Vida cientifica
COLABORACIONES EN QUI'MICA

TECNICAS LUMINISCENTES EN
CRIMINALISTICA

La luminiscencia es un tema que ha tenido y sigue te-
niendo un papel importante en el desarrollo tecnoldgico
de la humanidad. De hecho, la generacion de espacios,
tanto interiores como exteriores, bien iluminados tiene
gran importancia en nuestra sociedad. Es todavia casi un
suefio la utilizacién de fuentes de energia constituidas
por laminas flexibles, capaces de generar luz y que pue-
dan reemplazar a los ya clasicos tubos fluorescentes.

La investigacién en luminiscencia, en combinacidn
con la ciencia de los materiales, esta en constante desa-
rrollo; existen materiales luminiscentes capaces de ab-
sorber energia que pueden emitir en forma de luz visible,
con aplicacién en optoelectronica, en el sector textil y
en medicina, entre otros campos.

(QUE ES LA LUMINISCENCIA?

Luminiscencia es la emision de luz por un cuerpo exci-
tado por algun tipo de energia y que no es provocada
por efecto de la temperatura; se puede considerar como
la radiacion que emite un cuerpo frio en condiciones de
temperatura habituales. La luminiscencia a veces se emi-
te en una reaccion quimica, por movimientos subatomi-
cos o incluso por el estrés en un cristal.

Es importante mencionar que la luz es una forma de
energia, por lo tanto, para que un cuerpo emita luz tiene
que haber absorbido energia previamente.

TIPOS DE LUMINISCENCIA

Entre los tipos de luminiscencia mas utiles y conocidos
en la sociedad estan: i) la radiacion del cuerpo negro,
con aplicacion en las lamparas de filamento incandes-
cente, ii) la fotoluminiscencia, que tiene lugar en las
lamparas fluorescentes clasicas, iii) la catodoluminiscen-
cia en las pantallas de television y, finalmente, iv) la
electroluminiscencia, luminiscencia emitida por los dio-
dos de emision de luz (LEDs) mas modernos. La eficien-

100cias@uned

76

100cias@uned

Facultad de Ciencias

N.c 8 (2015)
ISSN: 1989-7189

cia luminosa, en estos casos, aumenta desde las lampa-
ras de volframio a los LEDs (aproximadamente 5%-50%)
[1].

La luminiscencia, en general, se puede clasificar en
tres grandes tipos dependiendo de la energia empleada
para la activacion: i) bioluminiscencia, ii) fotoluminis-
cencia y iii) quimioluminiscencia. La bioluminiscencia es
un caso particular de quimioluminiscencia que tiene lu-
gar en los organismos vivos. Mientras que la energia de
activacion en la quimioluminiscencia proviene de una
reaccion quimica, en la fotoluminiscencia la activacion
se produce por absorcion de fotones.

No podemos hablar de fofoluminiscencia sin mencio-
nar el diagrama de Jablonski, en el que se resumen los
procesos que pueden tener lugar cuando una molécula
absorbe una radiacién electromagnética de longitud de
onda corta (Figura 1) [2]. De forma general, cuando un
electron en estado fundamental, S,, es excitado por ab-
sorcion de fotones, éste pasa a un nivel electrénico su-
perior, de mayor energia, S,, de manera que por relaja-
cion vibracional y conversion interna de energia puede
acceder al nivel vibracional de menor energia del estado
electrénico excitado singlete S,. Realmente esta situa-
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Figura 1. Diagrama de Jablonski.
Fuente: http://www.ub.edu/talq/es/node/259.
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Figura 2. Fluorescencia en Calcita (rosdcea) y Willemita (azul-
verdosa). Fuente: hitp://www2.uned.es/cristamine/mineral/
prop_fis/luminiscencial.htm.

cién es muy inestable y, generalmente, el electrén en
estado excitado S, tiende a recuperar S, emitiendo luz
por desactivacion. En funcion de cdmo se produzca la
desactivacion del estado excitado se puede diferenciar
entre dos tipos de procesos fotoluminiscentes: i) fluores-
cencia, si la desactivacion se produce por emision de
radiacidn de frecuencia menor que la de la radiacion que
excitd la molécula, a partir de S, o, por el contrario, ii)
fosforescencia, si el electrén salta al estado triplete T, por
cruce intersistémico con la consiguiente emision lumini-
ca al recuperar el estado fundamental, S,. En ambos ca-
sos, la emision de energia se puede observar en forma de
luz visible o brillo —el ojo humano percibe radiacion
electromagnética con longitudes de onda comprendidas
entre 400 nm-700 nm-. Teniendo en cuenta que las tran-
siciones T-S son transiciones prohibidas, en el caso de la
fosforescencia la vida media del estado excitado es gran-
de y la desactivacion se produce lentamente hasta alcan-

zar S,.

