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Fluorescencia

= Es un fendmeno de luminiscencia.

= La fluorescencia es un proceso de emision en el cual
las moléculas son excitadas por la absorcion de
radiacion electromagnética.




Fendmeno de Fluorescencia

El fenomeno de fluorescencia se caracteriza por un proceso de
absorcion de una radiacion pasando la molecula a un estado
excitado, el que pam relajarse puede transferir la energia como
calor o bien emutiendo radmcion a una mayor longitud de onda
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Spin electronico y estado de excitacion

La mayoria de las moléculas poseen un niumero par de electrones y asi los que se
encuentres en cada orbital estaran apareados > estado basal spines apareados
Momento magnético nulo.

Al excitarlos uno de los electrones pasara a un orbital de mayor energia, si mantiene su
estado “spin” se dice que el par electrdnico esta en este estado singulette excitado.
Ahora si el spin cambia su spin entonces el par electrénico esta el estado triplete excitado
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Fluorescencia: Es la relajacién de un estado singulette excitado de
baja energia (sl1), hacia el estado fundamental(SO) mediante la
emision de un foton . Ocurre con una temporalidad del orden de los
(10-°s).

Fosforecencia: Es la relajacion de un estado triplete hacia el estado
fundamental mediante la emision de un fotdon. . Ocurre con una
temporalidad del orden milisegundos hasta minutos, incluso
dias),es un proceso mas lento al estar los 2 electrones con el mismo
spin, es una transicion cuanticamente prohibida.



Diagrama de energia de Jabloski

Three possible absorpiion fransitions
represanted
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Jablonski Energy Diagram
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Caracteristicas de la fluorescencia

Regla de Kasha: el espectro de

Corrimiento de Stoke: emision es independiente del A de
Energia de emisidn < Energia de absorcion excitacion

Excitation and Emission Spectral Profiles
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Parametros fluorométricos

* Tiempo de vida promedio (t) : Tiempo promedio
en que la molécula pasa en el estado excitado
antes de volver al basal. (~10 ns)

* Rendimiento cuantico (pF) : Razon entre fotones
emitidos y absorbidos. Siempre menor a 1.



“Quenching” : Apagamiento de la fluorescencia

Solvent B
Relaxation (10™""s) |

 Quenchers: oxigeno, halégenos, aminas,
acrilamida.

Para que ocurra, la molécula debe estar a
menos de 100A



Transferencia de energia entre fluorocromos

Requerimientos:

e gue la energia de emision
del fluoroforo excitado sea
coincidente con la energia
de absorcion del segundo
fluoroforo

 Distancia < 100A

Energy transfer

Solvent B
Relaxation (107" "s)




Fluoroforos

* Es una molécula o parte de una molécula que
emite fluorescencia después de ser excitada
con luz.

* La intensidad y longitud de onda de la luz
emitida dependera tanto del fluoréforo como
de su ambiente quimico.



Fluoroforos

Su rendimiento cuantico (Quantum vyield)
corresponde al cociente del numero de fotones
emitidos entre el numero de fotones
absorbidos.

— N2 de fotones emitidos / N2 de fotones
absorbidos



Fluoroforos

Existen varios fluoroforos disponibles
comercialmente (difieren en sus caracteristicas
de excitacion y emision)

ALGUNOS FLUOROFOROS

Excitation Emission Applicable
Wavelength | Wavelength

Fluorochrome
Antibody
Method

ol s m Anﬁb?dy
Labeling

Cascade Blue 376 Antibody
Labeling

Fluorescein- i
Isothiocyanate t::s:ﬁ:y
(FITC) )

Phycoerythrin 576 Antibody
B (PE-B) Labeling
Phycoerythrin Antibody
3 i m Labeling
Rhodamine B-
Iso- 570 Antibody
thiocyanate Labeling
(RITC)

Yonspel mm- Cabsing

Tetramethylrho
damine- Antibody
Isothyocyanate Labeling
(TRITC)




Fluoroforos

Se pueden dividir en 2 grandes grupos:

* Intrinsecos o Naturales incluyen: los
aminoacidos aromaticos, NADH,
Flavinas, derivados del piridoxyl y
clorofila.

