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I. OBJETIVO 

 

El análisis fluorimétrico, y en menor medida el fosforimétrico, han alcanzado 

actualmente una gran difusión, tal como demuestra el gran número de publicaciones 

existentes hasta la fecha, debido a que se presentan como herramientas muy útiles en el 

campo de la farmacología, bioquímica y medicina para el estudio de la unión entre 

medicamentos y distintos receptores o proteínas.  

En este proyecto el objetivo es emplear las técnicas de fotoluminiscencia para 

estudiar la interacción entre un antibiótico modelo, el cloranfenicol, y diferentes 

seroalbúminas animales (bovina, porcina, de oveja y de conejo). Así mismo, se  

pretende caracterizar el mecanismo por el cual interacciona el cloranfenicol y 

determinar si existen diferencias en el proceso de unión de acuerdo con la naturaleza de 

la  albúmina. 
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II. INTRODUCCIÓN 
 

II.A. Seroalbúminas. 

II.A.1. Introducción. 

La seroalbúmina o albúmina sérica es una de las proteínas solubles más 

abundante en el cuerpo de todos los vertebrados, constituyendo más del 50% del total de 

proteínas del plasma sanguíneo.  

Las propiedades, la estructura y la unión a ligandos de la albúmina, constituyen 

el principal interés de la química, bioquímica y farmacología de esta proteína.  (1, 2). 

II.A.2. Estructura.  

La familia de las albúminas se caracteriza por presentar  un patrón repetido de 

tres dominios helicoidales grandes, estabilizados mediante un patrón de múltiples 

enlaces disulfuro que no aparece en otras proteínas. Los tres dominios son homólogos y 

los puentes disulfuro involucran la participación de residuos cisteínas adyacentes. En 

todos los mamíferos de los que se conoce la secuencia peptídica de sus albúminas se ha 

comprobado que éstas contienen 35 cisteínas, las cuales forman 17 puentes disulfuro 

(2). Cada dominio presenta cinco o seis puentes disulfuros internos (3, 4). Los enlaces 

disulfuros son típicos de proteínas extracelulares y contribuyen a la estabilidad de las 

proteínas plasmáticas en la circulación (2). 

Los dominios homólogos normalmente son denominados I, II, y III, comenzando 

desde el amino terminal. Cada dominio es el resultado de otros dos subdominios (IA, 

IB,IIA, IIB, IIIA, IIIB) como se muestra en la siguiente figura (5, 6): 

 

Figura 1. Dominios y subdominios de la estructura secundaria de las 

seroalbúminas, representado por la estructura molecular de la seroalbúmina bovina.  

Aunque los tres dominios son homólogos poseen diferentes funciones en cuanto 

a la unión de ligandos (2). 
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 En cuanto a la composición aminoacídica de la familia de las albúminas la 

característica más llamativa es el bajo contenido en triptófano, apareciendo en la 

secuencia de estas proteínas unicamente uno o dos residuos. También la baja cantidad 

de residuos de metioninas, isoleucinas y glicinas es típica de estas proteínas en 

mamíferos. En cambio, son abundantes los aminoácidos: cisteína, leucina, ácido 

glutámico y lisina. El gran número de residuos ionizados le da  a la albúmina una carga 

total elevada, normalmente presentan 185 iones por molécula a pH 7, lo cual ayuda a la 

solubilidad de la proteína. Al haber un mayor número de residuos ácidos respecto a 

aminoácidos básicos, la carga neta de las albúminas es negativa (2).  

En todos los mamíferos aparece de forma invariable un único triptófano en el 

bucle1 largo número 4 (de los nueve bucles que presentan las albúminas), en la 

secuencia Lys-Ala-Trip-X-Val-Ala-Arg. En vaca, oveja y cerdo, un segundo triptófano 

aparece en un sitio homólogo en el bucle largo 3. La tirosina aparece sobre todo en los 

bucles 3 y 6 y la fenilalanina en el bucle 3 (2). Estos aminoácidos, triptófano (trp,W), 

tirosina (tyr, Y) y fenilalanina (phe, F) son los que contribuyen a la fluorescencia de las 

proteínas (7). 

Las albúminas en las que nos centramos este trabajo son: seroalbúmina bovina, 

porcina, de oveja y de conejo. Sus secuencias aminoacídicas se muestran en el Anexo I 

señalando los residuos de triptófano, aminoácido que presenta una elevada eficiencia 

cuántica (0.20) y que tiene el mayor coeficiente de extinción molar (9). 

Sus estructuras terciarias son muy similares. A continuación se muestran sus 

conformaciones 3D (10,11):         

                                               

                     

Figura 2. Seroalbúminas de conejo, vaca, cerdo y oveja, de izquierda a derecha. 

 

 

                                                             
1 Bucle: segmento de polipéptido de estructura secundaria irregular que sirve de conexión entre 

estructuras secundarias regulares como las hélices-α (8). 
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II.A.3. Función. 

 Las seroalbúminas tienen un importante papel en el transporte y la disposición 

de ligandos endógenos y exógenos en la sangre (12). Son las invaginaciones de la 

molécula y sus regiones hidrofóbicas las que le proporcionan a la seroalbúmina sus 

excelentes propiedades de unión (13). Estas proteínas presentan una buena capacidad de 

unión a  agua, Ca2+, Na+, K+, ácidos grasos, hormonas, bilirrubina y fármacos (14). Las 

interacciones fuertes de las seroalbúminas con los fármacos pueden suponer una 

disminución de las concentraciones de los estos en el plasma, mientras que 

interacciones débiles pueden dar lugar a distribuciones pobres del mismo. Como 

consecuencia investigar la unión entre fármacos y seroalbúminas es de gran interés en 

farmacología y farmacodinámica (12).  

Además, las seroalbúminas son los mayores transportadores de zinc en el plasma 

(se unen, por lo general, al 80% de zinc plasmático) y son las proteínas más importantes 

en la regulación de la presión osmótica  coloidal de la sangre2 (14, 15).  

II.A.4. Metabolismo. 

Las albúminas son sintetizadas en el hígado por todos los hepatocitos, los cuales 

no las acumulan en su interior si no que las secretan rápidamente (13). Esta función de 

síntesis es llevada a cabo por un complejo específico ribosoma-mRNA el cual está 

unido al complejo del retículo endoplasmático en los hepatocitos (16). Allí, las 

seroalbúminas se sintetizan como cadenas únicas, por lo que no requieren de 

mecanismos de ensamblaje de cadenas. Además, sólo están compuestas por 

aminoácidos, sin presentar ni grupos prostéticos ni otras adiciones. Por tanto, no son 

glicoproteínas, siendo unas de las pocas proteínas plasmáticas carentes de grupos 

carbohidratos. Esto se debe a que las albúminas generalmente carecen de la secuencia 

Asn-X-Ser/Thr necesaria para que se produzca la glicosilación de las proteínas (2).  

Como se trata de una proteína destinada a la secreción, la albúmina 

recientemente formada pasa por el canal de cisternas de secreción (Figura 3) donde se 

pliega para alcanzar su estructura terciaria formándose para ello los 17 enlaces disulfuro 

(16) de los que se habló en el apartado “I.A.2.Estructura”. 

                                                             
2 Presión osmótica coloidal de la sangre: es la fuerza debida a las proteínas plasmáticas que permite 

mantener el fluido en el interior de los capilares al compensar la presión de filtración capilar (15).  
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Figura 3. Proceso de secreción de las proteínas al medio extracelular. 

Aproximadamente se requieren 30 minutos desde que se ensambla la proteína 

hasta que se libera a la circulación sistémica (16). Las tasas absolutas de síntesis de 

albúmina parecen ser bastante constantes en varias especies, situándose en torno a 

200mg/Kg/día (16).  

Una vez en el sistema sanguíneo las seroalbúminas se equilibran entre 

compartimentos intravasculares y extravasculares lentamente (5 % por hora), de modo 

que las albúminas, en su totalidad, son intercambiadas diariamente con el 

compartimento extracelular (17). Es en este espacio extracelular es en el que hay mayor 

cantidad de esta proteína, encontrándose sólo un 40% de seroalbúminas en el 

compartimento intravascular (17,18).  

La síntesis de albúmina se ve afectada por diversos factores, entre ellos se 

encuentran los siguientes (16): 

- Nutrición: la incorporación de nitrógeno es el aspecto más importante en la 

regulación de la producción de albúmina. 

- Balance de hormonas: hormonas como la tiroidea y la cortisona en exceso 

estimulan la síntesis de la misma. 

- Presión osmótica. 

La concentración de esta proteína en la sangre es el resultado de la síntesis, el 

volumen de distribución, el intercambio entre espacios intra y extravasculares y de la 

descomposición de la misma (18). 
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Su vida media es de aproximadamente 20 días (18) y su catabolismo ocurre en 

un compartimento, probablemente en el endotelio vascular de los tejidos o en zonas 

adyacentes a éste (19), en rápido equilibrio con el compartimento vascular pero sin 

predominar este proceso catabólico en ningún órgano (20). Se sabe que el 10% del 

catabolismo de la seroalbúmina tiene lugar en el riñón (20). 

 

II.B. Interacción de los antibióticos con las albúminas. 

II.B.1. Importancia de las proteínas en el mecanismo de acción de los 

antibióticos. 

La mayoría de los fármacos se unen a las proteínas u otros materiales biológicos, 

tales como la albúmina; α1-ácido glicoproteína; lipoproteínas; α-, β- y γ-globulinas; y 

eritrocitos. Por tanto, cuanto mayor es el grado de unión de los fármacos a estos 

compuestos biológicos menor es la cantidad de ellos libre en el plasma. Es bien sabido 

que, al menos para moléculas pequeñas, únicamente el fármaco libre, no unido a 

material biológico, se distribuye en el espacio extravascular y es responsable de la 

actividad farmacológica y/o efectos secundarios. Para los antibióticos, en particular, la 

reducción de las concentraciones de fármaco libre (activo), como resultado de la unión a 

proteínas conlleva la disminución de la actividad antimicrobiana. En teoría, este efecto 

es más pronunciado para los antibióticos con una amplia unión a proteínas. La mayoría 

de los estudios que evalúan el efecto de la unión a proteínas sobre la potencia que un 

antibiótico tiene contra cierto patógeno han mostrado que se producen cambios en el 

MIC3 respectivo. En este estudio el antibiótico con el que se ha trabajado es el 

cloranfenicol (21). 

