Capitulo 9

FLUORESCENCIA DE PTERINAS

De acuerdo a lo expuesto en € Capitulo 2, se conoce desde hace tiempo que
las pterinas son sistemas fotoluminiscentes, es decir, que emiten luz a ser excitados con
radiacion dectromagnética. Presentan en  forma  caracteristica  fluorescencia,
dependiente del pH, con un maximo de emisién drededor de los 450 nm y edta
propiedad es utilizada con fines anditicos. Las pterinas no presentan emision
fosforescente detectable a temperatura ambiente, la cud puede, Sn anbargo, registrarse
amuy bajas temperaturas (77 K) [ Chahici et al., 1981].

Como ya se menciond en € Capitulo 2, las pterinas tienen diferentes formas
&cido-base. Debido a las diferencias en la estructura quimica de las diferentes pterinas
cada una tiene propiedades &cido-base propias, pero todas elas comparten un
equilibrio &cido- base comun, que involucra los mismas grupos funcionaes, con un pKa
cercano a 8. Dicho equilibrio se muestra en la Figura 9.1, pudiendo observarse que €
grupo amida se transforma en fenolato d aumentar € pH. Lasedtructuras 1y 2 de la
Figura 9.1 se nombraran como “ forma acida” y “ forma alcalina” , respectivamente.
En todas estas moléculas estan presentes otros equilibrios &cido-base, que carecen de
importanciaen € rango de pH utilizado 4 - 13).

Estas formas &cido-base presentan caracterigticas fotoquimicas diferentes,
sendo imprescindible conocer qué forma esa presente en las condiciones
experimentaes. Debido a esto, la mayor parte de los experimentos redizados en d
presente trabgjo de tesis se llevd a cabo en condiciones de pH donde se encuentre una
Unica forma &cido-base, de formata que los datos obtenidos correspondan a una sola

especie’y no aunamezcla de diferentes formes.



o

O
4
HNS N ‘6 R on NZ NP ‘6 i
/K\l 8 7 H* )2\\1 | 7
H,N N N oN N N
(1)

H
2)

Figura 9.1: Equilibrio &cido-base de las pterinas. (1) forma &cida, (2) forma

alcalina.

Espectrosde absor cion.

Cada estructura &cido-base tiene caracteristicas espectroscopicas diferentes.
Entonces es importante, en primer lugar, andizar en forma detalada los espectros de
absorcién de los compuestos en estudio. L os espectros de absorcion de las dos formas
&cido-base fueron obtenidos de dos dicuotas de una misma solucion a dos vaores

diferentesde pH (5.5y 10.5).

Pterina: EnlaFigura 9.2 se muestran los espectros de absorcion de laformaaciday
de la forma dcdina. Puede observarse que la forma dcaina presenta la banda de
absorcion, entre 300 - 400 nm, desplazada hacia @ visble, y la banda ubicada en la
region entre 230 - 290 nm, desplazada hacia € ultravioleta. La forma dcalina presenta
mayores coeficientes de absorcion en ambas bandas que la correspondiente forma

acida.

6-carboxipterina: En la Figura 9.3 se muestran los espectros de la forma acida y
basica de la 6carboxipterina. Las diferencias entre los espectros de ambas formas
&cido- base son Smilares alas observadas en la pterina

Al acidificar soluciones de 6 carboxipterina hasta un pH arededor de 4 se

observan cambios espectrales que indican la presencia de otro equilibrio é&cido-base.
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Este equilibrio puede ser atribuido a carboxilo delaposicion 6, y tiene un pKade 3.05
[Mondpoli et al., 2000]. Por este motivo se evitd redizar experimentos con soluciones
de 6carboxipterina a valores de pH menores a 4.5 previniendo de esta manera la

presencia de una nueva forma acido-base.
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Figura 9.2: Espectros de absorcion para una soluciéon 1 x 10* M de pterina.

Camino optico de 1 cm.

