Capitulo 10

QUENCHING DE FLUORESCENCIA POR ANIONES

Como se mencion6 en d Capitulo 6 dgunas sustancias pueden producir una
disminucion de laemision fluorescente, Sguiendo una comportamiento de SternVolmer.
En muchos estudios fotofisicos es frecuente € uso de soluciones reguladoras para
controlar & pH de trabgo. Sin embargo, en agunos casos, |os aniones presentes en
dichas soluciones pueden disminuir la fluorescencia de moléculas emisoras en solucion
acuosa. En digtintos experimentos, encarados durante laredizacion del presente trabgjo
de tesis, se detect6 que la fluorescencia de las pterinas disminuia s en la soluciéon se
hallaban presentes aniones fosfato en concentraciones del orden de 100 mM; es decir,
estos experimentos sugerian un fendmeno de quenching de fluorescencia. Este hecho
es relevante teniendo en cuenta las aplicaciones andliticas que posee la fluorescencia de
las pterinas [McCormack y Newman, 1985]. En efecto, ta como se menciond
anteriormente, esta propiedad es empleada en la determinacion cuantitativa de pterinas.
En paticular, edas determinaciones son muy frecuentes en estudios de quimica
bioldgica y bioquimica clinica. Uno de los méodos més usados con este fin, es @ de
HPLC con detector de fluorescencia. En esta técnica, las sustancias presentes en la
muestra a andlizar son separadas en una columna cromatografica 'y luego pasan por un
detector que mide la fluorescencia. Generdmente, se usan como euentes (fase movil)
soluciones reguladoras con dtos contenidos de aniones, por giemplo fosfato. Estaclaro
que, s laemision fluorescente de las pterinas se ve afectada por la presencia de fosfato
u otros aniones en la solucion, esto puede, a su vez, aectar la sensbilidad de la
determinacion andlitica de las pterinas por € méodo descripto, 0 por cuaquier otro

método que suponga una relacion lined entre la luz emitida y la concentracion de un



determinado derivado pterinico. También es importante desde @ punto fotofisico y
fotoquimico, ya que agunos estudios publicados en estos temas sobre pterinas y otras
moléculas organicas, han sido redizados en soluciones reguladoras de aniones fosfato.
Debido a estas consderaciones, resultd interesante encarar un estudio
ssemdico acerca de la influencia que digtintos aniones tienen sobre la fluorescencia de
las pterinas. Evidentemente, son de particular interés aquellos aniones que pueden ser
usados en digtintos tipos de experimentos con pterinas, por gemplo, aquelos presentes
frecuentemente en euentes de técnicas cromatogréficas, aquellos usados para fijar la
fuerzaionicao € pH, etc. En este capitulo se muestran los resultados de dicho estudio,
redlizado sobre cinco compuestos pterinicos. pterina, 6-formilptering, 6-carboxiptering,
biopterina y neopterina. El &ido fdélico no pudo ser estudiado, debido a su
extremadamente débil emison. En una primer etapa se redizaron estudios de emison
total con d espectrofotdmetro Cary 3, y en funcion de esos resultados preliminares, se
llevd a cabo un estudio sistemético con la técnica de Single Photon Counting, en €

cud se hicieron tanto medidas estacionarias como resueltas en € tiempo.

Estudios de emision total de fluor escencia.

Como edtudios prdiminares se redizaron medidas de emision tota de
fluorescencia de pterinas en ausencia y presencia de aniones para determinar cudes
anionesproducen quenching de fluorescencia en estos compuestos. Por otra parte, con
este primer estudio, se evalud s d fendmeno observado es un comportamiento genera
de toda la familia de las pterinas, 0 S sdlo dgunas de élas lo sufren. Para obtener
respuestas generales y fijar condiciones experimentales se plantearon experimentos
sencillos, que permitieran un primer andiss dd fendmeno, midiendo emison totd
fluorescente en un espectrofotdmetro Cary 3 de Varian (descripto en € Capitulo 5).
Se excitaron las pterinas con luz UV-A de 340 nm y se registro toda la emison

fluorescente entre 200 y 700 nm. Se tomaron espectros de absorcion antes y después
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de las mediciones de fluorescencia para controlar cambios fotoquimicos no deseados
durante lairradiacion. No se observd, en ninglin caso, cambio aguno en los espectros
de absorcidn, 1o que implica que no ocurrieron cambios fotoquimicos apreciables en
estos experimentos.

