bloqueada la hacemos reaccio-

nar con N-etil-maleimida radiactiva, se pueden mar-

car especificamente los sulfhidrilos involucrados en 

el enlace de la luciferina. La digesti&n de ésta 
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enzima seguida por el aislamiento del p6ptido radia! 

tivo produjo un decapéptido simple (Ser-cysSht-glu-

glu-aspNH2~ala-gli-ser-gluNH2-lis) (64). 

El análisis de metales s~lo revel6 la presencia de -

Mg y Al, 0.3 y 0.2 moles por mol~~ d~ pnote!na 

respectivamente. Sr, aa y Ba fueron detectados en 

cantidades menores a 0.01 moles por mol de prote!na. 

Se ha comprobado que ninguno de estos metales parti

cipa en la reacci6n luminiscent~ (81). 

El color de la luz emitida por los oocuyos ha llama

do mucho la atenci6n de los investigadores durante -

los último~ afios, está plenamente comprobado que t~ 

to la estructura como la conformaoi6n de la enzima -

tienen un efecto escencial sobre el espectno de emi

si6n bioluminiscente. Una gran parte de las eviden

cias provienen de estudios realizados con diferentes 

especies de croouyos, a partir de los cuales se obtu

vo una. variedad considerable en el color de la lumi

niscencia, con rangos de emisi6n entre 550 y 585 nm

(78). Aunque la molécrula de luciferina está implica

da como la especie involucrada en el estado eleotr6-

nicamente excitado, las diferencias en el color de -

la luz emitida por distintas especies de cocuyos no

puede atribuirse a diferencias en la luciferina. Los 

datos cromatográficos, de absorbanc:ira y fluorescen.,_ 

cia, indican que todas las luciferinas tienen la mis 

ma estructura (35). 
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Se ha demostrado que una lu~iferasa purificada a -

pl'l,rtír de una especie específica de croouyo, cuando

reacciona con ATP y luciferina sint~tica~ emite una 

lv~ que tiene el espectno aaracterístico de esa es

pecie. Lo mismo ocurre Q~n las demás luciferinas 

aisladas a partir de las otras espec.ies. Se sª-be 

también que varios factores físicos y químicos afe~ 

tan el color de la luz emitida in vitro, todos es

tos factores son interpretados en términos de una -

alteraci6n en la conformaci6n de la luciferasa, es

tos factores incluyen la estructura de la enzima, -

cantidad de ATP utilizado, temperatur~, pH, metales 

y sales (35). 

Un caso digno de menci6n por la variac.i6n del c:olor 

en la luminiscencia es el del "gUsano autom6vil"; -

P. plagiophthalamus. Este insecto posee dos 6rganos 

uno dorsal y otro v,entral, mediante los que emite -

luz de diferentes colores, con unas ~b de cero~ 

de 555 y 585 nm respectivamente. Esto no sÓlo perm~ 

te distinguir los 6rganos, sino que, los indiv-iduos 

diferentes de una misma especie muestran distintos

colores en la luz. emitida por lo aue es posible 

identificarlos y agruparlos en familias (58). 

La emisi6n de luz a -partir de los 6rganos ventrales 

se ha registrado como baja a 547 nm y como alta a -

585 nm, en los 6rganos dorsales el rango de emisi6n 

es de 548 a 565 nm respectivamente. La luciferina -
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nuevamente es la misma, tanto para los 6rganos ventr! 

les como para los dorsales, por lo aue se ha propues

to que existe una gran variedad de enzimas estructu-

ralmente diferentes· (35,58). 

Los pasos principales de la reacci6n in vitro del co

ouyo pueden describirse brevement~ como sigue: el en

lazamiento de la enzima con el luciferil-adenilato se 

forma en el primer paso de la reacc~6n (reac~i6n c),

~ste reacciona con la luciferasa y el oxígeno en la -

reaQci6n d, formando un ·estado eleotr6nicamente exai

tado, seguido por la emisi6n de luz (64). (Esquema--

22a). 

ESOUEMA 22a 

~Tg++ 

e) LH
2 

+ ATP + E~ E - LH
2 

- AMP + pp 

* o<-> + producto 

e) E-L 
* o<-4hv + E - o<-> 

En base al consumo de 6xígeno (una mol de oxígeno por 

mol de luciferina consumida), se ha propuesto oue la

es~ecie electr6nicamente excitada es E - L (O) - AMP, 

es decir, el dehidro compuesto con un átomo de oxíge

no incorporado en algún paso dese·onocido. Los estudi

os uosteriores indicaron que las reacciones involu -

eran una descarboxilaci6n, en base a estudios reali--
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zados sobre la quimiolmniniscencia de compuestos an~ 

logos, se ha propuesto oue el estado basal de la es

pecie emisora de luz amarillo-verdosa es el diani6n

de la luciferina descarboxilada (85) (esquem~ 23)~ -

Siendo designada la enzima enlazada a la espeaie ele 
(-) -ctr6nicamente excitada como E - L - O en la rea--

c-ci6n d. Estos mismo estudios indican que en muy <m

nocida emisi6n de luz roja está involucrado &1 esta

do electr6nicamente exci tad·o del monoani6n de la lu

ciferina descarboxilada (86) (esquema 23). 

El producto de oxidaci6n luminiscente, cualquiera -

que sea, puede tener restos de AMP enlazados fuerte~ 

mente a la luciferasa y evitar as! oue la enzima - -

reaccione, sin embargo, tfsta inhibici6n puede ser r_! 

versible si se adiciona pirofosfat'o inorgánico, el -

cual reacciona con el producto, designado como E -L

O(-) liberando enzima libre. Esto proporciona un me

canismo para su recambio (65). 

La inhibici6n del produeto también puede ser rever-

sible por la adici6n de coenzima A, puesto que ocu-

rre la formaci6n de un tio-ester con la enzima enla

zada a la luciferina oxidada, liberando así enzima -

libre (86). 

La posibilidad de oue el mecanismo enzimático pueda

involucrar la reacci6n de un grupo sulfhidrilo de -

una proteína con la luciferina para formar un com--
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puesto intermediario LH2-C-S-E, está descartada, pue~ 

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

La luciferass inhibida (E-L-0-) tamb;i.~n puede crata:li

zar el desdoblamiento ctel ATP sin la emisi6n de luz.

Una observac:i6n interesante, es· que la luc·ifernsa a~

túa como una hidrolasa en presencia de reactivos sul

fhidrilo (64). 

Estos experimentos han sevvido para identificar los-

sitios de enla~e de la luoiferasa. Se han propuesto-

dos sitios de enla~e en la luc~ferasa, uno para el 

ATP y otro pa.ra la luciferina. Las suposiciones de 

oue el enla~amiento del substrato ocasiona cambios en 

la conformaci6n de la luciferasa se ha comprobado por 

medidas de las velocidades del intercambio hidr6geno~ 

tritio, velocidades de la inac1iiv~i6n t~rmic·a y por

cambios en la dispersi6n r.otatoria 6ptica. En presen

cia de ATP y dehidroluaiferina (L), la velo~idad del 

intercambio hidr6geno-tFitio disminuye y la enzima 

muestra mayor dificultad para la desnaturalizaci6n 

tármica (88). Bajo cualquiera de estas condicionea,

la disocriaci6n de la luciferasa en sus dos subunida-

des no ocurre {80). 

Las bases moleoUlares del control del destello de los 

cocuyos, que característicamente tienen una duraci6n

de aproximadamente 0.5 seg. y que poseen un control -

nervioso, no se conocen. Una de las condiciones nece-
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sarias para la fase obscura es que los reactivos son 

separados 9 bloqueados o de alguna forma impedidos en 

la reacci6n. El producto-enzima inhibida satisfa~e -

esta cond1ci6n, especialmente en vista de la activi

dad tan potente de la pirofosfatasa del ~ocuyo, que

puede eliminar pirofosfato y po lo ~anto evitar com

pletamente el lento recambio. 

·se ha. propuesto que ~ste complejo inactivo constitu

ye un mecanismo quimioo celular por lo cual la reac

ci6n luminis~ent~ es inhibida. 

Tambi~n se ha propuesto má~ ampliamente aue el dest! 

llo es iniciado por una rápida liberaci6n de pirofo! 

fatasa acompaffada por la actividad nerviosa o de la

membrana, o de ambas; se ha propuesto que la rápida

hidr6lisis de la pirofosfatasa es la ~sponsable de

la extinci6n de la intensidad de los destellos. La -

pirofosfatasa puede derivarse del ciclo acetilcolina 

CoA-ATP (35). 

Podria esperarse que el inhibidor de colinesterasaJ

eserina, impidiera el destello, pero é'sto no sucede._ 

la eserina no provoca cambios significativos, Los -

destellos pueden bloqu~arse por anfetamina y reserp! 

na {35). 

La célula responsable de la emisi6n de luz, .el foto

sito, ha sido perfectamente bien identificado, sin 

embargo, constituye un gran campo de investigaci6n 

en el terreno de la biolog!a, ya oue se ha descubie! 
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to oue la fibna nevviosa no se inerva directamente· -

en el fotosito (35). 

G.II.2. crelenterado~ Bioluminisaentes 

Los cEñenterados son un grupo de animales marinos n_! 

tablea por su belleza y brillante muestna <ie biolum_! 

niscencia fueron investigadas en algunas de 6stas -

criaturas durante la d~cad~ pasada, poniendo ~nfa~is 

en las similitudes quimicas de los sistemas biolumi

nisoentes entne los celénterados (89), nos ocupare-

mos uniaamente de tres de ellos: Los Anto~oarioe, 

Los Hidrozoarios y los Cten6foros (Esouema 23a). 

CELENTERADOS 

ESQUEMA 23a 

.Antom:oarios 

Stylatula¡ 

Renilla 

Acanthopitulim 

G~nero Ftilozarcus 

{

Aequorea 
Hidro~oarios Halistaura 

{

Mnemiopeis 
Cten6foros Beroe 

AunQue los Antozoarios están agrupados biológicamen

te dentro de los Celenterados, por su mecanismo en -

el sistema emisor de luz; los clasificaremos dentro

del grupo II: "Activaci.6n del SUbstrato seguida de -
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Oxidación", y a los HidroZ'oarios y aten6:foros dentl"' 

del grupo V: " Sistemas· Precrargados" (!Y, 35, 89) ~ 

rr~II.2(a). AntoZ'Oarios 

La bioluminismmcia de varios antozoarios ha sido -

examinada a nivel bioqu!miao. Estos inaluyen re las -

plumas marinas (Stylatula, Ramilla y Aaanthopitulim}, 

el género marino; Ptilozarcus· {Pa:eaz:oant'hus y Caver

nularia). La gran bioluminiseeneia de la Ranilla se

ha estudiado con gran detalle y consecuentemente la

discuci6n se limitará a ~ste organismo, adem~s· re--

cientemente se ha demostrado que los :factores quími

cos para la emisi6n de luz y su control son simila-

res en todos los antozoarios estudiados (15,90,91}. 

G.II.2(b). Ranilla 

El mecanismo de rea~i6n de la Ranilla es similar al 

del sistema d'el coeuyo en nue se realis-an dos pasos

sucesivos, pero difiere en que esos pasos son cata

lizados aparentemente· por enzimas diferentes (90}. 

Se ha demostrado aue la actividad enzimátiaa con la

luciferina (reacci6n f, Esquema 24,) muestra un com

portamiento crome.tográfico diferente al de la activ,! 

dad con la luciferina electr6nicamente exe·itada - -

(reacci6n g, Esquema 4) (35). Las enzimas no han si

do bien identificadas (6), pero son designadas como-
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E1 Y E2 por comodidad (Esq. 24). 

f) 

g) 

h) 

ESQUEMA 24 

Ca++ 
. ....:...__ 

LH2-SO 4 + DPA ~ LH2 + PAPS 
1 

LH2+ 02 ~ L (o)*+ H
2

0 

* L (O) ---t> L{O) + hv 

La luciferina de la Ranilla se ha aislado e· identifi

cado, es un derivado de·la triptamina que contiene un 

grupo sulfato, el cual es removido en el paso de act! 

vaci6n. Esta luciferina se aomporta como un ani6n - -

fuerte y es estable a la oxidaai6n, a valores de pH -

alcalinos o neutro. 

Tambi~n tiene una absorci6n a 280 nm con cortes a - -

272 y 288 nm, su il f' es de 362 nm. La hidr6lisis a:lc! 

lina de su dehidrolucifenina produ~e tniptamina (92). 

El paso de activaoi6n que involucra el movimiento del 

grupo sulfato, requiere DPA y calcio (reacci6n g Es-

quema 24,) con la formaci6n de luciferina. activads; y

PAPS. La luciferina Mtivada puede seit acumulada ana
er6bicamente en presencia de la. enzima E

1
• Se he. de-

mostrado oue el DPA tiene una funci6n catalítica, su

recambio debe ocurrir por alguna reacci6n aue involu

crra el movimiento del grupo sulfato a partír de·l PAPS 

(35). 
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Si durante el paso de oxidaai6n (reacci6n g, Esquema-

24) se emplea luciferina aativada como substrato, no

se requiere calaio o DPA (35) 

G.II.2. {e) Factores para la emisi6n oce luz azul· 

Recientemente se ha logrado la determinaai6n estruat.!! 

ral de un an~ogo parc~almente activo de la lu~iferi

na de Ranilla (93), subsecuentemente se sinteiiillr6 una; 

luciferina aon una actividad bioluminiscente similan

a la. de la luciferina nativa (89). (Esquema 25, - - -

XX"XVII) • 

El sistema imidazol-pirazina, que está presentlJ, en la 

luciferina de la Ranilla, existe cromo pa:r.rte estwaiiu

ral de diversas luciferinas de or!gen marino, que in

cluye al crustáceo Cypridina, algunos peaaados, nume

rosos rrelenterados y posiblemente el calamar. Las ~! 

cas diferenc2as· en la estructura de la luaiferina de

la Ranilla y la de la CJ~ridina se encuentran en las

cadenas laterales que aparentemente están determina-

das por los aminoá~dos utilizados en su síntesis. E~ 

to puede ser a.omprobado químicamente, ya oue un buen

número de luciferinas análogas se ha preparado por 

condensaci6n de cualquiera de los tres aminoáe:idos se 

leccrionados para producir el análogo deseado.(94): 

La. luciferina sintética de Ranilla, as:! como su luai

ferina nativa (Esouema 25, XXXVI), reaccionan con la-
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ESQUEMA 25 
ESTRUCTURAS DE LUCIFERINA, OXILUCIFERINA DE RENILLA Y 

ALGUNOS DE SUS DERIVADOS 

(XXXV!) 

OXILUCJFERINA DE RENILLA 
(SINTETICA) (XXXIX) 

o~ ~~ 
c-e~ 
1 -

!N'-0H 
. 0 :..N_j(CH . 

