Capitulo 6

QUENCHING DE FLUORESCENCIA

B fendmeno de quenching de fluorescencia se refiere a procesos que
provocan una disminucién de la intenddad de fluorescencia de una sustancia
dada. El quenching puede ser resultado de varios mecanismos. ESos mecanismos
incluyen reacciones de los edados excitados, transferencia de energia, formacion
de complgos y quenching por colisones [Lakowicz, 1983]. El quenching de
fluorescencia provee evidencia de interacciones molecul ares.

B fendbmeno puede dividirse en dos grupos “quenching colisional o
dindmico” , cuando la desactivacion es resultado de los choques entre moléculas
(molécula fluorescente y quencher), y “quenching estético”, cuando es d
resultado de formacion de complgos A veces no resulta fécil digtinguir entre uno
y otro, peo es poshle con un esudio adecuado de los tiempos de vida de
fluorescencia

Ambos tipos de desactivacion requieren de contacto molecular entre la
molécula fluorescente y la molécula quencher. Este fendmeno es especidmente
importante  en  soluciones acuosas donde las colisones son frecuentes. En
solucion, d proceso difusond limita la velocidad con que ambas moléculas
epecie excitada y quencher, se encuentran, pero hace prolongado € encuentro
pudiendo ocurrir cientos de choques antes de separarse.

Una gran variedad de sudatias pueden actuar como quenchers de
fluorescencia Uno de los mgores gemplos de quenching colisond esta dado por
e oxigeno molecula. Por dlo muy frecuentemente es necesario diminar d
oXigeno disudto de las muestras sobre las que se desea medir iempos de vida de
fluorescencia o rendimientos cuénticos de fluorescencia Otros gemplos son las

amines difdicas y aomdicas xenon, pedxido de hidrégeno, acrilamida,
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bromato, yoduro, etc. Debido a la gran variedad de moléculas quenchers, se debe
idertificar aquéllas de interés para cada molécula fluorescente en particular.

Quenching dinamico.

Esquematicamente, d quenching dindmico puede representarse como una
transferencia de energia entre una especie excitada (M*) y una especie quencher
(Q):

*

M +Q M + Q*

B quenching dinamico se describe por la ecuacion de Stern-Vomer:

I = 1+ Ksy [Q =1+ kq t° [Q]

donde E° e I son las intensidades de emision fluorescente en ausencia y presencia
dd quencher respectivamente, Ksy es la congante de StenVolmer, [Q] es la
concentracion del quencher, kq es la constante bimolecular de quenching y t° es d
tiempo de vida de fluorescencia de la especie emisora

Eda ecuacion puede deducirse planteando edado estacionario de la
fluorescencia de una molécula excitada en presencia de un quencher. La molécula
quencher puede ser cudquiera, pero debe permanecer quimicamente invariable
paa que la disminucion de la concentracion dd edtado excitado, y, por
condguiente, de la emison fluorescente, se deba a una Unica interaccion entre la
molécula emisora y dla Paa redizaa € andliss de ede estado estacionaio

debemas consderar las Siguientes ecuaciones.

Etapas. Vdocided:
Absorcion de luz: M+m® M* la
Fluorescencia M*® M+ Ke® [M*]
Decamientos digtintos de quenching: M*® M S ki [M*]

Quenching: M*+Q®M +Q kq [M*] [Q]
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donde ke es la congtante de fluorescencia intrinseca.
S se asumen condiciones de estado estacionario (-d[M*]/dt = 0), entonces.

la

Ski+kq[Q]

[M*] =

El rendimiento cuantico de fluorescencia esta dado por:
ke° ke?
Ski+Kkq[Q] ke +kq [Q]

donde ke definida en d Capitulo anterior como d coeficente de veocidad de
emison espontanea, es igud a la suma de las condantes de velocidad que
contribuyen d decamiento de M* (S ki), excepto k;. Debe observarse que €
rendimiento cuantico disminuye en una cantidad proporciond a la concentracion
dd quencher. Se obtiene d vdor m&imo de rendimiento cuantico (F () en

ausencia de quencher. Lardacion F £° / F ¢ esté dada por:

FEo ke Kr + kq [Q] kq [Q]
=1+ —————

Fr ke ke ke

Eda ecuacion indica que la rdacion de los rendimientos cuanticos de
fluorescencia es linedmente dependiente de la concentracion del quencher, Sendo
la ordenada d origen igud a 1. Eda rdacion s denomina relacion de Sern-
Volmer.

La determinacion de los rendimientos cuanticos de fluorescencia requiere
dd conocmiento de la luz dsorbida Sn embargo, si se redizan medidas de
intenddad de fluorescencia en funcién de la concentracion dd quencher, bgo
idénticas condiciones de geometria de irradiacion, concentracion de molécula
fluorescente, intenddad de excitacion, longitud de onda y senshilidad de detector,
entonces la luz dbsorbida es idéntica paa cada medida Bgo diches
crcundancias, la rdacion de rendimientos cuaniticos es igud a la rdacion de
intens dades de emisidn fluorescente:
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I 14 kq[Q]

I Kr

Asi una gréfica de 1% versus [Q] (gréfica de SternVolmer) deberia ser
lined, e interceptar en la unidad d ee IFYIr La pendiente de dicha gréfica se
denomina condante de SternVolmer (Ksy), y esigud a Kq/ ke = te Kq. En edta
dltima expresion te° es @ pardnetro tr definido en d Cepitulo anterior. Sin
embargo, en los experimentos de quenching se le suele agregar e superindice °
paradiferenciarlo de los tiempos de vida en presencia de quencher.