6-formilpterina: En laFigura 9.4 pueden observarse |os espectros correspondientes
a las formas &cida y acdina Puede gpreciarse que los espectros de este compuesto

muestran significativas deferencias con los correspondientes espectros de pterinay 6

carboxipterina. No se encontro en literatura una explicacion para este fendmeno.
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Figura 9.3: Espectros de absorcién para una solucién1 x 10*M de 6-

car boxipterina. Camino éptico de 1 cm.
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Figura 9.4: Espectros de absorcion para una solucion 9 x 10° M de
6-formilpterina. Camino 6ptico de 1 cm.

Acido félica Como se menciond anteriormente, este compuesto es una pterina
conjugada, en lacua pueden reconocerse tres porciones. una porcidn pterinica, otrade
&cido glutdmico (un amino&cido) y otra de &cido p-aminobenzoico (Capitulo 2, Figura
2.4). Los espectros de las formas &cida y dcdina del &cido félico se muestran en la
Figura9.5. Laformaécidadd &cido fdlico presentacarganeta-2 y laformaacaina-3.
Puede agpreciarse que @ espectro de la forma acaina presenta tres bandas de
absorcion. Edta caracteristica particular puede explicarse teniendo en cuenta d grupo
bencénico sudtituyente que presenta esta pterina. En efecto, la banda con € maximo en
255 nm es asignada d anillo pterinico, mientras que la banda con maximo en 285 puede
s asignada a resduo de &ido p-aminobenzoico. En la forma &cida pareciera
desaparecer una banda. En redidad, s se asume que la banda de 255 nm sufre un
corrimiento Smilar ad observado para otras pterinas d pasar de la forma &cida a la
dcdina 'y que, por € contrario, la banda de 285 nm no se dtera, ambas bandas
deberian superponerse. El escaso aumento de los coeficientes de absorcion de las
bandas superpuestas respecto a los correspondientes a ambas bandas presentes en la
forma dcalina, puede explicarse considerando que, tal como se observa [@ra otras
pterinas, la banda de 255 nm debe sufrir una pérdida de intensidad d pasar ala forma
&cida [Thiéry-Cailly, 1968]-

La porcion pterinica dd &cido fdlico presenta e mismo grupo ionizeble que las
pterinas anteriormente descriptas. Pero la porcionde &cido glutamico posee dos grupos
ionizables mas (cuyos pKa en € &cido glutamico libre son 219 y 4.25 [Lehninger,
1985]), que le confieren atisima solubilidad a pH ligeramente acidas, neutras o acaines.
Sin embargo, 9 se acidifica una solucién de &cido félico a un pH menor que 5.5 la
solubilidad disminuye dragticamente, debido a la protonacion de los carboxilos. Para
todos los experimentos descriptos en este Capitulo se €igio un rango de pH ta que

estos grupos estén sempre ionizados[ Thomaset al., 1996] -



Biopterina y Neopterina: Estos dos compuestos, muy parecidos estructuralmente,

presentan espectros de absorcidn smilares. Ademés las diferencias espectraes entre las
correspondientes formas &cida y acdina son dd mismo tipo a las observadas para

pterina (Figuras 9.6 y 9.7).
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Figura 9.5: Espectros de absorcion para una soluciéon 1 x 10* M de &cido félico.

Camino éptico de 1 cm.

El andisis de los espectros de absorcion de las sais pterinas permite redizar
dgunas generdizaciones. todas presentan dos bandas principaes de absorcion, una
banda en d rango de longitudes de onda 220 a 290 nm con coeficientes de extincion
molar altos entre 1 x 10* y 2 x 10* Mt cm?, y la otra, con un méximo cercano a los
350 nm, con menor coeficiente de extincion molar entre 5 x 10°y 1 x 10 Mt cm.
Estos espectros indican d menos dos estados eectrénicos excitados. También
podemos observar un corrimiento de la banda de mayor energia a menores longitudes

de onda d pasar de laforma &cidaaladcdina, y € efecto contrario, corrimiento hacia
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longitudes de onda mayores, de la banda de menor energia. Por Ultimo, las formas
acdinas tienen coeficientes de extincion mayores que las formas &cidas para ambas

bandas.
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Figura 9.6: Espectrosde absorcion para una solucion 1.7 x 10° M de biopterina.

