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Luminiscencia 

La mayoría de las sustancias que absorben luz 
ultravioleta o visible disipan el exceso de energía 
como calor, por medio de colisiones con los 
átomos o moléculas vecinas.  Sin embargo, un 
número importante de sustancias pierde 
únicamente parte de este exceso de energía como 
calor y emite la energía remanente como radiación 
electromagnética de una longitud de onda mayor 
que la absorbida.  Este proceso de emitir la 
radiación es llamado luminiscencia, clasificado 
como fluorescencia y fosforescencia.  



Cuando una molécula tiene un estado electrónico excitado 
que es más estable que el usual, el exceso de energía 
vibracional será disipado por colisiones, mientras que la 
molécula permanece en el estado electrónico excitado; 
más tarde la molécula sigue cualquiera de los dos 
caminos siguientes; uno, regresa directamente al estado 
electrónico basal con la emisión de radiación 
(fluorescencia) o, menos comúnmente dos, puede 
desplazarse a un nivel triplete metaestable antes de emitir 
radiación (fosforescencia).  El tiempo de vida típico para 
un estado electrónico excitado es de cerca de 10-8 s, y los 
materiales que presentan fluorescencia, generalmente 
emiten el exceso de la radiación dentro de 10-8 a 10-4 s, 
después de la absorción.  El tiempo de vida de la 
fosforescencia es mucho más largo que la fluorescencia, 
generalmente se encuentra en un rango de 10-4 a 20 s o 
más.  



Aunque comparativamente pocas sustancias presentan 
fluorescencia o fosforescencia, un número de compuestos 
muy importante, de interés biológico farmacológico y 
orgánico lo presentan y siendo aplicable en ellas, la 
fluorometría y fosforimetría ofrecen ventajas analíticas 
únicas de alta sensibilidad y selectividad.  La mayoría de 
sustancias que presentan fluorescencia o fosforescencia 
ofrecen ventajas analíticas únicas de alta sensibilidad y 
selectividad.  La mayoría de sustancias que presentan 
florescencia o fosforescencia son moléculas orgánicas 
grandes, rígidas o multicíclicas.  La rigidez es algunas 
veces el resultado de la formación de complejos con un ion 
metálico, y en tales casos la luminiscencia puede ser 
usada como un medio de análisis del metal.  



Teoría  

    Antes de que pueda ocurrir la luminiscencia, 
una sustancia debe absorber radiación de 
longitud de onda apropiada.  Cuando un cuanto 
de luz de la longitud de onda apropiada choca 
sobre la molécula, será absorbido en un tiempo 
cercano a 10-15 s, (el tiempo necesario para que 
una molécula vaya de un estado electrónico a 
otro).  Una molécula excitada puede existir 
como tal durante 10-7 ó 10-8 s antes que elimine 
algo o todo el exceso de energía.  Una de las 
tres cosas que a continuación se describe, le 
sucederá a la molécula excitada. 



• Emitirá un fotón de la misma frecuencia 
que la absorbida (emisión resonante). 

• Emitirá un fotón infrarrojo, perdiendo 
energía vibracional y cayendo a un nivel 
vibracional más bajo del estado 
electrónico excitado, o 

• Sufrirá una pérdida en la disminución, de 
radiación, de energía vibracional por 
medio de colisiones, finalizando en el 
nivel vibracional más bajo del estado 
electrónico excitado. 



Las primeras dos alternativas son extremadamente raras y 
en la práctica ocurre únicamente con gases a presiones 
muy bajas.  Con sistemas típicos, por ejemplo gases a 
presión ordinaria, soluciones o sólidos; la relajación 
térmica de una molécula excitada vibracionalmente es más 
probable que ocurra antes de que la molécula tenga 
tiempo para emitir un fotón.  Una vez que una molécula 
llega al nivel vibracional más bajo de un estado excitado 
tiene de nuevo tres formas posibles por medio de las 
cuales puede perder el exceso de energía remanente:  



• Puede sufrir una pérdida en la disminución, de 
radiación, de energía electrónica por medio de 
colisiones u otras interacciones. 

