Capitulo 6.

Fotolisis estacionaria.

Con el objeto de estudiar las reacciones fotoquimicas que sufren el acido folico y las
pterinas, se iluminaron soluciones acuosas que contenian a las mencionadas sustancias como
solutos con luz UV-A. Para ello, se emplearon dos tipos de irradiacion: continua y pulsada.
Este capitulo se ocupa del primero, que fue el mas extensamente empleado en los
experimentos de este trabajo de tesis y se posterga la descripcion del segundo tipo de
irradiacion para el capitulo 8.

La irradiacion continua implica la iluminacion de la muestra con luz proveniente de
una lampara de intensidad constante y durante periodos largos de tiempo. Esta Ultima
condicion es en referencia a la duracion de la iluminacion en las técnicas de fotolisis de flash,
en las cuales el flash de luz puede durar desde el orden de los pocos milisegundos hasta
menos de un nanosegundo, de acuerdo a la técnica especifica empleada.

Los experimentos en los cuales se estudia una reaccion fotoquimica inducida por
irradiacion continua se denominan genéricamente fotolisis continuas. Esta convencion sera
respetada en este trabajo; de esta manera, cuando se mencione, por ejemplo, “la fotolisis
continua del acido félico” se estara haciendo referencia a los experimentos en los cuales el

acido folico es convertido en fotoproductos mediante la irradiacion continua de luz.

6.1. Esquema general de la metodologia.
La metodologia general empleada en cada uno de los experimentos de fotdlisis

continua puede resumirse en cuatro etapas basicas que estan representadas en la figura 6.1 y

son las siguientes.
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Preparacion y control de la solucion a irradiar.
Irradiacion de la muestra durante distintos periodos de tiempo.

Estudio de las soluciones irradiadas mediante técnicas analiticas.

M w0 D oE

Analisis de los resultados.
Las dos primeras etapas seran analizadas en las siguientes secciones, mientras que las dos

ultimas seran expuestas en el capitulo siguiente.

* Preparacion de la solucion
 Ajuste de pH

* Burbujeo de gas

« Control espectrofotométrico

IRRADIACION
DE LA
MUESTRA

Muestras extraidas
a distintos tiempos
de irradiacion

Técnicas analiticas
Espectrofotometria - HPLC - TLC - Dosaje de O, - Otras

Analisis de los resultados

Figura 6.1. Esquema general de la metodologia empleada en las fotélisis continuas.

6.2. Preparacion de las soluciones a irradiar.

La preparacion propiamente dicha de las soluciones, se realiza tal como se explico en
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la seccion 5.1. Sin embargo, de acuerdo a las necesidades del experimento a realizar, la
solucién puede someterse a ulteriores modificaciones, tal como se explicard mas adelante en
esta misma seccion. En particular, es de gran importancia el ajuste del pH debido a que las
pterinas y el acido félico, como ya fue mencionado, presentan distintas formas acido-base
que, como se expondrd mas adelante, difieren entre si en su comportamiento fotoquimico.
Esta operacion se lleva a cabo mediante el agregado de pequefios volimenes de soluciones de
Na(OH) y HCI y sin el empleo de soluciones reguladoras. Esta dltima condicion debio
respetarse debido a los resultados de algunos experimentos en los cuales se observaron
procesos de desactivacién (quenching) de fluorescencia de varias pterinas por aniones
(Lorente et al, 2000). Entre las pterinas sobre las cuales se hicieron estos estudios estan la
pterina, la 6-carboxipterina y la 6-formilpterina. Los fosfatos y el acetato estan entre los
aniones detectados como desactivadores (quenchers). El cloruro, por su parte, no presenta este
efecto, alin en concentraciones mucho mas altas que las empleadas para los ajustes de pH.

La concentracion es otro de los parametros que se tuvo en cuenta en la preparacion de
las soluciones. En muchos casos se detectaron reacciones fotoquimicas secundarias, por lo
cual, cuando fue posible, se trabajé a concentraciones del soluto que se quiere estudiar lo
suficientemente altas como para que absorba més del 99,9% de la luz incidente. En estas
condiciones la luz que reciben los productos de la reaccion es despreciable durante un cierto
periodo de tiempo, logrdndose, de esta manera evitar la formacién de productos secundarios.
En definitiva, el resultado de trabajar en estas condiciones es tener durante este lapso una sola
reaccion fotoquimica y, si los fotoproductos no participan en reacciones térmicas, una sola
reaccion quimica. De esta manera, se obtienen soluciones irradiadas con menos cantidad de
sustancias lo cual facilita el analisis de los resultados y la obtencién de pardmetros de la
reaccion estudiada.