Camino Optico de 1 cm.
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Figura 9.7: Espectros de absorcién para una solucién 1.7 x 10° M de

neopterina. Camino éptico de 1 cm.

Espectrosde emision.

Las diferencias espectrdes entre las formas acido-base de las pterinas
descriptas anteriormente hacen suponer que la fluorescencia de estos compuestos es
dependiente ddl pH. Debido a dlo se tomaron los espectros de emisién de soluciones
con formas &cidas y dcdinas de pterina, 6-carboxiptering, 6-
formilptering, acido félico, neopterina 'y bioptering, excitando a 350 nm y a diferentes
valores de pH.

En la Figura 9.8 se muestran los espectros de emision corregidos normdizados
de los seis compuestos mencionados, en sus dos formas &cido-base (forma acida a pH
=55y forma dcaina a pH = 10.5). En todos los casos puede observarse una banda
con un maximo cercano a 450 nm, que explica la caracteristica emison de luz azul que
e gorecia d irradiar soluciones acuosas de pterinas con luz UV -A. Puede observarse
un claro corrimiento batocromico de las bandas de emison de las formas dcainas
respecto de las correspondientes a las formas &cidas. En la Tabla 9.1 se listan los
vaores de longitud de onda para cada maximo. También se observaron diferencias en
las intenddades de emisiéon de las dos formas acido-base estudiadas para cada
compuesto, pero este punto sera discutido mas adelante, cuando se presenten los
rendimientos cuanticos de fluorescencia. No obstante, debe mencionarse que € eevado
ruido que se gorecia en los espectros de emision del &cido félico tiene su origen en una
intenddad extremadamente bga en comparacion con los demés compuestos
estudiados.

Como se observo anteriormente en este Capitulo |os espectros de absorcion de
las pterinas presentan més de una banda de absorcidn, dos bandas a menos. Esto

indica que € estado basal de las pterinas pasa a més de un estado excitado, por
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absorcion de luz. Estos estados excitados pueden ser fluorescentes o no. Parainvestigar
edte punto se obtuvieron los espectros de emison excitando a ditintas longitudes de

onda.
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Figura 9.8: Espectros de emision normalizados de soluciones de pterinas en su

formaécida (%) y alcalina (%4 ). Longitud de onda de excitacion: 350 nm.
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compuesto f(();r:;a: égg)a fczllron:'a jlfg].i Sn)a
pterina 439 456
6-car boxipterina 439 451
6-formilpterina 446 454
acido fdlico 445 455
neopterina 440 454
biopterina a41 455

Tabla 9.1: Maximos de |os espectros de emision en nm (error £3nm).

En la Figura 9.9 se muestran los espectros de emision normdizados obtenidos
excitando la forma &ida de los sais compuestos a las longitudes de onda
correspondientes a los méximos de absorcion. Andogamente, en la Figura 9.10 s
presentalamismainformacion referidaalas formas dcainas.

Se puede observar en todos los casos que los espectros de emision
normalizados coinciden independientemente de la longitud de onda de excitacion. Estos
resultados sugieren que existe un solo estado excitado emisor para cada pterina,
independientemente de la luz de excitacion. Es decir, todos los estados excitados
decaen a un Unico estado excitado (el estado excitado de menor energia) y la emison

fluorescente ocurre desde dli.
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Figura 9.9: Espectros de emision de soluciones &cidas (pH = 5.5) ke pterinas

por excitacion con luz de diferenteslongitudes de onda.
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Figura 9.10: Espectros de emisén de soluciones alcalinas (pH = 10.5) de

pterinas por excitacion con luz de difer entes longitudes de onda.



Rendimientos cuanticos de fluor escencia.