Se prepararon soluciones de pterinas de concentracion 5 x 10° M en ausencia
de aniones y soluciones de igud concentracion de pterina y concentraciones
relativamente atas de |los aniones investigados (20 a 100 mM). Se compard la emision
total de las correspondientes soluciones con y sn aniones. En los casos en los que se
observé disminucion de la fluorescencia en presencia de determinado anion, se
redlizaron medidas a digtintas concentraciones de dicho anion. Las pterinas utilizadas en
estos experimentos fueron: pterina, 6-carboxipterinay 6-formilpterina. Los aniones
ensgyados fueron: acetato (20 mM), sulfato (50 mM), cloruro (50mM), nitrato (50
mM) y fosfato (50mM). Ademas, para cada compuesto se redizaron series de
experimentos en dos condiciones de pH: una en € rango comprendido entre 6.0y 6.5
(con predominio de la forma acida de las pterinas) y otra a pH cercanos a 10.0 (con
predominio delaformadcaing).

Se observé que los aniones fodfato y acetato provocan una importante
reduccion de la emision fluorescente de las pterinas en su forma écida, mientras que los
aniones cloruros, sulfatos y nitratos no producen una disminucion gpreciable de la
misma. Por otro lado, a pH cercano a 10 ninguno de los aniones evaluados producen
quenching de fluorescencia apreciable. Estos primeros resultados se presentan en la
Tabla 10.1 donde se informa s se observd 0 no quenching para cada pterina, en su
formaécida, con € correspondiente anion.

Como control se realizaron experimentos a vaores de pH mayores que 11, en
los cuales se observé una fuerte disminucion de la emison fluorescente en ausencia de
aniones, lo cud es coincidente con los resultados hallados con la técnica de Single
Photon Counting mostrados anteriormente (Capitulo 9).

En la Figura 10.1 se muedtra d efecto de la concentracidé n de fosfato en la

variacion de la emison fluorescente de soluciones, &cidas y dcdinas, de ptering, 6
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carboxipterina y 6formilpterina. Puede observarse que @ quenching en soluciones
dcdinas es leve 0 despreciable, pero que es importante en las &cidas. En la Figura 10.2
puede observarse que en todos | os casos analizados la dependenciade laemision delas
formas &cidas con la concentracion de fosfato corresponde a un comportamiento de
Stern-Volmer. Sin embargo, no se calcularon las correspondientes constantes de Stern
Vomer (Ksy) por consderarse que d método empleado para cuantificar la emison

presenta un error muy grande.

compuesto fodao | acetato |sulfato cloruro | nitrato

pterina

S| SI no

no

6- carboxipterina

si si no

no

6-formilpterina

si no

no

Tabla 10.1: Presencia de quenching de fluorescencia de pterinas con diferente

anionesapH entre6.0y 6.5.
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Figura 10.1: Emisién de fluorescencia de soluciones 5 x 10° M de pterina,
6-carboxipterina y 6formilpterinaa pH 6.3 (® y pH 10.0 (®) en presencia de

aniones fosfato.
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Figura 10.2: Representacion de Stern-Volmer para la emision de fluorescencia

de soluciones acidas de pterinas (5 x 10° M) en presencia de aniones fosfato.

Andogamente, la Figura 10.3 muestra como |os aniones acetato producen una
disminucion de la emisién de fluorescencia de las tres pterinas estudiadas. Se gpreciala
misma particularidad que se observd para los aniones fosfato: € quenching de
fluorescencia esimportante en medio &cido, pero no se produce en medio acdino.