Muchos experimentos fueron realizados con soluciones libres de O, para determinar si
este gas participaba en la correspondiente reaccion fotoquimica. Para eliminar el O, se
colocaron las soluciones en celdas de cuarzo con llaves que permiten un cierre hermético. Las
muestras fueron burbujeadas con N, de la maxima pureza accesible en el mercado, a través
de una delgada manguera de teflon que pasaba por el robinete de la citada llave.

Una vez preparada la solucion a irradiar y antes de iniciar cada experimento se
procedié al control espectrofotométrico de la misma. Se tomo un espectro de absorcion UV-

visible de la solucion y se lo compar6 con espectros patrones, controlando la posicion de los
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méaximos y minimos de absorcion; ademas se controld que la intensidad de las bandas fuera la
correcta considerando la concentracién. Como espectros de referencia se tomaron los de las
titulaciones espectrofotométricas explicadas en el capitulo 5.

La mayor parte de los experimentos fue realizada empleando soluciones de partida
que contenian un solo compuesto fotosensible, cuya reaccion de fotolisis se queria estudiar.
Sin embargo, en algunos experimentos se partid6 de mezclas pues se queria analizar, por
ejemplo, si la presencia de uno de ellos influia en la reaccién de fotodescomposicion del otro.
Como norma general para estos casos, las soluciones correspondientes a cada soluto fueron
preparadas y controladas previamente, luego se procedié a mezclarlas y finalmente se
control6 que el espectro de la solucidn resultante fuera, la suma de los espectros de los solutos
por separado.

Se encontro que la estabilidad de las soluciones en la oscuridad difiere mucho de un
compuesto a otro. Sin embargo, en todos los casos se observo que las soluciones alcalinas son
mas estables que las acidas. Respecto a la temperatura se comprob6 que todas son estables
indefinidamente mantenidas congeladas a -18 °C menos la 6-formilpterina, la cual se
descompone cuando la solucion se congela. Se utilizo el espectro de absorcion como criterio

para decidir sobre la calidad de una solucién que no fue preparada en el dia de trabajo.

6.3. Condiciones de irradiacion.

La irradiacion de la soluciones se realizé con una lampara Rayonet Photochemical
Reactor Lamp, RPR 3500 A de la Southern N. E. Ultraviolet Co. Esta lampara emite luz de
350 nm con un ancho de banda de unos 20 nm. En la figura 6.2 se muestra un esquema del
dispositivo empleado para la irradiacion de las soluciones.

Las soluciones contenidas en las celdas se agitaron mediante un agitador magnético
para evitar la acumulacion de los fotoproductos en la zona cercana a la cara irradiada. El
tiempo de irradiacion fue medido con un crondmetro de disparo manual a partir del instante
en que se enciende la lampara.

La geometria del dispositivo se mantuvo sin modificaciones dentro de cada
experimento. Ademas se mantuvo la distancia entre la celda y la ldmpara constante entre

experimentos para una mejor comparacion de los resultados.
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Lampara '[
|_ Celda
Soporte
Agitador
magnético

Figura 6.2. Esquema del dispositivo empleado para realizar las fotélisis continuas.

Como se esquematizo en la figura 6.1, a distintos tiempos de irradiacion se extrajeron
muestras para ser analizadas. Con este fin se adoptaron tres procedimientos generales que se
detallan a continuacion.

» Medidas realizadas sobre la misma alicuota de solucién original: La solucion se introduce
en la celda, se la irradia durante un cierto tiempo, se apaga la lampara y se realiza la medida.
Posteriormente se vuelve a encender la ldmpara, se irradia la muestra durante otro periodo,
etc. Se procede asi, sucesivamente irradiando y analizando la solucion irradiada sin sacarla de
la celda. Se procedid de esta manera en los estudios espectrofotométricos de las reacciones y
en las determinaciones electroquimicas de O,. En este Ultimo caso no es necesario interrumpir
la iluminacion de la muestra.