Se determinaron los rendimientos cuénticos de fluorescencia (F () por
excitacion a 350 nm, en € rango de pH comprendido entre 4.9-5.5, para las formas
&cidas, y en d rango de pH comprendido entre 10.0-10.5, para las acdinas. Se
andizaron soluciones burbujeadas con argon, equilibradas con aire y saturadas con
oxigeno. Se midieron los rendimientos cuanticos de pterina, 6-carboxiptering, 6-
formilpterina, acido félico, neopterinay bioptering, de acuerdo con la técnica detdlada

end Capitulo 5. Los resultados se muestran en la Tabla 9.2.

compuesto formaécido-base (aire) | (argdn) (eH)
+0.01 +0.01 +0.01

acida 0.32 0.33 0.31
pterina

dcdina 0.27 0.27 0.27

&cida 0.26 0.28 0.27
6-carboxipterina

dcdina 0.18 0.18 0.20

&ida 0.12 0.12 0.12
6-formilpterina

dcdina 0.07 0.07 0.07

aida <0.005 | <0.005 | <0.005
acidofdlico

dcdina <0.005 | <0.005 | <0.005

&cida 0.38
neopterina

dcdina 0.31

acida 0.36
biopterina

dcdina 0.29

Tabla 9.2: Rendimientos cuanticos de fluorescencia (F () de cada forma acido-

base en diferentes atmosfer as.
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Para todos los compuestos anaizados se obtuvieron vaores de rendimientos
cuanticos de fluorescencia relativamente atos, excepto para d acido félico que
presenta, tanto en su forma écida como para su forma acdina, valores de rendimiento
cuantico de fluorescencia mucho menores. Este comportamiento particular del acido
fdlico puede ser explicado mediante ditintas hipdtesis. Podria, por gemplo, exigtir un
eficiente mecanismo adiciona de desactivacidn no radiativo del estado singlete excitado.
Un cruzamiento intersstemas més eficiente que € existente en las otras pterinas podria
ser también considerado. Por Ultimo, € acido folico presenta vias de degradacion
fotoguimica que compiten con la desactivacion por fluorescencia Sin embargo, los
rendimientos cudnticos de fotdliss son muy bgos como para judificar semeante
descenso en los valores de rendimientos cuanticos de fluorescencia. En efecto los
vaores de rendimiento cuéntico de fotdlisis que se encuentran en literatura son 0.025
[Thomas et al., 2000] paralaforma &ciday 0.0051 parala forma acaina [Thomas et
al., 2002].

Por otro lado, los rendimientos cuénticos del resto de las pterinas muestran
significativas diferencias entre si, habiéndose obtenido vaores que van desde 0.07 hasta
0.38. Es importante mencionar también que, en todos los casos, excepto para @ acido
félico, los rendimientos cuanticos de fluorescencia de las formas écidas son mayores
gue los correspondientes a las formas dcdinas. Del andiss de los valores presentados
en la Tabla 9.2, puede concluirse que la emison fluorescente de las pterinas es
gpreciablemente afectada tanto por € pH del medio como por d sudtituyente presente
en laposicion 6 de su estructura molecular.

Asmismo, se determinaron valores de rendimientos cuénticos de fluorescencia
para pterina, 6 carboxipterina, 6-formilpterinay &cido fdlico en soluciones burbujeadas
con argon (libres de oxigeno) y en soluciones saturadas con oxigeno. En todos los
casos se observa que no existen dferencias sgnificativas entre los tres grupos de
vaores. Los resultados se muestran en la Tabla 9.2. Este andisis indica que los estados

sngletes excitados de las pterinas no son desactivados Sgnificativamente por €



oxigeno.

Espectros de excitacion.

Se obtuvieron los espectros de excitacion corregidos de las formas &cidas y
dcdinas de pterina, biopterina y neoptering, gplicando € protocolo descripto en €
Capitulo 5 Estos experimentos se redizaron en condiciones de pH similares a las
mencionadas en la Seccion anterior y la emision de las muestras se detect6 a 450
nm. En todos los casos se emplearon soluciones aireadas.

En las Figuras 9.11, 9.12 y 9.13 pueden observarse |os espectros de excitacion
corregidos normaizados junto a los espectros de absorcion normdizados. Con fines
comparativos todos los espectros, de excitacion y absorcion, se normaizaron a la
longitud de onda del maximo de la banda de menor energia. En todos los casos puede
observarse que |os espectros de excitacion y absorcion coinciden en los maximos de las
digintas bandas, sn embargo, no se superponen entre si. Eto se debe,
fundamentamente a que la relacion de intensidades entre la banda de mayor energia
(entre 230 y 290 nm) y la banda de menor energia (entre 310 y400 nm) en los
espectros de excitacion es menor que la reacion equivaente en los espectros de
absorcion.