• Puede emitir un fotón de luz ultravioleta o 
visible (fluorescente); o 

• Puede sufrir una transición a un estado triplete 
metaestable y algún tiempo después de esto 
regresar al estado basal, generalmente con 
emisión de un fotón de luz ultravioleta o visible 
(fosforescente ). 



 
Estados singulete y triplete para un enlace π 



Resumen del proceso de 
luminiscencia 



• Para la mayoría de las moléculas, los 
espacios de energía vibracional son 
similares en los estados basal y 
electrónico excitados, de tal manera que 
el espectro de emisión fluorescente es 
generalmente la imagen especular 
aproximada del espectro de absorción, 
con el espectro fluorescente desplazado a 
longitud de onda más larga.  



Espectros de absorción y 
fluorescencia del antraceno 



Comparación de los espectros absorción y 
fluorescencia de antraceno y quinina.  



• Es importante seleccionar las condiciones ambientales 
adecuadas para observar o acentuar la fosforescencia, 
que casi nunca es observada a temperatura ambiente 
(siendo el biacetilo una excepción), ya que el tiempo de 
vida muy largo del estado triplete favorece generalmente 
la pérdida de energía colisional.  Por otra parte, si la 
molécula es colocada en un medio rígido, de tal manera 
que el proceso colisional se minimice, se observará la 
emisión fosforescente, la técnica más común de 
inmovilizar el sistema es congelar las moléculas 
fosforescentes en cristales especiales, uno de los más 
populares es el EPA, una mezcla de éter etílico, 
isopentano y alcohol etílico en una razón de  5:5:2  la  
cual es enfriada a temperatura de nitrógeno líquido (+77 
K)  



Eficiencia Cuántica 



Cálculo de la eficiencia cuántica 



Periodo de vida del estado 
excitado 



Factores de estructura molecular 
en luminiscencia  

El primer requerimiento para fluorescencia o 
fosforescencia es una estructura molecular que absorba 
radiación ultravioleta o visible.  En general, entre más 
grande sea la absorbencia de una molécula más intensa 
es su luminiscencia.  Estos requerimientos eliminan 
virtualmente los compuestos alifáticos y cíclicos saturados.  
Las moléculas que contienen dobles enlaces conjugados, 
especialmente aquellas con un alto grado de estabilidad de 
resonancia, son particularmente útiles para estudio.  Los 
hidrocarburos aromáticos, particularmente rígidos, planos, 
con estructuras multicíclicas son ideales.  Los anillos 
aromáticos que contienen heteroátomos generalmente 
presentan mejor fosforescencia que fluorescencia.  



• Los sustituyentes generalmente tienen un efecto marcado sobre la 
luminiscencia de las moléculas.  Estos efectos están 
correlacionados generalmente con sus efectos sobre el espectro 
de absorción.  Aunque no se pueden dar reglas rígidas, pueden 
utilizarse algunas generalidades: 

• 1. Los grupos donadores de electrones generalmente mejoran la 
fluorescencia debido a que tienden a incrementar la probabilidad 
de la transición, entre el estado singulete excitado más bajo y el 
estado basal.  Son especialmente útiles los grupos –NH2  y  -OH. 

• 2. Grupos sustituyentes que tienen únicamente una pequeña 
interacción con sistemas de electrones π, tales como  -SO3H, - y 
los grupos alquilo tienden a tener un efecto pequeño sobre la 
luminiscencia. 

• 3. La introducción de un átomo de número atómico grande en un 
sistema electrónico π generalmente mejora la fosforescencia y 
disminuye la fluorescencia. 

• 4. Los grupos desactivadores del núcleo, tales como un grupo –
COOH, -NO2, -N=N- y halogenuros, disminuye o incluso destruye 
la fluorescencia. 



Fluorescencia de derivados 
monosustituidos del benceno 



Efectos de la conjugación en la 
longitud de onda  



La fluoresceína presenta fluorescencia muy intensa en solución, pero la fenolftaleína no, a pesar de la 
similitud estructural.  El efecto principal de aumentar la rigidez molecular es para disminuir las 
vibraciones, esto minimiza el cruce de intersistema a un estado triplete y la degradación colisional por 
calor. 

El hecho de que las estructuras planas rígidas promuevan la fluorescencia 
puede ser ilustrado por la comparación de la estructura de la fluoresceína y 
con la fenolftaleína. 

