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INTRODUCCION

E1 indol es una molécula de gran importan
cia analitica ya que es el grupo cromdforo del aminodcido
triptofano. Estudiando sus propiedades espectroscépicas y las
de sus derivados en medios de diferente polaridad se obtienen
pardmetros que pueden correlacionarse con las propiedades de
las proteinas y a los cambios que éstas sufren asociadas con
el medio que las rodea.

Existe gran ndmero de trabajos dedicados
al estudio de esta molécula y la variedad de teorias que ex-
plican sus distintas propiedades espectroscépicas indica la
naturaleza compleja del problema.

La mayorfa de los estudios realizados se
basan en el comportamiento observado cuando esta molécula se

.

disuelve en solventes de diferente polaridad.
Strickland, Horwitz y Billups (1) identi-
ficaron varias de las transiciones vibracionales del indol y
del 3-metilindol provocando perturbacidn por accidn de solven
tes en los espectros de absorcidn y?ggder asi diferenciar los

1 1

corrimientos en las transiciones La y Lb' segin la termino-

logia de Platt (27,
(3

Zimmermann y Joop ) midieron los espec-
tros de polarizacidn de absorcidn y de fluorescencia., La tran
sicidn ILb estd polarizada en la direccidn del eje molecular
mds largo y la ILa perpendicular a la lLb a lo targo del eje
molecular corto. Los mismos autores dedujeron que la emisidn
de fluorescencia se originaba fundamentalmente desde el esta-
do ILa pero que una fraccidén lo hacia también desde el ’Lb.
Song y Kurtin (4) efectuaron medidas de

solarizacién de luminiscencia y cdlculos de orbitales molecu-



lares llegando a la misma conclusién; o sea que 1a emisidn

1
era dual, proveniente de los estados La y lLb tanto en sol-
ventes polares como en otros relativamente no polares.

(5)

Van Duuren observd cambios pronuncia-
dos en los espectros de emisidon de fluorescencia del indol y
derivados con diferentes solventes, no asi en los espectros
de absorcifn o de excitaci6n de fluorescencia. Este comporta-
miento se deberfa a la existencia de estados mesoméricos po-
lares que generarfan mayores contribuciones en la molécula ac
tivada que en el estado fundamental. Tales estados serian mds
sensibles a Tos cambios de las constantes dieléctricas de los
solventes, produciendo el corrimiento en fluorescencia y no
en absorcibn.

E1 corrimiento hacia mayores longitudes
de onda de la banda de fluorescencia del indol cuando se exa-
mina en diferentes solventes, al pasar de no polares a los po
lares, ha sido atribuido a un incremento en el momento dipo-
lar del estado excitado y a una mayor estabf]izacién causada
por interacciones soluto-solvente (6'8).

También ha sido explicado el corrimiento
en los espectros de fluorescencia por la formacidn de uniones
hidr6geno entre el indol y las moléculas del solvente (6'7'9).

Konev (9) determind que la emisidn de
fluorescencia del indol involucraba dos transiciones electré-
nicas ya que al ir de un solvente no polar a uno polar,
ademds del corrimiento, se producia la desaparicidn de la ban
da de fluorescencia de menor longitud de onda, ,Lb' y un co-
rrimiento mayor y ensanchamiento en la banda de longitud de

onda mds larga, ’La. Ademds postuld que existen procesos de

relajacion de solventes y como resultado de ello la banda a



mayor longitud de onda estarfa formada por la luminiscencia
de moléculas con tiempos de vida mayores.

(10-12)

Walker, Bednar, Lumry y Hum--

(13)

phries sugieren la existencia de un complejo excitado so-
luto-solvente {exciplex) el cual seria el responsable del
gran corrimiento y pérdida de estructura vibracional de los
espectros de fluorescencia del indol y derivados en solven-
tes polares. Este complejo seria del tipo de transferencia de
carga, en el cual el indol excitado actuaria como dador y el
solvente polar como aceptor.

(12,13) postulan que el

Varios autores
proceso de desactivacibn no radiativo del estado singlete ex-
citado puede producirse por dos caminos: uno independiente de
la temperatura y otro dependiente de la misma.

(14) obtuvieron espectros

Freed y Salmre
de emisidn de fosforescencia del indol y derivados, los cua-
les tenian mayores diferencias entre si que las halladas en
los espectros de fluorescencia.

La escasa literatura existente referente
(4,9)

3

a la fosforescencia puntualiza que la misma se produci-

ria desde el estado La‘

Las teorfas desarrolladas para la expli-
cacibn del comportamiento espectroscopico del indol y deriva-
dos son varias. Los diferentes datos bibliogrdficos e inter-

pretaciones demuestran que el comportamiento de estas molécu-

las en estado excitado es complejo.



PROPOSITO

E) presente estudio estd orientado a:
verificar los diversos datos experimentales, no siempre con-
cordantes, establecidos por diferentes autores relativos al
proceso de absorcidn del indol (o indoles) en el ultraviole-
ta, a hacer uso de valores que no son accesibles por expe-
riencias en nuestro laboratorio -como los que surgen de pro
cesos que ocurren en la escala de los nanosegundos-. y com-
plementarios con el estudio de fluorescencia y fosforescencia
bajo efectos perturbadores: solventes, metilacidn, temperatu-
ra, atomos pesados.

Correlacionando los fendmenos de absor-
cidn y emisidn serd posible intentar interpretar, sobre la
base de los valores encontrados, el proceso en sus aspectos
energético} y dindmicog.

La interpretacidon, junto con los datos
espectroscépicos, son especificamente importantes en relacidn
con el comportamiento del triptofano en estado excitado y Ta
fluorescencia de protefinas.

Ademds, desde el punto de vista analiti-
co, se pueden adecuar las condiciones para mejorar la sensi-
bilidad y selectividad de las determinaciones que involucren
residuos de proteinas que contengan el grupo cromdforo indd-

lico.
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1 PROCESOS FOTOFIS!COS GENERALES. MECANISMOS.

La absorcidn de luz por una molécula en
fase condensada produce transiciones a estados excitados de
diferentes configuraciones nucleares y electrénicas. Estos

de los cuvples se
estados exhiben distinta reactividad qufmic% y—representan
los caminos por los cuales la energfa absorbida es disipada.

Esta serie de procesos tiene como conse-
cuencia la emision de la energia absorbidaggﬁ forma parcial
o total (rendimiento ¢ ). La emisién parcial es debida a los
procesos competitivos en el estado excitado, que dependen de
los parametros de estructura molecular,intimamente asociados
al medio que rodea a la molécula, el solvente, el cual afec-
ta profundamente a los procesos actuando como perturbador,
por 10 que el sistema debe ser considerado como una entidad
soluto-solvente.

Todos los -mecanismos—de los procesos de
emisibn o transferencia de energia pueden ocurrir entre nive-
les excitados de la misma o diferente multiplicidad. E1 fend-
meno puede representarse por una serie de caminos que parten
del proceso inicial de la absorcién de radiacidn que ileva a
la molécula (o sistema) a un estado cualquiera singlete exci-
tado vibracionalmente (vibrénico) para luego ocurrir, como es
el caso casi general, la degradacidn de la energfadel nivel
vibracional fundamental del primer estado singlete excitado.
Lveso de, )
Enfzg%e proceso de degradacibn puede ocurrir la emisidn de la
radiacidén como fluorescencia o fosforescencia, segin lo condi
ciona una serie de constantes de velocidad que regulan estos
procesos fotofisicos, algunos dependientes y otros indepen-
dientes de la temperatura.

En general, para una molécula en estado



electrénico y vibracional fundamental So’ 1os procesos pueden

representarse seglin el diagrama de Jablonski:

k exp( AE/RT)

) k3 exp (- aE/RT)
L gr{wmm .
1 /\/\/VWW\/V“’

0 2Rv CRy
So § 8

Luego de alcanzar un estado estacionario,
los procesos fotofisicos que pueden ocurrir se expresan me-

diante las ecuaciones cinéticas siguientes:

*
I. SO + hy ——>SI Ia’ absorcidn a un estado elec-
trénico singlete excitado. Esta

do vibrénico.

I1. S; —>S, + calor Relajacibén vibracional.

Ir. s, —.s; + hv kf[S,]. fluorescencia.
w - . .
IV, s; —s, kn[},]. conversidn interna.

*
V. S0 —»So + calor Relajacidn vibracionatl.

w :
vi. §; —T, kg[S,l, cruce entre sistemas de

diferente multiplicidad.



VIT. T; — T, Relajacidn vibracional.
* * a
VITI. 5, —+5S) —T; k’[SI]exp(- E/RT), activacién
térmica.
IX. T, -~ S; + hﬁp kp[T,], fosforescencia.
*
Xo T, =S, km[T,], conversidn interna.
* * a
XL. T, —T; —»5] kz[TJexp(- £/RT), activacién
térmica.

EY proceso fotoffsico I es la excitacifn
electrfnica de una molécula que involucra la transicidn de un
electrdn de un orbital molecular en el estado S0 a un orbital
de un estado electrdnico superior excitado vibracionalmente
S;. $ransieibn wibrbrica. En el caso presente la energfa de
excitacidn proviene de radiacidn d6ptica, no ionizante, dando
como resultado la absorcidn de fotones.

E1 proceso Il corresponde a la disipacion
de la energfa, generalmente por colisién con el medio, condu-

ciendo a la molécula al estado vibracional fundamental del

estado electrdnico excitado S,. se denomina relajacion vibra-

solo
cional (Rv). Se trata de una transicidn que involucra un es-
tado electrdnico. E1 proceso es de)l orden de 10'13 a 10'11 se

gundos.