II.B.2. Cloranfenicol: Mecanismo de acción. 

El cloranfenicol fue aislado por primera vez en 1947 a partir de cultivos de 

Streptomyces venequelae, pero ahora es producido sintéticamente. Pertenece al grupo de 

las anfetaminas y sus derivados. Estos son compuestos orgánicos que contienen o 

derivan de 1-fenil-propan-2-amina. Su fórmula química es C11H12Cl2N2O5, tiene una 

                                                             
3 MIC: es la concentración más baja del antibiótico que impide el crecimiento visible de una bacteria en 

una placa de cultivo con disoluciones seriadas de antibiótico (23). 
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estructura relativamente simple (Figura 4) y es el primer antibiótico de amplio espectro4 

que fue descubierto (22).  

 

Figura 4.  Estructura química del cloranfenicol. 

Se puede administrar por diversas vías siendo la oral y la intramuscular las que 

producen mayor biodisponibilidad, 80% y 70% respectivamente. Una vez en el sistema 

sanguíneo entre un 50 y un 60% del cloranfenicol se una a proteínas plasmáticas (22). 

El cloranfenicol es principalmente bacteriostático5, pero puede ser bactericida6 

en altas concentraciones o cuando se utiliza contra organismos altamente susceptibles. 

Al ser soluble en lípidos puede difundir a través de la membrana celular bacteriana. Una 

vez en el citoplasma, se une reversiblemente a la proteína L167 de la subunidad 50S de 

los ribosomas bacterianos (22). Allí, el cloranfenicol inhibe la actividad de la peptidil-

transferasa8 al bloquear el sitio A9 del ribosoma (Figura 5). Esto impide la unión del 

siguiente peptidil-tRNA cargado, con lo que se imposibilita la transferencia de 

aminoácidos a las crecientes cadenas de péptidos, inhibiendo de este modo la formación 

del enlace péptido y la síntesis de proteínas posterior (26).  

La unión al sitio A del ribosoma es posible debido a que las características 

estructurales del cloranfenicol le permiten formar enlaces de hidrógeno. Los grupos 

implicados en estas uniones son: el grupo nitro mediante los oxígenos, el grupo OH del 

carbono 1, el grupo carboxilo y el grupo OH del carbono 3, el cual es crucial para la 

actividad antibacteriana (26). 

                                                             
4 Antibióticos de amplio espectro: aquellos que son efectivos frente a un gran número de gérmenes Gram 

(+) y Gram (-) y frente a gérmenes no incluidos en la clasificación de Gram (legionellas, chlamydias, etc) 

(23). 
5 Bacteriostático: agente que impide el crecimiento de las bacterias (24). 
6 Bactericida: agente que causa la muerte de las bacterias (24). 
7 Proteína L16: los ribosomas procariotas están constituidos por dos subunidades de tamaño diferente, una 

30S y otra 50S. La subunidad 50S contiene una molécula de ARNr 5S, otra 23S y 34 proteínas que se 

designan de L1 a L34 (25). 
8 Peptidil transferasa: enzima que cataliza la formación del enlace peptídico en los ribosomas (27). 
9 Sitio A del ribosoma: la estructura tridimensional del ribosoma contiene tres sitios de unión, A 

(correspondiente al aa-tRNA inicial), P (ocupable por el peptidil-tRNA) y E (sitio de salida del tRNA 

libre) (28). 
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Figura 5. Sitios de unión en el ribosoma. 

La vida media del cloranfenicol en adultos con función hepática y renal normal 

es de entre 1,5 y 3,5 horas y su metabolismo es hepático. 

II.B.3. Efectos secundarios. 

La similitud entre los ribosomas de las bacterias y los ribosomas mitocondriales 

de células animales hace que el cloranfenicol pueda afectar a la síntesis de proteína en 

las mitocondrias. Esto puede tener consecuencias graves, como daños en la médula ósea 

(si se ven afectadas las mitocondrias óseas), por lo que en humanos, se suele reservar 

este antibiótico únicamente para el tratamiento de infecciones graves y potencialmente 

mortales (por ejemplo, fiebre tifoidea) (22, 26).  

 

II.C. Espectroscopía de luminiscencia molecular para el estudio de las 

interacciones proteína-analito. 

II. C.1. Fundamentos. 

La luminiscencia molecular hace referencia al fenómeno por el cual algunas 

moléculas emiten luz al pasar de un estado excitado a un estado fundamental. 

Dependiendo de cómo sean excitadas las moléculas, la luminiscencia molecular se 

puede dividir en: fotoluminiscencia (cuando se excita con fotones), 

quimioluminiscencia (se excita con energía química) y electroquimioluminiscencia 

(cuando la electricidad es la energía inicial entrante que después es transformada en 

energía química) (29). En este trabajo nos centramos en la fotoluminiscencia. 

II.C.1.1. Absorbancia. 

El paso de un haz de energía radiante electromagnética a través de un medio 

transparente conlleva una absorción parcial de dicha energía. Los átomos, iones o 
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moléculas de la muestra absorben fotones del haz alterando su estado, de forma que la 

especie pasa de un estado fundamental a un estado excitado. El estado excitado puede 

consistir en alguno de los procesos siguientes: 

a) Transición de un electrón a un nivel energético superior. 

b) Cambio en el modo de vibración de la molécula. 

c) Modificación de su estado de rotación. 

Para cada una de los procesos anteriores es necesaria una determinada cantidad 

de energía, siendo ésta muy diferente en cada uno de los tres casos. En general, las 

transiciones que requieren más cantidad de energía son las que suponen la promoción de 

electrones a niveles energéticos superiores. Por su parte, las que necesitan menor 

energía son las que conllevan alteraciones en los modos de rotación (5). 

La región del espectro que se corresponde con el ultravioleta-visible es en la que 

se producen las absorciones que se deben a la promoción de un electrón a algún nivel 

energético superior. Para que dicha promoción suceda el analito debe tener niveles de 

energía con déficit de electrones, difiriendo con una cantidad adecuada de energía 

respecto a otros niveles ya ocupados (5).  

Estas transiciones ocurren en la capa de valencia en el caso de compuestos 

orgánicos. En ellos, los electrones implicados en la absorción son tanto los que se 

encuentran formando enlaces entre átomos como los que no forman enlaces. Estos 

últimos, en general, se encuentran alrededor de ciertos átomos como nitrógeno, oxígeno 

y halógenos. Para que estos electrones participen en el proceso de absorción, debe 

coincidir exactamente la energía de los fotones incidentes y la diferencia de energía 

entre el estado fundamental y uno de los estados excitados de la especie.  

Las transiciones posibles que pueden sufrir los electrones al ser excitados por 

energía radiante son las que se muestran en la figura 6. 

 

Figura 6. Transiciones electrónicas en las que participan los orbitales π, n y σ. 
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En el caso de trabajar en la región del ultravioleta-visible, la energía sólo es 

suficiente para que se produzcan las transiciones n π* y π π*, las cuales implican 

grupos funcionales característicos del analito. Además, en esta región, y en el caso de 

sustancias orgánicas, las bandas del espectro de absorción son anchas. Esto se debe a 

que se produce la superposición de las transiciones vibracionales y rotacionales de 

menor energía sobre las electrónicas (5). 

Es muy útil el conocimiento de las longitudes de onda a las que absorbe cada 

especie puesto que como las diferencias de energía son características de cada una sirve 

para caracterizarlas. 

 

II.C.1.2. Fenómenos de fluorescencia y fosforescencia. 

Los procesos que ocurren entre la absorción de luz y la emisión de la misma por 

una molécula son descritos gráficamente por el  diagrama de Jablonski (Figura 7) (7). 

En este diagrama se muestra como un electrón puede pasar del estado fundamental, S0, a 

un nivel vibracional o rotacional del estado excitado, S1 o S2, por absorción de luz. El 

electrón puede perder la energía que tomó del haz mediante diversos mecanismos. 

Dentro de estos mecanismos encontramos las desactivaciones no radiantes que se 

pueden clasificar en los siguientes tipos: 

- Relajación vibracional, ocurre desde un nivel vibracional alto a otro inferior dentro 

del mismo estado electrónico (por ejemplo, dentro de S1). Ocurre en un tiempo de 

entre 10-14 y 10-11 s (5). 

- Conversión interna: ocurre entre estados del mismo número cuántico de espín (30) 

desde el nivel vibracional inferior  de un estado electrónico (por ejemplo S2) al 

nivel vibracional de misma energía de otro estado electrónico (por ejemplo S1). 

Tiene la misma duración que la relajación vibracional (5). 

- Cruce intersistemas: ocurre entre niveles de diferente multiplicidad, es decir, entre 

estados de diferente número cuántico de espín (por ejemplo de S1 a T0) (5, 30). 

- Desactivación de la fluorescencia o ““quenching””. 
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Figura 7. Diagrama de Jablonski. El estado fundamental y los estados electrónicos 

primero y segundo son designados por S0, S1, y S2, respectivamente. 

Otro tipo de desactivación posible son las emisiones radiantes: fluorescencia y 

fosforescencia. 

La fluorescencia tiene lugar cuando un electrón tras absorber luz se encuentra en 

el estado excitado singulete y regresa al estado fundamental emitiendo un fotón. El 

regreso al estado fundamental está permitido puesto que el electrón en estado excitado 

está emparejado por espín opuesto a un electrón del estado fundamental. Generalmente, 

las tasas de emisión de fluorescencia son  de 10-8 s (7). Como la relajación vibracional y 

la conversión interna necesitan sólo entre 10-14 y 10-11 s, la fluorescencia normalmente 

se produce desde el estado vibracional inferior del estado excitado S1 hasta cualquiera 

de los niveles vibracionales del estado fundamental (S0) (5, 7).  