 
 

 
 



El pentacromo BBR es un tinte que no fluoresce en la ausencia de aluminio, pero en la presencia de 
aluminio a pH 5 muestra fluorescencia roja.  En ausencia de aluminio los grupos naftaleno del 
pentacromo BBR son libres para rotar alrededor del grupo azo, mientras que cuando el aluminio está 
quelatado la molécula se mantiene en una posición plana rígida.  En una forma similar, un buen 
número de sustancias pueden ser usadas como indicadores fluorescentes rn titulaciones 
quelométricas.  

En general, la formación de quelatos con iones metálicos también promueve la fluorescencia por la 
promoción de la rigidez y minimiza las vibraciones internas.  Esto puede ser ilustrado comparando 
la estructura del pentacromo azul negro R (la sal de sodio del ácido 3sulfónico 2,2 dihidroxi-l, l-
azonaftaleno, designado pentacromo BBR) con su alumino-quelato.  



Espectros de absorción y florescencia del complejo de 
aluminio con alizarina 



Factores que afectan la 
luminiscencia 

• El pH de la solución generalmente tiene un efecto marcado sobre 
la fluorescencia de los compuestos principalmente por alterar la 
carga y formas de resonancia del cromóforo.  Por ejemplo en 
solución neutra o alcalina la anilina presenta una fluorescencia en 
la región visible, pero la fluorescencia visible desaparece si la 
anilina es acidificada. (La anilina muestra fluorescencia en la región 
ultravioleta sin importar el pH).  En forma similar algunas 
sustancias son tan sensibles al pH que pueden ser utilizadas como 
indicadores en titulaciones ácido-base.  La fluoresceína, que 
muestra un rango de transición desde pH 4 a 6, es uno de dichos 
ejemplos. 

•   



Finalmente, dos procesos, reacción química y extinción (quenching) de 
oxígeno pueden competir con la luminiscencia.  La extinción de 
oxígeno es uno de tantos aspectos problemáticos de la fluorometría y 
fosforimetría y requiere que todas las soluciones sean deaireadas antes 
del análisis.  En algunos casos, el oxígeno disminuye la intensidad de 
la fluorescencia de un compuesto orgánico por oxidación; 
generalmente, sin embargo, el oxígeno extingue los estados singuletes 
y tripletes excitados  por la promoción del cruce de intersistema a 
través de colisiones con las especies excitadas y forma un complejo de 
transferencia de carga transitoria.  El estado basal de una molécula de 
oxígeno es un estado triplete y su naturaleza paramagnética del 
aparentemente aumenta el acoplamiento spín-órbita con moléculas 
electrónicamente excitadas electronegativamente.  Otros gases 
paramagnéticos, por ejemplo, el óxido nítrico, NO, se comporta igual 
pero el oxígeno es más común. 
 Un segundo proceso que algunas veces influye en la 
luminiscencia es una reacción química por una molécula en el estado 
excitado.  Puesto que puede tener una distribución electrónica diferente 
del estado basal y puede por tanto reaccionar diferentemente. 



Relación entre Luminiscencia y concentración 



Otra forma de obtener la relación 



Diagrama esquemático de los niveles de energía para una 
molécula diatómica 







Diagrama de un obturador rotatorio 





Diagrama a bloques de un 
fluorómetro 



Adaptación para muestras opaca 
 



Diagrama esquemático de un 
espectrofosforímetro 



Fuentes 
 

 La magnitud de la señal de salida, y por tanto la sensibilidad, es directamente 
proporcional a la potencia de la fuente Io.  Normalmente se utiliza una lámpara 
de arco de xenón o de mercurio.  
 
La lámpara más corriente para los fluorómetros de filtro es la lámpara de arco 
de mercurio a baja presión equipada con una ventana de sílice fundida.  Esa 
fuente produce líneas muy intensas a (254, 366, 405, 436, 546, 577, 691 y 
773) nm.  Las líneas individuales se pueden aislar con los filtros de 
interferencia o absorción adecuados.  Ya que, en la mayoría de los 
compuestos que son fluorescentes la fluorescencia se puede inducir por 
diversas longitudes de onda, al menos una de las líneas del mercurio resulta 
normalmente adecuada. 
  