El andiss de las gréficas de SernVomer permite obtener vdiosa
informecion. Por gemplo, & deeminar € coeficiente de SternVomer da un
método indirecto para obtener € tiempo de vida de fluorescencia § se conoce 0
puede cacularse kg, 0 por @ contrario, se puede determinar kq 9§ Se conocen los
tiempos de vida de fluorescencda Por otro lado, una gré&ica de Stern-Volmer
lined generdmente indica la presencia de un solo fluoréforo o especie emisora
Por @ contrario, 9 la gréfica de SternVolmer no es lined puede suponerse la
presencia de dos poblaciones digtintas de fluoroforos.

Es importante remarcar que una gréfica de Stern-Volmer lined no assgura
que & proceso de quenching estudiado sea de tipo dinamico. Como e explicard a
continuecion, un proceso de quenching de tipo eddico también genera un
comportamiento  lined en las gréficas de Stern-Vomer. Debido a dlo, debe
recurrirse a otras medidas, que seran expuestas més addante, para digtinguir entre
ambostipos dequenching.

Quenching estético.

B quenching edtéico se produce, generdmente, como consecuencia de la
formacion de un complgo no fluorescente entre la molécula emisora y la

molécula quencher.
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*

M +Q M-Q

La dependencia de la intensdad de fluorescencia (IF) con la concentracion

de quencher puede deducirse considerando la constante de asociacion (Ks):

__IMQ
M].[Q]

S d compdo M-Q no emite, la rdacion de intensidades /I serd igud a la

relacion de concentraciones [M]o / [M], donde [M]o es la concentracion total del

fluordforo.
[M]o =[M] +[M-Q]

Combinando ambas ecuaciones se obtiene

Mlo-[M] __ Mo _1

M].[Ql  [M].[Q] [Q]

KSZ

Mo IF”
Ml I

= 1+Ks[Q]

Puede apreciarse que, td como se dijo, un proceso de quenching estético
también conduce a una relacion de StenVolmer lined. Sn embargo, en edte

caso, Ksy esigud aKs.



M etodologia para diferenciar tipos dequenching.

Exigen varios méodos tendientes a diginguir entre un proceso de
guenching dinamico y uno edéico. Entre dlos s encuentran d edtudio de la
dependencia dd quenching con la temperaura y la viscosdad de medio. Sin
embargo, d méodo més conveniente paa este propdsto es d andiss de la
dependencia de los tiempos de vida de fluorescencia con la concentracion de
guencher.

Puede deducirse rdpidamente que, S @ quenching es dinamico € cociente
de los tiempos de vida de fluorescencia en ausencia y presencia de quencher
(te® / tP) es igud d cociente de los correspondientes rendimientos cudnticos de
fluorescencia (F £° / F §). Por consguiente, puede escribirse la siguiente ecuacion
paa desibir la dependencia de los tiempos de vida de fluorescencia con la

concentracion de quencher:

0

tr 0
— =1+ kete [Q]
te
S por d contraio, exite un quenching estéico una fraccion de
compueto emisor s encuentra “secuestrado” formando pate dd complgo no
emisor. Por lo tanto, la fluorescencia obsarvada proviene dd  fluorGforo “libre’.

Eda fraccon no ha ddo dterada, por lo que € tiempo de vida de fluorescencia
que s mide es igud d tiempo de vida en ausencia de quencher (tr%. En
definitiva, d cociente de tiempos de vida de fluorescencia (t 2/ tF) no demostrard

dependencia con la concentracion del quencher:

Puede goreciarse, entonces, que midiendo d tiempo de vida tg a didtintas
concentraciones del quencher y luego redizando las greficas de te°/ tg versus [Q]

puede diferenciarse claramente entre un proceso de quenching de tipo dindmico y
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otro estéico. En d primer caso se obtendran curvas linedes con pendientes
idéntices a las condantes Kgy encontradas en las gréficas de SternVamer
obtenidas de las medidas de intensdad de fluorescencia En € segundo caso, s
obtendra una linea horizonta. Ambos comportamientos estén representados en la
Figura 6.1. Ede méodo fue € empleado en d presente trabgo de tess paa
andizar |os procesos de quenching estudiados.
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Figura 6.1: Representacion de Stern-Volmer a partir de tiempos de vida de

fluor escencia para quenching dinamico (-) y guenching estético (-).

En € presente trabgo de tess se redizaron experimentos de quenching por
aniones. Muchos trabgos que se encuentran en literatura sobre pterinas se refieren
a medidas de emison de fluorescencia en presencia de solucion reguladora. Por
elo s decidio redizar un estudio sobre la influencia de los aniones que contienen
las soluciones reguladoras con € fin de conocer su efecto sobre las propiedades
fluorescentes de las pterinas en soluciones acuosas. Los resultados de este estudio
e presentan en d Capitulo 10.

Los edudios de quenching de fluorescencia se redizaron con € equipo
Sngle Photon Counting FL900CDT (Edinburgh Analytical Instruments),
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detdlado en d cegpitulo anterior. Prdiminarmente e redizaron  experimentos
midiendo la emison, en @ egpectrofotomentro Cary 3 de Vaian. En ede estudio
previo se busco la presencia de procesos de quenching redlizando un gran nimero
de expaimentos cambiando € derivado pterinico, @ quencher (anion) y su
concentracion 'y € pH. Luego se redizd un edtudio ssgemdico midiendo los
epectros de emison y los tiempos de vida de fluorescencia en soluciones de
pterinas a diferentes concentraciones de aniones.

Las soluciones s prepararon a partir de soluciones madres a las que se les
gusté d pH d vdor find y agua d migmo pH. Se mezdd 2 ml de la solucion
medre de pterina con 2 ml de una solucion dd anidn a diferente concentracion del
mismo pH. Esa Ultima solucidén fue preparada a partir de la solucion meadre del
aniony agua. En todos los casos se registraron |os espectros de aosorcion.
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