Por su parte, la fosforescencia es emisión de luz que se produce cuando el 

electrón en el orbital del estado triplete excitado (T0) tiene un espín de la misma 

orientación que el del electrón del estado fundamental (S0). Por tanto, la transición al 

estado fundamental es prohibida y la tasa de emisión de fosforescencia es lenta, de 103 a 

100 s-1, así que los tiempos de vida típicos de la fosforescencia son de milisegundos a 

segundos. Esto implica que la fosforescencia no suela verse en soluciones de fluidos a 

temperatura ambiente puesto que existen muchos procesos de desactivación que 

compiten con la emisión, tales como decaimiento no radiactivo explicados 

anteriormente o procesos de “quenching”. Estos procesos de “quenching” pueden 

deberse a impurezas o a la presencia de oxígeno incluso a bajas concentraciones (7). 

Esto hace que sea necesario emplear determinados reactivos en las disoluciones si se 

quiere ver la fosforescencia a temperatura ambiente (7).  

Tanto la emisión de radiación fluorescente como la fosforescente pueden ser 

medidas y utilizadas para la identificación o determinación de moléculas orgánicas, es 
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decir para análisis cualitativos (5, 31).  Así mismo, ambas se pueden emplear para hacer 

estudios cuantitativos (5,32). 

 

II.C.1.3. Espectros de excitación y de emisión. 

Los datos espectrales de fluorescencia y fosforescencia se presentan 

generalmente como espectros de emisión. Éstos son la distribución de longitud de onda 

de una emisión medida a una longitud de onda de excitación constante única y se 

muestran gráficamente  representando la intensidad de fluorescencia frente a la longitud 

de onda (nanómetros). Se ha de tener en cuenta que los espectros de emisión grabados 

en diferentes instrumentos pueden ser distintos debido a las sensibilidades a la longitud 

de onda de cada uno de los instrumentos (7). 

Un espectro de excitación, a la inversa que un espectro de emisión, muestra la 

dependencia de la intensidad de emisión, medido a una sola longitud de onda de 

emisión, al barrer las diferentes longitudes de onda de excitación. Estos espectros se 

suelen representar en escala de longitud de onda (7).  

Para la mayoría de los fluoróforos los rendimientos cuánticos y los espectros de 

emisión son independientes de la longitud de onda de excitación. Como resultado, el 

espectro de excitación de un fluoróforo puede ser superponible en su espectro de 

absorción. Sin embargo, rara vez se observan tales espectros de absorción y excitación 

idénticos porque la intensidad de excitación es diferente en cada longitud de onda (12). 

 

II.C.1.4. “Quenching” de la fluorescencia. 

Las muestras con las que se trabaja en este estudio están en disolución, esto 

supone que exista la posibilidad de que se produzcan interacciones entre el fluoróforo y 

otras moléculas denominadas “quencher” o desactivantes presentes en la misma (5). 

 En los procesos de emisión los fluoróforos permanecen en el estado excitado 

durante periodos de tiempo lo suficientemente amplios como para que se puedan 

producir dichas interacciones. Éstas pueden conllevar un “quenching” de la 

fluorescencia del analito, esto es, una disminución de la intensidad de emisión (5, 7). 

 Los procesos por los que se puede producir el “quenching” son diversos, por 

ejemplo: reorganizaciones moleculares, transferencia de energías;  colisiones entre 

moléculas, formación de complejos o mecanismos no moleculares, tales como la 
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atenuación del haz de luz incidente por el propio fluoróforo o por otras especies que 

absorben (5, 7). 

En muestras biológicas es el contacto molecular entre fluoróforo y desactivante 

el causante de la desactivación de la emisión fluorescente. Este contacto puede ser 

debido a los encuentros producidos por la difusión, que es el “quenching” dinámico, o 

debido a la formación de complejos, que es el “quenching” estático (5, 7).  

Debido a la estrecha distancia de interacción requerida para la desactivación, la 

magnitud del “quenching” es sensible a factores moleculares que afectan la tasa y 

probabilidad de contacto, incluyendo el apantallamiento estérico e interacciones carga-

carga (7). 

 

II.C.1.4.1. Determinación del mecanismo de “quenching”. 

Para determinar cuál de los dos mecanismos de “quenching” (estático o 

dinámico) tiene lugar se emplea la ecuación de Stern-Volmer que relaciona la intensidad 

de la fluorescencia con la concentración de desactivante  (Ecuación 1) (5): 

                                   (Ecuación 1) 

En esta expresión F0 es la intensidad de fluorescencia en ausencia de 

desactivante, F la intensidad de fluorescencia en presencia de quencher, KSV es la 

constante de “quenching” de Stern-Volmer, Kq es la constante de “quenching” 

bimolecular, τ0 es el tiempo de vida promedio del fluoróforo en ausencia del 

desactivante y [Q] es la concentración del desactivante. El tiempo de vida de 

fluorescencia promedio de biopolímeros (τ0) es 10-8 s (5). 

La constante de “quenching” de Stern-Volmer (Ksv) indica la sensibilidad de un 

fluoróforo por un desactivante. Si el fluoroforo se encuentra protegido en la molécula 

será parcial o totalmente inaccesible para el desactivante y como consecuencia, 

normalmente, el valor de Ksv será bajo. Por el contrario, los valores de esta constante 

son altos cuando el fluoróforo se encuentra libre en la disolución o si está situado en la 

superficie de la molécula (7). 

La constante de “quenching” bimolecular (Kq) indica si el proceso de 

desactivación es dinámico o estático. De modo que los valores de esta constante 

superiores a 2,0 x 1010 L mol-1 s-1 implican que el “quenching” es estático (5). 
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Los valores de estas dos constantes (Ksv y Kq) se obtienen por regresión lineal  a 

partir de la ecuación de Stern-Volmer, representando F0/F vs [Q]. Si el resultado es 

lineal, en general, es indicativo de que sólo hay un tipo de fluoróforos, y son todos 

igualmente accesibles para el desactivante. En el caso de que haya dos poblaciones de 

fluoróforos, y uno de ellos no sea accesible para el desactivante el gráfico de Stern-

Volmer se desvía de la linealidad (7). Sin embargo, es importante tener en cuenta que el 

hecho de presentar linealidad no sirve para diferenciar entre el mecanismo de 

“quenching” (dinámico o estático). Si es posible corroborar el tipo de “quenching” 

haciendo el estudio a diferentes temperaturas, obteniendo a cada una de ellas constantes 

con diferentes valores.  

La diferencia en los valores se debe a que el “quenching” dinámico depende del 

proceso de difusión y el “quenching” estático depende de la estabilidad de los 

complejos formados. Al aumentar la temperatura, la difusión se ve favorecida y los 

complejos se desestabilizan, con lo que la constante (Ksv) en caso de “quenching” 

dinámico aumenta y en caso de “quenching” estático disminuye (5, 7). 

 

II.C.1.4.2. Caracterización del fenómeno de asociación. 

II.C.1.4.2.1 Cálculo de la constante de unión entre cloranfenicol y 

seroalbúminas. 

 El valor de la constante de unión (Kb) y el número de sitios de unión (n) se 

pueden determinar, en caso de que el “quenching” sea estático, a partir de la ecuación 

modificada de Stern-Volmer (Ecuación 2) representando gráficamente el doble 

logaritmo Log (F0 – F)/F vs Log [Q] (5): 

                           (Ecuación 2) 

Esta ecuación surge del siguiente razonamiento:  

La reacción de desactivación que tiene lugar cuando una proteína (SAB) 

presenta n sitios de unión para el desactivante (Q) es la siguiente: 

 
En la reacción entre la proteína y el desactivante, la constante de unión entre 

ambas moléculas (Kb) se define por la siguiente relación: 
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siendo [Q] y [SAB] las concentraciones molares de desactivante y de proteína no 

unidas, respectivamente. 

La concentración de moléculas de desactivante unidas a la proteína es: 

 

siendo [SAB0] la cantidad inicial de biomoléculas. 

Atendiendo a lo descrito anteriormente y teniendo en cuenta que la intensidad de 

la fluorescencia es proporcional a la concentración de proteínas: 

 
 

se llega a la ecuación modificada de Stern-Volmer (Ecuación 2).  

 

 

II.C.1.4.2.2. Determinación de la fracción de fluoróforo accesible. 

 

Para determinar la fracción de fluoróforo accesible al desactivante (fa) nos 

basamos en el método desarrollado por Lehrer (33) que se basa en la ecuación de Stern-

Volmer (33). Según este método, en ausencia de desactivante, la fluorescencia total de 

la macromolécula (F0) se debe a la contribución de tanto de los fluoróforos expuestos al 

medio (F0a), y que son accesibles (F0b), como de los no accesibles: 

 

La adición de desactivante afectará solo a la fracción de fluoróforo accesible: 

 

Las dos expresiones anteriores permiten llegar a la ecuación final (Ecuación 3): 

                               (Ecuación 3) 

donde K es la constante de ““quenching”” de Stern-Volmer de la fracción 

accesible. A partir de esta ecuación se puede representar F0/ΔF en función de 1/[Q], 

siendo [Q] la concentración de desactivante, y se obtiene una recta. De la intercepción 

de esta recta con el eje de ordenadas (1/fa) se puede determinar la fracción molar de 

fluoróforo accesible al desactivante (fa) (15). 
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II.C.1.4.2.3. Determinación de los modos de unión. Fuerzas de interacción entre 

la proteína y el antibiótico.  

Normalmente, las moléculas pequeñas se unen a macromoléculas a través de 

cuatro modos de unión: enlaces de hidrógeno, fuerzas de van der Waals, e interacciones 

electrostáticas e hidrófobas (34). Para confirmar cuál de estas fuerzas actúa son 

importantes los parámetros termodinámicos entalpía (ΔH) y entropía (ΔS) de reacción. 