LUCIFERINA DE RENILLA 

/V 2Y"'l\ 
HO V 

(XXXVII) 

OnCH2-o 

*(N 
~iNI CH'2~ Á) ~H ~~ 

HO ~ 
LUCIFERINA {SINTETIC ) 

(XXXVIII) 

HO~~ 

ff
~N 

1 •. ).. 
N

4 

CH2~ 
HO 0 

SULFATO DE LUCIFERILO 

(XL) 

MONOANION DE LA 
OXJLUCIFERINA 

0~-CH2-o 
~¡/JG 

ffNJl_CH2 
HO # 'O 

(XLI) 

O~C-CH2-QoH 

~:2r 
HO OXILUCIFERIN~ 

DE AEQUOREA 



luciferasa y el oxigeno molecular para produeir luz

azul ( il h=490 nm) • La Qb en c:a.da caso es de aproxim,!2: 

damente 5% (93)·. 

Los prodUctos de la oxidaci6n bioluminiec~nte de la

luciferina de Ranilla son la oxiluciferina (Esquema-

25, XXXIX) y el 002 .• Aproximadamente una mol de <rada 

uno de ellos se prodU~ por mol de luciferina oxida

da. La absorci6n visible cara.-ateristica; de ~sta luci 

:ferina a 435nm se pierde despues de que cesa la bio

luminis~ncia, y se encuentra una nueve absorei6n -

a 335 nm, característica del produeto (oxilu~i~eri -

na) (89). 

La luc2ferina se oxida en disolventes apr6ticos, co

mo la dimetil:formamida (DMF), por via quimioluminis

cente para producir oxilueiferina, 002 y la luminis

cencia azul ( 11 q=480 nm). Se requiere de oxígeno pa

ra la producei6n de luz y aproximadamente una mol de 

oxiluciferina se produce por mol d~ luciferina util! 

zada. El estudio de ésta reaccü6n quimioluminisa-ente 

revela que la emisi6n azul se debe al estado electr6 

nicamente excitado del monoani6n de la oxilu~iferina 

(Esquema 25, XL), m~s que a especies neutras (Esoue

ma 25, XXXIX) o al diani6n, el que produc-e luz amar! 

!lo-verdosa (95). 

Se ha. ~ropuesto que el monoani6n se forma directa:me~ 

te y oue la velocidad de extinci6n de su fluorescen-
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cia es más rápida aue la veloo·idad de protonaci6n en 

DMF. (96). 

El estado electrónicamente excitado del monoenión de 

la oxiluciferina (Esquema 25, XL) parece tambi~n ser 

responsable de la emisión de luz azul observada en -

la bioluminiscrenci~. Result~ interesant~ observar -

que ninglli~a oxilu~iferina ni su monoani6n son fluo-

rescentes en medio acuoso, sin embargo, en nr~, tan

to la oxiluciferina como varios ñe sus análogos son

altamente fluoresc:entes (93). 

Por ejemplo, la oxiluciferina ( ~f = 402 nm) tiene -

una Qf de 23~ en DMF, mientras oue su monoanión (A
f=480 nm) tiene una Qf de 6~, como derivados sint~! 

cos (93). Puesto que la Qb es de 5~ y su ;¡ b ei!T de 

490 nm, se ha propuesto que la bioluminiscencia se 

deriva del estado electrónicamente exeitado de un m~ 

noanión complejo luciferarasa-oxiluaiferina. 

Aparentemente la ImW y la luciferasa proporcionan el 

medio ambiente adecuado para que la fluoreso·eneia se

efectúe con una produc:ción, de cuantos de 5-6% para

las espec:ies emisoras en cada caso. 

Una razón más para sugerir una Qf aproximadamente 5~ 

para el complejo luciferasa-oxiluoiferina es la aue

se debe al aumento de quintuplo en la producción qu,! 

mioluminisc~ntes de cuantos en-presencia de una pro-

63 



teina de fluorescencia verde, cuya Qf es de 3~. 

La Qb de la luciferina en DMF, sin embargo, ~s de so 

lo 0.1%. 

De 4sta forma la luciferasa de la Ranilla, durant®-

ln reacción bioluminiscrente, parec'e generar esta;dos

electr6nic·amente excitados a:on rendimientos que lle-

gan casi al lOO%, contrario a la v!a quimioluminis-

cente en donde la produc~i6n es de sólo 2~ (97)~ 

Los estudios mecan!sticos utilizm1do agua mar~a -

con o18 y oxigeno proponen los pasos que se muestran 

en el esauema 26 (camino A) para la oxida<rión biolu

miniscente de la luciferina. La obtención de ao2 Ma!· 

cado demostr6 que el oxígeno en el bióxido d~ c~o

no producido se deriva- del agua y no del oxígeno - -

(97). 

Los resultados de estudios similares realizados so-

bre la oxidación bioluminisc-ente de la luciferina de· 

cocuyo están de aauerdo a:on el camino A del esquema-

26 (89,98). El camino B (esquema 26), en el QUe s~

propone una dioxoetanona intermediaria, es teórica-

mente probable; pero inconsistente con los estudios

de oxigeno marcado, lo que demuestra que no ocurre -

ni en la Renilla ni en el Cocuy~ (87,99). 

Un resultado sorprendente sobre el estudio mecan!s--
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ESQUEMA 26 

MECANISMO ALTERNATIVO PARA LA OXIDACION 

BIOLUMINISCENTE DE LA LUCIFERINA DE RENILLA 

H 

0"1---+Rl 

N'fN 
~), (LUCIFERINA) 

R1 R12 

OXILUCIFERINA 
+ 

LUZ 

* 

B 

MONOANION 
DE LA 

OXILUCIFERINA 



tico de la o~dación bioluminiscente- de la luoiferin4 

de la Cypridina, empleando tambi~n oxígeno mareado, -

propone el camino B del esquema 26 (89). 

G.II_.2. (d) ~ Factores ps.ra 1a emisi6n de lua: verde 

La~ medidas espectrales de la bioluminiseeneia in vi

vo e in vitro en la Ranilla y algunos ~lentePado• -

estudiados han demostrado que las emisiones in vitro

( Ah=470-490 nm) son azules, mientras que las emisio

nes in vivo ( ;¡ b=590 nm) son verdes (lOO) • Las cnapa

raciones espectrales precisas han demostrad-o aue en -

la Ranilla y en algunos otros celenterados, la emi--

sión verde in vivo es debida a una proteína de gran -

fluorescencia que se ha aislado de estos animales, y~ 

a la que se hará referencia oomo "Prote!na d~Fluores

cencia Verde" (89,100). 

Esta proteína (peso molecular = 40,000) -

contiene un CTom6foro enlazado, de estrue--tura deseon.2 

cida cuya Qf es de 3<>.' (101) .La emisi6n fluoreseente

de ésta proteína es igual a ia emisi6n verde in viV'0-

{101). 

Para explicar las diferencias en el color ent~ las -

emisiones de luz in vivo e in vitro en la Rellilla; 

los investigadores han propuesto una transferencia de 

energía (89). Por ejemplo, la prote!na de fluorescen

cia verde no cataliza la oxidaci6n bioluminiscente d• 
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la lueiferina en ausencia de luciferasa, pero su a~! 

ción a una reacción bioluminisc~nt~ in ~tro puede -

cambiar el c-olor de la luz- de azul al verde Oa.llacte

rístic~ en la emisión in vi~ (lOO). Puesto que la•

o-onC'entrac-iones de lueifel!8isa y de la proteína de -

·fluorescencia verde fueron bajas (10-6a-lo:-5m aprox.) 

bajo condiciones en las que se observ6 transferencia 

eficiente de energía, la interaeci6n proteína prot~ 

na se ha propuesto c-omo un medio para c:eJ.c-ular una 

distancia de transferencia cr!tiea de 28 A. 

El fen6menó es dependiente de altas conc~ntraciones

de proteína, y la producrei6n de ouantos es :nelativa

a los incrementos de luciferina, 51' para la reacei6n 

luciferasa - c-atalizada, a aproximadamente 2~ en 

presencia de la proteína de fluorescenc-ia verd~ -

(102) (La p-rodull!ci6n de luz azul y verde se ilustra 

en el esquema 27). 

Se considera que el fenómeno involucra transferenc-ia 

de energía no radiante del estado electrónicamente -

excitado de un mono-anión complejo luciferasa-oxilu

c-iferina al ~om6foro de la proteína de fluoresC'en

cia verde (89). 

G. II. 2. (e) • Control del deste-llo bioluminisc;rente · 

Una proteína importante en el control de la "Biolumi

niscencia en la Ranilla y en algunos otros Antozoa-
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ESQUEMA 27 

MECANISMO BIOLUMINISCENTE EN LOS ANTOZOARIOS 

- ++ 
PROTÉINA- LUCIFERINA+ Ca o( >PFIOTEINA..;C!J+ LUCIFERINA 

LUCIFERINA+ 02+ LUCIFERASA~LUC-IFERASA- OXILUCfFERINA + C02 

LUCIFERASA- OXILUrERINÁ' + PFJ4 PF~ASA- OXIWCIFERINA 

LUCIFERASA -OXILUCIFERINA + LUZ (AZUL)- PFV + LUZ (VERDE) 

MECANISMO BIOLUMISCENTE EN LOS HIDROZOARJOS 

++ 
FOTOPROTEINA+ Ca~=~ FOTOPROTEINA -Ca 

* FOTOPROTEINA-Ca :3> PROTEINA-OXILUCIFERIJidA (PFV) * . ... ~ . 
PROTEINA- OXILUCIFERINA + PFV ~ PFY+PROTEINA -OXILUCIFERINA 

l \ 
PROTEINA-OXILUCIFERINA +LUZ (AZUL) PFV+LUZ {VÉRDE) 

( 1) PFV = Proteína de Floureecenclo Verde 



rios se aislado r~ientemente (103). Es~~ proteína 

enlazada a la luci.ferina (peso molec.ula:r=24,000 --

aprox~)' que libera reversiblemente su enlace con 11!11-

luciferina en presenc1.a de iones cal<tio y muestra un 
. . . - -

aolor amarillo intenso cuandb est~ aislada en forma-

·PUXa (103). Es probable que la luaiferil-sulf'o~inasa 

que convierte ~1 sulfato de luciferilo (Esouema 25,

XXXVIIll a luciferina en presencia de 3,'5-difosf'o- -

adenosin, el que desempeffa un papel imp~rtante en la 

·liberacrl6n -de. la proteína enlazada a la luciferina -

(104) .. 

na adia-icSn de ic>nes de cale1.o .a una mez<t~a. en solu

c16n de luciferasa, oxígeno y la proteína enlazada ~ 

a la luciferina excitada dá. como resultado una lumi..:. 

· nis.cencia azul típica ae la reacci6n in vi tro {89} .

La reacci6n luminiscente indUcida por iones ealcio -

puede visualizarse en la parte superior del Esquem~ 

27 .. Laveloci~a:d.de decaimiento de la intensidad de

luz. en ésta reacci6n es mucho más lenta que el r&pi

do destello de_ la iuminiscencia. in vivo. Por lo q'lie.;. 

parece,qúe; el·aÓceso-decBl.cio a la proteína; enl.a.sta . . -. 
da a.la luciferina in v-ivo, debe realizarse mediante 

un· control muy fino. 

Un avance en la comprensi6n de los mecanismos invol~ 

erados en tal control fu~ realizado con el descubri

miento y aislamiento de los lumisomas de la Ranilla

por Anderson y Cormier (105). 
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Los lumisomas son vesículas unidas por membranas (de

un diámetro promedio igual a 0.2-~m) oue producen -

un destello de luz verde dependiente de oxígeno ( fib= 

509 nm} cuando se ponen en contacto c·on una soluc:i.6n

f1ipot6nica de calcio ·(105). Estas vesículas contienen 

t·odas las proteínns necesarias p2"ra la biohuniniseen

cia y su control, es decir, la luciferasa, la proteí

na enlazada ~~- la luciferina y proteína de fluoresaen

cia verde (89). Todas estas proteínas están unidas-

por membranas, proporcionando un medio ambiente exce

lente para la distribuci6n ordenada de las proteínas

necesarias para el control y procesos de transferen-

cia de energía {105). 

Un estudio de micvoscopía electr6nica ha revelado lg

localizaci6n y estructura de los fotoc-itos de la Reni 

lla, los que han sido descritos como células altamen

te especializadas que contienen un gran n~ero de ve

sículas enlazadas por membranas (de diametro promedio 

=4-6 m,« )o.ue se han denominado luminelos. 

En los luminelos se alojan centenares de peoueffa5 ve
sículas oue se consideran lumisomas, puesto que sorr -

del mismo tamaño y forma de los lumisomas aislados -

por Anderson. En preparaciones parcialmente purifica

das, los luminelos parec-en estructuras fluorescentes

que producen destellos de color verde cuando se ponen 

en contacto con una soluci6n hipot6nica de i6nes cal

cio (89). Las membranas de los luminelos y de los lu-
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misomas desempeñan un papel importante en la regula

ción del paso de calaio y en los sitios de enlace P! 

ra calcio en la prote:f:na enlazada a l_a luciferina -

{84,105). 

II.G. Grupo III: Reduc«i6n Seguida de·OXida«i~n· 

Un tercer tipo de reaccri6n propoZ!Cr.i.ona un contraste

interesante con los dos primeros en que el paso re-

duc:tór inmediatamenta prenede o acompafia a la oxida

ción emisora de luz. Est'as reacciones se han elltudi,! 

do en las bacterias, formas marinas lumino-sas y en -

los hongos. La fonma de· emisi6n de luz, siendo uont~ 

nua, tambiln proporciona un contraste interesante 

(56). 

G.III. l. Bacterias 

Las bacterias luminiecenteS" que se encuentran en ti

agua salada constituyen el material favorito pa:m. el 

estudio de la bioluminiscen~ia¡ la mayoría. de: &stas

formas crecen fácilmente en nutriente e.omdn de agar

que contenga glucosa, glicerol y ~ de c-lorilro dg, so 

dio (la salinidad del agua de mar). 

La fisiol6gia y bioquímica de la luminiscencia bact! 

riana ha sido estudiada con gran detalle, aunque no

se conoce el mecanismo exácto para crear el estado -

luminiscente, se conoce con razonable certeza algu-
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nos de los compuestos implicados. Se· sabe· qUe la - -

reacai6n productora de luz está íntimamente relacio

nada con el proceso oxidativo o de transporte de 

electr6nes de la a~lula bacteriana,: la hip6tgsis 

actua·I · suponen que las- reao:ciones productoras cre
·luz son un caso pal'ticular del proceso genel!l!d de -

transporte de electrones por el que las c&lulas ex-

tráen la energía a partir de los· alimentos. Los fac

tores que interviene en la produco:i6n de la luminis

cencia son una forma reducida de la riboflavina, un

aldehído, oxígeno y una enzima (15). 

