Capitulo 5

ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

Exigen numerosas técnicas espectroscopicas que permiten estudiar los
edados excitados de las moléculas organicas. En particular, los espectros de
absorcion 'y emison de una molécula proveen informacion fundamentd sobre la
edructura, estado energético y dindmica de los etado excitedos [Lakowicz, 1983.
En esde Capitulo s detdlan los métodos espectroscopicos empleados para €
esudio de los edados excitados de las pterinas en solucion acuosa. También se

explica que informacion se obtiene con cada técnicay como se andizala misma

Espectros de Absor cion.

Un espectro de absorcion es un registro de la intensdad de la absorcion de
luz por una muestra en funcion de la longitud de onda (o frecuencid) de la luz
incidente. Un espectro de absorcion muestra que longitudes de onda son
absorbidas por la molécula en edudio d pasx de nivdes de menor a mayor
enagia Las bandas obsarvadas en @ espectro dan informacién sobre las
diferencias energéticas entre los estados energéticos de una molécula Un espectro
de absorcion UV-vishle no proporciona una dara identificacion de un compuesto.
Sin embargo, es muy (til para obsarvar cambios en los grupos funciondes de una
molécula, debido a que es muy sensble a dlos Por gemplo, formas é&cido-base
diferentes de una misma sudancia pueden claramente ser identificadas por las
diferencias en sus espectros de absorcion.

Para obtener un espectro de absorcion se requiere de un eguipo que posea
una fuente de luz edable, con capacidad de vaiar la longitud de onda en forma
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continua en la region UV-vishle dd espectro dectromagnético. Debe poseer
también un detector cgpaz de responder linedmente con la intensdad de la
radiacion trangmitida a través de la muestra. La muestra puede encontrarse en fase
gaseosy, liquida o Sdlida, pero usudmente se encuentra en soluciones diluidas,
contenidas en cddas de vidrio 0 cuarzo. La cdda debe ser transparente a la
radiacion, por dlo € uso de cddas de cuazo es esencid para longitudes de onda
menores que 300 nm. S la muedra 2 encuentra en solucion, debe redizarse una
correccion por € solvente, debido a que € mismo puede presentar dosorcion UV -
visble

Los espectros de absorcion se obtuvieron con espectrofotometros Cary 3 'y
Cary 5 (Varian). Edos equipos permiten obtener espectros entre 190 y 900 nm.
Son espectrofotometros de barrido de doble haz y smple haz, repectivamente,
providos con programes adecuados para regisrar y dmacenar espectros. Estos
programas también promedian sefides que permiten Suavizar los espectros cuando
la rdacion sefid / ruido es desfavorable Los espectros se redizaron utilizando
agua como blanco. Se utilizaron cddas de cuarzo, y, segln la aosorbencia de la
muestra, se digieron celdas de diferentes caminos Opticos. 0.1, 0.2 cmo 1 cm.

Ademés de brindar informacion sobre los estados excitados de las pterinas,
los espectros de absorcidn en ete trabgo fueron una herramienta fundamenta
paa fijar condiciones experimentades y paa deectar y controlar cambios
quimicos como consecuencia de la irradiacion o reacciones térmicas. Los cambios
espectrdes obsarvados pueden ser indicativos de cambios quimicos, y los
espectros de absorcion de las moléculas que aqui se estudian son muy sensbles a
dteraciones en su estructuraquimica

Como metodologia adecuada para evaduar cambios quimicos, los espectros
de absorcion se tomaron en cada experimento de irradiacion continua (méodo que
s describe en d Capitulo 8 y s andizaron los espectros diferencia [Thomas,
2001]. Los espectros diferencia se obtienen d resar a todos los espectros de
absorcion absolutos obtenidos a didintos tiempos de irradiacion € espectro de
absorcion de la solucion antes de s irradiada Con este andiss pueden
observarse los puntos isosbédticos y andizar su condancia en d tiempo. S eda

ocurriendo un proceso Unico los puntos isosbégticos se mantienen en € tiempo.
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También s utilizaron espectros de absorcion normdizados y esectros diferencia
normdizados. Los espectros normdizados se obtienen d  dividir las absorbancias
a cada longitud de onda por un nimero arbitrario conveniente En este trabgo
sempre £ digié d vador maximo de absorcion.