E1 proceso IIl se denomina fluorescencia
y es la desactivacidn con emisidn de radiacidn desde el nivel
vibracional fundamental del estado singlete excitado electrd-
nicamente S; a cualquier nivel vibracional del estado funda-
mental So. E1 proceso estd determinado por una constante de

21078 sequndos.

velocidad ke y es del orden de 10”7
E1 proceso IV representa una relajacién e
lectr6nica, transicidn isoenergética, en este caso entre el

nivel vibracional fundamental del estado electrdnico excitado



a cualquier nivel vibracional excitado del estado electrénico
fundamental. Se denomina conversidn interna (Cl) y estd deter
minado por una constante kn.

EY1 proceso V es relajacidn vibracional
del estado fundamental.

E1 proceso VI, también es una relajacidn
electrfnica; es una conversibn que estd prohibida por spin
desde el estado singlete al estado triplete cercano excitado
vibracionalmente, transicifn isoenergética. Se produce por un
proceso de acoplamiento vibracional, igual que en conversiodn
interna y su constante de velocidad kqes del orden de la de |»
fluorescencia. Se denomina cruce entre sistemas y puede o no
ser activada por datomos pesados.

E1 proceso VII es relajacidn vibracional
del estado triplete.

E1 proceso VIII corresponde a la activa-
cibén térmica de niveles vibracionales del estado singlete ex-
citado que aumenta la probabilidad de acoplamiento con nive-
les vibracionales de cualquier otro estado. k? es el pre-expo-
nencial para este proceso dependiente de la temperatura.

E1 proceso IX es la desactivacidn con ra-
diacidn del nivel triplete fundamental a cualquier nivel vi-
bracional excitado del estado singlete fundamental. E1 proce-
so se denomina fosforescencia, es regido por una constante kp

4 a varios segundos.

y es del orden de 10~
E1 proceso X es de conversibn interna re-
gido por una constante de velocidad km y es seguido por el

proceso V de relajacibn vibracional.

E1 proceso XI es de activacidn térmica

de la molécula en el estado triplete mds bajo, que puede, en



elgunos casos, ser suficiente para poblar el nivel singlete
excitado y producir emisidn de radiacion denominada fluores-
cencia retardada. kg es el factor pre-exponencial.

La relacidn entre el nimero de fotones
emitidos a fotones absorbidos define el rendimiento de la emi
si6n ¢, fluorescencia ((Pf) o fosforescencia (4>D)'

Si se quiere determinar la eficiencia de
la emisidn de fotones, se debe medir la pérdida de poblacidn
del estado excitado en funcidn del tiempo y la cantidad de fo
tones absorbidos por la sustancia irradiada. Esta dltima, 1la
mada intensidad de la radiacidon absorbida, se expresa como el
nimero de fotones absorbidos por segundo y estd relacionada
con la ley de Beer por intermedio de la intensidad de la luz
incidente, Io. mediante la ecuacidn Ia = 10(1-10'5‘°) donde
€ es la absortividad molar de la sustancia, ¢ la concentracifn
molar y 1 la longitud del camino 6ptico.

En el caso menos general en que el fendme
no esté representado por los procesos I a III, toda la luz

absorbida es emitida, 0 sead)f =1 ;, se tiene entonces que:
bp 1= ke [s)] (1)
d| s
- [7]=kf[s,] (2)

dt

De la ecuacidn (1) se define:

) kf[sl]
6, - =Ll o

a

y la integracién de la ecuacién (2):

;) = [s) exp (-k;t) (4)
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define el tiempo de vida medio como el tiempo requerido para

que [S,] = [50]/8 » de aqui que:
1

(o]
= 0 5
(g (5)

En este caso particular, en que toda la
energfa absorbida es emitida, el tiempo de vida medio es el
tiempo de vida medio natural o radiativo.’to; el proceso de
emisib6n no estd afectado por otros procesos competitivos,
siendo Ta constante de velocidad la radiativa, kf.

En realidad, ocurre en forma general gjue
la energia es distribuida entre todos los procesos fotofisi-
cos regulados por los siguientes pardmetros de decaimiento
desde S

1

ke = ke + k_ + k= —— 6
f n g ij (6)

donde e corresponde a datos experimentales.

La luz absorbida:

1a=(kf+kn+kg)[s,]

Reemplazando en la ecuacibn (3):

q>f R e e (7)
De las ecuaciones (5), (6) y (7) se tiene:

T, -, T° (8)

Es de interés, para la interpretacibn de
los procesos y para distinguir la morfologia molecular en el
estado excitado respecto de) fundamental, hacer una considera-
cién seqin la forma en que se obtiene el valor del tiempo de

vida natural. Cuando’to se calcula mediante la medida experi-
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mental de T} y del rendimiento cudntico ¢%. se 1o indica co-
mo’tg.

Tt
O =
TR @ (9)

Otra manera de obtenerlo es mediante la integraci6n del es-
pectro de absorcién (’Cz).

Los dos valores pueden diferir, porque
tﬁ es obtenido de la fuerza de la absorcifn y estd integra-
mente asociado a la molécula en estado fundamental y?fg es
calculado sobre la base de las propiedades de 1a molécula en
estado excitado (ecuacidn 9). Cualquier diferencia en sus va
lores demostrarfa algin cambio de configuracidn en el estado
excitado.

E1 proceso VI representa el fenémeno de
transferencia de energfa a un estado de diferente multiplici
dad, regutado por una constante de velocidad kg, mediante el
cual se consigue poblar el estado triplete excitado cuando
su valor compite con la constante de fluorescencia. Este es-
tado excitado, de tiempo de vida largo y altamente reactivo,
es de fundamental importancia en las reacciones fotoquimicas
dentro de la quimica orgdnica. £s desactivado en estado con-
densado, generalmente por colisidn, 1legando al estado funda
mental por un proceso de conversidn interna regido por una
constante de velocidad km.

Se define la vida media radiativa de fos

forescencia como:

o _ 1
T - & (10)

y teniendo en cuenta el proceso de desactivacidn, la constan

te del proceso total:
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k- = k_ + k (11)

T - 1 (12)

Como en el caso de fluorescencia, la ecua

cibn del rendimiento queda expresada por:

kK [T
¢p= I—[a—’l (13)

ademds de una ecuacidn que expresa el rendimiento en la pobla
cidon del estado triplete ¢t’ que es directamente proporcional
al producto del tiempo de decaimiento de fluorescencia t).
por la constante de velocidad del proceso de transferencia
de energia entre ambos sistemas de diferente multiplicidad
kg:

k
(bt - T.. kg = _f+_k,;lT (14)

En un medio rigido (de un vidrio transpa-

rente), la constante kn puede despreciarse:

k
b, - R, (15)
I, .d)t = (ky * kg )[TJ (16)

Utilizando las ecuaciones (13), (10),

(16) y (12) se obtienen:

fc°=¢—t.1“ (17)

K o= i -k (18)
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A bajas temperaturas la emisién de fluo-
rescencia ocurre desde S, a niveles vibracionales del estado
electrdnico fundamental. E1 espectro de fluorescencia puede
consistir en una serie de bandas cuyas diferencias en ener-
gia caracterizan los diferentes modos vibracionales de la mo
lécula sin excitar, generalmente vibraciones € - Cy C - H.
Cuando se aumenta la temperatura se produce un ensanchamien-
to del espectro con pérdida de estructura. Este efecto pro-
duciria la poblacidn de niveles vibracionales excitados del
nivel electrdnico superior S; con una energia E’ en exceso
respecto a la correspondiente al nivel vibracional fundamen-
tal del estado electrdnico excitado S,.

Si E; es la energia de activacidn del es
tado singlete excitado, la nueva ecuacidn que define al esta
do estacionario es:

d[s,] a
- + k] exp(- E,/RT)] =0 (19)

1,- [s,][kf okt kg

La constante de velocidad del decaimien-
to de la fluorescencia es:

- a -
kg = ke + kn + kg + k, exp( E,/RT) (20)

Empleando como pardmetro de medida el
rendimiento, se puede obtener la energfa de activacidn efec-
tuando ciertas simplificaciones:

(bf = ‘¢ (21)

a
kf + kn + kg + k, exp( E,/RT)

Operando matemdticamente se obtiene:

(22)

@- 1 'K’ -K2 exp(-E’/RT)
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donde:
kK + k k&
K, = -1 __ 9 K. = 1
1 kf 2 kf

K1 es una constante que representa a los procesos independien-
tes de la temperatura en el intervalo estudiado.

A temperaturas del nitrdgeno liquido (77°K)
se eliminan ciertos caminos no radiativos y la emisidn desde
el nivel singlete aumenta en intensidad al mismo tiempo que
ocurre la emisidn desde el nivel triplete fundamental T,.
dando lugar al fendmeno de fosforescencia.

Un efecto de elevacidn de temperatura a
partir de estas condiciones produce la poblacidn de niveles
vibracionales del estado triplete. Estos niveles pueden con-
tribuir a la emisién fosforescente o puede ocurrir que la e-
nergfa de activacion E2 sea suficiente para alcanzar a poblar
el estado singlete, dando como resultado una emisidn de la
misma energia que la de fluorescencia con un valor del paré-
metro de decaimiento del orden del de fosforescencia, denomi-
nada fluorescencia retardada (15).

La constante de velocidad del decaimien-

to de la fosforescencia estd representada por:

K& =k o+ ko + k8

o b m 2 exp( - E2 / RT) (23)

Reemplazando la ecuacibn (11) en la (23)

y tomando la inversa:

1
= (24)

kg + kg exp(- E,/RT)

>
o KR

Operando se obtiene, por ecuacidn {12):
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g exp (- E, / RT) (25)

La medida de la eficiencia de fluorescen-
cia y tiempos de decaimiento de la fosforescencia en funcién
de la temperatura permitirfa obtener valores de constantes de
velocidades y energfas de activacion de los procesos no radia
tivos.

Cuando en el sistema existe una molécula

extrafia, el proceso que puede ocurrir se representa mediante:
XIS, +Q—= S, +0Q kg (5,30l

Este proceso estd regulado por la constan
te kq que puede ser calculada mediante la ley de Stern - Vol-
mer (16).