Luz 

+ Luciferau 
+ Aldeh!de 
+ ód.guo 

Las bacterias luminosas han s:Cdo organismos de elecr

ci6n para el estudio de la aeci6n de drogae y otroa

inhibidoree de la respiraei6n c~lular. Pueden twm--
bi4Sn obtenerse mutantes de bacterias luminisa:entes -

que no son ya luminosas o e6lo debilmente luminosas

con ellas se pueden examinar la capacidad de varios

productos químicos para restaurar la luminiscencia -

{58). 

La reacci6n in vit~ en el sistema bacteriano fu& 
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demostrada por Strehler (106) quien observ6 un efe~

to estimulativo del NAD sobre la emisi6n de luz difu 

sa de extractos de células frescas. Se demostr6 pos

teriormente que el compuesto efectivo es la forma r! 

ducida del NAD, que reacciona con el flavin mono-nu

cle6tido (107). Otro factor estimulativ.o potente lo

constituye los aldehídos a:li:f6tic:os saturados de ca

dena larga, por lo que se han establecido los sigui,! 

ntes pasos: (Esquema 27a) (108). 

i) 

j) 

ESQUEMA 27a: 

NADH + FMN d hi"" NAD + FJflNH2 ee <&'l!Ogenasa 

luciferasa 
aldehído t> LUZ 

Utilizando como substrato FMN reducido químicramente

se ha comprobado que el nuole6tico de: p~ridina puede: 

omitirse. Por analogía con 1las reacciones biolumini! 

e-entes conocidas, parece 16gico especificar al FMN -

como una luciferina bacteriana, suponiendo que su 

oxidación result6 en la :formaci6n de FMN excitado 

(35). 

Aunque no se ha implicado un grupo enlazado a la pro 

teína, es posible que un residuo de algdn amino~cido 

de la proteína pueda involucrarse. El espectro de -

emisi6n de la bioluminisc-encia bacteriana( ;¡ max, 490 

nm) esta muy separado del de la fluorescencia del 
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FMN (~ max, 530 nm). Se ha propuesto la posibilid~ 

de que el ·enlaaamiento de la proteína pueda ocurrir 

por un cambio de ésta magnitud, pero no ha sido de

mostrado ( 8_9) • Se puede proponer que el PD _ sea qu_! 

micamente alterado durante la reace~6n para produ-

c::Lr un derivado que tenga el espectro de emisi6n -

apropiado. 

Esta posibilidad se ha exclu!do porque se demostr6-

que la emisión es por lo menos de 20 cuantos por 11! 
ltScula de FMN presente,1 que se· obtendría si el FQ
fuera alterado químicamente durante la reacei6n. Le 
Qq es aproximadamente de 0.3, tambi&n se ha report~ 

do tanto en base a los cuantos emitidos por mol'cu

la de FMNH2 utilizada y por &1 ai~lo catalítico --

(109). 

Se han presentado evidencias de que la~ funcione~ -

de FMNH2 son reducir la enzima en algunos pasos --

(110)~ La hipótesis en la que se propone que un gl'! 

po disulfuro es reducido a un ditiol, se-ha ~echgz~ 

do ya que la enzima no contiene uniones disulfuro -

(111). 

Una alternativa para la reducci.6n de la enzima po

dría ser la formación de un complejo flavin-enzima

reducido, cuya cantidad y período de vida correapo!! 

de al del intermediario activo. Se han encontrado,

en sistemas altamente purificados, flavinas enlaza-
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das a la enzima, pero no se ha encontrado que su, .P! 
riodo de vi~a corresponda al del intermediario biolu 

. . -
'Íniniscente { 35). 

El esquema 28 representa los paso• e intermediarioa

que se han propuesto para la reacoi6n bacteriana - -

{110). Nos concentramos especialmente en los siguie~ 

tes puntos,- que seran considerados en gran detelle -

(35,110,111). 

a).- El ciclo aatalítioo, por ejemplo, el tiempo de

recambio requerido para una mol~cula de enzima dada, 

es excepcionalmente m~s largo, en terminos de los -

intermediarios--enzima-substrato convencionales comp! 

rados con los estados electr6nicamente exeitados. 

b).- La Qb de la reacci6n ea dependiente en la pre-

sencia de aldehídos de cadena larga, pero el aldehí

do virtualmente no tiene ·efecto sobre los pasos quí

micos en la reacci6n, por ejemplo, la oxidaai6n e~ 

mática de la flavina. 

e) .'- El gran período de vida de la enzima intermedi~ 

ria puede ser formada no solo por medios químicos; -

también puede ser producida fotoquímicamente por iz-t 

adiaci6n de la enzima con luz a 280 nm. 

G.III.l {a). Periodo de vida de la Enzima intemedia 

~Número de Recambio 



/ 

ESQUEMA 28 

FMNH2 + L U CIF ERA SA 

* l 

1 
L+h'V 

1 
I. 

t 02 

(
intermediario de la), 
enz. reducido 

* L 

1 
L+ calor+ hv 

(
bcja producciÓn\ 

de cuantos .J 
RUTAS HIPOTETICAS EN LA BIOLUMINISCENCJA BACTERIANA 



El ndmero de recambio de una enzima se def!ne como: 

NlSinero de Recambio= moles de substrato convertido 
/illin. moles de En.dma 

(2) 

lJl'la mol usualmente eS' definida como 100 000 g. de en;.. 

zima, debido a la inc-ertidumbre entr• l:os pesos mole

culares de muchas enzimas. El c~lculo del n~ero de 

recambio a par'J;ir de la actividad específica de una 
enzima puede rea1izarae medfante la ecUac-icSn: 

. Amoles de substrato· eonverti-Unidades/mg. enz~ma=~d~a~·;s/~m~in~.~~~~~~~~~~-
mg. enzima 

(3) 
A partir de las ecuaciones (2) y (3): la actividad e! 

pacífica es definida como moles de substrato convert! 

das por minuto por mol de enzima (5a)o Puesto que ~ 

molesjmg. = 1ó3 moles/g. y molee=g/peso molecular, -

la actividad espec:Cfioa puede multiplicara~ por (lo-3 

X peso molecular de la enzima), para dazo la ecUa.ci6n: 

Nrunero de Recambio=actividad espec!fic·a X 10~-. 
P.M. de la Enzima •••••••••••••••••••••••••(4)~ 

La ecuacri6n (4) es una forma m~s sencilla de represe! 

tar el número de recambio (5a). 

La reacci6n bioluminiscente bacteriana "in vitro" 
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siendo iniciada por la mezcla rápida del FMNH2 con la 

luciferasa en prescencia de oxígeno (con o sin aldeh! 

do), dá como resultado un emisi6n que aumentg hacia 

un máxi.nio (en menos de un segundo) y de ea e exponen- -

cialmente eón una vida media- de 5 a 10 segundos (K :a= 
o:2/seg. a 25° C l {35). Esta ea una situaci6n poco

frecuente, porque el ~bstrato libre tiene un período 

de vida mucho más corto que el de la emisi6n observa

da; el FMNH2 es rápidamente o~idado por un medio no -

enzimático, en poco menos de un segundo (112)~ 

Un análisis simple de ~ata etapa, nos permite prede-

cir que la enzima virt'Ual.mente no sufre recambio ya -

que por el corto período de tiempo una mol~cula de e!! 

zima no puede completar la reacci6n con tnazas· de su~· 

strato. Este es el c.al!lo en el que la enzima es- expue!! 

ta a su substrato durante un corto período de tiempo

comparado con el período de vida del intermediario -

generad'o, permitiendo una medida direc~a de ese perÍ,! 

do de vida . (110) • 

.En· tales dt>ndici.ones puede pronosticarse que ·la con~ 

. centracicSn de enzima no tiene ningdn efeeto sob:Ile ia..: 

const~té de velocidad de ler orden para el decremen-
·. . 

to en la intensidad de luz, esto s·e ha comprobado ex-

perimentalmente (110). 

G~III~l {b). Reguirimiento de Aldehído. 

75 



Los aldehídos de cadena larga tienen un notable efec

to estimulativo sobre la emisión de luz, se ha demos

trado que su participación ocurre en una de las eta

pas posteriores, como se ~ñica en el esquema 28 - -

(110). 

La causa de que los primeros pasos de la reacci6n o~ 

rran en ausencia de aldehído puede deducirse de la -

observación de oue la luminiscencia normal ocurre si

el aldehído es adicionado posteriormente (esquema 29) 

El hecho de que IIIB se forma en ausencia de aldehído 

(aproximadamente a la misma velocidad que IIIA cuando 

el aldehído est~presente} se observó porque el bajo

nivel de la luminiscencia de crece con un período de

vida cercano al de la reacción dependiente de aldehi~ 

do (35}. 

Además la respuesta del sistema a la adici6n de alde

hído a un tiempo posterior declina paralelamente con

la baja Qb (35,110,103).; 

Aunque se han realizado muchos estudios concernientes 

·a la funci6n del aldehído, su papel en la reacci6n no 

se ha comprobado totalmente. Algunos autores afirman

que el aldehído no se consume en, la reacción y que su 

papel es catalítico, (35,206), mientras que otros so! 

tienen que. es convertido a su co~espondiente ácido-

graso, posiblemente por una peroxidaci6n, para propo! 

cionar una etapa productora de la energía adecuada --
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ESQUEMA 29 

TIEMPO DE INICIO DE LA REACCION LUMINISCENTE 
DEL FMNH CON Y SIN ALDEHIDO EN PRESEN 
CIA DE' frrDR-OX-ILAMINA 
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~ara que surja el producto en estado electr6nicamente 

excitado (114) .. Los experimentos relacionados con la

produoci6n de cuantos, sustentan la segunda proposi

ci6n basandose en que la reacci6n tot·ail. puede repre

sentarse de la manera siguiente (115). 

k).- enzima 
FMNH

2 
+ RCHO + 0

2 
_ (> FMN + ROOOH + H

2
0-

+ hv. 

Desafortunadamente, ni la utiliz-aci6n de aldehído, ni 

la produce:i6n ele ácido; ni tampoco el supuesto aldeh:! 

do celular, se han demostrado directamente. En ree2i

dad, su desaubrimiento original no fu~ como un factor 

de las clilulas luminiscent&a, sino como un material 

activo encontrado en extractos frescos (35,,89) ~ 

Es importante subrayar el comportamiento poco ~mdn -

de la participaci6n del aldehído: mientras que tiene

un gran efecto estimulativo sobre la producci6n de f! 
tones, la velocidad de oxidaci6n por ~sta v!a se v~ -

afectada. Por lo que puede postularse una divisi6n en 

la ruta mecanística del e·squema 28 (35,111). 

Un análisis e· interpretaci6n del papel del aldehído -

fué realizado por un grupo de investigadores, el que

incluye tanto descubrimientos experimentales como una 

revisi6n de estudios anteriores, ellos proponen aue -

el efecto del aldehído puede atribuirse a un cambio 

conformacional en la enzima intermediaria de gran 
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periodo de vida, favoreciendo as! la etapa final pri~ 

cipalmente hacia el estado electrónicamente excitado

(35,89). 

Estos investigadores realizaron experimentos a bajas

temperaturas, puesto aue la enzima intermediaria tie

ne un periodo de vida relativamente largo, fu~ posi~ 

ble atraparla por e~~riamiento rápido del sistemR ha~ 

tala temperatura del nitr6geno liquido (77°K), el-

intermediario es estable en éstas condiciones, pero -

al ir aumentando gradualmente la temperatura obse:rva

ron que, los cuantos eran liberados en forma de una -

incandescencia (35). 

Si una mezcla de reacción no ha sido expuesta al ald~ 

hido es llevada hasta el mismo punto de enfriamiento

Y posteriormente calentada en forma gradual, la prod! 

cción de fotones es mucho mayor aue la que se hubiera 

obtenido si la reacci6n se efectura completamente en

estado líquido {116). Esto indica que el enfriamiento 

y el calentamiento pueden en algunos pasos prescindir 

del requerimiento de aldehído, por lo oue se ha pro-

puesto que algunos efectos físicos análogos pueden -

ocurrir en la c~lula viva ( por ejemplo, el enlaza--

miento de la luciferasa a una estructura particular), 

signi~icando tambi~n oue el aldehído normalmente no -

es involucrado" in vivo" (117). 

G.III.l (e). Inducci6n Fotoouímica de la Bioluminis--

cencia. 
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La emisi6n termoluminiscente: sugiere que la rearrci6n 

puede involucrar intermediarios de alta energía en 

forma de electr6nes libres y electr6nes atrapadow, 

análogos a los del f6sforo inorg&nico cristalino~ -

Tales estados tambi~n se han propuesto junto «on --

oti'os sistemas biol6gicos, especialmente la fotosín

tesis, el transporte de eleatr6nes y la fotorecep- -

ci6n (35). 

Tales consideraciones han llevado a experimentos ~ 

tisfactorios para iniciar la bioluminiscencia usando 

energía luminosa. La emisi6n no es, desde lugot sim

plemente la fluorescencia o la fosforescencia de las' 

espec·ies emisoras, puesto que la emisi6n foto-induc,! 

da tiene un período de vida de aproximadamente· 5 se

gundos en soluci6n acuosa a 25°a, correspondiendo -

exacta.IJiente al de la bioluminiscrencia químicamente 

inducida (111). La emisi6n foto-inducida por FMNH2 

en todos los paso:s estudiados·, incluyendo la dietlli

buci6n espectral, dependencia de aldehído y el efea

to de los aldehídos de cadena larga (110,118)~ 

La reacci6n inducida por energía luminosa no requie

re la adici6n de flavina. El espectro corresponde al 

de la absorci6n de la proteína, con un máximo de 280 

nm (35). 

La reaccri6n bioluminiscente inducida por energía lur.o .. 

minosa, sin embargo, requiere de oxígeno. Aunoue es-
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una irradiaci6n seguida de 1~ emisi6n de luz aprea~~ 

bl~ en la ausencia de o2 , es distinta de la biolumi

niscencia, siendo de un período de vida; relativmnen

te- crorto, cona:entrada a longitudes de onda «ortaa 

{430 nm), no es afectada por el aldehído (111): 

G.III. l. (d'). Propiedades de la Lueiferasa Bacteria

na.: Aislamiento y Reo:ombinac:i.6n de· Su

bunidades 

Esta Luciferasa se encuentra en grandes cantidades -

en la c~lula bacteriana, conteniendo de 2 a 5 por -

ciento de la proteína soluble (109). 