  



Para los espectrofluorómetros en donde se requiere una fuente de 
radiación continua, normalmente se utiliza una lámpara de arco de 
xenón a elevada presión de (75 a 450) W  Estas lámparas requieren una 
potencia elevada capaz de producir de (15 a 20) V y corrientes 
continuas de (5 a 20) A.  El espectro de una lámpara de xenón es 
continuo desde aproximadamente (300 a 1 300) nm.  El espectro se 
aproxima al de un cuerpo negro.  En algunos instrumentos, se obtienen 
destellos espaciados regularmente por descarga de un condensador a 
través de la lámpara; de esta manera se producen impulsos de gran 
intensidad.  Además, entonces la salida de los fototubos es de corriente 
alterna, con lo que fácilmente se puede amplificar y procesar.  
  
 A principios de 1970, se utilizaron también diversos tipos de 
láseres como fuentes de excitación para medidas de fotoluminiscencia.  
Particular interés tiene un láser ajustable de colorante que utiliza un 
láser pulsado de nitrógeno como fuente primaria y que produce una 
radiación monocromática entre (360 y 650) nm.  Este dispositivo elimina 
la necesidad de un monocromador de excitación. 



Filtros y monocromadores 
 

• Tanto los filtros de interferencia como los 
de absorción han sido utilizados en los 
fluorómetros.  La mayoría de los 
espectrofluorómetros están equipados con 
monocromadores de red. 



Detectores 
 

• La señal de fluorescencia típica es de baja 
intensidad, por tanto, se necesitan 
factores de amplificación altos para estas 
medidas.  Los tubos fotomultiplicadores 
han sido ampliamente utilizados como 
detectores en instrumentos de 
fluorescencia sensibles.  Los detectores 
de diodos alineados también han sido 
propuestos para los espectrofluorómetros. 



Sensores de fibra óptica de 
fluorescencia 

 
Diversos tipos de análisis por fluorescencia se pueden 
llevar al cabo en posiciones muy alejadas de la fuente y el 
detector, en este caso, la radiación de una fuente de láser 
viaja a través de una fibra óptica y excita la fluorescencia 
en disoluciones de la muestra.  La radiación fluorescente 
vuelve entonces otra vez por la misma fibra óptica al 
detector para la medida.  La aplicabilidad de este tipo de 
dispositivo se ha extendido a analitos no fluorescentes 
poniendo un material fluorescente indicador al final de la 
fibra óptica. 

 



Fosforímetros 
 

Los instrumentos que se utilizan para estudios de fosforescencia son   
similares en diseño a los fluorómetros y a los espectrofluorómetros antes 
considerados, excepto en que requieren dos componentes adicionales.  El 
primero es un dispositivo que alternativamente irradia la muestra y, después de 
un tiempo adecuado, mide la intensidad de fosforescencia.  Se utilizan tanto 
dispositivos mecánicos como electrónicos y muchos instrumentos de 
fluorescencia comerciales tienen accesorios para medidas de fosforescencia.   
     Normalmente las medidas de fosforescencia se llevan a cabo a la 

temperatura del nitrógeno líquido, con el objeto de prevenir la degradación 
de la radiación de salida por desactivación colisional. normalmente forma 
parte del fosforímetro un recipiente Dewar con ventanas de cuarzo.  A esta 
temperatura, el analito está en un cristal de disolvente sólido (el disolvente 
más usual es una mezcla de dietil eter, pentano y etanol -EPA-). 

 



Calibrado del instrumento 
 

• Debido a las variaciones de la intensidad de la fuente, de la sensibilidad del 
fotomultiplicador y de otras variables instrumentales, es imposible obtener 
con un fluorómetro o un espectrofluorómetro dado exactamente las mismas 
lecturas para una disolución o un conjunto de disoluciones de un día a otro, 
por esta razón es una práctica común calibrar un instrumento y ajustarlo a 
un nivel de sensibilidad reproducible.  La estandarización a menudo se 
lleva al cabo con una solución estándar de un fluoróforo estable.  El 
reactivo más común para este cometido es una solución estándar de 
sulfato de quinina aproximadamente 10-5 M. Esta disolución generalmente 
se excita con una radiación de 350 nm y emite radiación a 460 nm. Se han 
descrito otros compuestos para otras longitudes de onda.  