La intensidad de la luz absorbida cuando

existe una molécula extraiia:

g = (ke + Ky * kg + kg (oD [s,]

a
la que combinada con al ecuacibén (3) resulta:
k

b, - : (26)

kf+kn+kg+kq[Q]

. : 0 PR s
Si se considera Q)f 1a eficiencia de fluo-
rescencia en ausencia de la sustancia extrafia, de las ecuacio

nes (7) y (26) se obtiene:

0
k
& = 1 + _Jﬂ_ =1 + st(Q] (27)
d; ke + kg + Ky

siendo KSv la constante de Stern - Volmer, la cual, cuando se
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conoce el tiempo de decaimiento de la fluorescencia, permite
calcular el valor de la constante kq:

(28)
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2 INSTRUMENTAL Y REACTIVOS

2.1 Absorcidn ultravioleta

Los espectros de absorcidn de las molécu-
las estudiadas fueron registrados en un espectrofotdmetro
Bausch & Lomb 600 E y las longitudes de onda medidas con una

aproximacién de 1 nm. Ancho de banda: 9,5 nm.

2.2 Excitacibn y emisidn

Los espectros de excitacién y emision
fueron estudiados con un espectrofotofluordmetro Aminco Bow-

)

man SPF convencional (17 equipado con fuente de xendn de
150 vatios, espejo condensador elipsoidal y fotdmetro propor-
cional con fototubo multiplicador RCA 4837.

E1 sistema condensador elipsoidal aumenta
la sensibilidad del equipo convencional y la resolucidn de
los espectros de excitacién y emisidn.

E1 sistema consiste en una fuente de xendn
y dos espejos: uno es el condensador elipsoidal y el otro es
uno plano que dirige la radiacidn condensada hacia el equipo
a través de una ranura variable. Por medio de este sistema se
disminuyen las fluctuaciones debidas a la oscilacidn del arco
de la ldmpara de xendn ya que los dos espejos rotan la imagen
del arco 90° con respecto a su eje original. La oscilacidn
del arco se mueve asf a Yo largo de la ranura en lugar de ha-
cerlo a lo ancho de la misma manteniendo aproximadamente cons
tante las condiciones de la excitacidn.

£1 fotdémetro proporcional varfa la sensi-
bilidad del fototubo multiplicador en forma inversa a las va-

riaciones en la intensidad de la radiacidn de excitacidn debi
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das a las fluctuaciones del arco de la lampara.

La radiacidn de excitacidn pasa a través
de un divisor de haces: parte penetra al compartimiento de la
muestra y la otra porcidn es desviada, sin atravesar la celda,
alterndndose ambos haces mecdnicamente en su incidencia sobre
el fototubo multiplicador.

Durante la fase I la radiacidn de fluores
cencia de la muestra pasa por el monocromador de emisidn y el
fototubo produce una seital. Al continuar girando el alterna-
dor, la radiacién de fluorescencia se bloquea y la porcidn de
radiacion de excitacidn que habia sido desviada 1lega al foto
tubo (fase II). La sefial resultante es retenida momentdneamen
te y 1levada a un amplificador diferencial de referencia don-
de se compara con un potencial fijo. Si las dos senales son
iguales, no hay variacidn en la salida del amplificador dife-
rencial y no es necesaria ninguna correccidn en el potencial
del fototubo. Si la intensidad de la lampara de xenfn varia,
se producird@ una variacidn en la sefial de salida del amplifi-
cador diferencial de referencia. Esta sefial modificara el po-
tencial del fototubo, o sea la sensibilidad del mismo, hasta
que la sefial en el amplificador diferencial sea igual a la de
referencia fija, manteniéndose sin cambio la salida del ampli
ficador diferencial.

Esta correccidn requiere aproximadamente
150 milisegundos, 1o que es considerablemente mucho menor que
la constante de tiempo del registrador X-Y, por lo que no se
observan cambios.

La escala de longitudes de onda del mono-
cromador de emisi6n se calibra con una lampara de mercurio de

baja presidn tipo lapicera. La calibracidon de la escala de
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tongitudes de onda del monocromador de excitacidén se realiza
después de calibrado el de emisibn, colocando en la celda una
suspensidn de sulfato de bario en agua y encontrando el méaxi-
mo de dispersidn para distintas posiciones del monocromador

de emisidn.

2.3 Reactivos

La pureza de las especies usadas para la
investigacidn de su luminiscencia debe ser muy alta ya que
cualquier sustancia extrafia podria atenuarla.

Los solventes empleados también deben ser
muy puros. En las medidas absorciométricas un criterio de pu-
reza suficiente es que no absorba en la regidn espectral de
estudio.

En las medidas fosforimétricas, ademas de
las condiciones anteriores, el solvente debe formar vidrios
transparentes a la temperatura del nitrdgeno 1iquido y poseer
la capacidad de disolver los compuestos de interés.

Los solventes empleados en el presente es
tudio fueron de diferente polaridad y constante dieléctrica,
ciclohexano (/u= 0, £€=2,0) y alcohol etilico g/b= 1,66 ,
E=24,5). Para efectuar la calibracidn del equipo Aminco
Bowman SPF se empled etilenglicol como disolvente de la roda-

mina 8.

2.4 Purificacidon de los reactivos

(18)

Alcohol etfilico

£1 alcohol de 95% se mantuvo a reflujo
durante varias horas con 25 ml1/1 de H,50, 12N y luego se des
ti16. E1 destilado se tratd con 20 g de KOH y 10 g de Agi0,

por litro y fue destilado nuevamente. Este destilado se man-
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tuvo durante una semana sobre amalgama de aluminio activada,

se filtrd y destilo.

iclohexano
Reactivo Matheson, Coleman & Bell calidad
espectroscopica; se utilizd sin tratamiento adicional de puri
ficacidn.
Etilenglicol
Reactivo Merck, se utilizd sin tratamien-

to de purificacion.

Sulfato de quinina

Reactivo Merck, se recristalizdé como dihi

drato en H2504 0,05 M sequido por dos recristalizaciones en

agua. Se secd a 100°C.
Rodamina 8

Reactivo BDH, se recristalizé en una solu
cién de éter-benceno (1+1).

Indol (Fluka) (p.f. 52,0°C-52,4°C) y 2-metilindol (Aldrich)
(p.f. 58,0°C-58,2°C) fueron recristalizados en éter de petré-

leo y luego sublimados al vacio.
3-metilindol

Reactivo Fluka, fue recristalizado en hep

tano y luego sublimado al vacio (p.f. 95,0°C-95,3°C).

L(_) triptofano

Reactivo Carlo Erba, fue recristalizado

en una solucidén de etanol-agua (1+1) (p.f.292,5°C d.)

Yoduro de sodio

Reactivo Carlo Erba, fue utilizado sin

purificacién adicional.
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3 CORRECCION DE ESPECTROS

Los espectros de excitacidn y emision re-
gistrados por la mayoria de los espectrofotofluordmetros son
aparentes.

A fin de obtener el espectro verdadero de
un compuesto es necesario calibrar el equipo, ya que el espec
tro obtenido es una resultante de la geometria Sptica, de la
intensidad de la fuente de excitacién en funcidn de la longi-
tud de onda y de la sensibilidad del fotodetector.

E1 método utilizado para la correccidn de
ambos espectros fue el desarrollado por Heluish (19).

Se utiliza una solucidn concentrada de ro
damina B (3 g/1 en etilenglicol) como pantalla fluorescente
empleando el accesorio frontal de fluorescencia.

Se registra el espectro de excitacidn de
fluorescencia con el monocromador de emisidén colocado a 640 nm.
Este espectro es la respuesta combinada de la ldmpara y del
monocromador: Q(A).

Para calibrar el sistema de deteccibn se
reemplaza el contador cudntico por un espejo recientemente
aluminizado y se mide la energfa reflejada: R{A).

E1l factor de calibracidn para obtener los

espectros de emisibn verdaderos es:

Q(A) . H(A)
R(A).B(A).W(AN)

w
—

donde:
S{A): factor por el cual deben ser multiplicadas las lecturas

del fototubo para obtener una medida relativa en cuantos/

s.nm.
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Q(A): respuesta a la energia del contador cuantico.

M(A): transmisién de la ventana de la celda en que se mide la
respuesta del contador.

R(A): respuesta del monocromador-fototubo a la energia refle-
jada.

B(A): ancho de banda del monocromador de emisidn.

W(A): reflectancia del espejo aluminizado.

Para longitudes de onda mayores de 400 nm,
se interpone una placa de vidrio a la salida del monocromador
de excitacidn para absorber el segundo orden de radiacidn.

Cuando se determina R(\) se debe fijar
exactamente el espejo aluminizado; cualquier movimiento intro
ducird error en R{)). Se registra la emisidn para cada valor
de longitud de onda de excitacidon, prdcticamente cada 10 nm,
obteniéndose una distribuci6bn en forma de pico agudo. La al-
tura del pico es el valor de R{(A) y el ancho medio el de B(A).
Dado que se trabaja con red de difraccién, B(A) es constante.

Los espectros de excitacibén se corrigie-
ron multiplicando cada valor de intensidad registrada a una
determinada longitud de onda por el factor correspondiente
en la curva de Q()).

Las curvas de S(A) y Q(A) se muestran en

la figura 1.
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Figura 1. Curvas de calibracidn
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b METODO. DE CALCULO

4.1 Determinacifn de rendimientos de fluorescencia

Se utilizd el método propuesto por Parker
y Rees (20). Para ello se determinan los espectros de emisién
de fluorescencia de soluciones de la sustancia en estudio y
de una sustancia de rendimiento cudntico conocido, bajo las
mismas condiciones instrumentales.

Como la emisidn de fluorescencia es pro-
porcional a Ioclq¥ ¥y, por consiguiente, al drea integrada del

espectro de fluorescencia corregido, se cumple:

area, i Io£2C21¢2 (29)

area; Io£1c11¢1

donde:
2 y 1 identifican muestra y referencia respectivamente.
£: absortividad molar a la longitud de onda de excitacidn.
¢: rendimiento de fluorescencia.
c: concentracidn.
1: camino 6ptico.