* Extrinsecos como: Dansyl,
fluoresceina y rodamina entre otras




Fluoroforos

Aplicaciones:

* Brindar contraste en imagenes microscopicas,
especialmente en ambientes biologicos.

 Obtener imagenes simultaneamente
diferentes usando fluoroforos multiples (si sus
emisiones o tiempos de vida fluorescente se
puedan distinguir claramente)
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Fluoroforos

bas para marcar proteinas (ANS)

DdS C
DdS C
DdS C
DdS C

DdS C

e membrana (DHP)

e potencial de membrana (Carbocianina)
e tincion cercanas al infrarrojo (Cianina)
e DNA (Bromuro de etidio)

e medicidon quimica (Fura -2 > Ca?%*)

pas Especiales (7-UmP > ELISA)



Proteina Fluorescente Verde (GFP)

* Proviene de la medusa bioluminiscente
Aequorea victoria

 Actualmente se han desarrollado variedades
de GFP.




Espectrofluorometros

Instrumento que utiliza propiedades
fluorescentes de algunos compuestos a
fin de proporcionar informacion con
respecto a su concentracion y el entorno DUAL GRATING
guimico en una muestra. e
Registra la intensidad en funcion de la
longitud de onda emitida (una o varias).

IDEAL

1) Fuente de luz produzca una salida de
fotones constante en todas las longitudes de
onda

EMISSION

SHUTTER
FILTER HOLDER
BEAM SPLITTER

POLARIZER

2) Monocromador debe pasar todas las | SAMPLE CHAMBER

longitudes de onda de los fotones con igual
eficacia

3) Eficiencia monocromador debe ser
independiente de la polarizacion

4) Detector (tubo fotomultiplicador) debe
detectar fotones de todas las longitudes de
onda con la misma eficacia.

MONOCHROMAT OR
CONTROLLER

COMPUTER

DISPLAY

LIGHT SOURCE
XENON ARC
LAMP

|




Fuente de luz

Lampara de arco de xendn de alta presion (Xe)

Proporcionan una salida de luz relativamente
continua 250 a 700 nm

Emiten un continuo de luz como resultado de la
recombinacidon de los electrones con atomos de Xe
ionizados.

La intensidad de salida cae rapidamente por debajo
de 280 nm.

Output de longitud de onda dependiente de las
lamparas de Xe es una razon importante para la
distorsion de los espectros de excitacion de los
compuestos que absorben luz visible y ultravioleta.

Xenon Flashlamp \
running at 60 Hz
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Flgure 2.5. Spectral output of a continuous xenon arc lamp and a
xenon flash lamp. Revised from [3]. Courtesy of Newport Corp,
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Flgure 2.6. Corrected and uncorrected excitation spec
cein. From [4]

Figure 2.7. Xenon air lamp and a typical lamp housing. Revised from
5 ) g
[5]. Courtesy of Newport Corp.




Monocromador

Dispositivo dptico que selecciona y transmite una estrecha /
banda de longitudes de onda a partir de una fuente

emisora que produzca una amplia gama de longitudes de

onda.

Dispersar la luz blanca en los varios colores o longitudes
de onda usando prismas o rejillas de difraccion.

Bajos niveles de luz difusa para evitar problemas debido a
la luz dispersa o perdida.

Diametro de las hendidura son generalmente variables, y
un monocromador tipico tendra tanto una entrada y salida
de hendidura.

La intensidad de la luz que pasa a través es

aproximadamente proporcional al cuadrado de su
anchura. (+grande + sefial + altas relaciones P o
sefial-ruido) B

EMISSION MONOCHROMATOR




THIN-FILM FILTERS: FILTER COMBINATIONS:
permite procesar luz de depende del experimento
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Figure 2.17. Transmission spectra of some typical ¢
ters. From [13]
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Figure 2.23. Filter geometry used for epifluorescence microscopy
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Tubos fotomultiplicadores

Instrumento que contiene una célula fotoeléctrica y una

serie de electrodos, que se utiliza para detectary
amplificar la luz a partir de fuentes muy débiles.
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Figure 2.29. Schematic diagram of a photomultiplier tube and its dyn-
ode chain.

1 fotoelectrén="5 a 20 e-

Dynode: electrodo en un tubo de vacio que sirve como multiplicador de electrones por medio de una emisién secundaria.