Por otro lado, como s menciond en d Capitulo anterior, en ciertos
experimentos s empleron medidas de dbsorbancia para  determinar la
concentracion de derivados pterinicos en solucion. Asmismo, los espectros de
absorcion s usaron para controlar la edtabilidad de las soluciones dmacenadas.
En muchos experimentos se recurrié a las medidas de absorbancia para fijar la
concentracion y / o absorbancia de una solucion a determinada longitud de onda
En todos estos casos se tomaron espectros de absorcion antes de cada

experimento.

Espectros de emision.

Un espectro de emiSon es un regisro de intensdad de la emison como
funcion de la longitud de onda de la luz emitida Los espectros de emison son
muy vaigbles y dependen de la estructura quimica de la molécula y de solvente
en que la misma eda disudta [Lakowicz, 1983]. Los espectros de emison s
observan cuando una molécula exciteda piede d exceo de enegia
radiativamente. Puede observarse las diferencias de energias que existen entre los
edados involucrados en la transcidon. Tanto los espectros de absorcion como los
de emison dan informecion reacionada con los nivees de energia de las
moléculas, pero hay consderaciones practicas a tener en cuenta para degir una u
otratécnica

Como e explicd en d Capitulo 1, hay dos formes de emitir la radiacion:
fluorescencia y fosforescencia. Ambas pueden disinguirse experimentamente
observando € tiempo de vida dd edado excitado. La fluorescencia cesa cas
inmediatamente después de interrumpir la irradiacion (10° - 10° seg), mientras
gue la fosforescencia se prolonga durante un periodo més largo que d observado

paralafluorescencia
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Se obsarva caracterigticamente que la radiacion de fluorescencia ocurre a
longitudes de onda mayores que la correspondiente a la radiacion incidente. Esta
pérdida de energia, fendmeno conocido como corrimiento de Stockes, e debe a
dispacion de energia vibraciond, a redigribucion de eectrones en moléculas de
lvente, re-orientacion de las moléculas de solvente e interacciones entre la
molécula absorbente y |as moléculas dd solvente [Lakowicz, 1983).

Como ya s menciond en d Capitulo 1, ocadondmente la molécula
excitada puede, por reordenamiento eectronico, sufrir cambios que le permiten
dcanzar un estado triplete. Las propiedades de una molécula en d edado triplete
excitado difieren condderadblemente de las propiedades de la misma en esado
snglete. Por otra parte una trandcion triplete-anglete resulta muy poco probable,
sn embago, usudmente ocurre por un procesd  denominado  “ cruzamento
intersstemas’. A pesr de que edtas trandciones (T:® S) son menos probables,
ocurren y la emisén resultante es la fosforescencia Sin embargo, @ tiempo para
que la poblacion de moléculas en estado T, se desexcite y regrese d estado basa
S es meyor que desde un singlete excitado.

Para obtener un espectro de emisién se necesita un equipo con una fuente
de luz UV-visble La longitud de onda de excitacion se sdecciona haciendo pasar
d haz de luz por un monocromedor de excitacion. La muedra que se coloca en
cedas de vidrio o cuarzo, recibe la radiacion de excitacion en una cara de la
misma, y emite por fluorescenca La radiacion emitida s observa
perpendicularmente a la radiacion de excitacion, en un segundo monocromador de
emison que la digpesa y cada longitud de onda transmitida es detectada por un
detector.