Como sustancia de referencia se utilizd
sulfato de quinina disuelto en H,50, 0,1 N. Se tomb como va-
lor del rendimiento, para una longitud de onda de excitacidn

(21)

de 366 nm, el dado por Meluish de 0,55.

Cuando se utilizan solventes distintos al
agua se debe corregir por la diferencia en los indices de re-
fraccidon. E1 valor del rendimiento debe ser multiplicado por

2( (22)

nz(solvente)/ n“(agua) .

Precauciones

En el método seguido se debe tener cuida-



do de no cometer errores debidos a: efecto de filtro interno,
uso de luz de excitacidn no monocromdtica, apagado por oxfige-
no. La ecuacién mencionada s6lo es aplicable en condiciones

de absorcidn muy pequefia de luz. Se utilizaron soluciones muy
diluidas, con absorbancias menores de 0,05. Para evitar erro-
res en la medida de la absorbancia se usaron celdas de 100 mm
de camino &ptico. Antes de cada ensayo se elimind el oxigeno

disuelto mediante el burbujeo con nitrégeno (99,998%).

4.2 Determinacidn de rendimientos a baja temperatura

Los espectros de emisidn a baja temperatuyu
ra y las curvas de decaimiento de fosforescencia se obtuvie-

(17). E1 fun

ron haciendo uso del accesorio de fosforescencia
damento del método empleado para la determinaciln es el mismo
que el descripto en la seccidn anterior operando a la tempera
tura del nitrbégeno liquido (77°K) y midiendo primeroc a esa
temperatura y despugs a temperatura ambiente. E1 valor de ab-
sorbancia empleado posteriormente en el cdlculo es el medido
a temperatura ambiente.

En el caso especial de los indoles los
espectros de fluorescencia y fosforescencia no sc solapan y

por consiguiente es posible calcular las &reas correspondien

tes a cada proceso en forma individual.

Precauciones

Ademéds de las requeridas para el caso de
la fluorescencia se debe tener cuidado de evitar la formacidn
de burbujas en el nitrbgeno liquido, por cuanto podrian pro-
vocar la difusién de la radiaci6n de excitacidn.

Una vez registrado el espectro de emisidn

a baja temperatura, se deja equilibrar el sistema a la tempe-
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ratura ambiente, y sin mover la celda, a fin de mantener inal

terada su posicién, se mide nuevamente el espectro de emision.

4.3 Determinacién 1 tiempo de decaimiento de fosforescencia

Se establecieron las curvas de decaimien-
to de fosforescencia intercalando en el camino dptico de la
radiacidn de excitacidn un interruptor mecdnico.

do es necesario usar el cilindro rotato-
rio ya que los tiempos de decaimiento son largos y los ospec-
tros de fluorescencia y fosforescencia estdn separados entre
ellos.

Temperaturas comprendidas entre 77°K y la
ambiente fueron alcanzadas permitiendo que la temperatura de
la muestra se elevase lentamente por evaporacidn del nitrdge-
no liquido. Las temperaturas fueron medidas insertando una
termocupla en la celda.

La intensidad de la emisién de fosfores-
cencia se graficd versus tiempo en un registrador con base de

tiempo (velocidad: 0,2 pulg/s).

4.4 Calculo del tiempo de vida media natural y del tiempo

de decaimiento de fluorescencia

Se utilizd el método propuesto por Strick-

ler y Berg (23) empleando la fdrmula:
1. -9 2/=-3\-1 9_1_{ =
?3—2,880 . 10 n(?)f prom 7, £ din3 {30)
a

donde:

tz : tiempo de vida media natural.
9y ¢ estado degenerado inferior.

9, ¢ estado degenerado superior.
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9
al =1 en transiciones singlete-singlete.
u

n : fndice de refraccidn a la longitud de onda media de la
banda de fluorescencia.

j% dinv : integral bajo la banda de absorcidn electrénica.

<__3 O S13)43
N = ;——3————— : valor reciproco del término medio
prom f\)31(3)d§ 3
ﬂf en el espectro de fluorescencia.

Los espectros de absorcidn se integraron
en forma grafica por el método de Simpson utilizando una com-
putadora Monroe 1656.

Para facilitar los cdlculos en las medi-
das de rendimientos y tiempos de decaimiento se utilizé un
programa por computaci6én. E1 programa, denominado CINEF <24),
fue escrito en lenguaje FORTRAN IV para una computadora
IBM 360.

En la figura 2 se representa el diagrama
de flujo con la siguiente secuencia: hasta el punto (1) son
leidos y controlados todos los datos referentes a la curva de
calibracidn. Estos son introducidos segin un orden determina-
do y cualquier alteracidn serd detectada e indicada, luego de
1o cual el procesamiento se detendrd. Los pasos siguientes
hasta el punto (2) son semejantes a la secuencia anterior pe-
ro referidos al espectro que se desea corregir.

Si hasta aqui no ha habido inconvenientes,
los datos introducidos son listados y comienza la ejecucion
de la correccifn propiamente dicha.

La subrutina INTERP es una interpolacidn
parab0lica progresiva que puede alcanzar hasta el grado cua-

tro; en ella se fija el error deseado y durante el procesa-
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miento éste progresard hasta el qrado necesario (siempre que
no sea mayor que cuatro) para que cl valor obtenido tenga un
error menor al indicado. En esta parte, dicha subrutina inter
pola el valor del factor de correccidén para cada longitud de
onda introducido como dato en el espectro problema.

A continuacidn se lleva a cabo la correc-
cidn de la intensidad de la emisidén para cada punto y se tra-
baja en ndmero de onda, nm-l. en lugar de longitud de onda.

Con el fin de precisar el trazado del es-
pectro se vuelve a 1lamar a la subrutina INTERP para obtener
valores cada 0,01 nm L.

E1 espectro asi obtenido se regulariza
por cuadrados minimos seg(n el concepto aplicado por Go]ay(25).

En las secuencias siguientes se llevan a
cabo dos integraciones graficas por el método de Simpson usan
do la subrutina que ya posee la biblioteca de programas de la
maquina.

La primera integracidn es‘f/IQQ)dQ donde
1 es la intensidad de la fluorescencia corregida: 1a segunda
es /{}(3)/3+3.d5 . E1 cociente de ambas da el valor de
<3-%>_1 que interviene en la férmula de Strickler y Berg para
la obtencién del tiempo de vida natural de un estado excitado
electrdnicamente por integracidén del espectro de absorcidn.

E1 espectro corregido es impreso grdfica-
mente luego de normalizado, lo que permite obtener como resul
tado el factor de normalizacidon y el drea del espectro.

Conjuntamente con el espectro se imprime

un listado de los valores interpolados y los grados utiliza-

dos,

2

esto hace posible un examen rdpido de la efectividad del

proceso y del espaciamiento entre puntos. Si el grado es cero
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significa que la longitud de onda de la curva de calibracidn
y del espectro coinciden y no se lleva a cabo la interpola-
cion; si el grado es cuatro, los puntos a tomar deben estar
mds proximos. Esta subrutina permite elegir los puntos toma-
dos como datos en el espectro con entera libertad, sin que
sea necesario mantener un A)\constante, ni que haya coinciden

cia con la longitud de onda de calibracidn.
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> PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Espectros de absorcidn

Se registraton los espectros de absorcidn
en ciclohexano y etanol en el intervalo comprendido entre
33000 y 40900 cm 1.

En las figuras 3, 4 y 5 se muestran los
espectros en ambos solventes del indol, 3-metilindol y 2-metil
indol normalizados en los respectivos maximos de absorcién.

En las figuras 7 y 8 se observan los es-
pectros de los tres indoles estudiados en ciclohexano y eta-
nol respectivamente. En la figura 8 se incluye el espectro
del L(_)triptofano. Se han desplazado los valores absolutos
de ordenadas para apreciar las frecuencias de las distintas
bandas.

Todos los espectros se barrieron con solu

5M en celdas de 100 mm de camino.

ciones aproximadamente 5.10°

E1 indol en fase vapor muestra un espec-
tro con estructura fina lo cual ha permitido a Strickland y
colaboradores (1) determinar la secuencia vibrdnica de las
bandas.

Comparando las posiciones de las bandas
de los compuestos disueltos en ciclohexano con las obtenidas
en fase vapor se tratd de identificar las transiciones a las
cuales corresponden.

Todos los espectros demuestran alguna ana
logia en 1o que respecta a la energia de las transiciones, pe
ro se observan ensanchamientos de las bandas y variaciones en
los contornos por efecto del solvente.

Las transiciones correspondientes al indol

se dan en la tabla 1.
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Luego de identificadas las bandas en ci-

clohexano es posible compararlas con las obtenidas en etanol

(tabla 2).

Tabla 1. Comnaracién de las nosiciones de las bandas del
indol disuelto en ciclohexano con las corresnon-
diantes en fase vanor.

Ciclohexano vanor {Strickland)
Designacifn s(cm'l) Nesignacién Q(cm'l)
0-0 't 34750 0-0 "L, 35248

jo + 907 T, 36155

0+ 950 L, 35790 {0+ 968 TLh 36216

Lo+ 939 'L, 36237

0+ 1100 'L, 7 35850 9+ 1120 'L, 7 36368

0+ 1300 'L, 36050 0o+ 1313 'L, 36561

-0 ML, 36959 -0 i, 36561

0+ 700 L 36750 NR 9+ 750 T 37311 R

0+ 1000 'L 37059 R 9+ 1000 'L 37561 4P

3+ 1280 L 37309 up 0+ 1700 L 33261 MP
0+ 2100 'L 38250 WP 0+ 2450 "L 3)011 NP

H%: no resueltas, NP:

no nuras

Tabla 2. Comparacidn de las posiciones de las bandas del
indol disuelto en etanol con las corresnondientes
en ciclohexano.