Durante la etapa luminosa son emitidos aproximadame! 

te 104 cuantos por segundos por c~lula simple. ba S! 

tividad de la enzima "in vivo" aparentemente eer la -

misma de la emisión "in 'Wit:no" estimulada por tddeh! 

do {35) ~ 

.-\- ;_ 

.· Algunos investigadores· han logrado aislarla: con un -

90% de purez-a (109), y reportaron que su preparaui6n 

contenia una NADH-deshidrogenasa que permaneaia aso-

ciada a la luciferasa despdes de varias re~staliz! 

ciones (119). Esta es, desde luego, la enzima que -

acopla la luciferasa con el NADH vía flavina (35)~ 

Los m~todos de aislamiento han permitido la separa-

ción de las dos enzimas; la luoiferasa pura contiene 
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cerca de 0~001~ de la deshidrogenasa total {35)~ La 

separaci6n de la deshidrogenasa y sus estudios exp! 

rimentales indiean que tiene una actividad eepecí~ 

ca de 80 micromoles de NADH oxidado por minuto por

mg. de proteína (35) o Aunque pued·e tratarse de un -

complejo molecular que involucre a la luciferas~ y

a la deshidrogenasa, se ha establecido que la indu

cci6n de luciferasa no es acompafiad~ por un iner«-

mento de velocidad en la síntesis· d&ldeshidrogenasa 

(119)~ 

La luciferasa tiene un peso molecular de aproxima~ 

mente 6o;ooo; pose& ocho grupos sulfhidn!lo libres• 

y no tiene enlace disulfuro {109). Su actividad mf

xima se obtiene cuando la enzima está en presencia

de reductores suaves· tales como DTT o 2-mercapto 

etanol, es relativamente rica en aminoácidos,· no 

contiene grupos prost6ticos disociables. SU absor-

ci6n en el ultravioleta tiene un máximo a 286 nm, -

caracteristico del triptofano (35); 

En las preparaciones de luciferasa se han encont~ 

do no metales, pero se ha demostrado que ninguno i! 

terviene en la etapa luminosa (109): 

El tratamiento de la luciferasa bacteriana pura con 

urea 8M o con guanidina-HOl 5M, conducen a la rápi

da p~rdida de su actividad, 6sto es completamente -

reversible por diluci6n en buffer de fosfato con --

81 



BSA y DTT presentesé A partir de estudios realizados 

por sedimentaci6n, se comprob6 que en guanidina 6 m. 
de HCl la mol~cula se disocia en sus subunidades,' 

las que fu~ron separadas por electr6foresis, encon.

trando dos subunidades, distintas (ot y~), la exist8!! 

cia de ~stas dos subunidades distintas se ha compro

bado por m~todos cromatográficos~ (120}. 

La actividad de la luciferasa puede restaurarse sí -

las dos subunidades son mexcladas y diluídaa en bu-

ffer para disminuir la concentraci6n de urea. El gr!· 

do de restablecimiento fu~ de canea de 35~, estimado 

a part!r de la actividad especifica de la proteína -

reconstituida (35). 

Estas subunidades poseen una carga negativa neta a

pH neutro, la subunidad~ está cargada m!s negativa -

mente, por lo que tiene una difencia en la acidez o

alcalinidad de los residuos de amino6cidos. La subu

nidad OC. tiene una extinci6n a 280 nm,' por unidades -

de microbiuret y es, por lo tanto, rica en aminodci

dos aromáticos. Otra difer~noia entre ambas subunid~ 

des la constituye el n~ero de grupos amino y sulfh~ 

drilo libres. (35,120). 

Las subunidades también difieren en estabilidad, de

terminada por la capacidad de recombinarse una con -

la otra para formar la enzima activa. Una propiedad

interesante de la subunidad ~, que no la presenta -
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la subunidad oC. , es que cuando está en presencia; d~

buffer de fosfatos se combina aon otra subunidad~

para formar prote!na soluble, que es del mismo tema

fío que el de la luoiferasa natíva, pero dlfien de -

~sta en su carga y resulta completament& inactiva a

la luminiscencia (121) ~ 

La actividad de la luciferasa desnaturaliBada por -

otros medios (calor, dete~entes) tambi6n puede s~ 

restaurada por disoluci6n d&l pre~pitado inactivo -

en guanidina o urea· y posteriorment& diluyendo ~on -

buffe:v· (35). 

Los sistemas bacterianos tambi~n proporcionan un ma

terial excelente· para el estudio de la bioluminisc~ 

cria. Los trabajos futuros para· obtener una estruatu

ra molecular de la luciferasa por análisis de rayos

X, los estudios actuales ~stan tambi~n interesadog -

en un análisis de la induccri6n y del control gen~ti

co del sistema bacteriano; esp~ialmente· en la natu

raleza de los mutantes con luciferasa que no catal:!

za la reacción bioluminiscente· ( 35 ,122) ~ 

G~III.2~· Hongos. 

La reacción luminiscente en extractos obtenidos a -

part:!r de hongos difiere en ciertos aspectos de la 

que se realiza en la bacteria. La luz observada se 

encuentra en la regi6n amarillo-verdosa concentrada-
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aproximadamente a 530 nm; (35). La reacci6n se efe~~ 

tua en una estruC"'Iíura particular que tiene carácter

membranoso, ~sta reacci6n puede resumirs~uomo se-

muestra en el Esquema 30 (97). 

ESQUEMA 30 

l) NADH (O NADPH) + X desbiditogenase: [>NAD (O NAD.P) -
soluble . 

+ XH2 
m) XH2 + Ii- E' P 

n) LH2 - E -P+ 

+ H20 

* o) L (O) -E-P 

hv 

02 

-------11> LH
2

- E - P + X 
enlawamiento [> L _ (o{'"_ E _ p 

de la luciferasa 

------f>L (O) - E - P + 

En donde P es un elemento estructural de la eWJima -

(E) y la luciferina (L) tambi~n enlazada a &ste (35i 
123). 

cromo podemos observar en el esquema (30), existe una 

gran analogía con el sistema bacteriano~ excepto en

que un p .tador de electrones intermediario, x.- eet! 

presente. Otra diferencia importante e~ que en la -

reacci6n que se realiza en los hongos la luciferina

es la parte soluble. (35). Se ha eneontrado que una

gran variedad de posibles mediadores de eleetr6nes -

(X en las reacciones del esquema 30), incluyendo las 

flavinas, no provocan ning¡fu efecto estimulat!vo en

la reacci6n (86). 
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Los pasos de la reacci6n pueden separal"Se experimen

talmente1 mostrando la acumulac:i6n de un intemedia

rio reducido, porque la etapa reductora se realiu -

anaer6bicamente con el sistema soluble. Esto puede 

comprobarse por la adici6n de oxígeno {84.124): 

Bl factor hidro~oluble {la luciferina) es il'laolubl4f -

en una gran variedad de disolventes orgáiaos, y u

l,bil a valores de- pH alealinos {pH = 8~·5) • 

.ngunos investigadores han logrado obtener una emi

si6n quim.ioluminiseente a 542 :ma, al adirionar ~02 ; 

BU f'luoreseencia ocurre a 490 nm cuando ae excrita a-

345 nm (35). 

Esta luciferina se ha purificado parcialmente y ed!! 

diado por medio del microscopio electr6nico, se ha -

observado que se trata de· una estructura BUbcll.ular

de or!gen membranoso (posiblemente de la membrana -

plasm!tica) {19). Sus propiedades d• sedimentaci6n-

indican que BU tamafio varia de 0.1 a l.OJI( 

sidad ea de 1.09 a 1.15 g/cc. {35). 

Aunque un componente f'osf'oreooente· obtenido a partfr 

del género "0 f'lavida" tiene un espectro cercano al

de la biol-uliiinisaen~ia, no M ha logrado su. asocia

ci6n c-on la rea~i&a pro~tora k lus (6, 15). 

II.H.Grupo IV: Peroxidaci6n. 
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Hace muchos años que Harvey descub~i6 que podía obt! 

ner luz de la reacci6n entre el pirogalol o el lumi

nol con H2o2, siendo catalizada la rea.cci6n por per,! 

xidasas vegetales (92). 

fosteriormente se descubri6 un requerimiento de H202 
para la bioluminiscencia azul en extractos obtenidos 

del gusano "Balanoglossus'', un hemic-ordio marino -

(35). En estas invGstigaciones se descubri6 que la

luciferasa funciona como una peroxidasa y que no re

quiere de oxÍgeno molecular. Las peroxidasas vegeta

les, tales como la del rt{bano, pueden substituir a -

la luciferasa en la reacci6n luminisaent~ de ~ste o~ 

ganismo; (lOO), además, se ha demostrado aue la luc! 

ferina del Balenoglossus puedg· sen·reemplazada por~ 

varios compuestos orgkieos quimioluminiscentes·, y -

obtener así un sistema bioluminiscente "artificial"

in vitro (35,125). 

Todos los resultados de las investigaciones coinei-

den en que el sistema del Bala.noglossus involucra -

una per6xidae~6n clásica (126). Se ha «omprobado qu~ 

durante la reacci6n productora de luz. s& utilizan 

dos moléculas de luciferina (126), sin embargo la e• 

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

II.I.Grupo V: Sistemas Precargados 

Estos sistemas no est~n agrupados con respecto a un-
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mec-anismo específico, sino sl hecho de que los C"Ol!Ul,! 

nentes aislados representan, en cierto sentido, los

in:tem.ediarios. (359 .. Este típo de sistemas est!W. -

cont:trolado·s bioquimi.camente-, puesto que la emid6n

de l.us puede ser disparada fac1.1mente, un hecho que .. 

es de relevanc!ia para el mecanísmo del. c:ontrol eel.u

lar (56 ,15). 

El primero de éstos sistemas posee une estructura -

particu1ar,. es un Órganelo celular, que puede- !!dsl~ 

se con su actividad intacta e inducirse a que emita

l.uz (127) ~ 

Las 'dl:timas proteínas de este grupo, pueden se:11- con

cideradas como intermediarios de reacci6n, y por lo

tanto c-omo substratos de las reacc-iones emisoras de

luz, por :lo que se les ha llamado "fotoproteínas" ya 

que las nociones convencionales de enzima y substra

to no son aplicables en los t6rminos usuales (6,15,-
35). 

G. V ..l. Dinoflagelados: Luminisaeneia del "Destells

dor". 

Los dinoflagelados marinos, tales como la Gonyaulax

polyedra, son unas algas unicelulares, freeuentemen

te responsables de las mareas rojas o "fuego del mar" 

que contribuyen a la brillante luminiscencia del - -

Oceano (35). 
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La luz ele Efstos organisrnus es emitida caracrteriatic,! 

mente como un destello lurainoao que dura s6lo una -

fracci6n de segundo. (6). 

Las bases bioquímicas de ~sta emisi6n de· luz son muy 

interesantes; involucran una estructura: particular,·

llamada "destellador" (127), el que es posible de

extraer de las c6lulas junto con los componentes so

lubles del sistema enzima-substrato que inte~enen

en la emisi6n de luz (35). Se concidera que los des

tellos normales provienen del "destellador", y que -

los componentes solubles extraídos están normalment~ 

asociados a ~ata partícula {128). 

El "destellador" aislado puede sen indueido a. que -

emita luz "in vitro" simplemente abatiendo el pH dEJ~-. 

aproximad·amente 8 a; 5.7, el intervalo de tiempo en

tre los destellos in vitro del "destellador" se ase-

meja mucho al que ocurre en la ~~lula viva., su espe! 

tro de emisi6n es exactamente el mismo {129). La em! 

si6n de luz en forma ñe destello a partir de- un org! 

nelo similar al "destellador" de la Gonyaulax se ha

observado "in vivo" en la "Noctiluca" {130). 

La relaci6n exacta del llamado sistema soluble del 

destellador con respecto a su origen o funci6n a~ -

no ha sido bien establecida {6), pero es evidente-

que ambos estdn relacionados (6,35). La luaiferasa

soluble se ha purificado por procedimientos conven-

cionales, pero no ha sido bien caracterizada (131)~-
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Al ser cromatografiados los extractos crudos prod! 

cen dos mrucimos, que corl~esponden a pesos molecul,!! 

res de aproximadamente 150,-000 y 35,000 (132)-: El

rango de pH para la actividad de ~ata~ dos mol&au

las es d1ferente, la actividad de la mol6cnla más

grrulde es 6ptima a pH = 6e6 e inaotiva a pH = 8 

mientras que la otra mól&cula tien&una marcada d• -pendencia del pH con una actividaoc m~ima e pH = 8 

(35)~-

La lu<rlferina se ha logrado purifici!W' por ffil tra

ci6n de gel, su peso mol~oular es de aproximadame~ 

te 400 {92), su fluorescencia, enlazada a BSA es

similar al color de su bioluminiaoenc~a (35)~ En

suma la luciferina, la luciferasa, y el 6xigeno en 

este sistema, tienen un requerimiento absoluto pe~ 

ro no específico de saJ..,- la cronc·entraci6n requeri

da para un efecto 6ptimo es~ 1M (35): 

CUando los componentes son meza!Lados en bu:Ff!er, SS\ 

requieren de algunos segundos para que la luz al

cancé su máxima intensidad y decd-e con una vid'e. m.! 

dia de varios minutos. (35). 

Los destelladores fueron aislados por ruptura mee! 

nica suave de las o~lulas y por centrifugaci6n di

ferencial, la partícula tiene una densidad de apr~ 

ximadamente 1.23 gfcc, su constante de sediments-

ci6n es alta; 15,000 s. Estos datos son comparti--
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dos con una estructura que tiene un diametro de 0~6 

y una densidad de 1.21 a 1~24 g/ml (35,127); 

Esta partícula unicamente requier~ de oxígeno par~ la 

inducci6n ácida in vitro de luz, la diluci6n no causa 

ningún ef'eeto (6); y la producci6n de luz es directa

mente proporcional al n~ero de destelladorew sobre -
. 5 . 

un rango de 10 (35). Aunque los destelladores pier--

den f'acilmente su actividad, son inse~ªiblee a cambi

os osm6ticos. Los tratamientos físicos bruscos (me<re:

nicos, por ultrasonido, congelamiento) dan como resu! 

tado la perdida de su actividad,· la luz- y el oxígeno,1 

en estas condiciones, pueden a«elerar la inactivida4-

(35). La inaotivaci6n t~rmioa ocurD~ aproximadament~ 

a 30°0 (35). 

Estas estructuras al observarse directamente con el -

microscopio electr6nico se han descrito como partícu

las opacas que tienen la apariencia de cristales. se ... 
ha obtenido una relaci6n entre el n~ero de latos --

cristales y la cantidad de luz emitida, se ha estima

do que existe una producci6n de- 500 fotones· por dest! · 

llo por partícula (35). En éstos cristales se han de! 

cubierto compuestos de guanina, se ha propuesto aue -

~1 destellador activo es una estructura compleja en -

la que un cristal de guanina se asocia con la lucife

rina , luciTerasa y presumiblemente otros compuestos-

. qu:t:micos (132). 
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El aislamiento de una estructura particule.r cap~Íz de 

emitir luz es interesante en relaéi6n al mecanismo -

por el cual la c~lula puede iniciar y detener una r! 

acoi6n química con presici6n y rapidea. Oomo el dew

tello in vitro es disparado abatiendo el pH, el des

tello in vivo puede ser·contJrolado por transporte de 

i6nes hidr6geno. (6). 