Para obtener los espectros de emisdn e utilizd un equipo Single Photon
Counting FL900CDT (Edinburgh Analytical Instruments). Ede equipo puede
redizar tanto medidas de estado edtacionario (espectros de emisSon, espectros de
excitacion) como medidas resudtas en d tiempo (determinacion de tiempos de
vida de estados excitados). Para redizar ambos tipos de experimentos cuenta con
dos lamparas diferentes una pulsada y otra edacionaria Para redizar los
espectros de emision utiliza la lampara etacionaria de dta presion de xenon (419
Kw).
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Todas las medidas de fluorescencia se redizaron en soluciones acuosss. Se
empled una celda de cuarzo de 1 cm longitud de camino dptico. La temperatura de
las muestras (240 + 02 °C) se reguld6 con la ayuda de un digpostivo de
circulacion de agua conectado a un termodtato. Se registraron los espectros de
emison corregidos (6 equipo corrige automéicamente la respuesta dd fototubo y
dd monocromador de emisdn) entre 360 y 650 nm, exditando con luz de longitud
de onda correspondiente a la banda de menor energia de la pterinas (350 nm). Sin
embargo, adgunos experimentos e redizaron excitando las muestras con otras
longitudes de onda, con & objetivo de esudiar la influenda de la longitud de onda
de excitacion sobre |0s espectros de emision.

Todas las medides redizadas en d equipo Sngle Photon Counting
utilizado en d presente trabgo s redizaron en d Ingtituto Engler Bunte de la
Universdad de Karlsruhe, en d maco de un convenio de colaboracion entre
dicho Indituto y d grupo de Cindica y Fotoquimica dd Ingtituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Tedricasy Aplicadas INIFTA (SECyT-BMFB).

También s redizaon medides de emison empleaxdo 4
espectrofotdmetro Cary 3, que cuenta con un accesorio especid para este fin. Ese
equipo nNo permite redizar espectros de emison porque no posee un digpostivo
cgpaz de cuantificar la luz emitida por la muesra a didintas longitudes de onda
Sn embargo, puede cuantificar la emison totd entre 200 y 700 nm. La longitud
de onda de excitacion, por su pate, puede sdeccionarse. Edta técnica es muy Util
para redizar experimentos rgpidos que permiten evduar y comparar la emisién de
diferentes soluciones. Estas medidas s emplearon en experimentos preliminares
gue permitieron luego disefiar los edudios Sgtemdicos con la técnica Single
Photon Counting.

En todos los experimentos redizados en  Cay 3 < utilizaron cddas para
fluorescenciade 1 cmx 1 cmy de 1 cm x 04 cm. La luz de excitacion utilizada
fue de 340 nm, & ancho derendija0.4 cm.
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Espectros de excitacion

Los espectros de excitacion regidran la intenddad de la emison a una
frecuencia dada como funcidn de la longitud de onda de la luz de excitacion. La
excitacion se redliza con luz de longitud de onda variable e intensdad fija

El espectro de excitacion se puede presentar representando € rendimiento
cuantico de emison relaivo a cada longitud de onda de excitacion. Generdmente,
la mayoria de las moléculas fluorescentes tiene rendimientos cudnticos y espectros
de emisdn independientes de la longitud de onda de excitacion. En consecuencia,
e espectro de excitacion de una molécula fluorescente se superpone a su epectro
de absorcion [Lakowicz, 1983)].

El equipo empleado en la determinacion de los espectros de excitacion de
las pterinas en solucion acuosa fue d mismo que d utilizado para obtener los
espectros de emision. La presencia de los dos monocromadores permite d registro
de los dos diferentes tipos de espectros. Como se detdld en la seccidn anterior €
espectro de emison de una muestra s registra manteniendo @ monocromedor de
excitacion en una longitud de onda fija Por € contrario, para obtener d espectro
de excitacion debe mantenerse  monocromador de emisén a una longitud de
onda fija a la cud emite la muestra, que generdmente coincide, 0 e muy
proxima, con d m&imo de emison. Bl movimiento dd monocromedor de
excdtacion permite sdeccionar la longitud de onda de la radiacion absorbida por la
muestra Ad 2 puede medir la intensdad de emison a una longitud de onda dada
como funcion de lalongitud de onda de excitacion.