Etanol Ciclohexano

! o 4 A

Designacidn J(cm™ ") Designacidn vi{em %) NAv(iem )
2-0 'L, 34650 0-0 i, 34750 100
2+093 'L, 35600 0+ 950 L 35799 100
-0 'L, 35900 0-0 L 36950 150
D+ 700 ’La 36600 0 + 700 'L 36750 150
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EY espectro del 3-metilindol es mds diff-
cil de interpretar que el del indol debido a que las bandas a
mayores longitudes de onda son el resultado de un solapamien-
to de las dos transiciones. No obstante, efectuando el mismo
tipo de andlisis que el practicado para el caso del indol, se
determinaron las transiciones correspondientes a las bandas

mis caracterfsticas (tabla 3).

Tabla 3. Comparacifn de las posiciones de las bandas del
3-metilindol disuelto en ciclohexano con las corres

pondientes en fase vapor.

Ciclohexano Vapor (Strickland)
Designacidn 3 (en™h Designacidn J(em 1
0-0 ’Lb 34500 0-0 'L, 34831
1 1
0-0 "L, 34500 0-0 'L, 35510
0+ 950 i 35450 0+ 980 'L, 35811
0 + 1400 ’Lb 35900 0+ 1340 ', 36171
0 + 2100 ’Lb 36600 0 + 2100 't 36331
0 + 2750 ’Lb 37250 0+ 2800 'L, 37631

Las tres Gltimas bandas pueden ser solapamientos de ’La % ILb

La Gnica banda posible de identificar en
etanol es la de 34450 cm'1 que corresponderia a la de

1

34500 c¢m ° en ciclohexano.

E1 2-metilindol no fue estudiado por
Strickland. En la tabla 4 se dan las transiciones correspon-

dientes a las distintas bandas observadas considerando los mo

delos del indol y del 3-metilindol.
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El espectro del 2-metilindol (fiqura 5)
sufre variaciones similares a las producidas en el indo]l cuan
do se cambia de solvente. La banda 0-0 ILa se puede determi-
nar considerando el aumento de su intensidad relativa en eia-
nol respecto a ciclohexano, por analogia con lo ocurrido en

el caso del indol (tabla 5).

Tabla 4. Posiciones de las bandas del 2-metilindol disuelto

en ciclohexano.

Nesignacidn J(em Y
0-0 'L, 34800
0+ 900 'L, 35700
0o+ 1050 i, 35850
0+ 1400 L, 36200
0-0 ’La 36200
0o+800 L 37000
0+ 2200 L 37000
0+ 2800 i, 37600
0+ 3150 'L, 37950

. ] I
Las dos (ltimas bandas pueden ser solapamientos de 7La y Lb’

Tabla 5. Comparacién de las posiciones de las bandas del
2-metilindol disuelto en etanol con las correspon-

dientes en ciclohexano.

Etanol Ciclohexano
. s 2 - -1 . 2 = ‘1 A; ‘1)
Designacién ~(cm °) Designacién N{cm ) (cm
0-0 't 34700 0-0 fi, 34800 100
0-0 ’La 36100 0-0 ,La 36200 100
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Se registrd el espectro de ahsorci6n del
L(_)trintofano s610 en etanol (figura 6) debido a su insolubi-
1idad en ciclohexano. Se observd que dicho espectro coincide
aproximadamente con el del 3-metilindol, lo Aque permite supo-
ner que las transiciones son las mismas para las dos sustan-

cias.
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5.1.1 Fuerza del oscilador por resolucién gréfica de las

bandas.

Es posible determinar la intensidad de u-
na transicidn sobre la base de la fuerza del oscilador, f (26),
“el cual puede alcanzar el valor unitario para la miaxima proba-
bilidad de la transicién.

La fuerza del oscilador se calcula median-

te la expresidn conocida:

£ = 4,319, 107 [€ dF

en que f% dJ es 1a intensidad integrada de la banda correspon
diente del espectro de absorcidén y v es la frecuencia (cm'l).
E1 cdlculo de las fuerzas de los oscilado-
res de las bandas ILa y ’Lb para el indol y sus derivados, a
causa de su solapamiento, requieren Ser resueltas descontando

sobre el espectro, la absorcidn correspondiente a cada una de

ellas.

Como ejemplo del procedimiento se dan en

1 1

la figura 9 las bandas La y Lb halladas para el indol disuel

to en ciclohexano.
En las tablas 6 y 7 figuran los valores

obtenidos en ambos solventes para las fuerzas de los oscila-

A 1
dores y los momentos de transicibn de las bandas La y ’Lb

de las sustancias en estudio suponiendo el mismo tipo de sola

pamiento.

En la tabla 8 se indican las relaciones

!

. !
de las fuerzas de los osciladores de las bandas La y Lb en

los mismos solventes.
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Tabla 8. Relacidn entre las fuerzas del oscilader de las

bandas ILa y ILb del indol y sus derivados en fun-

cibn del solvente.

Solvente Ciclohexano Etanol

1 1 1 1
Compuesto f La/ f Lb f La/ f Lb
Indol 11,1 12,0
2-metilindol 11,6 16,6
3-metilindol 4.4 13,2

L(_)triptofano 6,2
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5.1.2 Andlisis de los espectros

En general se observa que las transicio-

1 . .
nes La son mas sensibles a las perturbaciones por efecto del

solvente que las ILb.

Los espectros ultravioleta de las sustan-
cias estudiadas en un determinado solvente y de cada uno de
los compuestos en los dos solventes usados, exhiben una carac
teristica fundamental, la banda de mayor longitud de onda su-
fre muy pequehfos cambios respecto a la energia e intensidad
y las mayores variaciones aparecen a partir de los 36000 cm'1
en el sentido de las frecuencias decrecientes.

De los solventes estudiados el ciclohexa-

no es el que produce menos alteraciones en los espectros de
absorcidn 1o que cabe atribuir a su no polaridad.

(9)

Segin Konev cuando se pasa de solu-
ciones en hidrocarburos a solventes mds polares el méximo co-
rrespondiente a bajas longitudes de onda sufre un gran corri-
miento (700 cm'l) hacia el rojo; en cambio, el maximo a lon-
gitudes de onda mayores se corre muy poco (150 cm"l). La in-
terpretacidn de Konev es que se producen uniones hidrégeno en
tre las moléculas del indol y las del solvente.

Observando la tabla 2 se advierte que en
los sistemas estudiados no se produce el gran corrimiento pos
tulado por Konev; el corrimiento se encuentra dentro de los
150 cm'l. La discrepancia surge del hecho de que en el cdicu-
10 de los valores encontrados, dicho autor solo computd los
miximos de absorcidn sin tener en cuenta el estado vibracio-
nal al cual pertenecian.

Si se consideran los miximos para el in-

dol disuelto en ciclohexano (37300 cm_l) y en etanol
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(36600 cm'l) el corrimiento da el mismo valor que encontrd Ko

nev (700 cm'l).

E1 corrimiento de los méximos (unicos va-

lores susceptibles de ser comparados) del 3-metilindol en ci-

clohexano (35900 cm'l) y en etanol (35500 cm'l) es de 400 cm'l,

menor que en el caso indol, lo que estaria indicando que se

produce un gran solapamiento de las bandas ILa y ’Lb.

En cambio, para el 2-metilindol, el corri

miento de los mdximos en ciclohexano (37600 cm'l) y en etanol

(36750 cm~Y) es de 850 cm™!, comparable al del indol.

Los estudios sobre polarizacién de los es

3, 4,

pectros de absorcidn ( 9) han permitido 1legar a esta-

blecer que ta banda a mayor longitud de onda del indol en ci-

P | .
clohexano es una transicion Lb «— ’A con una leve superposi-

cién de la banda !

La en la zona de mayor longitud de onda.

Si suponemos que 10s dos primeros mdximos
corresponden a la misma banda, ILbﬁedetermina por resolucidn
grdafica la frecuencia vibracional, la que da un valor de apro

1

ximadamente 900 cm = para las sustancias disueltas en ciclo-

hexano y muy prbximo a este valor para las disueltas en eta-
nol (tabla 9).
Los espectros fueron medidos con una reso

1

Jucibn de 0,5 nm que corresponde a *+ 50 cm = en la regidn ba-

rrida.
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Tabla 9. Frecuencias vibracionales de la banda ’L

b
Solvente Ciclohexano Etanotl
Compuestd\\\\\\~ J (cm'l) 9 (cm-l)
Indol 0 + 940 0 + 975
2-metilindol 0 + 820 0 + 900
3-metilindo]l 0 + 830 0 + 890
L(_)triptofano 0 + 760

Esta vibracidn de intensidad fuerte co-

i

rresponderfa a la de 980 cm ° dada por Strickland en metilci

(27)

clohexano y a 1a que Hollas caracterizé a 907 cm ! en fa'

se vapor,

Yamamoto y Tanaka (28)

en sus estudios en
cuentran que el cristal de indol exhibe prdcticamente el mis-
mo espectro que el del compuesto en solucidn y una frecuencia

! para la banda ILb. Esto estd de acuer

vibracional de 850 cm~
do con lo anterior y si se tiene en cuenta que Kaneda y Tana-
ka (29) han establecido que la molécula de indol es muy plana,
se puede concluir que la conformacibn del estado fundamental
en solucidn es la misma que la del cristal, lo que ademds es-
taria de acuerdo con el hecho probado y conocido de que cuan-
to mas plano es el estado fundamental mds estructurado resul-
ta el espectro de absorcidn.

Se observa también que las dos frecuen-
cias vibracionales de menor energia de cada sustancia en 1los
dos solventes ensayados, permanecen aproximadamente constan-
tes (tabla 9).

Analizando las relaciones de las fuerzas

de los osciladores (tabla 8) en ciclohexano se observa que
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los valores son parecidos para el indol y el 2-m=tilindol y
mucho menor para el 3-metilindol, lo cual corroborarfa que en

este solvente la banda a 34500 cm'l es un solapamiento muy

grande de ILa y ’Lb’ en concordancia, por lo demds, con lo ob
servado anteriormente.