LUMINISCENCIA EN LA NATURALEZA

La bioluminiscencia es un proceso natural que ocurre
tanto en algunos organismos vivos como en los minera-
les; consiste en la generacion de energia, a través de una
reaccion quimica, que se manifiesta en forma de luz. Se
trata de la conversidon directa de energia quimica en
energia luminica. Como ya se ha comentado muy sucin-
tamente, la bioluminiscencia es un tipo de quimiolumi-
niscencia, ya que la emisiéon de luz que se produce en
esta transformacién no genera calor. De hecho, la biolu-
miniscencia es denominada “luz fria” debido a que tan
solo el 20% de la luz genera radiacion térmica o calor
[3-4].

J. Wolfgang von Goethe (1749-1832), cientifico ale-
man, fue el primero en observar que la luz UV podia
provocar fluorescencia en los minerales. Mas tarde, A.y
E. Becquerel estudiaron el efecto de diferentes longitudes
de onda sobre numerosos materiales fluorescentes, de-
mostrando que la fluorescencia de color rojo observada
en la Calcita era debida a la presencia de manganeso
(Figura 2).

La bioluminiscencia se produce en una amplia varie-
dad de organismos de origen marino y terrestre; es un
fendmeno que se encuentra en todos los niveles bioldgi-
cos, —-bacterias, hongos, protistas unicelulares, celenté-
reos, gusanos, moluscos, cefalépodos, crustaceos, insec-
tos, equinodermos y peces-. La especie mas
comunmente conocida es la luciérnaga, insecto que per-
tenece a la familia de los Lampirydae. Sin embargo, la
mayoria de especies luminiscentes se encuentran en el
habitat marino [3].

Quimica en la bioluminiscencia

La reaccidn quimica que tiene lugar para producir biolu-
miniscencia requiere la participacion de dos sustancias

Figura 3. Diferentes niveles bioldgicos en los que se produce bioluminiscencia. Fuente: http://medioambientum.com/las-plantas-
fluorescentes-son-ya-una-realidad/, http://s1116.photobucket.com/user/masverde/media/medusa-tentaculos.jpg.html, http://
ranaestudios.com.mx/estudio-de-grabacion-audiovisual-por-que-brillan-las-luciernagas/.
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quimicas, la luciferina y la luciferasa. La luciferina es
una proteina que mediante el cambio de sus grupos fun-
cionales libera energia en forma de luz. El color de la luz
que libera cada especie es el resultado de la aglomera-
cion de las moléculas de luciferina. Los cambios que se
producen en la luciferina son provocados por la accion
catalitica de la enzima luciferasa. La reaccién del sistema
luciferina-luciferasa es compleja; de forma general se
puede decir que la actividad catalitica de esta enzima
requiere de tres substratos: i) luciferina, ii) oxigeno y iii)
ATP. La luciferina en estado oxidado es inestable, por lo
que se desactiva emitiendo luz. Cabe destacar que tanto
la luciferina como la luciferasa son moléculas especificas
de cada especie (Figura 4). Sin embargo, en algunos ca-
sos la bioluminiscencia se da en ausencia de la enzima
luciferasa utilizando las denominadas fotoproteinas que
se unen con la luciferina, el oxigeno y otro agente, nor-
malmente iones Ca?*, para generar energia en forma de
luz [4].
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Figura 4. Luciferinas de diferentes especies: (A) luciferina de
los dinoflagelados (R=H) y Euphausiidae (R=0H), (B) luciferina
bacteriana de una flavinmononucléotida (riboflavina-5-fosfato)
reducida y (C) un benzotiazol, luciferina de la luciérnaga
Photinuspyralis.

Algunos organismos bioluminiscentes son capaces de
sintetizar la luciferina, por ejemplo los Dinoflagellates,
un tipo de plancton que emite luz cuando son molesta-
dos. Sin embargo, existen otras especies que no son ca-
paces de sintetizar la luciferina y la obtienen mediante
absorcidn de otros organismos de los que se alimentan o
mediante una relacion simbidtica. Un ejemplo del primer
caso son algunas especies del género Porichthys, que
obtienen la luciferina a partir de los ostracodos que con-

sumen (Figura 5) [4].
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Figura 5.

Bioluminiscencia marina producida por
Dinoflagellates y Porichthys. Fuente: http://jacintbiomar.
blogspot.com.es/2013/11/bioluminiscencia-marina-mas-luz-
en-el.html.