 La Perkin-Elmer Corporation ofrece un juego de seis estándares 
fluorescentes disueltos en una matriz de plástico, que forman unos bloques 
sólidos estables, que pueden ser utilizados indefinidamente sin un 
almacenamiento especial.  Con estos patrones, el instrumento se calibra en 
la región de longitud de onda que se va a utilizar en el análisis. 
 



Aplicaciones y métodos fotoluminiscentes 
 

Los métodos fluorescentes y fosforescentes son inherentemente aplicables a 
intervalos de concentración más bajos que las determinaciones 
espectrofotométricas y están entre las técnicas analíticas más sensibles asequibles 
a los científicos.  El aumento de sensibilidad se alcanza por el hecho que el 
parámetro que relaciona la concentración en fluorometría y en fosforimetría F se 
puede medir independientemente de la potencia de la fuente Io.  Por otra parte, una 
medida espectrofotométrica requiere la evaluación de Io y de It, ya que la 
absorbencia A, que es proporcional a la concentración, depende de la relación entre 
estas dos cantidades.  La sensibilidad de un método fluorimétrico puede mejorarse 
aumentando Io o por amplificación suplementaria de la señal de fluorescencia, 
mientras que en espectrofotometría, un aumento en Io da lugar a un cambio 
proporcional en It y por consiguiente no afecta a la A.  Por tanto, los métodos 
fluorimétricos tienen generalmente sensibilidades que son de uno a tres órdenes de 
magnitud superiores a los correspondientes espectrofotométricos.  Por otro lado, la 
precisión y la exactitud de los métodos fotoluminiscentes es usualmente peor que la 
de los procedimientos espectrofotométricos en un factor entre, quizá dos y cinco.  
Generalmente, los métodos fosforescentes son menos precisos que sus 
correspondientes métodos fluorescentes 



Curvas de calibración 



Curva de calibración 



Curva de calibración 



Ejemplos de Luminiscencia 



Formación de compuestos 
fluorescentes 



Formación de compuestos 
fluorescentes 



Existen dos factores que limitan mucho el número de iones 
de metales de transición que forman quelatos fluorescentes.  
En primer lugar, muchos de estos iones son 
paramagnéticos; esta propiedad aumenta la velocidad de 
cruzamiento entre sistemas al estado triplete y, por tanto, la 
desactivación por fluorescencia es poco probable, si bien 
puede observarse fosforescencia.   

 

Cationes que forman quelatos fluorescentes 
  
 



Un segundo factor es que los complejos de los metales 
de transición están caracterizados por muchos niveles de 
energía poco espaciados, que exaltan la probabilidad de 
desactivación por conversión interna.  Los iones de los 
metales que no son de transición son menos susceptibles 
a los procesos de desactivación anteriores y es para 
estos elementos, para los que se han desarrollado las 
principales aplicaciones inorgánicas de la fluorometría.   
 
Hay que señalar que los cationes de los metales que no 
son de transición son generalmente incoloros y tienden a 
formar quelatos que también lo son.  Por ello, la 
fluorometría a menudo complementa a la 
espectrofotometría. 



Formación de compuestos 
fluorescentes 



Reactivos fluorimétricos 



Estructuras de algunos reactivos 
fluorimétricos  

 



Determinación fluorimetrica de especies 
orgánicas 

 El número de aplicaciones del análisis fluorimétrico a 
especies orgánicas y bioquímicas es impresionante.  Por 
ejemplo, Weissler y White han recogido métodos para la 
determinación de más de 200 sustancias, incluyendo una 
amplia variedad de compuestos orgánicos, enzima y 
coenzimas, agentes medicinales, productos naturales, 
esteroides y vitaminas.  Incuestionablemente, las 
aplicaciones más importantes de la fluorometría están en 
el campo del análisis de productos alimentarios, 
farmacéuticos, muestras clínicas y productos naturales.  La 
sensibilidad y la selectividad del método lo hace una 
herramienta particularmente valiosa en estos campos. 