Los valores de estos parámetros se determinan, trabajando dentro de un rango de 

temperaturas en el que no se degraden las proteínas, a partir de la ecuación de van't Hoff 

(35): 

 

donde K es la constante de unión a la temperatura T, y R es la constante de los gases. 

Los valores de ΔH0 y ΔS0 se calculan a partir de la pendiente y la intersección de la 

representación gráfica del  ln K frente a 1/T. La variación de energía Gibbs (ΔG0) se 

calcula según la ecuación (35): 

 

La magnitud y el signo de estos parámetros termodinámicos asociados a 

interacciones individuales que se pueden dar en procesos de asociación de proteínas 

sirven para confirmar el modo de unión (5) y han sido descritos por  Ross y 

Subramanian (18). Según estos autores, un valor positivo ΔH se suele tomar como 

prueba de que la unión se produce por interacciones hidrofóbicas; valores positivos de 

ΔS y negativos de ΔH son indicativo de que son las fuerzas electrostáticas específicas 

entre especies iónicas en solución acuosa las responsables de la unión; valores negativos 

de ΔH y de ΔS indican que la unión se debe a las fuerzas de van der Waals y la 

formación de enlaces de hidrógeno (35). Además, el signo negativo para la energía de 

Gibbs (ΔG0) significa que el proceso de interacción es espontáneo (5). 

 

 

II.C.1.5. “Quenching” de la fosforescencia. 

 

La fosforescencia puede ser observada en la mayoría de proteínas trabajando a 

temperatura ambiente cuando el oxígeno es eliminado de la disolución (37). 

El mecanismo por el que determinadas moléculas desactivan la fosforescencia 

del triptófano de las proteínas es interesante para el estudio de la dinámica de las 

proteínas. La interacción puede reflejar cierta exposición del residuo de triptófano al 
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solvente, la penetración del desactivante a  la matriz proteica o ciertos comportamientos 

debidos al despliegue de la proteína (37). 

Las interacciones entre proteína y medicamentos normalmente son 

caracterizadas por estudios de fluorescencia de los residuos triptófano de la cadena 

peptídica (38). Sin embargo, los estudios de “quenching” de la fluorescencia están 

limitados por la escala de tiempo en la que transcurre la fluorescencia, nanosegundos. El 

mayor tiempo de vida de la fosforescencia, en algunos casos, en el orden de los 

segundos, permite medidas de reacciones que ocurren más despacio y proporciona más 

pruebas de la habilidad de ciertos desactivantes para interaccionar con triptófanos 

difícilmente accesibles (37, 39).   

Además de la presencia de oxígeno, estos largos tiempos de vida de la 

fosforescencia (5) y la presencia de moléculas pequeñas como agua o aminoácidos 

también dificultan la medida de la fosforescencia (5). En la bibliografía se indica que 

para mejorar la señal de la fosforescencia se pueden añadir átomos pesados a la 

disolución de trabajo, por ejemplo, adición de yoduro potásico (KI). Esta mejora en la 

señal se debe a que los átomos pesados aumentan la velocidad de los cruces entre 

sistemas (40). Así mismo, se habla del empleo de sulfito de sodio para desoxigenar la 

muestra y evitar el “quenching” no deseado que provoca el oxígeno (39,41). 
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III. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
 

III.A. Materiales. 

III.A.1. Reactivos y disoluciones. 

Los reactivos utilizados se muestran en la tabla I. 

Reactivo 

 

Peso molecular 

(Da) Pureza (%) 

Casa 

comercial 

Aminoácido L-Tirosina 181,2 98  

SIGMA 

 

L-Triptófano 204,2 98 

 

L-Fenilalanina 165,2 98 

Albúmina Bovina 69293 96  

 

SIGMA  

Porcina 69692 98 

 

Oveja 69188 100 

 

Conejo 68910 99  

Antibiótico Cloranfenicol 323,13 98 ALDRICH 

Yoduro de potasio KI 166,01 99,5 NORMAPUR 

Sulfito de sodio Na2SO3 126,04 98 PROBUS 

Tabla I. Reactivos empleados en el estudio. 

Con estos reactivos se prepararon las disoluciones empleadas en el estudio de las 

interacciones entre albúminas animales y cloranfenicol sin purificación alguna. 

Las disoluciones madre de aminoácidos se prepararon a una concentración 2,1 x 

10-3 M.  A partir de éstas, se obtuvieron las disoluciones diluidas 2 x 10 -5 M con las que 

se realizaron las correspondientes medidas de fotoluminiscencia molecular. 

En el caso de las albúminas, para las cuatro empleadas, se prepararon 

disoluciones madre 1 x 10-4 M. De ellas se tomaron alícuotas del volumen necesario 

cada día para realizar los ensayos con concentraciones 1 x 10-5 M. 

La disolución madre de cloranfenicol se preparó con una concentración 1 x 10-3 

M. A partir de ella se prepararon diariamente las disoluciones trabajo.  

Tanto para las disoluciones madre de las albúminas como para la de antibiótico 

el máximo período de estabilidad fue de 15 días conservándolas durante este tiempo en 

nevera a 4ºC. 

La disolución de yoduro de potasio y la de sulfito de sodio se prepararon a  

concentraciones 5 M y 2 M respectivamente. La disolución de sulfito de sodio se 

preparó diariamente.  

Para la preparación de todas las disoluciones se empleó agua destilada. 
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III.A.2. Aparatos e instrumentos. 

Los instrumentos empleados se detallan a continuación: 

- Un espectrofluorímetro Aligent Varian Cary Eclipse cuya fuente de excitación es 

una lámpara pulsada de Xenón (80pulsos/s). La anchura de pulso es de entre 2 y 3 

microsegundos. El instrumento se encuentra conectado a un ordenador para el 

análisis y almacenamiento de datos mediante el software Agilent Cary WinFLR. Se 

empleó para medidas de fluorescencia de caracterización de las moléculas a 

temperatura ambiente y para hacer medidas de fosforescencia. 

- Un espectrofluorímetro de tiempo resuelto (time-resolved spectrofluorimeter) de 

Edimburgh Instruments (modelo FLSP920) para medidas de fluorescencia tanto 

estacionaras como resueltas en el tiempo. Permite la obtención de espectros 

sincrónicos, de emisión y de excitación, termostatización de la muestra, medida de 

disoluciones y de sólidos, análisis de polarización de fluorescencia y determinación 

de tiempos de vida hasta el orden de los nanosegundos. Se empleó para el estudio 

de quenching trabajando a temperatura controlada y para el estudio de los tiempos 

de vida de fluorescencia trabajando con el láser/led como fuente y el detector MCP 

(Microchannel Plate Detector). 

- Un espectrofotómetro visible-ultravioleta-infrarrojo cercano Perkin Elmer Lambda 

900. Presenta como fuente una lámpara de deuterio y de halógeno tugsteno. El 

equipo está conectado a un ordenador que tiene el software UV WinLab para el 

tratamiento de datos. El detector de este equipo es un fotomultiplicador R6872.  

 

III.B. Protocolos de medida. 

III.B.1. Medidas de absorción UV-VIS. 

III.B.1.1. Medida de las albúminas. 

Para obtener los espectros de absorción en el equipo de doble haz (Perkin Elmer 

Lambda 900), en primer lugar se requiere tener una línea de base. Para ello, se emplea 

agua destilada en cada una de las dos cubetas, tanto en la de muestra como en la de 

referencia. Tras ello, se mantiene la cubeta de referencia con el disolvente y en la cubeta 

de muestra se van introduciendo y midiendo cada una de las disoluciones de albúmina 
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(bovina, porcina, de oveja y de conejo) 1 x 10-5 M. El barrido de longitudes de onda se 

hace desde 400 nm hasta 200 nm.  

III.B.1.2. Medidas del antibiótico 

En este caso se procede de la misma manera que en el caso de las albúminas 

pero trabajando con una disolución de cloranfenicol 1x10-5 M. 

 

III.B.2. Medidas de fluorescencia. 

III.B.2.1. Medidas de aminoácidos. 

 Las albúminas estudiadas presentan sólo tres aminoácidos con fluorescencia 

intrínseca: la fenilalanina, la tirosina y el triptófano. Con el fin de determinar las 

longitudes de onda de emisión y excitación propias de estos aminoácidos se hicieron 

medidas con el espectrofotometro Cary Eclipse a temperatura ambiente comenzando 

con un barrido sincrónico de disoluciones de cada aminoácido 1 x 10-5 M. El valor de 

Delta empleado fue de 50 nm, la longitud de onda de comienzo del barrido fue 200 nm 

y la de finalización 400 nm. Las rendijas de excitación y emisión fueron de 5 nm. A 

partir del espectro proporcionado por este barrido, se obtuvieron posteriormente los 

máximos de excitación y de emisión para cada aminoácido (mostrados en el apartado de 

“Resultados y discusión”). 

III.B.2.2. Medidas de albúminas. 

 Las medidas de fluorescencia para caracterizar las albúminas también se 

llevaron a cabo con el espectrofotometro Cary Eclipse a temperatura ambiente. Se 

midieron disoluciones 1 x 10-5 M de cada albúmina, preparadas a partir de la dilución de 

las disoluciones madre 1 x 10-4 M. Las longitudes de onda de excitación empleadas 

fueron 275 nm (zona del espectro donde contribuyen los tres aminoácidos: fenilamina, 

tirosina y triptófano) y 295 nm (zona en la que solo contribuye el triptófano). Para todas 

las albúminas se emplearon rendijas de excitación y emisión de 5 nm.  

III.B.2.3. Medidas de cloranfenicol. 

 Las medidas se realizaron a temperatura ambiente con el espectrofotometro Cary 

Eclipse. Se empleó una disolución de cloranfenicol 1 x 10-5 M, preparada a partir de la 

disolución madre 1 x 10-3 M. 
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Para la determinación de los máximos de excitación y emisión propios del 

antibiótico en primer lugar se hizo un barrido sincrónico, con un valor de Delta de 50 

nm, y en la región del espectro que abarca desde 200 nm hasta 500 nm. Las rendijas 

empleadas fueron de 10 nm. A partir del espectro obtenido en este barrido se obtuvieron 

los máximos de excitación y emisión del cloranfenicol.  