El aspecto de la luz bioluminiscente es diferente de-
pendiendo del habitat y del organismo que la produce.
La luz de la mayoria de los organismos bioluminiscentes
acuaticos se encuentra en la region azul-verde del espec-
tro visible [4,5]. Estos colores son mas visibles en las
profundidades del océano; la mayoria de los organismos
marinos son sensibles a estos colores (azul-verde), ya
que fisicamente no son capaces de procesar otros colores
como el amarillo, el rojo o el violeta. Muchos organis-
mos terrestres también exhiben la bioluminiscencia
azul-verde. Sin embargo algunos brillan en el espectro
amarillo como por ejemplo las luciérnagas y el Quantu-
lastriata, el unico caracol bioluminiscente. Ademas,
existen algunas especies capaces de emitir dos colores
diferentes, como es el caso de las larvas de coledpteros;
sus cabezas son de color rojo brillante mientras que sus
cuerpos son verdes [4].

Importancia de la bioluminiscencia

La luminiscencia en los organismos vivos tiene lugar
para cumplir ciertas funciones, entre ellas la defensa, la
comunicacion, la reproduccion y la atraccion de presas
[4-6].

El camuflaje esta relacionado con la defensa. Algu-
nos organismos producen la luz para confundir a sus
depredadores. Por ejemplo, los teiitidos, conocidos como
calamares, producen la luz en la superficie ventral ca-
muflandose con la luz que viene desde la superficie, por
lo que su depredador no podra visualizarlo desde una
perspectiva mas profunda, ya que la luz solar no creara
la sombra caracteristica que buscan los depredadores,
como los tiburones, para dar caza a sus presas. También
la bioluminiscencia se puede utilizar para atraer a la pre-
sa o buscarla, como es el caso de los Lophiiformes (Figu-
ra 6), que tienen en la cabeza un fllamento que emite
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Figura 6. Dibujo animado de la especie Lophiiformes. Fuente:
http://www.batanga.com/curiosidades/7550/cientificos-
filman-por-primera-vez-al-pez-diablo-de-buscando-a-nemo.

luz, de tal manera que los peces mas pequefios son atrai-
dos y asi capturados [6].

Otra funcion de la bioluminiscencia es la comunica-
cion para ayudar a la reproduccion. Asi, las luciérnagas
usan la bioluminiscencia para atraer a los machos en el
periodo reproductivo. En este mismo sentido, los hongos
de miel atraen a los insectos para que éstos les ayuden a
difundir las esporas por todo el ecosistema en el que se
encuentran. Ademas, la bioluminiscencia sirve para la
comunicacion entre algunas bacterias para inducir la
simbiosis y formar las colonias [6].

Por otro lado los organismos a veces utilizan la bio-
luminiscencia para seflalar una molestia o un cambio.
Esta capacidad la poseen algunas algas que emiten luz
en forma de puntos rosados o verdes cuando sufren al-
guna situacion de estrés, como una disminucion de la

salinidad de las aguas [4].

INTERES DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA

La quimioluminiscencia se define como el fendmeno por
el que se emite radiacion electromagnética en la region
del visible o infrarrojo cercano cuando tiene lugar una
reaccion quimica [7]. Las medidas de la intensidad de
emision de dicha radiacion pueden utilizarse con fines
analiticos, ya que ésta es funcion de la concentracion de
las especies participantes en la reaccion.

Curiosamente, algunas sustancias quimicas presen-
tan esta propiedad de emitir luz por si solas, como por
ejemplo las que se utilizan para la fabricacion de relojes
que brillan en la oscuridad, o de manera natural, tal y
como ya se ha comentado anteriormente.
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La quimioluminiscencia ha despertado un interés
progresivo a lo largo de los afios por ser una alternativa
simple, economica y sensible para la deteccion analitica
tanto cualitativa como cuantitativa de una gran varie-
dad de compuestos [8]. Los métodos establecidos en de-
teccidn quimioluminiscente son una herramienta anali-
tica muy util debido a su gran sensibilidad y selectividad.
El fendmeno de la quimioluminiscencia se conoce desde
hace aproximadamente unos 300 afios a.C. Sin embargo,
el desarrollo de aplicaciones analiticas basadas en la
quimioluminiscencia data de tiempos relativamente mas
recientes. Concretamente, Erdey en 1957 fue el primero
en emplear la quimioluminiscencia como técnica anali-
tica utilizando sustancias como luminol, lofina y lucige-
nina como indicadores volumétricos. Posteriormente, en
los afios 70 y después en los 80, se realizaron las prime-
ras investigaciones empleando la quimioluminiscencia
como técnica analitica en reacciones en fase gaseosa y
en fase liquida, respectivamente. Fue a partir de enton-
ces cuando los métodos quimioluminiscentes empezaron
a utilizarse ampliamente, principalmente en las areas de
analisis bioquimico y ambiental, aumentando de forma
considerable las publicaciones al respecto. Digamos que
el progreso de los métodos quimioluminiscentes se en-
cuentra bien diferenciado en dos periodos: un primer
periodo, que abarcaria la década de los afios treinta, re-
presentado por la busqueda de nuevos sistemas o com-
puestos quimioluminiscentes modificando quimicamen-
te estructuras conocidas y, un segundo periodo, que va
desde la segunda Guerra Mundial hasta el presente, que
hace referencia a los avances en instrumentacidn anali-
tica y aclaran conceptos tedricos relacionados con los
principios de la quimioluminiscencia.