 



Métodos fosforimétricos 
 

• Los métodos fosforescentes y fluorescentes tienden a ser 
complementarios, ya que los compuestos que son fuertemente 
fluorescentes presentan una débil fosforescencia y viceversa.  Por ejemplo, 
entre los hidrocarburos aromáticos con anillos condensados, aquellos que 
contienen átomos pesados como halógenos o azufre a menudo presentan 
una fuerte fosforescencia; por otro lado, los mismos compuestos en 
ausencia del átomo pesado tienden a presentar fluorescencia en vez de 
fosforescencia.  

 La fosforimetría ha sido utilizada para la determinación de una gran 
variedad de especies orgánicas y bioquímicas que incluyen sustancias 
como ácidos nucléicos, aminoácidos, pirina y pirimidina, enzimas, 
hidrocarburos del petróleo y pesticidas.  Sin embargo, quizás debido a la 
necesidad de bajas temperaturas y a la generalmente pobre precisión de 
las medidas de fosforescencia, el método no ha tenido una utilización tan 
amplia como la fluorometría.  Por otro lado, la gran selectividad potencial de 
los procedimientos de fosforescencia es atractiva. 
 



     Durante las últimas dos décadas, se ha dedicado un esfuerzo 
considerable al desarrollo de métodos fosforimétricos que puedan 
llevarse a cabo a temperatura ambiente.  Los esfuerzos se han 
hecho en dos direcciones.  La primera se basa en la gran 
fosforescencia que se observa en los compuestos adsorbidos en la 
superficie de sólidos, como puede ser un filtro de papel.  En estas 
aplicaciones, se dispersa una disolución de analito sobre el sólido y 
se evapora el disolvente.  Se mide entonces la fosforescencia de la 
superficie.  Presumiblemente la matriz rígida minimiza la 
desactivación del estado triplete por conversiones externa e interna. 
 

 El segundo método a temperatura ambiente implica la solubilización 
del analito en micelas de detergente en presencia de iones de 
metales pesados.  Aparentemente las micelas aumentan la 
proximidad entre los iones de metales pesados y la especie 
fosforescente, por tanto aumenta la fosforescencia. 

  
 



Panorama general de las aplicaciones de luminiscencia 
 

•   

• Sensibilidad 
•    
• Selectividad 

 
• Algunas aplicaciones fluorométricas 
•   
• Análisis orgánico 
• Análisis inorgánico  
• Análisis bioquímicos y médicos  
• Análisis de compuestos farmacéuticos 
•  Para un gran número de casos la fluorometría ha sido muy útil en la determinación de bajas 

concentraciones de drogas, por ejemplo la reserpina, el LSD que pueden ser determinados en 
cantidades de 0,05 pg, y en algunos casos se han detectado hasta 0,003 µg. 

•  Análisis agrícola 
•  Principalmente se ha aplicado esta técnica a los pesticidas organofosforados y otro tipo de 

carbamatos defoliantes. 
•  Algunas aplicaciones fosforimétricas 
• Ejemplo.  Triptófano en la sangre, así como, una gran variedad de drogas en cantidades trazas en 

la sangre.  Además también se determinan en la sangre algunos analgésicos, sulfa, aspirina, 
fenacetina y cafeína.  Análisis de hidrocarburos cancerígenos y una variedad de antimetabolitos. 

•   
 



Aplicaciones de la luminiscencia 



Estructuras de moléculas que fluorescen 









borodipirrometano 

Stokes fluorescence is the re-emission of longer wavelength photons (lower frequency or energy) by a 
molecule that has absorbed photons of shorter wavelengths (higher frequency or energy). Both 
absorption and radiation (emission) of energy are unique characteristics of a particular molecular 
structure. If a material has a direct bandgap in the range of visible light, the light shining on it is absorbed, 
causing electrons to become excited to a higher energy state. The electrons remain in the excited state 
for about 10−8 seconds. This number varies over several orders of magnitude depending on the sample, 
and is known as the fluorescence lifetime of the sample. After losing a small amount of energy in some 
way (hence the longer wavelength), the electron returns to the ground state and energy is emitted. 



Salycilidene-o-aminophenol (SOAP) 
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