La relacién de las fuerzas de los oscila-
dores de las dos bandas en el L(_)triptofano es mucho menor
que 1os valores alcanzados en los otros derivados; cabe atri-
buir este efecto al aumento de la fuerza del oscilador de ]Lb

E1 solapamiento también determina un au-
mento en el ancho medio de la banda, en el caso del espectro
del indol cuando se pasa de ciclohexano a etanol como solven-
te, y en el del 3-metilindol respecto al del indol ambos en
ciclohexano.

Valeur y Weber (30)

,» 0 un trabajo recien
te, midieron los espectros de excitacidn polarizados, selec-
cionando, por medio de filtros, el nivel desde el cual se ori
gina la transicidn. Consiguen de esta manera resolver el es-
pectro en las dos bandas ,La y ILb de las moléculas de tripto
fano y de indol disueltos en propilenglicol. La figura 10 re-
presenta en forma comparativa la resclucidn del espectro esty
diado por el método simple usado en nuestro lavoratorio y el
que usaron los autores.

Ambos espectros estan en plena correspon-
1

dencia y dan una frecuencia vibracional de 0 + 760 cm” Lo

mismo sucede en el caso del indol en ciclohexano; para éste

la frecuencia vibracional hallada en nuestro estudio es de

0 + 940 cm'l. Los valores siempre resultan muy préximos a las

dos frecuencias dadas por Strickland (1) que son de 0 + 730

cm” ! y 0 + 980 em L.
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Figura 10.

300

Resolucidn grdfica de las bandas ’La y
]Lb para el L(_)triptofano.
a) Método de Valeur y Weber.

b) Método usado en el ltaboratorio.

50



En general se puede decir qu~ los espec-
tros de absorcidn del L(_)triptofano y del indol en solucidn
estdn constitufdos por dos transiciones bien caracteristicas
en la zona estudiada; una banda ’Lb a mayor longitud de onda,
con cierto solapamiento de ’La, que es posible resolver gri-
ficamente con cierta seguridad y una transicidn ’La para la
cual es muy aventurado establecer una analogfa con la fase
vapor.

En solventes diferentes, la banda ILa )

lapa con la 'Lb en un grado que depende de 1a polaridad de
aquellos.

Puede observarse que los dos estados cum
plen, aun en solucidn, 1o que estd demostrado para los espec
tros respectivos en fase gaseosa, a saber: que el primer es-

~tado da una banda aguda y que e) segundo es mucho mas ancho,
ésn el agregado de que en este caso, el ensanchamiento vibrd
nico no alcanza a anular la estructura vibracional.

La conservacidn, en lo sustancial, de la
forma y contorno de las bandas demuestra que la sustitucidn
afecta poco la geometria molecular y no hay prdcticamente e-
fecto inductivo del grupo metilo sobre la frecuencia vibracig
nal de la banda ,Lb y solamente con alcance limitado sobre
las de la banda ’La

Se puede decir también gue en el indol
y derivados estudiados la interaccidn se produce entre dos
estados del mismo tipo orbital, es decir, los dos electrones
del heterodtomo contribuyen a la estructura electrdnica Tr,
la transicidn es - ﬂ* como en el pirrol, dando como resul-
tado que se conserve el modelo viordnico del estado excitado.

En los espectros del L(_)triptofano y del
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3-metilindol en etanol se observa que las bandas 2 mayor lon-
gitud de onda sufren un corrimiento hacia el rojo con respec
to al indol o al 2-metilindo) conservando bdsicamente su con
torno.

Esta estabilizacidn del estado excitado
no puede ser atribuida a una transferencia de carga con el
grupo dcido aceptor del triptofano ya que el 3-metilindol ex
hibe un espectro andlogo sin tal posibilidad; en todo caso
esto demuestra la relevancia de la posicion 3 a la estabili-
zacibn cuando el H es sustituido (31).

Esta propiedad y la planaridad del grupo
cromdforo quedan demostradas en el estudio de Rivero y cola-

(32)

boradores sobre la estructura cristalina del complejo

de transferencia de carga entre escatol y tetracianocetileno.
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5.2 Espectros de fluorescencia a_temperatura ambiente.

Los espectros de emisidn de fluorescencia
a temperatura ambiente se registraron termostatizando a 25°C
el compartimiento donde se aloja la celda.

Las soluciones empleadas para correr los
espectros de fluorescencia fueron las mismas usadas para los
espectros de absorcidn.

Todos los espectros de fluorescencia co-
rregidos se han representado, en forma normalizada, conjunta-
mente con los espectros de absorcidn. £s importante destacar
que el espectro de excitacidon corregido se extiende entre los
limites correspondientes al de absorcidn y coincide en su as-
pecto vibracional con éste.

En ciclohexano se observa una cterta es-
tructura en el contorno de la banda de fluorescencia ademds
de tener una imagen especular parcial respecto al de absor-
cidn; por 1o tanto se ha tratado de establecer la concordan-
cia entre las frecuencias vibracionales de ambos espectros.

En las figuras 11, 12 y 13 se representan
los espectros del indol, 3-metilindol y 2-metilindol disuel-
tos en ciclohexano. Las flechas indican las frecuencias vibra
cionales de la banda de menor energia asignada a la transi-
cibn 'L, ¢ del cristal de indol.

En la tabla 10 figuran los valores de los
pardmetros de fluorescencia de los compuestos citados disuel-
tos en ciclohexano.

Cuando se utiliza etanol como solvente
se observa que los espectros de emisidon de fluorescencia ca-
recen completamente de estructura y sus méximos se desplazan

hacia frecuencias menores.
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En la tabla 11 figuran los valores de los
pardmetros de fluorescencia de los compuestos estudiados di-
sueltos en etanol, cuyos espectros se dan, conjuntamente con

los de baja temperatura, en las figuras 18, 19, 20 y 21.
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5.2.1 Andlisis de los espectros en ciclohexano.

La imagen especular parcial de la fiqgura
11 se observa en la figura 14,donde se hacen coincidir las
alturas de las bandas 0-0 de absorcidn y de fluorescencia,

proyectando luego el espectro sobre la linea de simetria.

1

Los picos a 34750 cm ~ correspondientes

C o ! .. .
a la transicibn 0-0 Lb en absorcidn y en fluorescencia son

coincidentes y el pico a 35700 em™! en absorcidn corresponde

1

ria a la inflexibn observada a 33750 cm ~ en fluorescencia.

La frecuencia vibracional de esta banda arroja un valor de

1

1000 ¢m™ " para el estado fundamental, en correspondencia con

la frecuencia vibracional en absorcidn, que daba un valor de
340 cm'1 por resolucidn del espectro (Tabla 9).

Las frecuencias del maximo de fluorescen

1 1

y la inflexidn a 32500 cm ° pueden ser com-

-1

cia a 33500 cm~

paradas con las de absorcidn a 36050 cm y 37050 cm'1 respec

. . AP |
tivamente correspondientes a la transicion La. Estas ener-

gfas difieren en los espectros de emisidn y absorcién en el
mismo intervalo: ~ 1000 cm t.

La transicidn correspondiente a 36750 cm'1
en absorcidn no se observa en el espectro de fluorescencia,
supuesto que deba existir a 32800 cm'l.

Considerando la simetria parcial de los

espectros, el origen de la transicidn ’La se encontraria a
34775 cm'l, muy cercana a la transicidn 0-0 ILb (34750 cm'l).

E1 corrimiento de Stokes para la banda

0-0 'L, es de 2550 em” L.
Se estudiaron los otros compuestos efec-

tuando el mismo tipo de consideraciones.




Figura 14.

40
U(cm-1 1073

Proyeccidn del espectro de adsorcidn
sobre el de fluorescencia del indol

en ciclohexano.
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Para el 3-metilindol la energia a 34100

-1 . .
cm en el espectro de fluorescencia corresponderia a la de

1

34500 cm " en absorcidén (el origen de la transicidn ’Lb esta-

ria en 34300 cm'l).
Si el mdximo de la emisidn de fluorescen

cia corresponde a la transicidn ILa(32800 cm"l) y de la absor

cién a 34500 cm”}

da ILa estaria en 33650 cm'1 0o sea a mayor longitud de onda

1
que ta 0-0 Lb.

a la misma transicidn, el origen de la ban-

E1 corrimiento de Stokes para la banda
1

1

0-0 'L 1'

p €s de 400 em! y para la banda 0-0 'L_ es de 1700 cin~

Para el 2-metilindol, el pico a 34300 em”!

en absorcidn se corresponde con el hombro a 34350 cm'1 en

fluorescencia, por 1o cual el origen de la transicion ]Lb es-

taria en 34575 em L,

1

El hombro a 33400 cm = en fluorescencia

1 1

del de 34350 cm~

se nalla a 350 cm’ y se corresponde con

el pico a 35700 (:m'1 en absorcidn, que se halla a 300 cm_l del

de 34300 cm”!

, 1o cual significa que corresponden a la misma
transicién 'Lb.

1

E1 maximo a 33000 cm ~ en fluorescencia

1 en absorcidn y la infle-

en fluorescencia con la de 37000 cm'1 en

corresponderia al pico a 36200 cm’

cidn a 32200 cm” !

2 p < s 1
absorcidén, serian transiciones La

)

E1 origen de la banda La estaria en

34600 cm'l, con lo cual el origen de esta transicién seria el

mismo que el de la ILb.

£1 corrimiento de Stokes para la banda

1 1

y para la banda 0-0 'L es de 3200 cm’l.

0-0 ,Lb es de 450 cm”
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la temperatura

E1 efecto de la temperatura sobre la emi-
sidn de fluorescencia fue estudiado en el intervalo de 20°C
a 60°C. Con la medida experimental del rendimiento de fluores
cencia se determind la energia de activacion.