Un cambio en el pH en tUl volúmen pequeffo no requiere 

el transporte de muchos protones. aonociendo un día

metro de 0.6JÚ , en este craso un volúmen de menos -

de 0.1 M3, se obtiene un promedio menor de un prot6n 

por unidad de volumen a pH = 8, y s6lo aproximadame! 

te se requieren 100 protones para llevar el pH a 5.7 
(35)~ 

En suma, los protones fueron necesa1'ios para titular 

la luciferina' la que puede así ser convertida de su 

forma inactiva a su forma activa·. Algunos autQres, -

tomando en cuenta las similitudes espectrales y fac

tores de estabilidad, proponen que la luciferina PU! 

de ser una pteridina (35)~ 

G.V.2. Los Hidrozoarios y los Oten6foros 

De éstos dos grupos de organismos bioluminiscentes,"

los sistemas más estudiados son, entre los hidrozoa

rios, la Aeauorea y la Halistaura (135); y ~ntre los 

Cten6foros la Mnemiopsis y la Beroe, (B.fJ) .' Todas és-
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tas criaturas poseen un mecanismo luminiscente ident! 

co, por lo quep desde el punto de vista bioqu:Cmico~' -

su emisión de luz practicamente puede tratarse conjll! 

tamente (89). 

Las luciferinas aisladas a part:Cr de cada uno, de ~s

tos organismos reciben nombres gen~ricos; de la Aequ! 

rea; aequorina, de la Halistaura; halistaurina, de la 

Mnemiopsis; mnemiopsina y de la Beno~; berovina (89,--

134). De entre todos ~stos organismos, los trabajos -

e investigaciones en torno a la Aequarea son más nd

merosos, debido a su gran abundancia (35,66,89,133)~

A todas Efstas luciferinas se les ha llamado 11fotopro

teínas" (35,89). 

G.V.2 (a). La Medusa:-Una-Proteína-"Preeangads6 

Puede considerarse que los sistemas bioluminisaentes

aislados a part:Cr de ciertas hidromedusas (Aeauorea y 

Halistaura) constituyen una clase poco com~ (135)~ 

La reacci6n involucra s6lo iones calcrio y una mol~cu

la de prote:Cna simple· que tiene fuertemente enlazado

un grupo oue posee propiedades similares al NAD (66)~ 

Estas proteínas han sido altamente purificadas, con -

la adici6n de calcio, para el que la reacci6n es alt~ 

mente espec!fiaa, ocurre una emisión luminiscente; C! 
ya vida media es de aproximadamente 1 seg. a 20° C -

(135). El producto entonces muestra íma.nueva banda-
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de absorción (a aproximadamente 340 nm.) caTacter!~! 

ca de los nucle6tidos de piridina reducidos (66): 

Puesto que no se involucran otros reactivos·; inclu;ren 

do oxigeno, parece que ocurre una reacción productora 

de energía, a partir de calcio activado y una mol,cu

la que posee un enlaee reduaido, en la que se obtiene 

como uno de los productos una estructura de piridinio 

(66~35). 

La aequorina y la halistaurina muestran una absoroi6n 

a 310 nm previa a la emisi6n. La siguiente luminisce! 

cia y el surgimiento de una nueva absorci.6n a 340 nmi 
en donde también ocurre una fluorescencia con un es-

pectro de emisi6n caracteristi«o del NADH, a~ como -

el de la emisi6n bioluminiscente. Todas tienen una 

emisi6n máxima de aproximadamente 460 nm. (35). 

Co exceso de calcio la reacoi6n es exactamente de Pr! 
mer orden (K=l seg-1 , 25°0). El rendimiento de la re! 

cci6n decrece con el incremento de la temperatura·,- -

marcadamente alrededor de 20°c~·· La raz6n de tfsto es -

desconocida; pero no se debe simplemente a la inaeti

vaci6n de la proteína ya que ~stos cambios s~lo son -

apreciables o aproximadamente 35°o. La Qq. de la reS!· 

ai6n a 25°0 es aproximadamente o.15 cuantos por mol~
oula de aeauorina; tomando en cueni;a: el efecto de la

temperatura se espera un rendimiento 6ptimo del 0~2 o 

m8s. (35). 
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Excepto para su c-alor de inaa1iivaci6n, que ape.rent.e

mente tiene una energía de activación baja poco comdn 

1a aequorina tiene propiedades que indican que a une 

proteína. Tiene reacciones po~it!vas de Biuret y de -

Ninhidrina y es precipi tabla por sul:fato de amonio -

(92). 

La naturaleza bioqu!mi~ del sistema de la aequorina

explica la luminiscencria de larga duración observada

que, distinto a la mayoria de los organismos biolumi

niscentes, la emisión puede ocurrir en ausencia c~m-

pleta de oxígeno libre~ (35,-·89). 

Shimonura y_colaboradores proponen que las bases mol~ 

culares para el destello celular involucran ya sea -

un cambio transitorio en la permeabiliCfad al calcio -

6 en su transporte activo. (66). Aunque el sistema in 

vitro involucra material en solución, el sistema in -

vivo se localiz~ en gránulos de didmetro menor o isua 
aLl. a 0~5.,.-, que permiten la d'epartamentalización y M,! 

vimiento de calcio (35). 

La naturaleza de la reacción productora de energía no 

es evidente. Existe sólo una molácula semejante al n! 

cle6tido de piridina por cada peso moleaular de 

35,000 (el tamaño probable de la prote!na) y su redu~ 

ci6n no proporciona :facilmente la energía requerida~-
---·-

Una posibilidad sugerida por Me· Elroy y Seliger es --

que el material inicial tiene ya sea un oxígeno o un-
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peróxido que sirve <romo aeeptor dEf elaatronas en a:l!! 

na reaaci6n desconocida hasta el momentop Esta posib! 

lidad no pueda excluirse pero no ha a!do bien inveet! 

gada para proporcionar una explicooi6n de la aparente 

reducción que ocurre (136)~ 

En terminos generales, la posibilidad' dEf· que la reac-, 

aión químicra productora de energía y el grupo emiso~ 

de luz sean pa~es diferentes. de una misma mol&eula

no'es difícil. White y Roswell lograron sintetizar m~ 

léculas quimioll:uninistn)ntes de !Sstal!t oa.raa1ieristice.s

Y demostr~, en forma indirecta, satisfactoriamentEf -

~ste punto (137)o 

En un sistema l~iniscente extra!do a partir cie una · 

especie de camar&n quEfj posee fotóforos en forma de 

ojos, se desaubrieron dos componentes ors'nicos invo

luCTados en el sistema emisor cie luz: une. proteína iB 
6 -

colora (con peso moleeulaF de 10 e.proximad~ente y -

una substanc-ia fluoresc-ente estable al calor (con pe

so molecular menor a 1000) (77). 

Los componentes proteicos de las fotoproteinas ap~~ 

temente son c.adenas· específicas de polipeptidos sim

ples cuyos pesos moleculares varian de 24,000 a - - -

31~000 (138). 

aormier y colaboradores han proporcionado evidencias

de que el componente crom6foro nativo de las fotopro-
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te!nas es similar al de la luciferina de la Ranilla -

(93}, esta proposiai6n es corroborada por los descu-

brimientos de Shimonura y Johnson, ya que la ~acci6n 

bioluminis<renta de la aequol'ina forma un produeto rd.! 
lable e identificable·, que posee la estructura XLI -

del esquema 25; al que se le ha denominado oxiluaife~ 

rina de Aequorea, por su estrec-ha semejanza; o-.on la e! 

truo-tura de la oxilue~ferina de Ranilla (XXXIX, Eequ! 

ma 25) (139). 

Durante la bioluminiecenaia de la aequorina, el emi-

sor es un <romplejo proteína-o:x:ilucifemna, nuevamente 

igual que en la 'Bioluminisc'Snda de la Ranilla (89,-

139). 

Los sulfatos de luciferilo, al igual que el sul~ato 

de luciferilo de la Ranilla (:!XXVIII, esquema 25), -

han sido aislados a partir de nümerosos celenterados

incluyendo la Aequorea y la Mnemiopsis (140). Sin em

bargo, las bandas de absorc:i6n viei:ble de la aequol'i

na y de la lmemiopsina no pueden explicarse en base 

a las perturbac-iones espeatra1ea de un crrom6fo:llo de 

luciferina del t!po del que posea la Ranilla (89). 

Una posibilidad raaonable para la formaci6n de la ox! 

luciferina de Aequorea (XLI, Esquema 25), es el cami

no que se ilustra en el Esouema 26. Aparentement~, el 

paso en el que se nequiere oxígeno ha sido incorpora

do previamente en éstas fotoprote!nas, dando como re-
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sultado un intermediario oxigenado que es estable en

ausencia de calcio (89). 

Por otro lado Shimonura y crolaboradores han demostra

do que durante la bioluminiscencia in v1tro induaida

por caicio de la aequorina se producre' co2 (141). 

No obstante de que los meeanismos quími~s para la -

emisi6n de luz en la Ranilla, en la Xequorea y posi-

blemente' en los oten6foros, parec:en ser eimilarEJs-, -

existen diferene·ias b~siaas que se mani:Fiestan a; ni

vel proteico en el control de la luminiscencia en ca

da caso {87,'99). 

Como se muestra en el esquema 27; dos prote!nae, una

enlazada a una luciferina y la lucrif'erasa, astan in"! 

lucradas en la bioluminiscrenaia induc2da por «aleio -

en los Antozoarios; mientras que; ea considera que -

simplemente una proteína; una fotoprote!na, es la r&! 

ponsable· ·de la bioluminiscencd.a en los Hidrmiioarios "!f 

en los cten6foros (134). 

Parece ser que las fotoprote!nas desempeffan una fun-

ci6n dual; aparentemente enlaza un arom6foro de luei

ferina del tipo Renilla en ausencia de iones ealcio,

actuando igual oue una luciferasa (89). 

Al igual que en los Antozoarios, se ha descubierto -

que los Hidrozoarios bioluminiscentes contienen una -
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proteína de fluorescencia verde (lOl)e La emisión :fl!; 

orescente de ésta proteína aislada a partir de la Jíe

quorea es identiea a la que presenta la proteína obt! 

nida a partir de la Ranilla, aunque su espeo'tro de e! 

c~tación es comple~amente diferente (101), lo que su

guiare di~erencias tanto en las proteínas como en los 

cromóforos. 

En vista ere que la emisión in vivo es de c:olor verci•

( /lb = 509 nm) • En contraposiai6n al c:olor e.sul de la. 

emisión in vitro de la Aequorina ( .ilb = 469 nm), se -

sugiere una sensibilización por el proa.eso de tranef! 

rencia de energía, como el propuesto para el caso de

la Ranilla (89, 101). 

Empleando preparaciones purificadas de la proteína. d~ 

~luorescencia verde obtenida de Aequorea, la que con

tiene seis componentes protei<ros cile fluoreeoenei.a. ve!' 

de, se ha demostrado una sensibilización de la rei!CJl.

ci6n in vitro por transferencia de energía (89,101, -

141). 

No obstante es difícil proponer un mecanismo para &s

ta sensibilización, en vista de que loe datos report! 

dos con respecto a la producción de cuantos son muy -

bajos (89). 

La transferencia de energía eficiente puede proporci~ 

nar un incremento en la producción de cuantos si el -
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acepto;r (la proteína de fluorescencia verde} tiene -

una producci6n de cuantos significativement~ más al

ta oue la del donador (estado excitado del uompl&jo

oxiluoiferina proteína) (101). 

Puesto que la Qb in vitro de la aequorina ee de 2~ 

y la Qf del producto (complejo oxilucl.ferina-proteí

na) practicamente es· de 23% (89,101). Cabría esper~· 

se un gran incremento en la producei6n de cuantos en 

presencia de la proteína de fluoresaenoia verde (Qf= 

72%). (101). 

Sin embargo, la producai6n bioluminisaente ffu~ s6lo

del 23~ bajo condiciones 6pt·imas para una transf'&J1ll!!!. 

cia de energía (101). 

La regulaci6n del paso de calcio "in vivo" en lstas

fotoprote!nas probablemente oaurr& de una manera en! 
loga descrita anteniormente para los Antoz~ar~os, ya 

que se han aislado lumisomas del tipo de la Ranilla

a part!r de varias especies de Hidrozoarios biolumi

niscenteB (105). 

Los lumisomas de hidrozoarios contienen una fotopro

te!na de fluorescenc~a verde, pero no luciferasa o -

alguna proteína enlaz~da a la luciferina (89). 
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CAPITULO III 

FUNCION BIOQUIMICA DE LA BIOLUMINISCENCIA•· 

La bioluminiscenc~a está filogen~ticamente difundida1 

especialmente en el medio ambiente ~aríno, en muchos 

organismos puede argumentarse que la emisi6n de luz

en sí tiene un papel en el metabolismo del organismo 

(35}. Se conocen varias clases de funcione• en &ate

sentido, incluyendo las señales de apa~eamiento en -

el c~ocuyo, o el uso de la luminisa:enoia cromo señuelo 

para atraer a sus presas, o bien, para distrae~a-

sus depredadores (56). 

Pero en algunos organismos, como por ejemplo la bac

teria, la funci6n de la luz aparentemente carene de

importancia. Se piensa que en sistemas bioluminisce! 

tes como ~stos tiene una funci6n bioquimiaa definida 

relacionada-en algún paso con los intermediarios de

alta energía, por lo que la luz emitida, en estos o~ 

sos, no tiene ningúna funci6n (35). 

Esta hip6tesis representa un contraste con la idea 

de que en tales sistemas no tiene ninguna funoi6n, -

ni bioquímica ni de otro tipo. Este punto de vista 

fuá adoptado por Me Elroy y Seliger conjuntamente -

con su hip6tesis concerniente al origen y evoluci6n

de la bioluminiscencia (60). Estos investigadores:~ 

han propuesto oue la bioluminiscencia se origin6 co-
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mo un medio bioquímico para el transporte de oxígeno, 

y que la luz emitida careee· de func~6n. {35). 

Tambi~n se ha considerado aue la bioluminiseenci~ - -

constituía un mecanismo desintoxificante,, puesto que

se supone que las primeras células vivas desa.rrollB-

das eran anaeróbies y que al oxígeno primitivo era t~ 

xico para esas c6lulas (35). 

Actualmente~ en organismos tales como el aoouyo y la

luciernaga, se cree que el sistema original se ha ido 

adaptando para propósitos específicos; en casos como

el de la· bacteria, en el que ahora no tiene una fun-

ción aparente, es c1>nsiderado por varios autores como 

un sistema bioquímico rudimentario. {60). 