También puede apreciarse en la Figura 10.4 que en todos los casos andizados
la dependencia de la emision de las formas &cidas con la concentracion de acetato

corresponde a un comportamiento de Stern-Volmer.
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Figura 10.3: Emisién de fluorescencia de soluciones 5 x 10° M de pterina,
6-carboxipterina y 6formilpterina a pH 6.3 (®) y pH 10.0 @) en presencia de

aniones acetato.
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Figura 10.4: Representacion de Stern-Volmer para la emision de fluorescencia
de soluciones &cidas de pterinas (5 x 10° M) en presencia de aniones acetato.

Estudio en estado estacionario por Single Photon Counting.



Se edtudio la variacion de los espectros de emison de las cinco pterinas
mencionadas en la introduccidn, con la concentracion de aniones fosfato y acetato. En
todos los casos se redizaron los experimentos en, a menos, dos condiciones de pH.
Adiciondmente se redizaron experimentos en presencia de iones cloruros. S bien
experimentos previos mostraron que este anion no produce quenching de
fluorescencia, es importante corroborar € resultado para descartar la existencia de
agun efecto de la fuerza idnica sobre la emision fluorescente. Por condguiente, se
redizaron experimentos de control con concentraciones de cloruros mayores que las

empleadas en |os experimentos previos.

Aniones fosfato

Para cada par de pterinay anion se tomaron los espectros de emision aditintas
concentraciones del anion, manteniendo constante la concentracion de la pterina (2.5 x
10° M). Puede dosarvarse daramente una disminucion en la emision fluorescente d
aumentar la concentracion del anion en soluciones &cidas, pero unaleve (en d caso de
pterind) o nula (para 6 carboxiptering) disminucion en soluciones dcalinas (este efecto
no se observé en los experimentos de emision total con @ espectrofotometro Cary 3).
A modo de gemplo, en las Figuras 10.5 y 10.6 se muestran los resultados de estos
experimentos para pterina y 6 carboxiptering, tanto en medio &cido como en medio
dcdino.

En les Figuas 10.7 a 10.16 se muestran las gréficas de intensdad de
fluorescencia (integrd del espectro de emison) en funcidén de la concentracion de
aniones fosfato y las correspondientes gréficas de Stern-Volmer para ptering, 6-
carboxipterina, 6-formilptering, biopterina y neopterina, tanto para sus formas &cidas,
como para las dcdinas. En todos los casos se observd un comportamiento Similar.

Pueden apreciarse reaciones de Stern-Volmer en todos los experimentos redizados



para las formas &cidas de las pterinas investigadas. Las correspondientes constantes de

Stern-Volmer (Kg) selistanenlaTabla10.2.
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Figura 10.5: Espectros de emision de fluorescencia de soluciones éacidas y

alcalinasde pterina (2.5 x 10° M) en presencia de aniones fosfato.



50 A pH=6.2

emision (103 cuentas)

50 - pH=10.0

— 0mM
250 mM
40 - 125 mM

emision (10° cuentas)
N w
o o

'_\
o
1

0 T T T T
350 400 450 500 550 600
I (nm)

Figura 10.6: Espectros de emision de fluorescencia de soluciones acidas y

alcalinas de 6-car boxipterina (2.5 x 10° M) en presencia de aniones fosfato.
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Figura 10.7: (a) Variacidn de la intensidad de fluorescencia de una solucién de
pterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de aniones
fodfato. (b) Gréafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.8: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de
pterina (25 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de aniones

fodfato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.9: (a) Variacion dela intensidad de fluorescencia de una solucion de 6-
carboxipterina (25 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracién de

aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.10: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de
6-carboxipterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de

anionesfosfato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.11: (a) Variacion de la intensdad de fluor escencia de una solucion de
6-formilpterina (25 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de

anionesfosfato. (b) Gréafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.12: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una soluciéon de
6-formilpterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracién de

aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.13: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de
biopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de aniones

fosfato. (b) Gréafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.14: (a) Variaciéon de la intensidad de fluorescencia de una solucién de
biopterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de aniones

fodfato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.15: (@) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de
neopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracién de aniones
fodfato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.16: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucién de
neopterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracién de aniones
fodfato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.