La intenddad de la luz incdente varia con la longitud de onda debido a
qgue la lampara no provee una misma intensdad de luz en todo su espectro de
emison. Entonces los espectros de excitacion resultan distorsonados por dicho
motivo. Por lo tanto, se debe redizar una correccion de la sefid de intensdad de la
emison de la muedra trandformandola en una sefid proporciond d numero de
fotones incidentes. Para dlo se usan referencias, a modo de contedores de fotones,
como rodamina B, fluoresceina o bisulfato de quining, segin @ rango de
longitudes de onda necesario. El mé&ximo de emison y d rendimiento cuantico de



emison de edas referencias es independiente de la longitud de onda de la luz
incidente, en determinados rangos del espectro, por |0 que proveen una emison, a
longitud de onda constante, proporciond d flujo de fotonesde la luz incidente,

Los egpectros de excitacion de los derivados pterinicos edudiados se
tomaron empleando rodamina B en dilenglicol (3 ¢/) como referencia Ede
compuedto es adecuado para s utilizado como referencia en d  rango
comprendido entre 220 y 600 nm [Lakowicz, 1983. El espectro de emisdn de la
rodamina B. Los espectros se obtuvieron exdtando con luz entre 230 y 440 nm, y
% regigro la emison a 450 nm, longitud de onda cercana d maximo de emison

de las pterinas en solucion acuosa.

Rendimientos cuanticos de fluor escencia.

En fotoquimica exigen dos leyes fundamentdes La primera ley fue
formulada por Grotthuss y Draper y dice que solo la luz absorbida por una
molécula puede producir cambio fotoquimico en la misma. Se enfatiza luz
absorbida, es dedr, que la luz que smplemente pasa por d dsema no produce
cambio adguno. La evolucion de la teoria cuénitica llevd a Stak y Eingen a
complementar eta ley, originando la segunda ley de la fotoguimica s una
especie absorbe radiacion, por cada cuanto de energia absorbido se excita una
molécula. Egto indica que un solo foton es responsable dd cambio fotoquimico en
una molécula Sobre la base de edtas dos leyes fundamentdes se puede definir d
término rendimiento cudntico.

Los rendimientos cuanticos dan cuenta de la eficiencia de un proceso en
términos de la cantidad de energia luminica absorbida Se puede expresxr €
rendimiento cudntico de un proceso fotofisco, como la fluorescencia (F ), en
términos de nimero de moléculas fluoresoentes respecto de los fotones de luz
absorbidos

Fro Nro moléculas fluorescentes por unidad de tiempo y por unidad de volumen
Nro de cuantos absorbidos por unidad de tiempo y por unidad de volumen
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Como d nimeo de fotones adsorbidos es proporciond a la intenddad de la
radiacion absorbida (1) y  nimero de fotones emitidos por fluorescencia es
proporciond alaintensidad de radiacion fluorescente (1r), se puede escribir:

El rendimiento cuéntico de fluorescencia, F r, de especies moleculares (d)
puede ser determinado experimentamente por comparacion de la intensdad de
fluorescencia, 1, medida como d &ea debgo dd espectro de fluorescencia
corregido (lg) y la intensdad de fluorescencia, medida de la misma formg, de una
solucién de una referencia de rendimiento cuantico conocido (Ig). Como la
cantidad de fotones absorbidos por la muestra y la referencia puede ser ditinta,
debe redizarse una correccion teniendo en cuenta las absorbancias de ambas
sustancias a la longitud de onda de exctacion (Ad y As, respectivamente)
Utilizando d mismo equipo, en idéttices condicdones (longitud de onda de
exctacion, ceda, detura de las rendijas, temperaura, ec), € rendimiento

cuantico de fluorescencia se determina con la ecuacion:

F = [(Asland)(Aal .1)]IF &

donde n € indice de refraccion dd solvente. En todos los experimentos redlizados
para este trabgo de tess se utilizd d mismo solvente (agua) por lo cud d factor
niing’ puede ser diminado. Esta ecuacion es véida sdlo para soluciones diluidas,
con absorbancia no mayor a 0.10. De lo contrario, A debe reemplazarse por
1-10%.