Es difícil sostener la afirmación de que un sistema -

completamente superfluo pueda persistir durante tanto 

tiempo en un 6rganismo como la bacteria, que crece, -

se desarrolla y muta extremadamente rápido. 

Esta es una consideración especialmente relevante en

vista que entre 2 Y 5 por ciento de la proteína baat! 

riana soluble practica.mente es luciferasa y que ls -

producción de cuantos es alta (109). La posibilidad

de que la luminiscencia sea un acompaffante necesario

de alguna otra función escencial e inmutable resulta

difícil, por el hecho de que pueden obtenerse, relat! 

vamente rápido, mutantes deficientes en luciferasa --
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(menores a 0.01 ~ en contenido) aparentemente normalea 

(35). 

Adem~s los organismos anaerobios actuale6, que tambi~n 

estan sujetos a la toxic~dad en las zonas· de t~so1-

ci6n ambiental, no se ha reportado que utilicen la bi! 

luminiscencia como mecanismo de6intoxificante (35). 

En contrapartida existen hip6tewi~ de que aotualment~ 

la bioluminiscencia en algunas c~lulas tiene una fun

ción bioquímica (35,89). Una posibilidad que debe con

siderarse es que en la reacci6n resulta la formaci6n -

de una molécula de oxigeno activo, la que aat~a en la• 

c~lulas como un oxidante de alta energía (35). 

En el mecanismo se ha observado que, la emisi6n de lus. 

en un sistema bioluminiscente puede ser una alternati

va para la formación de un oxígeno activo. El oxígeno

activo puede proporcionar un mecanismo químico que pe~ 

mita a las células metabolizar com~uestos que no séan

facilmente atacados por las enzimas constitutivas (6)~ 

El mecanismo puede no requerir una inducoi6n específi

ca para substratos diferentes (6). M~s aun~ el oxígeno 

activo puede generarse bajo condiciones en las que la

concentración de substrato no es lo suficientemente a! 
ta como para inducirlo, y una meZcla de mollculas de -

diferentes substratos puede tratarse favorablemente 

igual por un mecanismo general. (35). 
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Si tomamos en cuenta las condiciones que prevalec_en

en el oceano, especialmente las de las aguas que es

tan muy alejadas de los efectos de levigaci6n y con

taminación, es probable que los substratos utiliza-

bles sean químicamente diversos y en bajas conaentr! 

ciones.(35). 

Adamas las profundidades de los oceanos probablemen

te representan un medio ambiente ancestral y const~ 

te, en que los niveles bajísimos de luz exterior pu! 

den ser un aspecto ambiental de relevancia oon res-

pecto a que posean un mecanismo especial para produ

cir oxígeno activo. (35). Indudablementg existen va

rios mecanismos específicos por lo que el oxígeno -

puede ser acti "W!tdo, uno de los que debe tomarse·¡. en

cuenta es aquel que involucrra la formaci6n de un ox! 

geno excitado de singulete que representaremos ~Ómo

o; en el Esquema 31. 

ESQUEMA 31 

p) Dye+ hv --!> ny/" 

q) * Dye+ 02. --f> * 02+ Dye 

r) * 02 + Sube. --i> Sube.-- o
2 

Kautsky y col. lograron demostrar, hace varios affos
que la foto-oxidación de una molécula enlazada a una 
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partícula ocurre fácilmente (142), aun cmmdo el se!2 

sibilizador absorbente de luz ( oye ) est~ enlazada

a una partícula diferente. Los resultados de la in-

vestigaci6n pueden resumirse en un mecanismo de re~ 

ci6n que supone la formaci6n de un oxígeno exeitado

de gran perlodo de vida (35), sin la reaccri6n direc

ta entre Oye y el substrato (Escmema 31) (143, - -

144). 

Uno de los razgos caracterlsticos de la oxidaci6n f! 

tosensibilizada es au especificidad qu!mica, aunque

un gran nmnero de compuestos es atacado, el tipo de

reacci6n con una substancia determinada, est~ compl! 

tamente restringida, por lo que generalmente los pr~ 

duetos se obtienen en altos rendimientos. (144). 

Esto proporciona un criterio para la identificaci6n

de mecanismos; el oxígeno en estado de singulete pr~ 

ducido por otros métodos presenta una especificidad

idéntica al producido fotoqulmicamente (113, 145). 

Sabemos que un oxígeno excitado puede emitir un fo-

t6n como alternativa de una reacci6n química (146),

la luminiscencia de color rojo emitida en la reacci

ón de H2o2 con hipocloríto de sodio produce varias -

bandas que han sido asignadas a distintos estados de 

oxígeno excitado (146, 147). 

La participaci6n de rf en lAs reacci6nes bioC'UÍmicas 
2 
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no ha sido demostrado (6, 35), pero algunas reaccio

nes poseen mecanismos aue sugieren que el oxígeno en 

estado de singu].ete está involucrado (148}. 

Se ha demostrado que el oxígeno en estado excitado ~ 

de singulete oxida el nitr6geno molecular a nitrato

Y el o2 puede producirse mediante la descomposici6n

de n2o2 por catalasa (149). 

La reacci6n bioluminiscente bacteriana es similar a

ciertas enzimas aue realizan )lidr6lisis ensim~ticae

Y rupturas de anillos, mientras que los detalles·me

canísticos involucrados en ~stas reacciones son des

conocidos, los modelos de reacci6n incluyen oomunme! 

te como intermediario a un oxígeno activo (150). 

La reacci6n bacteriana es tambi~n poco comón en ella!! 

to a su produc:ci6n de cuantos, la que puede ser mar

cadamente influenciada por la presencia de aldehídos 

de cadena larga. (35). 

Existen varias rutas específicas para adaptar ~stas

observaciones a la hip6tesis del oxígeno activo: Se

han propuesto varios mecanismos que pueden conside--
. * 

rarse para la producci~n de o2 en el sistema biol'WI! ~~·..,. . 

niscente bacteriano. (35); El primero representa ly/. -~~· 
prodooci6n de ~ como una alternativa fineta ~ ~__.,......--- - ,e' 

/ 

la emisi6n de luz a 490 nm a partir del -~ado exci-

tado, y aue compite con ~ste en la reacci6n con el -
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o2 en estado basal. 

Esto es análogo ál mecanismo propuesto por Kautsky -

(142), y pronostica una funci6n dual para el o2: La

bioluminiscencia es absolutamente dependiente bajo -

éstas condiciones para su funci6n en la oxidac~6ri -

del FMNH2 ; pero el oxígeno extingue la luminiscencia 

en la formaci6n de oxígeno exo~tado (Esquema 31,· re! 

cci6n r) (35). 

En un segundo mecanismo posible, la formaoi6n de o;
sería competitiva con el aldehído, como se muestra -

en el esquema (28), la reacci6n del intermediario II 

con o2 dá como resultado la formaci6n de III b y la-. 

obtenai6n casi simultanea de un producto en estado -

excitado (en este caso sería oxígeno excitado). (35). 
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CAPITULO IV 

A'PLIOAOIONES 

En el estudio de cualquier fen6meno generalmente se

pasa de la investigación pur~ a la investigaai&n 

aplicada, dato ha ocurrido con la luminisaeneia. De! 
pues de varios ai'ios de investigaci6n, que llevaro.n a 

c-omprender mejor ~st& proceso;· se tiene ahora una S! 
rie de aplicac~ones en distintas ~eas de la eienaia. 

Él desarrollo de los m~todos luminiscentes abran la

posibilidad de realizar análisis químicos· rápidos y

de alta sencibilidad empleando inst~entaci6n poCO

costosa. 

La quimioluminiscencia y la bioluminiscenoia ofrecen 

varias ventajas importantes par~ el an!lisis químico: 

Los m6todos quimioluminiscentes y bioluminiscentes -

son extremadamente sensibles debido e su facilidad. -

para medir nivele~ bajos de emisi6n de lus. Es posi

ble calcular los limites de detecoi6n teJrioa par. -

los m6todos QUimioluminiscentes y bioluminiscente~ -

a partir de la ~ Ql, y la capacidad de los inetrume! 

tos modernos para medir bajos niveles de luz. {151): 

El único aparato que se requiere para el análisis -

quimioluminiscente es un detector de lus, un sistema 
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que me~el.e los rea.ctiv:os, y en al.gu.nos casos, un fil

tro para determinar la quimióluminiscenoie a partir-

de otras fuente~ de luz. (152). 

Para muchas de las reacciones quimioluminisoente y -

bioluminiscentes utilizadas-, la respuesta es propor

cionalmente lineal a la concentraci6n de reactivos. -

(151, 153). 

Los m'todos quimioluminiscentes son capaces de deteo~ 

tar dif~rentes estados químicos de un metal o~e se 8!! 

cuentre presente en huellas (154), como nor ejemplo;

el Clr (III) cataliza la reac:roi6n mientras oue el CJr -

(IV) no. Tambien varios metales y complejos orgdnico' 

no catalizan la emisi6n de luz, pero los iones libres 

producen el efecto contrario (155). 

IV.A. Detel'Íilinaci6n de algunos iones !{letflifts meft&ll 

te el Lumin61. 

La sensibilidad intrínseca del Luminol pare emitir -

luz, con bajas concentraciones de metales o:onstituye

un método atractivo para el análisis de huellas de -

iones metálicos (154, 155). 

En presencia de un exceso de reactivos, la intensidad 

de la luz emitida es proporcional a la concentrsci6n

del metal que cataliza la reacci6n (151,155}. 
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Se han descrito varios m~todos para el análisis de el 

cobalto, cobre, e hierro; todos basados en la catali

sis de la reacción del Luminol, lo m~s simple es mez

clar los reactivos en un recipiente que sea simulta-

neamente expuesto a una película fotogr~ica y midie~ 

do la exposición como una función de la concentración 

(154, 155). 

IV.A.l. Aparato 

Para Tealizar análisis continuos por éste m~todo, es

necesario oue la catálisis de la oxidación del Lumi-

nol se e~ectúe en un sistema de ~lujo como el oue 8e

muestra en el esquema 32, los reactivos son contin~ 

mente mezalados en una celda, colocada exactamente en 

frente de un tubo fotomultiplicador oue cuantifioue -

la emisión de luz (151,154,155). Al Luminol previame~ 

te se le adiciona una solución amortiguadora 0.1 M de 

KOH-H
3

Bo
3

, para controlar el nH al oue la reacción 

ocurre, ésta solución es mezclada con peróxido de hi

dr~geno directamente en el sistema de flujo,· para ev! 

tar su descomposición (155). 

La solución de re~erencia es similar a la solución -

problema, eycepto en oue no contiene el metal por-de

terminar que actua como catalizadoro Cuando la solU:~ 

ción de re~erencia ~luye a través de la celda, se ob

serva el nivel de la emisión de luz caracter!stico de 

18 reacción en au8encia de trazas del metal oue cata-
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ESQUEMA 32 

IREGISfRA01-+MPLIFICAD01-I F. M 1· 

TUBO DE TEF L ON 

RECIPIENTE 

PARA 

MUESTRAS 

SISTEMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION 
QUIMIOLUMINISCENTE DE METALES 

T 
2 cm. 

1 
® 
VI~TA 
DEL 

F01\IDO 

DETALLE DE LA CELDA DE REACCION 

OESAGIJE 



.,_ ,a 1 .:·,;d>CCl.t•.ti• U:t1a mU.<oGtra de la soluci6n problema 

se de1~osita dentro de la linea de flujo de la solu

ción de referencia medie.nte la v!Úvula de inyecci6n 

(151, 155). 

Puede emplearse jeringas hipodérmicas de pl~stia'o de-

50 ml, es preferible usar de plástico puesto aue las

jeringas de vidrio pueden desprender o absorber hu~

llas de metales, lo cual af'ectar:!a la intensidad de -

la luz (155). 

Se montan 3 jeringas al mismo nivel sobre una bomba,

un tubo de tefl6n de pared delgada de 1/8 de pulgada

de diametro se conecta a ls.s jeringas mediante otro -

tubo corto de Tyg6n de l/8 de pulge de diAmetro inte

rior, l<w flujos provenientes de las jeringas aue co!! 

tienen H2o2 y el Luminol-buffer, se unen por medio de 

un tubo en "Y". Puede emplearse una válvula de paso -

con sistema individual de inyecci6n para depositar la 

muestra de la soluci6n problema dentro de la linea de 

flujo de la. soluci6n de referencia; en cierta posi- -

ci6n de la válvula de paso la soluci6n de referencia

fluye a traves del anillo de paso, la muestra puede -

depositarse en el anillo para muestras empleando otra 

jeringa, en otra posici6n de la válvula; el anillo p~ 

ra muestras se conecta a la linea de flujo, pnra oue

lR acarree hRsta lP celd'l de reacci6n (15'5). 

~n J.:-· narte inferior del esnuel'!a 32 se muestra un di-
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bujo detallado de la celda de reacci6n, el tubo de -

tefl6n del sistema de flujo se ensambla mediante ni

ples de vidrio de 3 mm de diametro exterior. Los tu

bos de tefl6n se introducen dentro de los niples de

vidrio prolongandolos hacia el interior de la celda, 

para garantizar aue los reactivos inicialmente mez-

clRdos se dirijan al centro de la celda y reducir la 

posibilidad de aue la soluci6n regrese al tubo (155) 

La agitaci6n se logra mediante el burbujeo con nitr~ 

geno a traves de otro tubo delgado de tefl6n insert~ 

do dentro del tubo de tefl6n de 1/32 de diametro in

terior. El flujo de gas hacia la celda es contFO!ado 

mediante un medidor de flujo, lR velocidañ de flujo-

6ptima para ~ste tipo de análisis es de 35-40 ml/min 

(151, 154, 155). 

En el esouema 33 se muestra una curva ain~ti<ra de -

flujo estable de la emisi6n de luz como una funci6n

del tiempo posterior al mezclamiento para la reacc-

i6n del Luminol. 