Compues[o Ksv (M _1) Ksv (M _1)
forma écida formaalcalina

pterina 11.7 09

6- carboxipterina 6.1

6-formilpterina 6.4

biopterina 13.7 0.8

neopterina 12.7 0.7

Tabla 10.2: Constantes de Stern-Volmer (K sv) para € proceso de quenching de
fluorescencia de pterinas por aniones fosfato, calculadas a partir de medidas

estacionarias de emision.

Aniones acetato

Un conjunto de experimentos smilar d que se acaba de presentar s llevd a
cabo con aniones acetato. Se tomaron los espectros de emision de mezclas de las
digtintas pterinas con aniones acetato a pH 6.2 y 10.0. Andogamente, en soluciones
&cidas 2 obsarvé un fuerte quenching de la emison fluorescente. En soluciones
acdinas este efecto es despreciable. En la Figura 10.17 se observan los espectros de
emisién de una solucion de pterina (2.5 x 10°) M, en sus formas &cida y dcdinag, a
diferentes concentraciones de aniones acetato. El mismo fendmeno se observa en todas
las pterinas estudiadas. Las gréficas de intensdad de fluorescencia en funcién de la
concentracion de anion y los correspondientes andisis de Stern-Volmer se muestran en
las Figuras 10.18 a 10.27.

En ktabla 10.3 se listan los valores de las congtantes de Stern-Volmer (Kg,)
obtenidas en estos experimentos. Puede apreciarse, en primer lugar, que todos los
vaores en medio &cido son del orden de los obtenidos en |os experimentos con fosfato,
pero ligeramente mayores. Otra observacion que puede redizarse es que € orden de

los vaores obtenidos para los diferentes compuestos es € mismo para los dos aniones,



sendo la constante de Stern-Volmer de pterina la mayor, y la de 6 carboxipterinala
menor. Por ultimo, debe marcarse que para las formas acainas no pudo detectarse

efecto de quenching en ninguna de las pterinas andizadas, alin habiéndose redizado

medidas en soluciones con concentraciones de acetato cercanasal M.
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Figura 10.17: Espectros de emisién de fluorescencia de soluciones acidas y

alcalinasde pterina (2.5 x 10° M) en presencia de aniones acetato.
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Figura 10.18 (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una solucién de

pterina (25 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de aniones

acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.19: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una solucién de
pterina (25 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de aniones

acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.20: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una solucién de
6-carboxipterina (25 x 10°> M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de

aniones acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.21: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una solucion de
6-carboxipterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de

aniones acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.22: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de

6-formilpterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de

aniones acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.23: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de

6-formilpterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracion de

aniones acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.24: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de una solucién de

biopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracion de aniones

acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.25: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucién de

biopterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracién de aniones

acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.26: (a) Variacion de la intensdad de fluoresencia de una solucion de

neopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2 en funcién de la concentracién de aniones

acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 10.27: (a) Variacion de la intensdad de fluorescencia de una solucion de
neopterina (2.5 x 10° M) de pH 10.0 en funcién de la concentracién de aniones

acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.

Compuesto ﬁr?a(gﬂdéz flérsr:u/ef I;J/Ic;)ina
pterina 17.5
6-carboxipterina 94
6-formilpterina 11.0
biopterina 14.6
neopterina 14.3

Tabla 10.3; Congtantes de Stern-Volmer (K sy) para € proceso de quenching de
fluorescencia de pterinas por aniones acetato, calculadas a partir de medidas

estacionarias de emision.