Para estudiar el solapamiento entre el espectro del antibiótico y los espectros de 

las albúminas, se trabajó con rendijas de 5 nm. Se excitó la disolución de cloranfenicol 

1 x 10-5 M a dos longitudes de onda: 295 nm  (donde contribuye sólo el triptófano) y a 

279 nm que es la longitud de onda de excitación de la albúmina obtenida en el paso 

anteriormente explicado (“Medidas de fluorescencia de las albúminas”). 

 

III.B.3. Medidas de fosforescencia. 

 Para realizar las medidas de fosforescencia de las albúminas se emplea el 

espectrofotómetro Cary Eclipse y se trabaja a temperatura ambiente. En este caso las 

disoluciones de trabajo, con un volumen final de 2,5 ml, se prepararon en la propia 

cubeta a partir de las disoluciones madre. Se emplearon 250 µL de albúmina 10 -4 M, 80 

µL  de KI 5 M y 200 µL de Na2SO3 2 M para conseguir una concentración final de 

albúmina en la disolución trabajo de 10-5 M. La longitud de onda de excitación 

empleada fue 295 nm (sólo presenta fosforescencia el triptófano) y las rendijas de 

entrada y salida fueron de 20 nm (puesto que con rendijas inferiores no se observa 

fosforescencia). 

 

III.B.4. Medidas de “quenching” de la fluorescencia. 

Para estudiar el “quenching” de la fluorescencia se empleó el espectrofotómetro 

de tiempo resuelto de Edimburgh Instruments (modelo FLSP920). En primer lugar se 

mide un blanco, que consiste en una disolución que sólo contiene albúmina 10-5 M. 

Posteriormente se llevan a cabo las medidas de disoluciones con una concentración fija 

de albúmina 10-5 M y concentraciones crecientes de cloranfenicol: 5 x 10-6 M, 1 x 10-5 

M, 3 x 10-5 M, 7 x 10-5 M y 1 x 10-4 M. Para prepararlas se emplean matraces de 10 ml, 

en los que sobre 1ml de albúmina 10-4 M se añaden las diferentes concentraciones de 

antibiótico y se enrasa con agua destilada. Se hacen estas medidas a diferentes 

temperaturas: 22ºC, 27ºC, 32ºC, 37ºC y 42ºC. La longitud de onda de excitación 
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empleada es de 295 nm y la de emisión 345 nm. La rendija de excitación es de 3nm y la 

de emisión de 1nm. 

 

III.B.5. Medidas de “quenching” de la fosforescencia. 

 Se empleó el espectrofotómetro Cary Eclipse trabajando a temperatura ambiente. 

Las disoluciones de trabajo se preparan directamente en la cubeta de medida. En primer 

lugar se mide un blanco preparado con 250 µL de albúmina 10-4 M, 80 µL de KI 5 M, 

200 µL de Na2SO3 2 M y 1970 µL de agua destilada (volumen total: 2,5 ml). 

Posteriormente se realizan medidas de disoluciones preparadas con concentraciones 

crecientes de cloranfenicol: 10-7 M, 5 x 10-7 M, 9 x 10-7 M, 5 x 10-6 M, 9 x 10-6 M y 5 x 

10-5 M; manteniendo fija una concentración 10-5 M de albúmina. La longitud de onda de 

excitación empleada fue 295 nm con rendijas de excitación y emisión  a 20 nm. 

 

III.B.6. Medida de tiempos de vida de fluorescencia y fosforescencia. 

Los tiempos de vida de fluorescencia se midieron con el espectrofotómetro de 

Edimburgh Instruments (modelo FLSP920) a temperatura ambiente. En primer lugar se 

realiza una medida de referencia durante 20 minutos con una solución muy diluida de 

sílice coloidal (LUDOX). Posteriormente se miden dos disoluciones de cada albúmina 

preparadas en la propia cubeta. La primera sólo contiene albúmina 10-5 M y la siguiente 

contiene, además de la albúmina 10-5 M, cloranfenicol 3 x 10-5 M. Estas disoluciones se 

miden durante 10 minutos. La longitud de onda de excitación con la que se trabaja es de 

299,6 nm (longitud de onda correspondiente al láser empleado), la de emisión  es de 345 

nm y Δλ  tiene un valor de 15 nm.  

Los tiempos de vida de fosforescencia se midieron con el espectrofotómetro 

Cary Eclipse trabajando a temperatura ambiente. Se trabajó con dos disoluciones de 

cada albúmina: una disolución 1 (volumen 2,5 ml) que contenía 250 µL de albúmina 10-

4 M, 80 µL KI 5 M, 200 µL Na2SO3 2 M y 1970 µL de agua destilada, y una disolución 

2 (volumen de 2,5 ml) que contenía 250 µL de albúmina 10-4 M, 80 µL KI 5 M, 200 µL 

Na2SO3 2 M, 125 µL de cloranfenicol 10-4 M y 1845 µL de agua destilada. 

Las longitudes de onda de excitación y emisión empleadas fueron 295 nm y 445 

nm, respectivamente. Éstas son las longitudes de onda a las que se excita y emite el 

tritófano. Las rendijas de excitación y emisión fueron de 20 nm.  
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

IV.A. Características espectroscópicas de las proteínas. 

IV.A.1. Medidas de absorción UV-VIS. Espectros. 

En este proyecto se ha trabajado con cuatro seroalbúminas diferentes: bovina,  

porcina,  de conejo y de oveja. Para llevar a cabo su caracterización en primer lugar se 

estudió su absorbancia en la región UV-Vis (ver protocolo de medida III.B.1.1.). Se 

obtuvieron los espectros de absorción con disoluciones 10-5 M de cada una de las 

albúminas. En la figura 8 se muestran los espectros obtenidos para las distintas 

proteínas en estudio. 

 

Figura 8. Espectros de absorción de disoluciones de albúminas 10-5 M. 

 

Los picos de absorción se observan entre 250 nm y 310nm, lo cual se debe a la 

presencia de los aminoácidos triptófano, tirosina y fenilalanina. Los máximos de 

absorción de las cuatro albúminas se encuentran a 278 nm. Estos valores están en 

concordancia con los ya publicados (7). 

 

IV.A.2. Medidas de fluorescencia.  

Las seroalbúminas presentan en su estructura aminoácidos que tienen 

propiedades fluorescentes, estos son el triptófano, la tirosina y la fenilalanina, como se 

indicó en la introducción. 
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Se llevaron a cabo las medidas de fluorescencia (ver protocolo de medida 

III.B.2.1.) con disoluciones 10-5 M de estos aminoácidos para determinar sus espectros 

de excitación y de emisión, dichos espectros se muestran en la figura 9. 

 

Figura 9. Espectros de excitación y emisión de la fenilalanina, la tirosina y el 

triptófano 

 

Los máximos de excitación y emisión obtenidos se muestran en la tabla II: 

Aminoácido λexc (nm) λem (nm) 

Trp 278 356 

Tyr 274 302 

Phe 257 281 

Tabla II. Longitudes de onda de excitación y emisión del triptófano, la tirosina 

y la fenilalanina. 

Como consecuencia de presentar estos tres aminoácidos en su cadena peptídica 

las albúminas tienen fluorescencia intrínseca.  

Para una solución de albúmina pura, se ve una señal de fluorescencia fuerte a 

longitudes de onda de excitación de entre 275 nm y 295 nm (42). Si se excitan las 

disoluciones de albúmina 10-5 M a una longitud de onda de 275 nm (ver protocolo de 

medida III.B.2.2), se obtiene el espectro correspondiente a la contribución de los tres 

aminoácidos fluorescentes tal y como se muestra en la figura 10. 
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Figura 10. Espectros de excitación y emisión de las seroalbúminas bovina, porcina, de 

conejo y de oveja, excitando a 275nm. 

 

Los máximos de excitación y emisión se recogen en la tabla III. 

Albúmina λem (nm) λexc (nm) 

Bovina 347 279 

Oveja 344 279 

Porcina 345 279 

Conejo 335 279 

Tabla III. Longitudes de onda de emisión y de excitación obtenidas para las 

cuatro albúminas. 

 

Tal como se puede observar en la figura 11, en el caso de excitar las muestras de 

albúmina a una longitud de onda de 295 nm, se obtienen los espectros de fluorescencia 

correspondientes únicamente a los residuos de triptófano. Por tanto, la intensidad de 

emisión es menor que en el caso de excitar a 275 nm. La diferencia entre los espectros 

obtenidos utilizando cada una de las longitudes de onda de excitación (275 nm y 295 

nm) se muestran en la figura 11. 
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Figura 11. Comparación de los espectros de emisión de las cuatro seroalbúminas 

excitando a 275 nm y a 295 nm. 

 

Los máximos de emisión y excitación en el caso de excitar a 295 nm se muestran 

en la tabla IV donde se observan ligeros desplazamientos de los máximos hacia el rojo 

como consecuencia del mayor peso de la banda de emisión del triptófano sobre el resto 

de la proteína. 

Albúmina λem (nm) 

Bovina 348 

Oveja 347 

Porcina 343 

Conejo 342 

Tabla IV. Longitudes de onda de emisión obtenidas para las albúminas al 

excitar a 295 nm, longitud de onda de excitación del triptófano. 

 

IV.A.3. Medidas de fosforescencia. 

 La fosforescencia aporta información complementaria a la fluorescencia para 

caracterizar las biomoléculas estudiadas.  Por tanto, se llevaron a cabo medidas de 

fosforescencia (ver protocolo de medida III.B.3.) de disoluciones 10-5 M de cada 

albúmina  a temperatura ambiente utilizando una longitud de onda de excitación de 295 

nm, donde sólo contribuye el triptófano. Para las medidas de fosforescencia se 

emplearon disoluciones de IK y Na2SO3 para obtener una mayor eficiencia cuántica. La 
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presencia de iones ioduro favorecen el cruce intersistema al actuar como átomo pesado, 

mientras que el sulfito de sodio se emplea como agente químico de desoxigenación ya 

que la presencia de oxígeno desactiva el estado triplete. Los espectros obtenidos se 

muestran en la figura 12. 