Ta como se detd|6 anteriormente, ddl andlisis de los espectros de absorcion y
emision puede desprenderse que en las pterinas existen, d menos, dos estados
excitados singletes, de los cudes solo d de menor energia (S,) emitey & de mayor
energia (S,), no emisor, decae a §. De la comparacion de los espectros de excitacion
y absorcidén mostrados en esta seccion puede deducirse que solo una porcion de las
moléculas excitadas a S, decae a S,. Esto implicaque € estado excitado S, posee otras
vias de desactivacion que compiten eficientemente con la conversion interma a S;. Esto
s ve reflgado cuando se cdculan los rendimientos cuanticos de fluorescencia a

digtintas longitudes de onda a partir de los espectros de excitacion. En efecto, en la
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tabla 9.3 se muestran estos valores, apreciandose que para los tres compuestos
andizados los rendimientos cuanticos de fluorescencia cuando se excita a longitudes de
onda correspondientes a la banda de mayor energia son menores que a 350 nm
(vaoreslistados en latabla 9.2).
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Figura 9.11: Espectros normalizados de excitacion (34 ) y absorcion (34) de (a)

forma écida (pH=5.5) y (b) forma alcalina (pH=10.7) de pterina.
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Figura 9.12: Espectros normalizados de excitacion @4 ) y absorcién (34 ) de ()

forma écida (pH=5.5) y (b) forma alcalina (pH=10.7) de biopterina.
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Figura 9.13: Espectros normalizados de excitacion (34 ) y absorcion (34) de (a)

forma écida (pH=5.5) y (b) forma alcalina (pH=10.7) de neopterina.

compuesto | formaécido-base| 1 (nm) Fe' F %0
pterina &cida 270 0.20 0.32
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dcdina 251 0.11 0.27
_ _ acida 273 0.25 0.36
biopterina :
dcdina 254 0.21 0.29
acida 274 0.26 0.38
neopterina -
dcdina 254 0.15 0.31

Tabla 9.3: Rendimiento cuantico de fluorescencia en € maximo de la banda de
absorcion de menor energia (F ') (calculado del espectro de excitacion). Con
fines compar ativos, en la tltima columna se listan los rendimientos cuanticos de

fluor escencia obtenidos a 350 nm (F £°°) (Tabla 9.2).

Tiempos de vida de fluor escencia.

Mediante la técnica de Single Photon Counting se andizo la evolucidn de la
intensdad de fluorescencia como una funcion del tiempo, para las formas &cidas y
bésicas de los compuestos estudiados, con € fin de determinar los tiempos de vida de
fluorescencia (t (). Las trazas experimentales fueron andizadas con € programa de
equipo mediante gustes no lineales luego de redizar 1a deconvolucion de la sefid de la
[&mpara. En todos los experimentos se probaron gustes exponenciales de primer
orden, de segundo orden y biexponencides. Se observé que todos |os decaimientos de
fluorescencia de las pterinas Siguen un comportamiento exponencia de primer de orden.
En la Figura 9.14, a modo de gemplo, se muestra una traza tipica registrada para
biopterina. Los tiempos de vida de fluorescencia para las formas &cidas se obtuvieron
promediando a menos tres valores en € rango de pH comprendido entre 3.0y 6.2. De
la misma manera, se obtuvieron los tiempos de vida de fluorescencia para las formas
bésicas promediando a menos dos valores en € rango de pH comprendido entre 9.0 y

11.0. Estos resultados se muestran en la Tabla 9.4.

105



Emision (10° cuentas.)

=

o

O O oo o
D W O wWw o

Emision (10° cuentas.)

N

Emisién (10° cuentas.)
@,

tiempo (ns)

Figura 9.14: Variacién de la intensdad de fluorescencia en funcion del tiempo.
(a) Traza experimental obtenida para una solucién de biopterina a pH 6.2
(34 ). Experimento realizado excitando a 350 nm y registrando a 450 nm. La

linea roja representa € ajuste no lineal. (b) Residuos. (c) Decaimiento (34) y
ajuste (¥4 ) en escalalogaritmica.