Aniones cloruros



Paraevauar d efecto de lafuerzaidnica en laintensdad de fluorescenciade las
pterinas se llevaron a cabo estudios similares a los descriptos para aniones acetato y
fosfato, sobre soluciones conteniendo cada una de las cinco pterinas (25x 10°
M) y aniones cloruro. Se eligieron dtas concentraciones de cloruros, hasta 500 mM.
Para ninguna de las pterinas estudiadas se encontré un descenso gpreciable de la
emision fluorescente, descartando de esta forma cuaquier efecto de la fuerza idnica

sobre la fluorescencia

Estudio resuelto en e tiempo por Single Photon Counting.

Se redizaron experimentos resueltos en € tiempo para andizar la influencia de
los aniones en los tiempos de vida de fluorescencia de las formas &cidas de las pterinas.
Se prepararon las soluciones acuosas Smilares a las que se utilizaron en las medidas
estacionarias de fluorescencia. Para cada solucion se registré € decaimiento de la
intensidad fluorescente en funcion dd tiempo.

En todos los casos se observo una significativa disminucion de los tiempos de
vida de fluorescenciad aumentar la concentracion de iones fosfatos. En la Figura 10.28
pueden gpreciarse los decaimientos de la emision fluorescente registrados en soluciones
de biopterina (2.5 x 10° M) en presencia de aniones fosfato a pH 6.2. En este gréfico
e muestran también los gustes no linedes redizados suponiendo un comportamiento
cinéico de primer orden. Puede obsarvarse claramente que d aumentar la
concentracion del anion, € proceso se acdera. En las gréficas 10.29 a 10.33 se puede
obsarvar las variaciones de los tiempos de vida con la concentracion de fosfato y los

correspondientes andlisis de Stern-Volmer.



Figura 10.28: Variacion de la emisién fluorescente en funcién del tiempo de una
solucion de biopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2. Trazas obtenidas a distintas
concentraciones de aniones fosfato. Las lineas rojas representan los ajustes no
lineales.
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Figura 10.29: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de pterina
(25 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones fosfato a pH 6.2.
(b) Gréaficade Stern-Volmer.
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Figura 10.30: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de
6-car boxipterina (2.5 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones fosfato

apH 6.2. (b) Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.31: (a) Tiempos de vida de fluor escencia de una solucién de 6

formilpterina (2.5 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones fosfato a

pH 6.2. (b) Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.32: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de biopterina
(2.5 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones fosfato a pH 6.2. (b)

Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.33: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucién de
neopterina (2.5 x 10> M) en funcién de la concentracién de aniones fosfato a pH
6.2. (b) Gréficade Stern-Volmer.
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El mismo tipo d

e resultados se obtuvo en los experimentos redizados con

acetato. A modo de gemplo, en la Figura 10.34 se muestran |as trazas obtenidas con

soluciones de biopterina (25 x 10° M) y los correspondientes gjustes no linedes.,

Puede gpreciarse claramente que los tiempos de vida de fluorescencia disminuyen d

aumentar la concentracion del i6n acetato. En las Figuras 10.35 a 10.39 se muestra la

dependencia de los tiempos de vida de fluorescencia de los cinco compuestos

estudiados con la concentracion del i6n y las correspondientes gréficas de Stern

Volmer
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Figura 10.34: : Variacion de la emision fluorescente en funcion del tiempo de

una solucion de biopterina (2.5 x 10° M) de pH 6.2. Trazas obtenidas a digtintas

concentraciones de aniones acetato. Las lineas rojas representan los ajustes no
lineales.
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Figura 10.35: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de pterina
(2.5 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones acetato a pH 6.2. (b)

Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.36: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de
6-carboxipterina (2.5 x 10° M) en funcién de la concentracion de aniones acetato
apH 6.2. (b) Gréfica de Stern-Volmer.
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Figura 10.37: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucion de
6-formilpterina (2.5 x 10° M) en funcién de la concentracion de aniones acetato

apH 6.2. (b) Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.38: (a) Tiempos devida de fluorescencia de una solucion de biopterina
(2.5 x 10° M) en funcion de la concentracion de aniones acetato a pH 6.2. (b)

Gréficade Stern-Volmer.
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Figura 10.39: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de una solucién de
neopterina (2.5 x 10° M) en funcién de la concentracién de aniones acetato a pH
6.2. (b) Gréficade Stern-Volmer.