 

Figura 12. Espectros de fosforescencia de las cuatro albúminas (Bovina, porcina, de 

oveja y de conejo) a temperatura ambiente. 

 

Los máximos de emisión de cada albúmina se recogen en la tabla V. 

Albúmina λem (nm) 

Bovina 446 

Porcina 446 

Oveja 445 

Conejo 445 

Tabla V. Máximos de emisión de fosforescencia para cada albúmina excitando a 

295nm. 

Estos datos están en concordancia con los ya reportados (39). 

 

IV.B. Características espectroscópicas del antibiótico. 

IV.B.1. Medidas de absorción UV-VIS. 

Con el fin de caracterizar el antibiótico empleado, se llevó a cabo una medida de 

absorbancia de una disolución 10-5 M de cloranfenicol (ver protocolo de medida 

III.B.1.2.) obteniéndose un máximo de absorción a 273 nm (Figura 13). 
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Figura 13. Medida de absorbancia del cloranfenicol. 

 

IV.B.2. Medidas de fluorescencia. 

Para determinar las longitudes de onda de emisión y excitación propias del 

cloranfenicol se llevaron a cabo medidas de fluorescencia de una disolución 10 -5 M de 

antibiótico (ver protocolo de medida III.B.2.3.). En las condiciones operatorias 

empleadas y a las concentraciones de trabajo no se observa ninguna banda luminiscente, 

sólo aparecen unos picos de muy escasa intensidad correspondientes al Raman del agua. 

 

IV.C. Estudio de “quenching” de la fluorescencia de las seroalbúminas. 

Si bien el antibiótico en estudio no posee propiedades luminiscentes intrínsecas 

se sabe que interacciona con las albúminas, las cuales participan mayoritariamente en su 

transporte a través del flujo sanguíneo (22). Dado que la fluorescencia es una técnica 

que puede dar información sobre el microentorno del fluoróforo se procedió a estudiar 

el efecto de la presencia de antibiótico en las disoluciones de seroalbúmina.  

Estudios preliminares demuestran que la presencia del antibiótico produce un 

efecto desactivante de la luminiscencia de las distintas seroalbúminas fenómeno que se 

conoce comúnmente como “quenching” de la fluorescencia. 

Para estudiar más en profundidad el “quenching” de la fluorescencia de las 

cuatro albúminas (bovina, porcina, de oveja y de conejo) se trabajó con una 

concentración constante de albúmina (10-5 M) y se fue variando la concentración de 

antibiótico (ver protocolo de medida III.B.4.). En primer lugar se trabajó con 

temperatura controlada, a 22ºC. 

En la figura 14 se observa el efecto de añadir concentraciones crecientes de 

cloranfenicol a concentraciones fijas de cada una de las albúminas. 
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Figura 14. “Quenching” de la fluorescencia de las albúminas trabajando con 

concentraciones crecientes de cloranfenicol a 22ºC.  

0

50000

100000

150000

200000

250000

310 360 410 460

In
te

n
si

d
ad

 (
u
.a

.)

Longitud de onda (nm)

BSA
BSA Clor. 5x10-6
BSA Clor. 10-5
BSA Clor. 10-4
BSA Clor. 7x10-5
BSA Clor. 3x10-5

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

310 360 410 460

In
te

n
si

d
ad

 (
u
.a

.)

Longitud de onda (nm)

Porcina
Porcina Clor. 5x10-6
Porcina Clor. 10-5
Porcina Clor. 3x10-5
Porcina Clor. 7x10-5
Porcina Clor. 10-4

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

310 360 410 460

In
te

n
d

id
ad

 (
u

.a
)

Longitud de onda (nm)

Oveja

Oveja Clor. 5x10-6

Oveja Clor. 7x10-5

Oveja Clor. 3x10-5

Oveja Clor. 10-5

Oveja Clor. 10-4

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

305 405 505

In
te

n
si

d
ad

 (
u

.a
.)

Longitud de onda (nm)

Conejo

Conejo Clor. 5x10-6

Conejo Clor. 10-5

Conejo Clor.3x10-5

Conejo Clor. 7x10-5

Conejo Clor.10-4



 

30 

En la figura 14 cada albúmina se indica con el nombre del animal al que 

corresponde (excepto la bovina que aparece como BSA) y el cloranfenicol aparece 

como “Clor.” seguido de su concentración molar. 

Se observa como al aumentar la concentración de antibiótico disminuye la 

intensidad de la fluorescencia de las albúminas. Además, no se observa desplazamiento 

de la longitud de onda máxima de emisión. Esto indica que se produce una interacción 

entre cada una de las albúminas y el antibiótico dando lugar a la desactivación de la 

fluorescencia intrínseca que tienen estas proteínas. 

 Para confirmar una relación directa entre el fenómeno de unión entre albúmina 

y antibiótico y la disminución de la fluorescencia intrínseca de las proteínas se debe 

llevar a cabo un estudio del mecanismo de “quenching”.  

 

IV.C.1. Determinación del mecanismo de “quenching”.  

Para determinar el mecanismo de desactivación se representan los gráficos de 

Stern-Volmer (Ecuación 1) para cada una de las albúminas estudiadas, trabajando a 

22ºC. Estos gráficos se muestran en la figura 15. 

 

Figura 15. Gráficos de Stern-Volmer para las cuatro albúminas trabajando con 

concentraciones crecientes de cloranfecnicol a 22ºC. 

A partir de esta representación se obtienen los valores de la constante de 

quenching bimolecular  (Kq) y de la constante de quenching de Stern-Volmer (Ksv).  

Estos valores se recogen en la tabla VI: 
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Albúmina Ksv (L mol-1).104 Kq (L mol-1 s-1).1012 r2 

BSA 1,92  ± 0,2 1,92 0,9546 

Porcina 1,57 ± 0,0 1,57 0,9903 

Oveja 1,44  ± 0,0 1,44 0,9956 

Conejo 1,67 ± 0,1 1,67 0,9851 

Tabla VI. Constantes de quenching bimolecular y constante de Stern-Volmer 

para la interacción de cada albúmina con cloranfenicol a 22ºC. 

 

El “quenching estático” puede distinguirse del dinámico a través de la constante 

Kq ya que de acuerdo a la literatura para “quenching dinámico” el valor máximo de Kq 

con biopolímeros es de 2,0 x 1010 Lmol-1s-1 (5). Se puede observar como con las cuatro 

albúminas se obtienen valores de la constante de quenching bimolecular (Kq) mayores 

de 2,0 x 1010 Lmol-1s-1. Esto indica que el mecanismo de “quenching” es estático, es 

decir, debido a una interacción específica entre cada albúmina y el cloranfenicol en el 

estado fundamental. Por tanto, el principal motivo de “quenching” es la formación de 

complejos albúmina-antibiótico siendo poco significativo el “quenching” dinámico en 

las condiciones en las que se ha realizado el estudio. 

Otra manera de corroborar los resultados obtenidos respecto a la naturaleza del  

“quenching” es obteniendo las constantes de “quenching” a diferentes temperaturas. En 

la figura 16 se muestran las gráficas de Stern-Volmer obtenidas a distintas temperaturas 

(22ºC, 32ºC y 42ºC). 
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Figura 16. Gráficos de Stern-volmer para las cuatro albúminas trabajando a 

concentraciones crecientes de antibiótico y con diferentes temperaturas. 
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Los valores de las constantes de “quenching” obtenidas a partir de los resultados 

correspondientes a las distintas temperaturas se muestran en la tabla VII. 

 

22ºC 

  

32ºC 

  

Albúmina 

ksv 

(L mol-1) .104 
kq 

(L mol-1 s-1).1012 r2 

ksv 

(L mol-1) .104 
kq 

(L mol-1 s-1).1012 r2 

Bovina 1,92  ± 0,2 1,92 0,9690 1,88 ± 0,2 1,88 0,9578 

Porcina 1,57 ± 0,0 1,57 0,9903 1,31 ± 0,0 1,31 0,9949 

Oveja 1,44  ± 0,0 1,44 0,9956 1,34 ± 0,1 1,34 0,977 

Conejo 1,67 ± 0,1 1,67 0,9851 1,64 ± 0,1 1,64 0,9778 

 

 42ºC   

Albúmina 

ksv 

(L mol-1) .104 

kq 

(L mol-1 s-1).1012 r2 

Bovina 1,36 ± 0,5 1,36 0,6586 

Porcina 9,22 ± 0,4 0,92 0,5527 

Oveja 1,35 ± 0,2 1,35 0,9331 

Conejo 1,04 ± 0,5 1,04 0,5754 

 

Tabla VII. Constantes de “quenching” para la interacción albúmina-antibiótico 

trabajando a diferentes temperaturas. 

  

Ya que el “quenching dinámico” depende de la difusión es de esperar que la 

elevación de la temperatura de como resultado un aumento del coeficiente de difusión y 

que Kq aumente. En la tabla VII se observa como para todas las albúminas se produce 

una disminución de la constante del “quenching” con el aumento de la temperatura. 

Este comportamiento es de esperar si la desactivación es de carácter estático ya que la 

estabilidad del complejo formado disminuirá con el aumento de la temperatura. De esta 

manera se confirma que el “quenching” es estático. 

  

IV.C.2. Características del fenómeno de asociación. 

IV.C.2.1. Cálculo de la constante de unión entre el cloranfenicol  y 

seroalbúminas 

Estudiar el decrecimiento de la intensidad de fluorescencia empleando 

concentraciones crecientes de antibiótico, a unas temperaturas determinadas, es útil para 

calcular la constante de unión (Kb) y el número de sitios de unión (n) en la interacción 
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albúmina-antibiótico. Para ello, se emplea la ecuación modificada de Ster-Volmer 

(Ecuación 2) explicada en la introducción, a partir de la cual se representan la curvas de 

regresión doble logarítmica para cada albúmina, figura 17. 