106



te (ns)

Compuesto formaécida | formabéasica
pterina 7.6 5.0
6-carboxipterina 5.8 4.1
6-formilpterina 79 22
acido félico 7.0 35
biopterina 9.1 76
neopterina 8.9 4

Tabla 9.4: Tiempos de vida de fluorescencia (t ) de lasformas acida y alcalina

(error £ 0.4 ns).

Puede observarse que los tiempos de vida de fluorescencia para las formas
&cidas son mayores que los de las correspondientes formas acainas. También es
gpreciable que se encuentran afectados por € tipo de sugtituyente en la posicion 6.

Los tiempos de vida de fluorescencia obtenidos corresponden a tiempos de

vida de los estados excitados (S,):

te=1/ke

donde kg corresponde a la suma de todas las constantes de velocidad de los distintos
procesos que contribuyen a decamiento de estado excitado. Por gemplo, S
consideramos que la fluorescencia del estado excitado S, compite con conversion

internaa § (k) y cruzamiento intersstemas (,.), lavelocidad de decaimiento dela

-d[S] /dt= Kk [S] + kic [Si] + Kisc [Si] =Ke [S1]

concentracion S vendra dada por:
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donde k.° es la condante de velocidad de fluorescencia intrinseca o naturd. La
condante k., obtenida experimentamente, es k. = S k;.
Puede deducirse la dguiente expreson para € rendimiento cuantico de

fluorescencia

FF:_: tF.kFO

Edta expreson permite calcular k.° a partir de F -y t . Los vaores de k.° obtenidos

de esamanera<eligan enlaTabla 9.5.

kel (nst)
Compuesto Formaadda | Formaalcalina
pterina 0.042 0.043
6-carboxipterina 0.045 0.055
6-formilpterina 0.015 0.033
biopterina 0.039 0.038
neopterina 0.043 0.042

Tabla 9.5: Congtantes de velocidad intrinseca (k°, ns?)

Observando d conjunto de datos de la Tabla 9.5, puede gpreciarse que,
excepto para € caso de la 6-formilptering, todos |os va ores de constantes de velocidad
intrinseca (k%) son smilares. Esto sugiere que la velocidad de desactivacion del estado
excitado S; por fluorescencia es smilar para todas las pterinas edtudiadas y es

independiente de la forma &cido-base. Por consiguiente, |as diferencias observadas en
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los rendimientos cuénticos de fluorescencia (F ) y tiempos de vida (t ) experimentales
deben ser consecuencia de diferencias en las constantes de velocidad de otros procesos
de desactivacion (conversion interna, cruzamiento intersstemas), mas que a diferencias

en |as constantes de velocidad del decaimiento por fluorescencia (k°).

Emision fluor escente de pterinas en soluciones fuertemente alcalinas.

En ciertos experimentos, se observd que los rendimientos cuanticos de
fluorescencia de las pterinas disminuyen en soluciones fuertemente acalinas (pH >
11). Esimportante recordar que a estos vaores de pH no existen equilibrios &cido-base
gue puedan judtificar variaciones en la emision fluorescente. Por elo se decidio redizar
un estudio sistemético de este fendmeno sobre tres compuegtos de lafamilia: pterina, 6-
carboxipterina y 6-formilpterina. Se llevaron a cabo medidas estacionarias y resudltas
en € tiempo. En ambos casos se redizaron series de experimentos empleando
soluciones con concentracion de pterina constante y valores de pH creciente.