Los vdores de las congantes de SternVome (Kg,) obtenidas en los
experimentos resueltos en € tiempo, tanto como para fosfato como para acetato, se
ligan en la Tabla 10.4. Puede agpreciarse que estos valores son similares alos obtenidos
en las medidas estacionarias (Tabla 10.2 y 10.3). Este hecho permite inferir, teniendo

en cuenta las consideraciones tedricas expuestas en d Capitulo 6, que € proceso de

quenching es de tipo dinamico.
K S\ (M _1) K SV (M _1)
CompueStO lonesfosfato lones acetato
pterina 12.7 14.2
6-carboxipterina 5.1 9.3
6-formilpterina 6.1 12.8
biopterina 12.8 153
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neopterina 10.9 12,5

Tabla 10.4: Constantes de Stern-Volmer (K sy) para e proceso de quenching de
fluorescencia de pterinas por aniones fosfato y acetato, calculadas a partir de

medidas de emision resueltas en € tiempo.

Célculo delas constantes bimolecular de quenching de fluorescencia.

Como se expuso en € Capitulo 6, la constante de SternVolmer se relaciona

con la congtante bimolecular de quenching de fluorescencia de la siguiente forma:

Ko =t Kq

Asi d cdculo de la congtante bimolecular de quenching de fluorescencia a partir de K g,
es posible s se conoce d tiempo de vida de fluorescencia de compuesto estudiado en
ausenciadd quencher (t£9). Los tiempos de vida de fluorescencia de cada pterina
fueron presentados en @ Capitulo 9. En la Tabla 105 s ligan las constantes
bimolecular de quenching de fluorescencia calculadas para las formas écidas de las
cinco pterinas estudiadas, con aniones acetato y fosfato. Los vaores de Ky, empleados
para cacular estas constantes se obtuvieron promediando |os valores obtenidos en los

dos grupos de experimentos (medidas estacionarias y resudtas en € tiempo).

Compuesto anion Kq (10° M1s?)
fodfato 161
pterina
acetato 2.09
6-car boxipterina fosfato 1.93
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acetato 1.61

fodao 0.79
6-formilpterina

acetato 151

fodfao 1.46
biopterina

acetato 1.64

fosfato 1.33
neopterina

acetato 151

Tabla 10.5: Constantes bimolecular de quenching de fluorescencia de pterinas

con aniones acetato y fosfato a pH 6.2.

De lo expuesto en € presente Capitulo se puede concluir que la fluorescencia
exhibida por las formas &cidas de pterinas es fuertemente disminuida por aniones fosfato
y acetato. Este quenching de fluorescencia observado es salectivo de dgunosiones, ya
que otras aniones, como sulfato, nitrato o cloruro, no lo producen.

El proceso de quenching estudiado tiene importancia anditica, ya que muchas
técnicas utilizan la fluorescencia de las pterinas para su deteccion y cuantificacion. Los
solventes utilizados en dichas técnicas son, frecuentemente, buffers de fosfato. De
acuerdo d pH eegido puede obtenerse mayor 0 menor sensibilidad en € método. Asi,
los iones fosfato y acetato en medio dcalino podran usarse Sin restricciones para
detectar y cuantificar pterinas. Mientras que en medio &cido deberian tener en cuenta e

proceso de quenching y redlizarse las modificaciones necesarias para evitarlo.
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