   

  

Figura 17. Representación doble logarítmica para estudiar el efecto del cloranfenicol 

sobre las diferentes albúminas trabajando a diferentes temperaturas. 

Los valores de la constante de unión (kb) y de los sitios de unión (n) pueden ser 

calculados a partir de la pendiente y ordenada al origen de las rectas de regresión de las 

gráficas anteriores y que se muestran en la tabla VIII: 
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(mol.L-1).103 
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 (mol.L-1).103 

Bovina 0,8885 5,82 1,3241 356 1,2273 145 

Porcina 0,8415 3,26 1,1645 63,2 1,2796 188 

Oveja 0,9356 7,64 0,9496 7,29 0,9293 6,13 

Conejo 1,4526 1045 1,3919 514 1,2086 95,4 
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Tabla VIII. Valores de Kb y n para cada una de las albúminas trabajando a diferentes 

temperaturas. 

Podemos observar como en todos los casos el valor de “n” es próximo a uno. 

Esto indica que las albúminas con las que se ha trabajado sólo presentan un sitio de 

unión para el cloranfenicol. 

 En cuanto a la dependencia de la constante de unión con la temperatura, se 

puede observar como en el caso de la seroalbúmina porcina, la constante de unión 

aumenta al incrementar la temperatura, lo cual indica que la interacción del 

cloranfenicol con esta albúmina ocurre de forma endotérmica. Por el contrario, en el 

caso de las seroalbúminas bovina, de oveja y de conejo la constante de unión disminuye 

con el aumento de temperatura. Esto es indicativo de que la interacción entre el 

cloranfenicol y estas albúminas tiene lugar de manera exotérmica.  

La seroalbúmina de conejo sólo muestra un triptófano en su estructura, 

contribuyendo únicamente éste en la constante de unión (Kb). Las demás albúminas 

presentan dos residuos Trp, con lo que el valor de la constante de unión dependerá de la 

suma de la aportación de ambos. Esto puede explicar que el valor de Kb de la 

seroalbúmina de conejo sea tres órdenes de magnitud superior a las del resto de 

albúminas. 

También se puede calcular la fracción de fluorescencia inicial accesible al 

desactivante (fa) a partir de la ecuación que deriva de la de Stern-Volmer (Ecuación 3), 

es decir, no siempre todo el fluoróforo presente puede interaccionar con el desactivante 

lo que induce una pérdida de linealidad de la ecuación de Stern Volmer. 

 Se trabaja tanto a temperatura ambiente, 22ºC, como a la temperatura corporal 

de los mamíferos, 37ºC. Al representar F0/ΔF frente  a [Q]-1 se obtienen las gráficas para 

cada albúmina presentes en la figura 18. 
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Figura 18. Representación de F0/ΔF vs 1/[Q] para determinar fa. 

Las fracciones de fluorescencia inicial accesible al desactivante para cada una de 

las albúminas se muestran en la tabla IX. 

 

22ºC 37ºC 

Albúmina fa fa 

Bovina 0,58844 1,05652 

Porcina 0,50306 0,71495 

Oveja 0,80405 0,64143 

Conejo -0,26232 -0,83970  

Tabla IX. Fracción de fluorescencia inicial accesible al desactivante para cada 

albúmina. 

De la tabla se desprende que el comportamiento de las distintas seroalbúminas es 

diferente. Mientras que con el aumento de la temperatura en la albúmina bovina y la 

porcina aumenta la accesibilidad, en más de un 40%, el comportamiento es contrario 

para la albúmina de oveja, que disminuye casi un 20%. Este efecto puede ser atribuido a 
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ligeros cambios conformacionales que se producen en este tipo de macromoléculas con 

los cambios de temperatura. Por último, en el caso de la seroalbúmina de conejo, el 

considerar un acceso diferencial del desactivante no representa una buena opción ya que 

esta albúmina presenta una sola unidad de triptófano en su secuencia peptídica en lugar 

de dos como poseen las demás albúminas.  

 

IV.D. Estudio de “quenching” de la fosforescencia 

Normalmente la fosforescencia es difícil de medir a temperatura ambiente en 

soluciones líquidas. Esto se debe a varios motivos, entre ellos, presencia de oxígeno que 

la desactive (7).  

Para estudiar el “quenching” de la fosforescencia se trabajó con concentraciones 

fijas de albúmina (10-5 M), de yoduro de potasio (0,16M) y de sulfito de sodio (0,16 M), 

y se emplearon concentraciones crecientes de cloranfenicol (ver protocolo de medida 

II.B.5). Los resultados de la inactivación de la fosforescencia por el cloranfenicol para 

cada albúmina se muestran en la figura 19. 
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Figura 19. Espectros que muestran la desactivación de la fosforescencia de las 

albúminas por el cloranfenicol (Clor.). 

 Se puede apreciar en la figura 19 como para todas las albúminas la intensidad de 

la fosforescencia es menor que la que se obtenía en las medidas de fluorescencia debido 

a que este proceso es prohibido y la eficiencia cuántica es mucho menor. Destaca la baja 
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intensidad de la albúmina de conejo, debido a la presencia de un solo triptófano en su 

secuencia peptídica en lugar de dos como poseen las demás albúminas. Este hecho hace 

que no sea posible  estudiar adecuadamente la desactivación puesto que el instrumento 

no puede discriminar entre los efectos de diferentes concentraciones de cloranfenicol. 

 Aunque hayamos empleado sulfito de sodio para desoxigenar las disoluciones 

trabajo sería necesario optimizar su concentración y el tiempo de reacción antes de la 

medida para cada albúmina en particular. Así mismo, los largos tiempos de vida de la 

fosforescencia (7) y la presencia de moléculas pequeñas como agua o aminoácidos 

también dificultan su medida (7). 

Para estudiar la interacción antibiótico-albúmina, se representan los gráficos de 

Stern-Volmer, trabajando a temperatura ambiente. Estos gráficos se muestran en la 

figura 20. 

   

Figura 20. Gráficos de Stern-Volmer para las cuatro albúminas. 

A partir de las gráficas anteriores se obtienen los valores de las constantes Ksv y 

Kq que se recogen en la tabla X. 

Albúmina Ksv (L-mol-1).105 Kq (L.mol-1.s-1).1013 r2 

Bovina 80,73 ± 4,2 8,07 0,9892 

Porcina   16,98 ± 0,4 1,70 0,9966 

Oveja 23,35 ± 0,4 2,33 0,9991 

Conejo 16,48 ± 1,2 1,65 0,9835 

Tabla X. Constantes de quenching bimolecular y constante de Stern-Volmer para la 

interacción de cada albúmina con cloranfenicol a temperatura ambiente. 
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También se puede determinar la fracción de fluorescencia inicial accesible (fa) 

mediante fórmula derivada de la ecuación de Stern-Volmer explicada en la introducción 

(Ecuación 3). 

A partir de la representación gráfica del doble logaritmo y de la representación 

de F0/ΔF vs 1/fa se obtuvieron los valores de n, Kb y fa que se recogen en la tabla XI. 

 

Albúmina n kb (mol.L-1).105 fa 

Bovina 1,0608 8,09 0,825423 

Porcina 1,0969 6,45 -0,17284 

Oveja 0,8558 0,43 0,614364 

Conejo 0,9408 1,01 -0,51488 

Tabla XI. Valores de n y Kb para cada albúmina. 

En todos los casos el valor de “n” es próximo a uno, indicando esto que sólo 

existe un lugar de unión del cloranfenicol a la albúmina. 

En el caso de la seroalbúmina de conejo, como esta presenta un único triptófano, 

no es adecuado considerar un acceso diferencial del desactivante. Así mismo, para la 

seroalbúmina porcina sería mejor hacer otro tipo de aproximación. 

 

IV.E. Medidas de tiempos de vida de fluorescencia y fosforescencia. 

IV.E.1. Tiempos de vida de fluorescencia. 

Se midieron tiempos de vida de fluorescencia de disoluciones que contenían sólo 

albúmina (10-5 M) y de disoluciones que contenían albúmina (10-5M) y cloranfenicol 3 x 

10-5 M (ver protocolo de medida III.B.6.). Los tiempos obtenidos se recogen en las 

tablas XII y XIII: 

Albúmina (10-5M) 

Número de 

tiempos de vida ²  i (ns)  i (ns) 

Bovina 1 1.186 4.601 4.6e-5 

Porcina 1 1.139 4.638 0.005 

Oveja 1 0.948 4.349 0.003 

Conejo 2 1.004 0.793 0.408 

   

4.146 0.037 

Tabla XII. Tiempos de vida de fluorescencia de cada una de las disoluciones de 

albúmina 10-5 M. 
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Albúmina (10-5M)  

Número de 

tiempos de vida ²  i (ns)  i (ns) 

Bovina 1 1.136 4.632 0.003 

Porcina 1 1.024 4.540 0.005 

Oveja 1 1.048 4.156 0.005 

Conejo 2 1.119 0.848 0.023 

   

3.721 0.001 

Tabla XIII. Tiempos de vida de fluorescencia de cada una de las disoluciones de 

albúmina 10-5 M que contienen cloranfenicol 3 x 10-5 M. 

Para las albúminas bovina, porcina y de oveja se obtiene un solo tiempo de vida, 

que en los tres casos es semejante. Sin embargo, incluso proteínas que contienen un solo 

residuo de triptófano a menudo muestran más de un solo tiempo de vida de 

fluorescencia (43), como ocurre en este caso con la seroalbúmina de conejo. Esto se 

puede atribuir a la existencia de múltiples conformaciones de las proteínas (43). 