Se observo que los espectros de emision de los tres compuestos andizados
disminuyen progresivamente en intensddad d aumentar  pH por encima de 11. Sin
embargo, los maximos de emisidn de estos espectros no varian con € pH. A modo de
gemplo, en la Figura 9.15, se muestra este fendmeno para la 6
carboxipterina. Por otro lado, se determinaron |os tiempos de vida de fluorescencia (t )
para los mencionados compuestos en funcion dd pH. Para dlo se redizaron
expeaimentos Smilares alos descriptos en @ Capitulo anterior (se excito a350 nmy se
registro la emision a 450 nm en funcion ddl tiempo). Se observé en todos |os casos que
los tiempos de vida de fluorescencia disminuyen progresvamente con vaore de pH
superiores a 11. En la Figura 9.16 se puede apreciar |os resultados obtenidos en estos

experimentos para 6- carboxipterina
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Figura 9.15: Espectros de emision de soluciones fuertemente alcalinas de

6-carboxipterina.
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Figura 9.16: Variacion de la intensdad fluorescente en funcion del tiempo.
Trazas obtenidas para soluciones de 6-car boxipterina a diferentes pH. Se excit6

con luz de 350 nm y seregistr6 a 450 nm.
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Se andiz0 la dependencia de la intensidad de fluorescencia (determinada como
e &ea bgo € espectro de emision) Se encontré un comportamiento linea de Stern
Volmer para la variacion de la intensdad de fluorescencia con la concentracion de
hidroxilos. En la Figura 9.17, se muestran las correspondientes gréficas de Stern
Volmer obtenidas para los tres compuestos estudiados. Andogamente, se encontro €
mismo tipo de relacidn parala dependencia de | os tiempos de vida con la concentracion
de hidroxilos. Las gréficas de SternVolmer pueden observarse en la Figura 9.17. En
estos experimentos los vaores de |, y t, se obtuvieron promediando valores
correspondientes a pH entre 10.0y 10.8.

En la tabla 9.6 pueden observarse los valores de las constantes de Stern
Volmer (K,) obtenidos de las gréficas presentades en la Figura 9.17. Puede
goreciarse que, para una determinada sustancia andlizada, 1os dos valores de constantes
de Stern-Volmer obtenidos en los experimentos de estado estacionario y tiempo de
vida de fluorescencia, son smilares. Estos resultados permiten inferir que @ fendmeno
de disminucion de la intensided de la emision fluorescente de las pterinas d aumentar €
pH es un proceso de quenching de fluorescencia dindmico por iones hidroxilo.

Con las congtantes de Stern-Volmer (K,,) obtenidasy conlosvaoresde t ., se
cacularon las ongtantes de velocidad bimoleculares dd quenching de fluorescencia
(k,) por hidroxilos Se utilizd para estos cdculos un promedio de los vaores de K,
obtenidos de las gréficas de lo/l vs. OH -y det,/ t vs. OH -. EStos resultados se
muestranenlaTabla 9.6.
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Figura 9.17: Gréaficas de Stern-Volmer: (a) Variacion de la intensdad de
fluorescencia (1) como funcion de la concentracién de hidroxilos. (b)
Variacion de los tiempos de vida de fluorescencia (t¢) como funciéon de la
concentracion de hidroxilos. Ambas series de experimentos se realizaron

excitando a 350 nm.



Compuesto Kev 1M )2 Ksy @1M™° | k, (0.1 M s

pterina 20 16 3.6x 10°
6-carboxipterina 7.7 8.1 1.9x 109
6-formilpterina 26 23 1.1 x 1010

Tabla 9.6; Resultados de andlisis de Stern-Volmer. 2Kg, obtenidos de la
intensidad de fluorescencia. *Kgs, obtenidos de las medidas de tiempos de vida

de fluorescencia.

Titulaciones acido base

Para pterina, 6 carboxipterinay 6 formilpterina se redizaron titulaciones &cido-
base siguiendo € procedimiento que se detala a continuacion. Se prepard una solucion
inicial con pH = 12 y concentracion tal que la absorbancia a 350 nm (A*®) fuera menor
a0.12. Sevario d pH agregando alicuotas de solucidon de HCl o NaOH de volumen
despreciable. Por |o tanto, se trabgo a concentracion de sustancia estudiada y fuerza
i6nica congante. Se obtuvieron espectros de emison, excitando a 350 nm, de
soluciones con digtintos vaores de pH. La intensdad de la emison (1) de etos
espectros se obtuvo integrando entre 360 y 600 nm.