Se uilizd d mismo eqipo Sngle Photon Counting FLO0OCDT
(Edinburgh Analytical Instruments) que se describié anteriormente, con la
lampara edacionaria  Los rendimientos cudniticos de fluorescencia  fueron
determinados a partir de los espectros de fluorescencia corregidos obtenidos por
excitacion a 350 nm, usando como referencia bisulfato de quinina (Riede-
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deHaen) en solucién acuosa de H.SO, 0.5 M ¢ = 0.546) Eaton, 1989; Meech y
Phillips, 1993]. El espectro de fluorescencia de la referencia se muedtra en la
Figura 5.1. Para evitar efectos de filtro interno la absorbancia de la solucion a la
longitud de onda de excitacion se fijo en un vaor menor a0.10.
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Figura 5.1: espectro de emisén normalizado de sulfato de quinina en

solucion acuosade H2S040.5 M.

Los rendimientos cuatticos de fluorescencia a longitudes de onda

diferentes (F{) se cdcularon a partir de los espectros de excitacion y de los
rendimientos cuénticos fluorescencia a 350 nm (F; *), utilizando la Sguiente

ecuacion;

Fe' =Fe . (I / 1@s0) - [(1-10°%9) 1 (1-10"0)]
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Agqui gy Y l@sp son las intensdades de la emison medidas a 450 nm excitando a
30 nNmy a |, regpectivamente, obtenidos de los espectros de excitacion; Ag) y
A (350 las dbsorbancias de lasolucion a350 nm y |, respectivamente,

Estudio resuelto en € tiempo de la fluor escencia.

El tiempo de vida de fluorescenda (tr) de una sustancia representa €
tiempo promedio en que una poblacion de moléculas excitadas disminuye a 1/e de
su vdor inidd [Lakowicz, 1983]. Ademas como s explicaa més addante, la
determinacion  del tiempo de vida de fluorescenca proporciona  vdiosa
informacion en procesos de quenching. Por gemplo, permite obtener informacion
sobre la frecuencia de colison con las moléculas quenchers, la fraccion de energia
transferiday la extension de reaccion en € estado estacionario.

Paa redizar las medidas de este pardmetro se necestan  equipos
electronicos y detectores de muy dta velocidad, porque sus vaores son ded orden
de los nanosegundos. La técnica condste en excitar la muestra con un pulso de luz
muy corto de longitud de onda goropiada y registrar d decamiento de la
fluorecencia en funcién dd tiempo. El pulso de luz provoca la poblacion dd
edado gnglete excitado. S condderamos Solamente un proceso radiaivo la
velocidad con que decrece @ nimero de moléculas en @ edado excitado puede

describirse con lasguiente ecuacion:

d(N*)

qt =-ke N

donde kr es d codficiente de velocidad de emision espontanea y N* d ndmero de
moléculas en € estado excitado. Al resolver esta ecuacion, se obtiene:

K t
N = N e Y
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donde N* y N*, son d nimero de moléculas en estado excitado a un tiempo t y O,
respectivamente. Por elo s espera que la intenddad de fluorescencia, que es
proporciond d nimero de molécules en d edado excitado, tenga un decamiento
exponencid.

Teniendo en cuenta estas conddeaciones, d tiempo de vida de
fluorescencia se define cono d tiempo requerido que para la intenddad de

fluorescenciadcance Yede su vdor inicid. Esdecir:

1
tpr=—
ke

Para las medidas de tiempos de vida de fluorescencia se utilizd @ equipo
Sngle Photon Counting, descripto anteriormente en este mismo Capitulo. Para los
edudios resudtos en d tiempo este equipo utliza una lampara pulsada de
nitrégeno (pureza > 99.9995), a 1.2 bar, y dimentada con una tendén de 6.3 kV y
una frecuencia de repeticion de 40 kHz. En edas condiciones emite, por cada
puso, una intensided dd orden de 10°° fotones El rango dd equipo es
500 ps — 500 ns, pero paa las medides dd presente trabgo se utilizd una
resolucion de O - 100 ns. Los decamientos se monitorearon a 450 nm y la luz de
excitacon fue 350 nm. Los tiempos de vida se obtwvieron dd  decamiento
monoexponencid obsarvado luego de la deconvolucidon de la sefid de la lampara,
mediante d uso de software provisto por Edinburgh Andyticd Insruments.
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