» Medidas realizadas sobre distintas alicuotas de la solucion original: Se introduce una
alicuota de la solucion en la celda, se irradia durante un tiempo y, por ultimo, se retira la
totalidad de la muestra para ser procesada. Se vuelve a cargar la celda y se repite la operacion
irradiando un tiempo distinto esta vez, o el mismo tiempo si lo que se quiere es repetir el
analisis con el mismo tiempo. Tipicamente el volumen de cada muestra estuvo entre 3y 4 ml
que es la capacidad de las celdas usadas. Este procedimiento se empled para analisis
cromatografico de las soluciones (TLC y HPLC).

* En algunos experimentos particulares la irradiacion se llevd a cabo sobre un mayor
volumen de muestra; por ejemplo, 15 ml colocados en un tubo de ensayo. En estos casos se
fueron tomando porciones de la solucion a distintos tiempos de irradiacion. Es decir, se usa

una unica alicuota de la cual se van extrayendo alicuotas menores para ser analizadas. El
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volumen de muestra va disminuyendo al avanzar la fotolisis. Se recurrid a este procedimiento
para la determinacién colorimétrica de aldehidos y en algunos casos experimentos puntuales
de HPLC.

6.4. Determinacion del rendimiento cuantico de una reaccion.

Si se tiene una solucion en la cual la Unica especie quimica que absorbe luz, a
determinada longitud de onda, es un soluto, la ley de Laambert y Beer puede expresarse, con
la siguiente ecuacion:

In=1o (1-10%C) (1)
donde I, es la intensidad de la luz absorbida por el soluto que se encuentra a concentracion
molar C, I, es la intensidad de la luz incidente. 15 y I, se expresan en fotones por unidad de
tiempo. € es el coeficiente de extincion molar a la longitud de onda de irradiacion y | es el
camino optico.

En fotoguimica es Gtil un pardmetro que puede definirse como el nimero de fotones
por unidad de tiempo y por unidad de volumen que son absorbidos por una muestra y que se
representara como la. Si V es el volumen de la solucion, la relacion entre I e la viene dada
por la siguiente ecuacion.

la=Ia/V 2

El rendimiento cuantico de una reaccion fotoquimica puede ser definido como el
cociente entre el nimero de moléculas que reaccionan y el numero de fotones absorbidos.
Este parametro sera representado por la letra ®.

Si se mide la velocidad de desaparicion de un reactivo o la velocidad de aparicion de
un producto puede calcularse el rendimiento cuantico de una reaccién mediante las siguientes
ecuaciones.

_ -d[R]/dt (3) _ d[PJdt 4)
" la e la

Las velocidades de d[R]/dt y d[P]/dt (puede haber mas de un reactivo o producto de
reaccién) se calculan en base a las medidas analiticas realizadas sobre las soluciones
irradiadas a distintos tiempos. Estos procedimientos se discutiran mas adelante. El otro

parametro que es necesario determinar es la, para lo cual es imprescindible conocer 1, 6 1, la
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intensidad de luz incidente por unidad de volumen (I, / V).

Este dltimo parametro puede calcularse empleando un actindmetro quimico. En este
caso se uso, para tal fin, una solucion de [Co(NH3)sBr]Br,, preparada en NaBr 0,01 M y
HCIO,4 0,01 M para evitar la hidrélisis. EI complejo de Co(lll) presente en este compuesto
sufre la siguiente reaccion al ser irradiado (Ferraudi, 1988):

hv
Co(NH3)sBr*? + H,0 >  Co(NH3)s(H,0)*? + Br-

El  Co(NH3)s(H,0)"® termina descomponiéndose al correspondiente hexa-
acuocomplejo de Co(ll) cuya concentracion puede determinarse espectrofotomeétricamente
formando un complejo con el anién SCN'. El rendimiento cuantico para la fotoreduccion del
complejo de Co(lll) (dc,) estd reportado en literatura con un valor de 0,243 a 350 nm
(Endicott, 1975).

Se cargd la celda donde luego se realizarian las fotolisis con el actinOmetro y se
irradi6 esta solucion durante un cierto tiempo t. Posteriormente se determind la concentracion
de Co(Il) y se calculd la con la siguiente relacion que puede derivarse de la ecuacion (3):

[Co(IN)]
P . t

Si més del 99,9% de la luz es absorbida por el actindbmetro durante el periodo de

la=

tiempo de la irradiacion, puede suponerse que la es aproximadamente igual a l,". De lo
contrario, se realiza el calculo correspondiente empleando la ecuacion (1).