Un campo de investigacion de gran interés en una
extensa variedad de disciplinas es la aplicacion analitica
de la quimioluminiscencia como método de deteccion en
inyeccidn en flujo, electroforesis, cromatografia liquida
e inmunoensayo, incluyendo técnicas de separacion en
analisis farmacéuticos, quimicos, biomédicos, biologicos
y alimentarios, llegando a proporcionar muy buena se-
lectividad y sensibilidad, asi como una gran resolucion
y cuantificacién en distintos analitos en aquellas mez-
clas mas complejas. Cada afio son cada vez mas las reac-
ciones quimioluminiscentes que se citan en bibliografia
relacionadas con aplicaciones en diferentes campos
como son medioambiente, toxicologia, quimica, alimen-
tacion y biomedicina (biopsias de tejidos, test de emba-
razo, analisis de NO/NOy en la atmdsfera, etc.). Esta cla-
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ro que las ventajas aportadas por los métodos
quimioluminiscentes, como elevada sensibilidad, bajos
limites de deteccidn, ademas de rangos dindmicos am-
plios y una gran versatilidad, son la explicacion a que el
interés analitico por la quimioluminiscencia siga aumen-
tado considerablemente desde su aparicion. El desarrollo
de productos quimioluminiscentes en el campo del diag-
nostico clinico son algunas de las investigaciones mas
recientes en las ultimas décadas, donde la quimiolumi-
niscencia sustituye al marcado isotopico, evitandose asi
el uso de radioisotopos. También se han encontrado apli-
caciones en el control de calidad, tanto de productos de
la industria carnica como de residuos, asi como en me-
didas del ozono troposférico.

Por ultimo, comentar que la deteccion quimiolumi-
niscente es todavia una técnica en desarrollo, si se com-
para con otros métodos de deteccion potentes conven-
cionales como los fluorescentes o electroquimicos, por lo
que precisa mejoras. Algunas de estas mejoras estan re-
lacionadas con la miniaturizacién y, por ello, con la re-
duccion del gasto de disolventes organicos empleados en
los métodos de separacidn, utilizando agua como disol-
vente y volumenes de muestra mas pequeilos y menos
concentrados. A este respecto se han conseguido ya me-
joras en electroforesis capilar, cromatografia e inmu-
noensayo. Parece ser que los sistemas miniaturizados o
“microchip” resultan interesantes ya que evitan proble-
mas relacionados con los limites de deteccion, muy co-
munes en estos sistemas. También, entre otras mejoras se
encuentra el desarrollo de nuevos detectores mas simples
que los ya conocidos, permitiendo determinar diferentes
variedades de analitos a nivel de traza.

APLICACION DE LA LUMINISCENCIA
EN CRIMINALISTICA

La Criminalistica es una disciplina que se basa en la
aplicacion de métodos y técnicas de investigacion para
el descubrimiento, explicacion y prueba de los delitos.
En la mejora y evolucidn de estas técnicas, la Crimina-
listica recurre a diversos avances cientificos, por lo que
guarda una estrecha relacion con la Quimica y los pro-
gresos que en ella se producen [9].

Fluorescencia: el mejor detective del siglo XXI

Una de las grandes limitaciones que ha impedido, duran-
te décadas, el progreso de la Criminalistica es la incapa-
cidad de las técnicas contemporaneas de revelar aquellos
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indicios o muestras relevantes en la investigacion de un
crimen que se muestran ocultas a una inspeccién ocular
simple. Sin embargo, gracias a la investigacion y desa-
rrollo de técnicas que emplean la luminiscencia, actual-
mente, es posible revelar numerosos indicios invisibles a
simple vista.