Se puede corroborar que este número de tiempos de vida es el adecuado para 

cada albúmina puesto que el parámetro “Chi cuadrado (χ2)” en todas ellas se sitúa en 

valores entre 1 y 1,3. También se observa como para cada tiempo determinado el valor 

del error ( i) se sitúa en general en la tercera cifra significativa, siendo por tanto un 

error aceptable. 

El tiempo de vida de luminiscencia no debería cambiar en caso de “quenching 

estático” (39). En la tabla XIII, al emplear cloranfenicol, no se observan cambios 

significativos en los tiempos de vida de ninguna de las seroalbúminas. 

 

IV.E.2. Tiempos de vida de fosforescencia 

Los tiempos de vida de fosforescencia se midieron con el espectrofotómetro 

Cary Eclipse empleando dos disoluciones (Disolución 1 y 2, ver protocolo de medida 

III.B.6.), una conteniendo cloranfenicol 5 x 10-6 M y otra exenta de este antibiótico. 

Los tiempos de vida de fosforescencia de cada albúmina trabajando sin 

antibiótico se muestran en la tabla XIV y los resultaos obtenidos al añadir cloranfenicol 

en la disolución se recogen en la tabla XV. 
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Albúmina (10-5M) τ i (ms) 

Bovina 1,652 ± 0,04 

Porcina 1,184 ± 0,01 

Oveja 0,773  ± 0,11 

Conejo 0,379 ± 0,07 

Tabla XIV. Tiempos de vida de fosforescencia para cada albúmina trabajando 

en ausencia de antibiótico. 

Albúmina (10-5M)  τ i (ms) 

Bovina 0,807 ± 0,01 

Porcina 0,687 ± 0,01 

Oveja 0,641 ± 0,002 

Conejo 0,293 ± 0,03 

Tabla XV. Tiempos de vida de la fosforescencia para cada albúmina trabajando 

con cloranfenicol 5 x 10-6 M. 

Los tiempos de vida de fosforescencia obtenidos (en el orden de los 

milisegundos) son mayores que los medidos en fluorescencia (en el orden de los 

nanosegundos), correspondiendo esto con la bibliografía (7). 

El tiempo de vida de fosforescencia de los residuos de triptófano en proteínas, en 

soluciones acuosas a temperatura ambiente, puede variar en varios órdenes de magnitud 

en función de la flexibilidad de la estructura local y la tasa de reacciones de 

“quenching” intramolecular. Además, los aminoácidos cisteína, histidina, tirosina y 

fenilalanina en el ambiente del triptófano son capaces de desactivar su fosforescencia 

(44). Esto explica las diferencias que observamos entre los tiempos de fosforescencia de 

cada una de las albúminas.  

En el “quenching” dinámico los tiempos de vida de luminiscencia disminuyen 

(39). En la tabla XV se observa como la adición de cloranfenicol reduce los tiempos de 

vida de fosforescencia de la seroalbúmina bovina y de la porcina. Esto indica que el 

componente estático de la fosforescencia de estas dos albúminas es de menor 

importancia, al contrario de lo que ocurre en el caso de las albúminas de oveja y conejo. 
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V. CONCLUSIONES 
 

Entre las numerosas técnicas instrumentales de análisis, las técnicas 

luminiscentes, por sus características inherentes de sensibilidad y selectividad, suponen 

una poderosa herramienta para el estudio de la reactividad de los sistemas químicos y 

biológicos, permitiendo mediciones no intrusivas de sustancias en baja concentración. 

Dentro de las técnicas luminiscentes, el método de “quenching” de la 

fluorescencia y/o fosforescencia es un procedimiento relativamente sencillo para 

estudiar las interacciones entre fármacos y macromoléculas.  

En el presente trabajo, se han empleado estas técnicas para estudiar la 

interacción entre el cloranfenicol y diferentes seroalbúminas animales. Los resultados 

reportados ayudan a comprender los mecanismos mediante los cuales el antibiótico se 

une a las albúminas séricas.  

Dentro de las conclusiones discutidas en esta memoria cabe mencionar: 

1. El cloranfenicol forma complejos con las  moléculas de albúminas lo que conlleva 

una disminución de su luminiscencia. 

2. En cada albúmina existe un único sitio de enlace para la unión del cloranfenicol. 

3. El antibiótico interacciona con la albúmina de vaca, de oveja y de conejo mediante 

una reacción exotérmica, mientras que con la albúmina porcina lo hace por reacción 

endotérmica. 

4. Cada una de las albúminas muestra un comportamiento diferente respecto a la 

accesibilidad del cloranfenicol. Además, los cambios en la temperatura suponen 

modificaciones en la posibilidad de acceso del cloranfenicol a los triptófanos de las 

albúminas. Concretamente, en el caso de la albúmina de conejo, se deberían 

estudiar otras posibilidades para explicar el proceso de “quenching”, puesto que la 

accesibilidad de desactivante no es una buena aproximación. 

5. Los resultados de las medidas de fosforescencia indican diferencias en el 

mecanismo de “quenching” respecto a lo obtenido por fluorescencia. Sin embargo, 

puesto que la fosforescencia es un proceso más complicado, habría que llevar a 

cabo estudios complementarios para interpretar bien estos resultados.  
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Anexo I 

Vaca     MKWVTFISLLLLFSSAYSR---GVFRRDT---HKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQY 

54 

Oveja      MKWVTFISLLLLFSSAYSR---GVFRRDT---HKSEIAHRFNDLGEENFQGLVLIAFSQY  

54 

Cerdo     MKWVTFISLLFLFSSAYSR---GVFRRDT---YKSEIAHRFKDLGEQYFKGLVLIAFSQH 

54 

Conejo   MKWVTFISLLFLFSSAYSR---GVFRREA---HKSEIAHRFNDVGEEHFIGLVLITFSQY 

54 

Vaca     LQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADC 

114 

Oveja   LQQCPFDEHVKLVKELTEFAKTCVADESHAGCDKSLHTLFGDELCKVATLRETYGDMADC 

114 

Cerdo     LQQCPYEEHVKLVREVTEFAKTCVADESAENCDKSIHTLFGDKLCAIPSLREHYGDLADC 

114 

Conejo  LQKCPYEEHAKLVKEVTDLAKACVADESAANCDKSLHDIFGDKICALPSLRDTYGDVADC 

114 

Vaca     CEKQEPERNECFLSHKDDSPDLP-KLK-PDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYF 

172 

Oveja   CEKQEPERNECFLNHKDDSPDLP-KLK-PEPDTLCAEFKADEKKFWGKYLYEVARRHPYF 

172 

Cerdo     CEKEEPERNECFLQHKNDNPDIP-KLK-PDPVALCADFQEDEQKFWGKYLYEIARRHPYF 

172 

Conejo  CEKKEPERNECFLHHKDDKPDLP-PFARPEADVLCKAFHDDEKAFFGHYLYEVARRHPYF 

173 

Vaca     YAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCASIQKFGER 

232 

Oveja   YAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIDAMREKVLASSARQRLRCASIQKFGER 

232 

Cerdo     YAPELLYYAIIYKDVFSECCQAADKAACLLPKIEHLREKVLTSAAKQRLKCASIQKFGER 

232 

Conejo  YAPELLYYAQKYKAILTECCEAADKGACLTPKLDALEGKSLISAAQERLRCASIQKFGDR 

233 

Vaca     ALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQD 

292 

Oveja   ALKAWSVARLSQKFPKADFTDVTKIVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDHQD 

292 

Cerdo     AFKAWSLARLSQRFPKADFTEISKIVTDLAKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICENQD 

292 



 

Conejo  AYKAWALVRLSQRFPKADFTDISKIVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYMCEHQE 

293 

Vaca     TISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGS 

352 

Oveja   ALSSKLKECCDKPVLEKSHCIAEVDKDAVPENLPPLTADFAEDKEVCKNYQEAKDVFLGS 

352 

Cerdo     TISTKLKECCDKPLLEKSHCIAEAKRDELPADLNPLEHDFVEDKEVCKNYKEAKHVFLGT 

352 

Conejo  TISSHLKECCDKPILEKAHCIYGLHNDETPAGLPAVAEEFVEDKDVCKNYEEAKDLFLGK 

353 

Vaca     FLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIK 

412 

Oveja   FLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEDCCAKEDPHACYATVFDKLKHLVDEPQNLIK 

412 

Cerdo     FLYEYSRRHPDYSVSLLLRIAKIYEATLEDCCAKEDPPACYATVFDKFQPLVDEPKNLIK 

412 

Conejo  FLYEYSRRHPDYSVVLLLRLGKAYEATLKKCCATDDPHACYAKVLDEFQPLVDEPKNLVK 

413 

Vaca     QNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCT 

472 

Oveja   KNCELFEKHGEYGFQNALIVRYTRKAPQVSTPTLVEISRSLGKVGTKCCAKPESERMPCT 

472 

Cerdo     QNCELFEKLGEYGFQNALIVRYTKKVPQVSTPTLVEVARKLGLVGSRCCKRPEEERLSCA 

472 

Conejo  QNCELYEQLGDYNFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEISRSLGKVGSKCCKHPEAERLPCV 

473 

Vaca     EDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTF 

532 

Oveja   EDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSDLTLDETYVPKPFDEKFFTF 

532 

Cerdo     EDYLSLVLNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYKPKEFVEGTFTF 

532 

Conejo  EDYLSVVLNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCSESLVDRRPCFSALGPDETYVPKEFNAETFTF 

533 

Vaca     HADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFA 

592 

Oveja   HADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATDEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEGCFV 

592 

Cerdo     HADLCTLPEDEKQIKKQTALVELLKHKPHATEEQLRTVLGNFAAFVQKCCAAPDHEACFA 

592 



 

Conejo  HADICTLPETERKIKKQTALVELVKHKPHATNDQLKTVVGEFTALLDKCCSAEDKEACFA 

593 

Vaca       VEGPKLVVSTQTALA---607 

Oveja      LEGPKLVASTQAALA---607 

Cerdo      VEGPKFVIEIRGILA---607 

Conejo     VEGPKLVESSKATLG---608 

 

 