Resulta obvio que 1," depende de factores geométricos, tales como la distancia de la
lampara a la celda, las dimensiones de la celda misma, etc. Por esta razon en todos los
experimentos en los cuales se empleo el valor de |’ para calcular rendimientos cuanticos la
geometria del sistema se mantuvo igual a la del experimento de actinometria.

Para la determinacion de los rendimientos cuénticos de una determinada reaccion se
emplearon, cuando fue posible, soluciones que absorbieran practicamente la totalidad de la
luz incidente. De esta manera, conociendo el € a 350 nm de la sustancia que se va a irradiar,
se eligen condiciones experimentales tales que €.I.C >> 1 lo que conduce a que, segun la
ecuacion (1), Ia O1,. Bajo estas condiciones la puede reemplazarse por I, en las ecuaciones
@)y ).

Las velocidades de consumo de reactivos y generacion de productos fueron obtenidas

a partir de las pendientes de las curvas de concentracion en funcién del tiempo de irradiacion.
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A continuacién se explicard qué criterios fueron considerados para calcular dichas
velocidades. Sin embargo, recién en el capitulo siguiente se detallarda como se determinaron
las concentraciones en las soluciones irradiadas.

Para obtener las velocidades se tomaron intervalos de tiempo en los cuales se
cumplieran dos condiciones. Por un lado, que la cinética de la reaccion sea de orden 0
(velocidad constante). Con esto se pretende que la cantidad de luz absorbida por unidad de
tiempo sea aproximadamente constante. Por otro lado, que la absorbancia de los productos a
350 nm sea despreciable respecto a la del reactivo. Esta segunda condicidn asegura que pueda
considerarse que la luz absorbida por la solucién es la luz absorbida solo por el reactivo y, por
ende la ecuacion (1) tiene validez. Puede concluirse rapidamente que estas dos condiciones no
son independientes sino que, por el contrario estan fuertemente relacionadas.

Cuando un determinado experimento de fotolisis avanza el reactivo se consume a la
vez que los fotoptoductos se acumulan. Esto conduce a que las condiciones previamente
establecidas dejen de cumplirse. Cuando esto ocurre, en general, se observa una disminucién
en la velocidad de consumo de reactivo y, una situacion analoga se observa para los productos
que son fotoestables, o por lo menos, menos fotosensibles que el reactivo.

A modo de ejemplo obsérvese la figura 6.3; en ella se muestra la evolucion de la
concentracion del fotoproducto (6-carboxipterina) durante un experimento de fotolisis de
6-formilpterina. Se puede distinguir un primer periodo en el cual se observa una cinética de
orden 0 vy, posteriormente, un segundo periodo en el cual se observa una disminucién de la
pendiente. Para el calculo del rendimiento cuantico, se emplearon sélo los datos de la primera
fase, practicamente correspondientes a condiciones de velocidad inicial. La linea continua es
la regresion lineal realizada con los resultados obtenidos en la primera fase.

Para concluir, los experimentos en los cuales se determinaron los rendimientos
cuanticos de las distintas reacciones estudiadas fueron disefiados de tal manera, que el periodo
en el cual se cumplen las condiciones previamente mencionadas fuera lo suficientemente
largo como para poder realizar un numero adecuado de medidas de concentracion. Por otro
lado, se trabajo en condiciones experimentales tales que permitieran satisfacer la condicion la
O1,", dentro del error experimental. Es evidente que trabajando con soluciones de partida lo
mas concentradas posible se cumplen las condiciones citadas.

Sin embargo, el limite superior de concentracion esta determinado por la solubilidad
del soluto y varia mucho entre los distintos compuestos empleados. El acido félico y la
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6-carboxipterina que tienen sustituyentes ionizados son méas solubles que otras pterinas que no
los poseen. Ademas la solubilidad depende del pH. En general, en soluciones alcalinas donde
el doble anillo pterinico posee el grupo ceto de la posicion 4 ionizado como fenolato las

pterinas son mas solubles.
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Figura 6.3. Evolucion de la concentracion de producto (6-carboxipterina) durante la fotdlisis de
6-formilpterina. Se puede distinguir un primer periodo (e) en el cual se observa una cinética de
orden 0 y, posteriormente, una disminucion de la pendiente (0). La linea representa la regresion

lineal realizada con los datos de la primera fase.
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