En la figura 15 se nuestra la variaciodn
del rendimiento de fluorescencia con la temperatura para el
indol y el L(_)triptofano disueltos en etanol. L[] aumento de
la temperatura afecta las velocidades de los procesos de des-
activacién en solventes polares. &n ciclohexano no se ha en-
contrado variacidn con la temperatura en el rendimiento de
fluorescencia.

Con la hipétesis de la existencia de dos
caminos de desactivacidn del estado excitado es posible calcu
lar la energia de activacidn para el proceso dependiente de
la temperatura, mediante la ecuacibn (22) que expresada en

forma logaritmica resulta:

1
nf o— - 1 —K) = Ink, - -
((Df ! ¢ (31)

La constante K1 se obtiene introduciendo

.2 . . 33,34
valores en la ecuacidn hasta consequir la mejor recta ( +34)

1 . -1
al representar 1n ( -1 - K > vs. T .
6f 1
debe ser considerado como aproximado ya que existe la nosibi

£1 valor de Kl

1ijdad de incurrir en errores sistemdticos en su evaluaciodn.
En la figura 16 se muestran las rectas oD
tenidas para el indol y el L(_)triptofano disucltos en etanol.
E1 trazado de la recta obliga a despreciar
el valor de Kl' 1o que indica que el proceso de desactivacion

es Gnicamente dependiente de la temperatura.
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0.21

0.1

| | | 1

25 35 45 55 op

Figura 15. Variacidn del rendimiento de fluorescencia
con la temneratura del (1) indol v

(2) L(_)trintofano en etannl.
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En la tabla 12 se muestran los valores ha
1lados para las energfa de activacidn y las constantes corres
pondientes.

En el caso del ciclohexano (solvente no
polar), al ser el proceso de desactivacién independiente de
la temperatura, la ecuacifn (22) se simplifica ya que
¢§1 -1 = Kl » 1o que conduce a valores de K1 > 1 para los
compuestos estudiados, 1o que significa que kf < kn + kg.
Tabla 12. Resultados experimentales correspondientes a la

ecuacidn (22) para el apagado de la fluorescencia

en etanol por efecto de la temperatura, Kl = 0.

Compuesto K, Ell k?ilo'q K< exn(-E,/RT)
(em ") (s 7)(1) sy (25°¢)
Indol 52,4 700 4,1 1,4. 10°
2-metilindol 25,0 600 3,2 1,8. 10°
3-metilindol 22,9 600 2,9 1,3. 108
L(.ytriptofano 3568,8 1400 256,9 3,5 108

{1) valores calculados con Tf de tabla 11



1_1)

f

ln(gb

30 32 34
1-". 104

figura 16. Representacién grdfica de la eplicacion
de la ecuacibn (31) para el
(1) indol y

(2) L(_)triptofano en etanol, Kl = 0
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5.2.3 Efecto de adtonmos pesado

La eficiencia de fluorescencia en un sis-
tema puede disminuir debido a la presencia de ciertas sustan-
cias que producen apagado.

La cinética del apagado en soluciones se
describe mediante la ley de Stern-Volmer (ecuacidn 27). Grafi
cando la relacibn de eficiencias de fluorescencia en funcién
de la concentracidn de atomo pesado que produce el apagado,
se obtiene una recta cuya pendiente es la constante de Stern-

Voimer, K con la cual se calcula la constante de apagado,

sy’
kq, (ecuacidn 28). E1 valor de esta constante determina si el
proceso estd controlado difusionalmente, para lo cual es nece
sario que el tiempo de vida del estado excitado sea mayor de
10'9 sequndos. En este caso, las constantes de apagado depen-
den de la viscosidad de)l solvente y de la temperatura.

La constante de velocidad de un proceso
(35)

controlado difusionalmente es
k. (Titro mo17ts™1) = 8rT/3000 m (32)

Mt viscosidad del solvente en poises.

Basicamente pueden existir dos mecanismos
mediante }os cuales se pierde la energia en forma colisional:
aumento del cruce entre sistemas o transferencia electrénica.

En el presente trabajo se estudid el efec
to producido por el agregado de yoduro de sodio a soluciones
de un indol en etanol. Se observd que la forma del espectro
de emisién de fluorescencia no variaba, pero si disminuia su
intensidad. La disminucidn de la fluorescencia es debida al
[ que actia como dtomo pesado; el Ha+ no produce apagado.

Las concentraciones de yoduro de sodio se
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mantuvieron lo suficientemente bajas como para que no exis-
tiera absorcidn de la luz de excitacion.

En la figura 17 se adopta el indol para
ejemplificar la representacidn grafica de la ley de Stern-Vol
mer.

En la tabla 13 se dan los valores halla-
dos para las constantes de apagado del indol y derivados di-
sueltos en etanol a 25°C. E1 apagado del L(_)triotofano por
17 en etanol es despreciable.

Se puede observar que los valores encon-
tr?dos son comparables con el de la constante de control di-

fusional calculada mediante la ecuacibn (32):
kc(etano1) = 5,4 . 107 1itros mo17} 57!

Tabla 13. Resultados experimentales del apagado de la

fluorescencia por efecto del Hal en etanol a 25°C.

Compuesto K (M'l) k .10'9(M 1 s'l) (1)
sV q
Indol 19,1 4.1
2-metilindol 11,2 3,5
3-metilindol 6,1 1,9

(1) valores calculados con ?f de tabla 11.
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Figura 17. Renresentacidn grdfica del efecto

del I~ sobre el indol en etanol.
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5.3 Esnectros de luminiscencia a 77°K.

Los esnectros de emisién y las curvas de
decaimiento se barrieron usando el accesorio de fosforescen-
cia v enfriando con nitrSqeno liquido.

Las curvas de decaimiento de la fosfores-
cencia se ohbtuvieron interrumniendo la radiacidén de excitacién
(280 nm) y graficando la intensidad versus tiempo para la lon-
gitud de onda de emisidn correspondiente a la banda 0-0 en el
espectro de fosforescencia.

En las figuras 13, 19, 20 y 21 se renre-
sentan los espectros de absorcidén y emisién a temperatura am-
biente y el espectro de emisién total en etanol a 77°K de los
comnuestos estudiados.

Los pardmetros de emisidn a 77°K se mues-
tran en la tabla 14.

Tabla 14. Parametros de la luminiscencia del indol v deriva-
dos a 77°K en etanol (excitacidn: 280 nm).

Fluorescencia

= - = -1

Veplecm ) d)f AN L lem™)
Compuesto < "3

s Ok,
Indol 31109 32600 33850 0,79 2179
2-metilindol 30800 31650 32800 0,68 1900
3-metilindol 30510 31550 33300 0,69 2900
L(_)triptofano 30700 31759 0,60 2050
Fosforescencia

e SRR
Comnuesto ___"___,"_____figmﬁiﬂ__l______M__ﬂ;___n_ ¢)n (p(s)
Indol 24700 23900 23100 22200 21800 20600 0,12 6,6
2-metil- 25750 24250 23450 226070 22050 20550 0,17 6,2

indol
3-metil- 24000 22700 21400 20100 0,13 5,1
indol
L( )trio- 24600 23900 23200 22200 21800 20600 0,15 6,6
toiino
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5.3.1 Andlisis de los esnectros

Enfriando a 77°K,los miximos de emisidn
de fluorescencia de todos los compuestos experimentan un efec
to batocrbmico muy grande.

Analizando el espectro del indol, anarece
un mdximo a 32600 cm—1 con un corrimiento de 2190 cm'1 resnec
to al de 25°C. A su vez, aparecen dos vibraciones hastante

bien resueltas a ambos lados del mismo: una a 33850 cm~1 y 0-

tra a 31100 cm” L.

Para los derivados, los espectros de fluo-
rescencia a 77°K también demuestran estructuras parecidas a
la del indol, sufriendo corrimientos de 2900 cm‘1 respecto a
los de 25°C, excepto en el caso del 3-metilindol cuyo mdximo

1 (tabla 14).

se desnlaza unos 3000 cm~
Los espectros de fosforescencia muestran
varios nicos bien definidos (tabla 14) con energias e intensi
dades del mismo orden. Lo mismo ocurre con respnecto a la dis-
tribucidn vibracional si se excita a otra longitud de onda.
La nrimer vibracidén corresponde a la tran

sicién 0-0 3

L
a

Cuando se aqregl yoduro de sodio, los es-
nectros mantuvieron sus aspectos vibracionales y no hubo va-

riacidn en las intensidades.

Los espectros corregidos de excitacidn a
77°K presentan enerqias iquales que las de los mismos a 25°C,
1o que indica que el efecto de temneratura sobre el espectro

de absorcidn es nrécticamente nulo.



5.3.2 Efecto de temneratura sobre la emisidén de fosforescencia.

En la figqura 22 se muestra la recta obte-
nida para el indol disuelto en etano! cuando se renresenta la
ecuaci6n (25) en forma logaritmica en funcién de la inversa
de la temperatura.

E1 valor de la energia de activacién encon
trado fue de 0,29 kcal/mol y el del nreexnonencial (k;) de

70 s~ 1.

| |

5 10

7-1.103

Figura 22. Representacién grdfica de la aplicacidn de

1a ecuacién {25) para el indol en etanol.
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6 INTERPRETACION

Por el andlisis efectuado del espectro de
emisidn del indol en ciclohexano, se asigna la transicién 0-0
a la banda de mayor energia por coincidir con la banda 0-0 en
absorcidn; este solapamiento es una confirmacién de que los
estado de equilibrio fundamental y excitado tienen la misma
conformacibn.

Si consideramos la transicién 0-0 de ab-

sorcién en el cristal a 34250 <:m'1

1

, Se observa que estd des-
plazada 500 cm ~ hacia el rojo respecto a la absorcion corres
pondiente en solucifn.

Estd bien establecido por estudios de sol
vacibn, que las transiciones en solventes na polares estdn co
rridas hacia mayores frecuencias respecto a transiciones en
el cristal cuando las moléculas de soluto tienen la misma con
formacibn de equilibrio que el estado cristalino.