La emisi6n de luz catalizada por un incremento part! 

cular del metal en soluci6n entrando a la celda de 

reacci6n en el sistema de flujo continuo seguira'a 

éste ~lujo cin~tico estable a 13 vez oue permanece 

en la celda. Despues de lograr un estndo estable, -

habr~ incrementos del metal en soluci6n en toclos los 

nuntos de 12 curva cin~tica de flujo estable, y la -

emisi6n de luz observr-tda será la suma de laP emisio-
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EMISION 
DE 

LUZ 

ESQUEMA 33 

PRINCIPIO DE OPERACION DE LA CELDA DE REACCION 

TIEMPO (segundos) 

fr =Tiempo de residencia en la celda 

L( t) = 1 ntensidad de la 1 uz a un tiempo dado 1 t 1 despu~s 
del mezclamiento tr 
Luz de la celda=.( L(t)dt 



nes de luz catalizadas por cada incvemento del metal

en soluci6n. Si asumimos que todos los iones del me-

tal permanecen en la crelda por un espacio igual de -

tiempo, emtonces en un estado estable la emisi6n de -

luz será la integral de la curva cin~tica de flujo -

desde el tiempo de mezclamiento (t=O) hasta oue los -

iones del metal permaneaen en la celda, este perÍodo~ 

de tiemno ha sido designado c·omo tiempo de residencia 

en la celda, tr; es igual al volúmen de la celda diV! 

dido entre la velocidad de flujo (155). 
Por ejemplo los datos craracter!sticos de ~ste análi-

sis para la determinaci6n de Cr {III) en aguas sé - -

muestran en eJ esauema 34 (155). 

IV.A.2. Capacidad Analítica 

En la tabla I se enlis·tan algunos catalizadores para

la oxidaci6n del Luminol, en donde tambie'n se inclu

yen sus características analíticas. Para la mayoría 

de los metales analizados, la. respuesta es sensible 

y lineal, los límites de detecr~i6n están en funci6n 

del sistema quimioluminiscente empleado en el análi-

sis (151,155). 

En la tabla II se enlistan algunos oxidantes oue pue

den determinarse utilizando la reacci6n del Luminol,

así como sus caracter!sticas analíticas. En auseñ~i~-
de per6Yidos, el sistema ouimioluminiscente es aprox! 

madamente 100 veces menor con respecto a la intensi--
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6 

4 

2 

5mins. 

ESQUEMi\ 34 

DATOS CARACTERISTICOS 

Usando el sistema de flujo para 
medidas de la QUIMIOLUMINICENCIA 

CONDICIONES: H
2
0

2
1o·2M, 

luminol,lo- 3 M, buffer 
de KO H- H3B03 1o-1 M, 
pH =10.6 
pico2=Cr (111)2XI0-8 M 
pico4 = Cr (111) 4 X IO..BM 
pico6 = Cr {111) 6 X lo-\4 

RESPUESTA CARACTERISTICA PARA LA DETERMINACION 

QUIMIOLUMINISCENTE DE Cr (.ID:) 



CARACTERISTICAS ANALITICAS DE ALGUNOS IONES METALICOS QUE CATALIZAN 

LA QUIMIOLUMINISCENCIA DEL LUMINOL 

LIMITE DE DETECCION 
CATALIZADOR APROXIMADO RANGO LINEAL OBSERVACIONES 

M M 

Co (II) 10-11 1o-11 a 10-7 "''"Ifl o 

CU (II) 10-9 ..... NO LINEAL 

N:i (II) 1'0-8 10-8 a 10-5 ..... 
Cr (III) 10-9 10-9 a 10-6 

000 

Fe (II) 10-10 10-10 a 5X10-7 CATALISI~ CON OXI-
GENO. 

Mn (II) 'to-8 REQUIERE MHNAS -
000 PARA S-:8R UN CATALI 

-
ZAJ)_OR. ___ 

-

LOS DATOS PARA Fe (II) FUERON OBTENIDOS US.AXI':JO OXIGENO PARA AGITAR LA CELDA QUIHO
LUWJNISC~NTE. TODOS L03 OTRO~ CATALIZADOR2S SON EF~CTIVOS SOLO CON H202• 
lAS CONDICIONES FU::::RON: H2o2 10-2 M., LU:MINOL 10-3 M., BUF:I:'ER DE KOH-H

3
Bo

3 
10-1 Mo

y EL pH DE LA CELDA ENTRE 10 Y 11. 

! ! ~ 1 ! ~ 



CARACTERISTICAS ANALITICAS DE ALGUNOS OXIDANTES QUE REACCIONAN CON EL 

LUMINOL PARA PRODUCIR QUIMIOLUMINISCENCIA 

LIMITE DE DETECCION 
OXIDANTE APROXIMADO RANGO LINEAL OBSERVACIONES 

M M 

001- 10-9 
ooo HEQUI::::RC 02 

1'0-9 10-9 a 3X10-7 ~SPUESTA::l DE ;:;i.IJiLTUlÜJU 

I2 Y TERCER ORDEN 

:Mn.O-
4 

10-10 10-10 a 10-7 
1 

NO w...:;cESITA 02 

H202 10-9 
EXCESO DE Ca ,S_ II J - -

•• o COMO CATALIZADOR 

! ! ~ !! ! Noo II 



dad de los sistemas catalizados (Tabla I) para un.lí

mite de detecci6n equivalente (154, 155). 

Tambián son posibles los análisis indirectos basados

en la quimioluminiscencia del Luminol, por ejemplo, -

la quimioluminiscencia puede utilizarse para determi

nar agentes complejantes midiendo el grado a que se -

solubilizan los iones metálicos de las salee metáli-

cas insolubles (156). Puesto aue varios de los oxid~ 

tes que aparecen en la Tabla II se utilizan frecuent_! 

mente como titula.nte~, la auimioluminiscencia del Lu

minol puede emnlAarse para observar la concentraci6n

de oxidante como una funci6n de la cantidad aue de ~~ 

te se adiciona a la muestra. Esto amplia el análisim

ouimioluminiscentes a substancias oue no reacci6nan -

directamente con el r.uminol (155). En la tabla III Re 

enl·istan las aplicaciones anal{ticas de la ouimiolUJn! 

niscencia del Luminol, los fundamentos ouímicos para

obtener una selectividad para una especie particular

también se incluyen eri lsta tabla(l51). 

IV.B. Determinaci6n de algunos iones metálicos median 

te la Lucigenina 

Para que la quimioluminiscencia de la lucigenina se -

lleve a cabo, es necesario oue su oxidaci6n por per6-

xidos en soluc16n b~sica ocurra en presencia de iones 

metálicos como catalizadores (151). Se ha reportado -

oue la auimioluminiscencia de la lucigenina también 
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ALGUNAS APLICACIONES ANALITICAS DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA DE LUMINOL 

TIPO DE ANALISIS APLICACION BASES PARA UNA SELECTIVIDAD "l 

CATALISIS SIMPLE Fe (II) EN AGUAS POTENCIAL DE OXIDACION DIFERENTE···¡ 
A OTROS CATALIZADORES DE LA OXI-
DACIIDN DEL LUMINOL POR OXIGENO 

Cr (III) EN AGUAS EMPLEO DE EDTA PARA ABATIR OTRAS 
CATALISIS, LA FORMACION DEL COM-
PLEJO Cr (III) EDTA ES CINETICA-
MENTE M.A.S LENTA 

CATALISIS MULTIPLE Ca, Ni, Co, ETC. DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE - -
COMBINADA CON SEPARACION DE IN--
TERC.AJI'IBIO IONICO 

---
ANALISIS ORGANICOS AGENTES COMPLEJANTES SEPARACION DE INTERCAMBIO IONICO 
POR DETERMINACION- EN AGUAS NATURALES 
DE LA SOLUBILIDAD-
DEL CATALIZADOR 

OXIDANTE CLORO EN AGUAS DE - SOLO LAS ESPECIES PRESENTES GE~ 1 

DESECHO RAN QUIMIOLUMINISCENCIA 

IODO ENLAZADO A PRO-
1 

POTENCIAL DE OXIDACION DIFEREN--
TEINAS TE DE OTROS OXIDANTES 

TITULACIONES H2o2 GENERADA POR - SOLO LAS ESPECIES PRESENTES GEN! 
OXIDAS AS RAN QUIMIOLUMINISCENCIA 

S02 E~ AIRE (TIT~ADO MUESTREO SELECTIVO DE S02 
CON I 2) 

ARSENICO TITULADO CON DESTILACION DE AsC13 
1 - --- -

I2 

t!~k! N.o. III 



es catalizada por Pb (II), Bi (III), Tl (III) y Hg-

(II); ninguno de ~stos cataliza la ouimioluminiscenp~ 

cia del Luminol (154, 155). Por lo que la reacc16n de 

la lucigenina puede proporcionar los fundamentos para 

algunas aplicaciones analíticas que no son posibles -

con el Luminol. 

La riboflavina reaccionA con el H2o2 para generar QU! 
mioluminiscencia, ~sta se ini~ia ya sea adicionando -

un agente reductor o por irradiaci6n con luz visible

{auimioluminiscenci8 fotoinducida). Puesto oue la in• 

tensidad de la ouimioluminiscencia es aumentada si~ 

ficativamente por la presencia de cobre, pero como no 

es muy aJ'ectada por otros iones metáiicos, este sist~ 

ma puede emplearse para análisis específicos de eobre 

(157). 

IV.D. Bioluminiscencia: Algunas Aplicaciones 

Existen distintas fuentes para diferentes tipos de 1~ 

ciferinas y luciferasas, en la tabla IV se dan algQ~

na.s fuentes representativas para obtener luciferina -

y luciferasa (151). La selecci6n de una fuente para 

LH
2 

y E, está gobernada principalmente por las condi

ciones au!micas involucradas en lF> determinaci6n o t! 

no de Rnálisis para un elemento o compuesto {158), 
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FUENTES DE LUCIFERINA Y LUCIFEBASA 

COCUYO Y ·FOTINUS 
LUCIERNAGA FOTURIS 

LUCIOLA 

CRUSTACEOS CYPRIDINA 
PYROCYPRIS 

BACTERIAS ACROMOBACTER FISCHERII 
FOTOBACTERDJM FISCHERII 

PROTOZOARIOS GONYAULAX POLYEDBA 
(DINOFLAGELADOS) 

PENSAMIENTO DE MAR 1 
1 

RENILLA RENIFORMIS 

MEDOS& _t AEQUOREA 
~~------------~--~----- -~ --- ----- ---~-----------

I! ~ ~.! Noo IV 



sin embargo, la eficacia, la estabilidad y el costo;

son otros factores importantes que deben tomarse en-

cuenta (151,158). 

IV.D.l. Sistema bioluminis~ente del Oocuyo y Luci~rna 

~ 

CUando ~sta rea.cci6n se lleva a cabo (figura-2), para 

determinar ATP, se requiere de 0.1 a 1.0 picomoles ~ 

mo límite mÍnimo de detección, con una respuesta li-

neal ~ue se amplifica cinao Órdenes de magnitud (151). 

Tal límite de detecci6n y rango lineal se obtiene del 

llamado extracto "crudo" de ATP. Sin embargo, algunos 

investigadores han sido capaces de determinar ATP en

tre 2.0 Y 10-2 picomoles en una c~lula bacteriana, -

controlando el pH y utilizando reactivos de alto gra

do de pureza (151). La diferencia entre los dos lími

tes mínimos de detecci6n se debe a la contaminaci6n 

de los reactivos con el ATP o a la presencia de AMP 

en los extractos de ATP (159). 

La especificidad de la LH2 del cocuyo para determine.v 

ATP es alta; sin embargo, se ha demostrado que tanto

la. citedina-5'-trifos:fato (CTP) y la inosina-5•-tri

fosfato (ITP), estimulan la producci6n de 1uz·a1 mis

mo ~rado que el ATP (160). Pero la contribuci6n por

éstos contaminantes 8 la. emisi6n de luz total es pe-

aueña, en una muestra nue contenga ATP (151,160), pu-
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esto que en los sistemas natura~es la concentraci6n

de ATP es mucho mayor oue la CTP e ITP (151}. Se ha

demostrado que otros contaminantes actuan como inhi

bidores de la emiei6n de luz en el siguiente orden 

de actividad: Ca>K>Ne>Rb>Li. (159)o El Hg (II) e 

concentraciones de 2 p.p.m. inhibe- la emisi6n lie luz 

debido a la influencia sobre la E {151,159). 

Un analisis característico de ATP emplea LH2 de coe~ 

yo (1.0 mg ml , E(l.O mg/ml) en buf~er de THAM Oa05-

~ (pH=7.4) y soluci6n OoOl M de Mg (II). La mezcla

puede ser liofilizada y almacenaoca a ~65° Co ésta es 

la forma m~s conveniente para almacenar loe reaati-

vos indefinidamente sin aue pierdan su actividad y -

por simule adici6n de agua deionizada, reconstituir~ 

la para usarla inmediatamente. 

Para un análisis, auando menos el 0.5% del o
2 

disue! 

to debe estar presente en la solución de reacci6n. -

El ATP es determinado adicionando un exceso de reac

tivos y midiendo la intensidad de luz «ontra el tie! 

po. Una curva de respuesta caracter!stica se muestra 

en el esquema 35. Las curvas de calibraci6n son tra

zadas a partir de las medidas de I max. 6 I media, o 

a partir de la intensidad total integra como una f~ 

ci6n de la concentraci6n de ATP (161). 

El ATP está presente en todas las c~lulas vivas, a -

nesar de que éstas sean fotosint~ticas 6 heter6tro--
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1 max. 

INTENSIDAD 

1 media 

ESQUEMA 35 

ES QUEMA PARA EL ANA LISIS BIOLUMINISCENTE DE ATP 

TIEMPO 

Curva caracteristica de BIOLUMINICENCIA Vs. TIEMPO posterior 
al mezclamiento observado para el ano lisis de A TP 

1 max = Intensidad maxima observada 

1 media = Intervalo de tiempo fijo td , posteior a la intensidad 



fas. Los enlaces ~osfatos del ATP sirven como un re

servorio de energía para la c6lula; por eso, el ATP

está involucrado en bastantes reacciones metab6licas 

importantes y es de inter¿s analítico (160). 

Como mencionamos anteriormente es posible medir el -

contenido de ATP en una sola bacteria; conociendo e! 

to, el análisis de ATP de una muestra que contenga -

bacterias puede proporcionar informaci6n en torno al 

número de organismos presentes. En la prJctica sin -

embargo, el A"TP por baotel'ia rJ.O se determina en base 

a una única bacteria, s;ino en base a un gran númer-o

de ellas (162). Ert cualquier análisis de una bacte•

ria particular para la ooncentraoi6n de ATP por bao~ 

teria, los invest:i;gadores pueden comparar el análi

sis de ATP de cocuyo a~n el cultivo de la misma bac• 

teria (151). Las ventaja@ de hacer un recuento de -

bacterias por análisis de AT:P en lugar del cultivo 

son: la rapide.z con que se realiza, la exactitud y 

el bajo costo. Además ciertos microrganismos filame~ 

tosos no pueden analizarse por t6cnicas convenciona~ 

les y pueden determinarse satisfactoriamente por el

método del ATP (151,162). Para ilustrar 6stas venta. 

jas, consideremos el estudio en el que el cJlculo de 

bacterias se realiz6 en muestras de alimentos, agua

Y orina. Como unas mil células bacterianas por mues

tra pueden ser determinadas en menos de 5 minutos. -

Para tal determinaci6n el Log. (ATP) vs. Log. (núme

ro de célulPs) muestra un coeficiente de correlaci6n 
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APLICACIONES DE LA BIOLUMINISCENCIA 

APLICACION AREA DE TRABAJO 

DETERMINACION DE VELOCIDAD CONTROL DE PROCESOS EN ALID/IENTOS't 
DE REACCION BEBIDAS EMBOTELLADAS E INDUSTRIA-

FARMACEUTICA 

DETECCION DE CONTAMINACION CONTROL DE CALIDAD EN ALIMENTOS,-
BACTERIANA BEBIDAS EMBOTELLADAS , INDUSTRIAS-

FARMACEUTICAS Y DE COSMETICOS. 