Un ejemplo de esto lo encontramos en las dificulta-
des que surgen ante el criminalista cuando se enfrenta
al revelado de huellas latentes sobre fondos multicolor.
La television y el cine han instaurado en nuestra cabeza
la imagen del revelado de huellas dactilares en una su-
perficie pulida, lisa, uniforme y monocolor, mediante la
aplicaciéon de polvos blancos o negros con pincel. Sin
embargo en la realidad no es tan sencillo y el crimina-
lista habitualmente tiene que enfrentarse a la recogida
de huellas parciales sobre superficies que distan mucho
de la idoneidad [10]. Existen casos en que resulta real-
mente complicado conseguir hallar las huellas posibles
empleando los polvos convencionales, debido a la super-
posicion de colores. Sin embargo, el desarrollo de polvos
a base de reactivos quimicos fluorescentes ha facilitado
enormemente la busqueda de huellas (Figura 7). Su apli-
cacion es idéntica a los polvos convencionales, pero su
revelado se lleva a cabo mediante luz ultravioleta en

total oscuridad. La fluorescencia emitida sera lo unico

Figura 7. Polvos fluorescentes para revelado de huellas.
Fuente: http://revistamundoforense.com/brochas-y-polvos-
convencionales.
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Figura 8. Luminol emitiendo quimioluminiscencia y aplicacion
en un caso real. Fuente: hitps://en.wikipedia.org/wiki/Luminol,
http://www.dudeiwantthat.com/gear/novelty/luminol-spray.
asp.

visible pudiendo asi ser fotografiada, evitando la apari-
cion de fondos indeseados [11].

Sin embargo, la técnica luminiscente por antonoma-
sia es, sin duda, el revelado de restos de sangre median-
te el uso de luminol (Figura 8); se basa en el proceso de
oxidacion de la molécula de luminol en presencia de un
catalizador [12]. En este caso se trata del grupo hemo, un
complejo de hierro que conforma la hemoglobina, molé-
cula que da el color rojo caracteristico de la sangre [13].
Para que esta reaccion se produzca, el luminol debe en-
contrarse disuelto en peréxido de hidrégeno, que actua-
rd como oxidante en la reaccion, y estar en presencia de
una sal basica. Una vez preparada la disolucion, se apli-
cara directamente sobre la zona en la que previsiblemen-
te se espera hallar restos de sangre. En el caso de que sea
asi, el grupo hemo iniciara el proceso de oxidacion del
luminol (Figura 9). Durante el proceso oxidativo, la mo-
lécula de luminol pasa por un estado de transicion en el
que se encuentra en forma de dianion con dos cargas

NH, O i) H,O,
NH ii) Sal Basica
|
NH Fe*? (sangre)
(@)
Luminol

Dianién

negativas ubicadas en los dtomos de nitrogeno [14]. A
continuacion, este dianion reacciona con el oxigeno
procedente del peréxido de hidrogeno para dar lugar a
otro dianion inestable, el cual, para llegar a una situa-
cion de mayor estabilidad energética, emite radiacion en
forma de luz visible azulada. Una vez ha finalizado el
proceso, la radiacion se detiene. Es por ello que el efecto
luminico del luminol solo dura unos treinta segundos, lo
que obliga al investigador a contar con material fotogra-
fico preparado para una recreacion posterior del escena-
rio del crimen.

El luminol presenta la limitacién de no ser selectivo
para el hierro presente en el grupo hemo sanguineo, sino
que cualquier presencia de moléculas que contengan
hierro podria actuar como catalizador. Al mismo tiempo
existen compuestos, tales como el hipoclorito sodico (le-
jia), que dan falsos positivos. Sin embargo, éstos son
detectables por el ojo experto, puesto que la luminiscen-
cia producida es mucho mas vigorosa y tiene mucha
menor duracion en el tiempo. Es por ello que toda mues-
tra tomada durante una inspeccion policial, detectada
gracias al luminol, debe someterse a un analisis poste-
rior, no sdlo con afan de aseverar que se trata realmente
de sangre humana, sino también, en caso afirmativo,
con el fin de determinar el ADN de la persona de proce-
dencia.

En resumen, la luminiscencia es un fendmeno natu-
ral que, en sus diversas formas, es utilizado por el hom-
bre y que contribuye al desarrollo de la sociedad. Tiene
muy diversos campos de aplicacién, que cubren desde el
desarrollo de nuevos materiales bioinspirados, el diag-
ndstico de enfermedades y hasta el esclarecimiento de
determinados hechos y acciones que ocurren continua-
mente en nuestra sociedad.

NH, O NH,

0]
. 0) -
%, 0
N- o

0] @]
Anion Excitado

LUMINISCENCIA

Figura 9. Reaccion quimica del luminol. Fuente: http://dciencia.es/c-s-i-dciencia-el-luminol.
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