En estas condiciones experimentaes la absorbancia a 350 nm de las soluciones
varia con € pH, debido a que las digtintas formas écido- base de cada pterina presentan
diferentes codficientes de extincion molar a dicha longitud de onda. Por consiguiente,
para poder andizar la dependencia de laintensdad de la emisidn de fluorescencia como
una funcién de pH es necesario redlizar una correccion por absorbancia. De este

modo, para cada valor de intensidad obtenido seredizo la Siguiente correccion:



[
1- 10-A350 (pH=x))

corr —

donde 1®" es la intensidad de fluorescencia corregida por aosorbancia, | es laintegral
del espectro de emision de fluorescencia a determinado pH y A es |la absorbancia a
350 nm. La absorbancia a 350 nm se obtuvo de bs correspondientes espectros de
absorcion.

La Figura 9.18 muedra la variacion de las integrades de la intensdades de
fluorescencia corregidas por absorbancia como unafuncion del pH en € rango entre 4y
10.5. La conducta observada en esta figura se debe d equilibrio previamente
mencionado entre las formas é&cida y bésica de las pterinas. Se redizaron gustes no

linedles de estas curvas con la Siguiente ecuacion:
| cor = |corra + (lcorrb _ |corra) . [Ka/ ( Ka+ [H+] ) (1)

donde I, e |7, son |asintegrales de laintensdad de fluorescencia de laforma aciday
de laforma a calina repectivamente, Ka es la constante de disociacion.

L os resultados de estos gjustes se muestran en la Figura 9.18. Puede apreciarse
gue en los tres casos andlizados & comportamiento experimenta puede ser gustado
con la ecuacibn propuesta. Puede, por consiguiente, interpretarse  dicho
comportamiento reconociéndose tres regiones de pH. Existe un rango de pH en d cuad
0lo exige la forma écida del compuesto, en @ cuad no hay variaciones en € espectro
de emison y, por ende, en su integrd. Andogamente existe un rango de pH en d cud
s0lo esta presente la forma bésica. Por Ultimo, existe un rango de pH, ubicado entre los
dos anteriormente mencionados, en € cua coexisten las dos formas acido-base vy,
consecuentemente, la intensidad de la emision fluorescente toma val ores intermedios.

Los vaores de Ka obtenidos mediante estos gjustes no linedles y los valores de

literatura obtenidos de titulaciones espectrofotoméricas se ligan en la Tabla 9.7

[Mondpoli et al., 2000; Thomas et al., 1996; Thomas et al., 2000]. No hay diferencia
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significativa entre los dos grupos de resultados experimentdes para pterina y 6-
carboxipterina. Este hecho sugiere dos posibles explicaciones. Por un lado, que las
congtantes de disociacion dd equilibrio entre las dos formas écido-base de los estados
sngletes excitados son iguaes que las congtantes de disociacion correspondientes a
mismo equilibrio en estado basa. Por € otro, que la desactivacion de los estados

excitados sngletes de las formas &cidas es mucho més rgpida que la desprotonacion.
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Figura 9.18: Variacion de la intensidad de fluorescencia corregida por la
absorbancia de la solucién a la longitud de onda de excitacion (350 nm) como
funcion del pH. En linea continua se observa la intensdad de fluorescencia

calculada ajustando los datos experimentales con la ecuacion (1).



Compuesto Kat pKa! Ka? pK &

Pterina 1.23x108+*/- 6x101° | 79 1.0x108*/- 2x10° 80

6-carboxypterina | 1.3x108 */- 1x10° | 7.9 1.8x108%/- 4x10° 7.7

6-formylpterina 4.7x108 */- 2x10° 7.3 1.7x107 */- 6x10°8 6.8

Tabla 9.7: Valores de pKa para € equilibrio mostrado en la Figura 9.13
Walores publicados previamente en la literatura por titulaciones
espectrofotométricas. 2valores obtenidos para este trabajo de la intensidad de

fluorescencia experimental. Loserroresseestimaron con s ..

Sin embargo, en @ caso de la 6 formilpterina las diferencias en los vaores de
las congtantes de disociacion son significativas, teniendo en cuenta sendos errores
experimentales. Estos resultados sugieren la existencia de un equilibrio &cido-baseen €

estado excitado de formilpterinamés &cido que en € estado basdl.
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