CONTROL DE PERDIDA DE RESIDUOS -
ACTIVOS EN PROCESOS DE TRATAMIEN-

MEDICION DE BRO~a3A EN AGUA TO DE AGUAS 

ESTUDIOS FUNDAMENTALES EN LIMNOLQ 
GIA Y OCEANOGRAFI.A. 

DETECCION DE PRESENCIA DE - INVESTIGACIONES EXTRATERRESTRES 
VIDA 

MEDICION DE INFECCIONES CAU-
SADAS POR BACTERIAS MEDICINA 

-------

! ! ~ 1 ! No. V 



linear positivo de 0.93 (162). 

En la Tabla V se enlistan algunas aplicaciones del an!' 

lisis bioluminiseente para el ATP (151), en la tabla

VI se enlistan otras especies determinables por la re! 

cci6n bioluminiscente del cocuyo, junto con su impor-

tancia (151, 163, 164, 165). 

IV. D.2. Sistema bioluminiscente Bacteriano 

En las reacciones del esouema (27a) y en la reac~i6n-

de la parte III.-l(b) de ~ste trabajo, se resume el -

sistema emisor de luz bacteriano; la intensidad de la.

emisi6n depende de la longitud de la cadena del aldehí 

do, como se muestra en el esauema 36. 

Los datos de la Tabla VII muestran que ~ste sistema 

tiene un nivel mínimo de detecci6n para el an~isis de 

FMN, aue es superior a otros métodos comunmente usados 

(151), la tabla VII también ilustra aue la fluorome-

tría compite en sensibilidad para an~izar FMN sin em

bargo, éste Último carecre de especificidad, restrin- -

giendo su uso s6lo a preparaciones puras de F~nN (166,-

167). Los compuestos aue comunmente se encuentran en

las muestras de los biosistemas interfieren con el aná 

lisis fluorométrico de F~lli (167,168). 

La bioluminiscencia bacteriana tiene una alta especif! 

cidad pHra el Fl'I!N, algunos "li'l\'!1\T substituidos y dinuc·leo 
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ESQEMA 36 

2 4 b 6 

NUMERO De CARBONOS 

Intensidad relativa de biolu miscencia como una 
funcion de la longuítud de la cadena del aldehí
do adicionado 

NOTA: Lo intensidad relativa esta dada en CUANTOS/Se.g. 



APLICACIONES DE LA REACCION DEL COCUYO A OTRAS ESPECIES CON ATP 

E:;)PECIE ANALIZADA IMPORTANCIA 

CREATINA FOSFATO RESERVA DE ENERGIA PARA LA -
ACTIVIDAD MUSCULAR 

JMP CICLICO MEDIADOR DE LA ACTIVIDAD - -
HORMONAL 

OXIGENO DISUELTO MEDIDA DE CALIDAD DE AGUA 

PIROFOSFATO INORGANICO MATERIA PRIMA PARA VARIOS -COMPUESTOS BIOLOGICOS 
-~~~----~---·· ~----------- -~ 

! ! ~ ~ ! Noo VI 



SENSIBILIDAD DE LOS METODOS ANALITICOS PARA FMN 

METODO 
CONCENT~CION MINIMA DETECTA-
:.:m. MG 100 :ML. 

CROMATOGRAFIA EN PAPEL 102 

REDUCTASA CITOCROMICA 102 

OXIDASA LACTICA 1 

FLUOROMETRIA 10-4 

BIOLUMINISCENCIA 
10 .... 5 BACTERIANA 

~ 

! !_ ~ !! ! Noo VII 



' 

tidos adenin flavinas (FAD) reac~ionan con la (E) ba! 

teriana para producir luz; sin embargo, el nivel de -

emisi6n es bastante bajo, por lo que es de poao inte• 

r~s anaJ.!ticm (151). La relaci6n entra la producc"i6n

total de luz y la concentraci6n de FMNH2 es lineal de 

1.0 X 10-4 a 1.0 g/ml. (169). 

Las dos fuentes más populares de luciferasa bacteria

na {E) son lR fotobacteria fischerii y la Achromobac

ter fischerii. La luciferina, FMN, virtualmente puede 

obtenerse a partir de cualnuier sistema vivo (151, --

169). 

La luci~erasa se usa, generalmente e una concentra- -

ci6n de 1.0 g/ml. en TH~ 0.05 W (buffer de pH=7.4)-· 

(170). El dodecilaldehido complejado con bisulfíto es 

el aldehido comunmente usado. El F'MN puede extraerse

a partir de la muestra tratdndola con una soluoi6n al 

6~ de bunatol destilado en buffer de THAM 0.01 M oue

contenga 10-3 de EDTA. La extracci6n se lleva a cabo

en menos de un minuto, y debe filtrarse en seguida, -

el sobrenadante c·ontiene FMN y FRNH2 1 al tratarse con 

NaBH
4 

en presencia de PdC12 como catalizador, reducre

el Fmn a FMNH2 , 6 bien, el Fl'llN puede ser reducido por 

NADH en presencia de H+. El FMN reducido es mezclado

con la enzima (E) y el complejo aldehído de cadena -

larga-bisulfíto ante un detector sensible a la luz, -

la intensidad de la emisi6n es comparacla con una cur

va de calibraci6n (166,167). 
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El ~isi.s bioluminiscente por FMN se ha usado pa~a

detectar bacterias contagiosas y se ha investigado e~ 

mo un posible detector de vida extraterrestre (151, -

166, 167). 

otro tipo de aplicación implica exponer a la bacteria 

a Va!)ores orglhri.cos y observar la disminuci6n en su -

bioluminisceneia, esto puede usarse para estudiar el

efecto de vapores anestEfsicos 11 o para detectar la p~ 

sencia de varios compuestos tales como alcoholes, al

debidos y cetonas (168). 

La dependencia de la biolumi.niscenoia bacteriana so-
bre el FBNH2 1 y la participación del FMN en la sigui-_ 

ente reacei6n conduce a la posibilidad de un ~isis 

en el qUe no se dependa direriamente sobre el li'MN, P! 

ro sí de algún substrato que sea oxidado por el NADE-
+ o reducido por el NAD . (166, 167, 168) ., 

2 NADH + FMN 

En donde E' = NADH deshidrogena-

sa 

Por ejemplo un método analítico para el No; puede ba

sarse en las siguientes reacciones: 

+ + 

+ NADH + FJI!N 

E" 
---;> 

E" 
----1> 

NADH + 

+ 
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E" = ni trato reductasa. 

La concentracri6n del FMNH2 resultante es proporcional 

a la concentraci6n inicial de nitrato (166, 167). 

IV.D.3. Otros Sistemas Bioluminiscentes 

SISTEMA APLICACION 

Aequorea Análisis de huellas de Ca 

(II) en muestras de or!-

gen biol6gico (171,172). 

Ranilla Reniformis Determinaci6n de PAPS en-

estudios meta.b6licos del-

cerebro. La tabla VIII --

muestra e~gunos activado-

res y su funci6n relativa 

en la reacci6n (151,173). 

Hongos Determinaci6n del enlace-

piridina nuoleotido en --

otros procesos bioou:!mi--

e os (151,172). 
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1 

ACTIVADORES DE NUCLEOTIDOS DE LA BIOLUMINISCENCIA 

DE LA RENILLA RENIFORMIS 

ACTIVADOR % DE ACTIVIDAD RELATIVA 

3; 5' - DrrFOSFOADENOSINA 100 

2; 5' - DIFOSFOADENOSINA 1 

COENZINA A 7 

3' - FOSFOADENOSINA - 5' 
FOSFOSULFATO (PAPS) 15-98* 

AITP o 
----- ~--·-· --------- ~- - - ~--------- ----~--

* DEP~NDE DEL GRADO DE LA HIDROLISIS ACIDA 

! ! ~k! No. VIII 



CONCLUSIONES. 

1.- PaTa que una reacción luminiscente ocurra, se re

quieren de tres condiciones: a).- La reacción química 

debe liberar suficiente energ:!a para producir un est!! 

do electrónicamente excrl.tado; b).- El mecanismo de la 

reacción debe favorecer la formación de un producto = 

en estado excitado y e).- El producto en estado exci

tado debe ser capaz de emitir un fotón, o transferir

su energía a otra molécul·a eme pueda emitirlo. 

2.- Todos los yrocesos luminiscentes se llevan a cabo 

en la zona del visible, no eyisten procesos quimiolu

miniscentes en la zona del ultravioleta ni en la zona 

del infrarojo debido a aue la obtención del producto

electrónicamente excitado se logra mediante energía -

vibracional la aue es capáz de excitar a una mol~cula 

fluorescente. 

3.- Los procesos luminiscentes, con contadas excepsi~ 

nes, son las reacciones de tipo oxidativo y ocurren 

con mayor frecuencia en moléculas orgánicas. 

4.- Puesto que un gran número de oxidaciones de com-

puestos orgánicos en solución son quimioluminiscentes 

solo cuando el oxígeno o algún peróxido están presen

tes, los m2s rec:ientes descubrimientos indican que en 

lA reacc·i6n oue se efectúa, el oxígeno en estad.o exci 

tado es ~recuentemente formado. 
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5.- El espectro de emisi6n es freeuentemente caraote 

rístico de un producto molecular formado por la rup

tura del enlac-e per6xido O - O • Los espectros obse!' 

vados tienen una amplia banda, frecuentemente con un 

m~imo definido, de modo que la congruencia aparent~ 

de las curvas quimiolwniniscentes y fluorescentes no 

es un diagnÓstico necesario para identificar al pro

ducto molecular excitado. 

6.- Existen, de hecho, miles de especies luminiscen

tes extendidas en el reino animal. La luminiscencia

es más frecuente entre los organismos marinos, mu--

chos de los cuales han desarrollado notables adapta

ciones para su emisi6n de luz. 

7.- No existen vertebrados bioluminiecentee, excepto 

algunos peces, y entre las plantas solo se encruen--

tran algunas bacterias y hongos. 

8.- Las dificrultades de recolecci6n y la¡s pocas can

tidades de material activo extraible, constituyen un 

problema, desde el punto de vista quimico, que difi

culta una investigaci6n más profunda de ciertos org! 

nismos luminiscentes unicelulares. 

9.- La mayor parte de los trabajos de investigaoi6n

realizados sobre las luciérnagas y cocuyos, se han -

llevado a cabo con el genero americano Photinus pyr~ 

lis pero los componentes de la reacci6n luminosa (1~ 
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ciferina, luciferasa y el luciferil adenilato enlaz~ 

do a la enzima) son comunes a todas las especies ha! 

ta ahora estudiadas. 

10.- En la luciérnaga y el cocuyo la emisi6n de luz

esta bajo control nervioso, y por consiguiente la 

hidrolisis de los diversos fosfatos inplicados en la 

reacci6n luminiscente, esta asociada al impulso ner-

vioso. 

11.- Aunque algunos organismos muy afines parecen -

utilizar mecanismos bioquímicos análogos, no hay un

mecanismo ouímico aue sea aplicable a todos los org! 

nismos luminiscentes; sin embargo, comparando tres 

sistemas bi.oluminiscentes: el de la luciEfrnaga, de 

los crustaceos y el del "pensamient'o de mar", puede

observarse que en cada caso el oxígeno molecular es

consumido estequiometricamente y se producen dos ce

tonas; una luciferinP cetodescarboxilada en estado -

electr6nicamente excitado y bioxido de carbono libre. 

12.- Se conocen un gran nmnero de compuestos orgáni

cos quimioluminiscentes, en este trabajo solo se me!! 

cionan los más importantes, como un apoyo a futuros

trabajos prácticos de investigaci6n. 

13.- Las luciferinas contituyen un grupo relativame~ 

te nuevo en el ~rea de los Productos Naturales, enf~ 

car a estos compuestos dentro de ~ste campo, sería -
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objeto de otra monografía. 

14.- El futuro de la humanidad es muy inaierto, pueda 

ocurrir que los niveles de contaminaci6n ambiental -

sean tales que la concentraci6n de oxígeno en el aira 

sea similar al de la atmÓsfera primitiva; una adapta

ci6n para utiliz~r bajos niveles de ox!genola consti

tuye la bioluminiscenciao 

15.- Es importante conocer los procesos luminiscentes 

puesto aue la producci6n de luz, ya sea por reaccio-

nes químicas o por organismos vivos, pueden constitu-------

ir un modelo químico o bioouímico para procesos exo--

energ~ticos de a,Itos rendimientos; puesto oue las ---

:fuentes de energ!a·-;:.e,.n la tierra pueden, en un futd.ro-

no lejano, resultar irtsU:tiaientes/ -- •. -·.,. 

16.- En el capítulo de aplicaciones, m5s que descri-

bir m6todo~me pareci6 más importante indicar el área 

de trabajo, tipo de análisis, tipo de industria, etc; 

en donde pueden emplearse procesos luminiscentes para 

cuantificar algd.n elemento 6 compuesto químico, o ---

bién, realizar el control de calidad en la f~brica--
~ -~ 

ci6n de ciertos productos. 

17.- Gracias a la alta sensibilidad intrínseca de los 

m~todos luminiscentes, los aparatos para efectuar an~ 

lisis de elementos no requieren de un detector de luz 

de gran capacidad, sin embargo, en la practica está-
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limitada por la pureza del reactivo, m!s QUe por la

capacidad de medir luz. 
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NOMENCLATURA 

E LUCIFERASA 

LH2 LUCIFERINA 

L DEHIDROLUCIFERINA 

~O LUCIFERINA OXID~DA 

Qb PRODUCCION BIOLUMINISCENTE DE CUANTOS 

Qql PRODUCCION QUIMIOLUMINISCENTE DE CUANTOS 

~Ql EFICIENCIA DE LA QUIMIOLtrniTNISCENCIA 

~Ql = NUMERO (O FRECUENCIA) DE FOTONES EMITIDOS 

NUMERO (O FRECUENCIA) DE MOLECULAS REACTIVAS 

IQl INTENSIDAD DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA 

~b LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE EMISION BIOLUMINIS 
CENTE. 

~f LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE EMISION FLUORES--
CENTE. 

A ql LONGITUD DE ONDA MAYIMA DE EMISION QUIMIOL!JM]; 
NISCENTE 
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