£E1 efecto de sulvente no polar es prdcti-
camente nulo y el nivel de emisidn puede considerarse como un
nivel Franck-Condon, indicando también que el momento dipolar
de la transicién ILb «—AA‘ es el mismo.

Ademds, el espectru de =xcitacion correql
do coincide en sus rasqgos caracteristicos con las dos transi-
ciones ’La «—4A‘ y ,Lb e—‘A' y existe una relacidn esnncular
parcial con el espectro de emisidén, el cual no camoia en su
contorno con la longitud de onda de la excitacidén, lo que in-

!

y L

dica la poblacibén de los dos niveles ’L o

a
EY desplazamiento de la banda ,La nyestra

1, 1o que estd de acuerdo con lo es

(36,37)

un corrimiento de 2500 cm~

tablecido por varios autores respecto a que el momen-
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to dipolar de la transiciodn ’La es mayor que el de la ,Lb'

De 1o expuesto, se puede tomar como origen
1 1

de 1a banda 'L, a 34750 cnly de la vanda ’La a 34775 cm”

t1 origen de la banda ’Lb es un valor ra-

(38) de

zonable comparado con el dado por Mani y Lombardi
35232 cn ! en su estudio del espectro electrdénico del indol
en fase gaseosa, por 1o que el solvente tendria el efecto de

correr la banda en aproximadamente 500 cm'l.

1

La banda ,La de 36050 cm * en absorcibn

esta en franca coincidencia con la banda ’La dada por Kadiri,

(39) los cuales recientemente hi-

Martinaud y Cazeau-Dubroca
cieron un estudio de las bandas del indol a distintas tempera
turas.

E1 cromdforo metilado en posicidn 2 6 3
demuestra pérdida de estructura en los espectros de emisidn
en ciclohexano.

La banda 0-0 en indol se transforma en un
hombro con frecuencia muy cercana a la transicidn 0-0 en ab-

1 hacia el azul

sorcibén, siempre corrida unos cientos de cm’~
con respecto al cristal del indol; esto hace suponer que no
hay diferencias entre la conformacidn de equilibrio en el es-
tado cristalino del indol y estos derivados.

Las frecuencias vibracionales correspon-
den aproximadamente a las del indol, el rendimiento de fluo-
rescencia es prdacticamente el mismo y sdlo se nota un ensan-
chamiento de la banda de emisi6n dando una indicacidn del so-
lapamiento de niveles superiores y de que existe un cambio en
la relacién de los niveles que emiten.

El1 2-metilindol presenta un corrimiento

de Stokes mayor que el 3-metilindol, lo que puede atribuirse,
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ademds del efecto inductivo, a la posible interaccidn del
grupo metilo con los hidrdgenos en posicidon 1 y 3, lo que da-
ria un balance de repulsidn estérica y estabilizacién por re-
sonancia.

Para el 3-metilindol, el origen de la ban

1 1 1

1 - -
da Ly estarfa en 34300 cm y el de la La en 33650 cm

Para el 2-metilindol, el origen de la ban

1 1 1 1

da 'L, estarfa en 34575 cm~

b y el de la

L, en 34600 cm”

Los espectros de emisidn en etanol a tem-
peratura ambiente no poseen estructura; por lo tanto es difi-
cil extraer conclusiones de ellos.

Los rendimientos de fluorescencia a 77°K
se acercan a un valor parecido para todos ellos, lo que indi-
ca la eliminacibn del mismo tipo de proceso no radiativo.

E1l corrimiento hacia el azul puede deber-
se a que la matriz de vidrio bloquea parcialmente la rotacidn
del estado excitado y la emisidn puede considerarse desde el
estado Franck-Condon.

1

La diferencia de 1250 cm = para el indol,

es una vibracidn del estado fundamental. La banda de mayor e-

1 1

nergia a 33850 cm ~ estd separada 800 cm ~ de la banda a

1 del espectro de absorcién en solucidon. E1 promedio

34650 cm’
da un valor de 34250 cm'l, en coincidencia con la transicidn
0-0 del cristal, lo que indicaria una pérdida de la energia
nor desactivacidn vibracional representada por 400 cm'l.

El gran corrimiento de los mdximos a las dos
temperaturas extremas estudiadas indica que la reorientaciédn
del solvente a baja temperatura es parcialmente impedida.

Si se toma el origen de las bandas como

el promedio de los médximos de absorcidn y emisidén da un valor
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para el indol a 25°C de 33550 cm'l, muy oréximo a la vibracién
de mayor energfa del espectro de emisidm a 77°K; nara el 2-me-
tilindol, 3-metilindol y e} L(_)triptofano el origen correspon
derfa a 33225, 33050 y 32600 cm ', respectivamente.

En general, los espectros a baja tempera-
tura tienen una imagen especular con el espectro de absorcidn.

E1l espectro de emisidn del triptofano a
77°K tiene una caracteristica: pierde la estructura en la zo-
na de mayor energfa de la banda, la frecuencia vibracional
que existe en los otros compuestos desanarece y el efecto de
temperatura es mucho mayor. Esto se manifiesta sobrenoniendo
los espectros de emisi6n a las dos temperaturas, pudiendo asf{
observarse que a 77°K hay una contraccidén de la banda, lo que
no ocurre en los demds comouestos. Ademds, el esnectro es la
rénlica especular de la regidn identificada como IL(1 en el es
pectro de absorcidn, indicando que este estado es el mayor e-
misor.

Salvo esta caracteristica del trintofano,
los demds compuestos tienen espectros de emisidn muy semejan-
tes en solventes no nolares a 25°C y polares a 77°K.

Comparando los tiempos de vida radiativa
y los obtenidos por absorcidén (tabla 19 y 11) se obhserva que
s6lo ’Cg guarda relacién con la noltaridad del solvente: aumen
ta en etanol v es del mismo orden nara los diferentes comoues
tos en cada solvente; mientras que Tg, por el contrario, mues
tra una disminucidén cuando se nasa de ciclohexano a etanol.

En ciclohexano se observa que tg es mayor
que Tz . unas seis veces en indol y anroximadamente el doble en
losotros derivados.

En cambio, en etanal Tg y tg son anro-
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ximadamente del mismo orden para el indol suponiéndose que 1o
mismo ha de suceder para los otros derivados.

La diferencia encontrada para el indol en
ciclohexano puede interpretarse que las transiciones que invo-
Tucra la fluorescencia emiten en una relacidn distinta a la
que corresponde a las fuerzas de los osciladores en absorcidn.

Ademds, esto estd de acuerdo con la imagen
especular parcial que se ha encontrado entre los dos espectros
a que se ha hecho referencia en la seccidn 5.2.

En solvente polar como etanol, el despla-

zamiento masivo de la banda !

La hacia mayor longitud de onda
colocarfa a esta banda a menor energia que la ’Lb, de ahi que
la emisidn podria considerarse proveniente principalmente de
esta transicion.

La energia de activacion del triptofano
en alcohol respecto del proceso de apagado de la emisidn, en
el orden de temperatura estudiado, indica una constante de ve
locidad (tabla 12) mayor que la de los otros compuestos, pero
dentro del orden de la constante de velocidad de la fluores-
cencia.

E1 valor del factor de frecuencia es de
1011 para el triptofano y 109 para los otros compuestos. E1
valor de lO11 se aproxima mds a los procesos permitidos que
a los prohibidos; por lo tanto, esta energia de activacidn co
rresponderia a la desactivacion por conversidn interna (kn)
involucrando algin modo vibracional del estado excitado, cami
no que lleva a una disminucidn del rendimiento de fluorescen-
cia.

E1 triptofano presenta el menor valor de

t} en un medio como etanol y conjuntamente el menor valor de
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b, (tavra 11).

Teniendo en cuenta que el rendimiento y
decaimiento de la fosforescencia de los compuestas son practi
camente iguales, los dos caminos posibles de desactivacidn se

rfan kg y kn; si se aplica la fdormula

l.~

= k_+ k(J ello indicaria un incremento

D N
Te

=
oo

de ¢>t

La diferencia de energia entre el primer
estado singlete excitado y el primer estado triplete da un va

1

lor de aproximadamente 8000 cm ~ para todos los compuestos.

La energia de activacidn calculada did

100 em™}

(0,29 kcal/mol) con un factor de frecuencia muy pe-
quefio. La separacidn entre los niveles singlete (Sl) y triple-
te (Tl) es un valor grande para que el proceso de transferen-
cia de energia seadirecto al nivel Tl; por lo tanto debe exis-
tir un nivel superior T2 con modos vibracionales solapados con
Tos de ’La 0 7Lb, 1o cual facilita este tipo de transferencia,
explicdndose asi que el rendimiento de fosforescencia sea
igual en todos los compuestos. Asimismo, el bajo valor de la
energia de activacidn indica una desactivacidédn independiente
de la temperatura T1 - SO.

Los valores obtenidos de los picos e in-
flexiones en los espectros de estos compuestos se han compara-
do con el espectro Raman del indol dado por Heckman (40) y
con el espectro del cristal dado por Zuclich (41) (tavla 15).
Las frecuencias vibracionales que corresponderian al estado

fundamental son las mismas, lo que indicarfa que el efecto de

Ja sustitucidon no afecta la conformacidn de este estado. La
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frecuencia mids fuerte, de 1600 cm'l, para indol corresponder
a la vibraci6n C=C del ciclo bencénico dado por Bellamy (42)
aunque la vibracidn de deformacidon del grupo > iH tiene la

misma energfa.
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CONCLUSIOJES

La investigacidn sobre la polarizacién d
la absorcidn y la emisidén del indol, realizada por varios au

3, 4 .
(3, 4, 9). y el estudio efectuado por nosotros sobre 1

tores
espectros de excitacidn corregidos (absorcidn) que dan una i
magen especular respecto al de emisidn, es un argumento mds

que confirma que los dos niveles estdn emitiendo simultdnea-
mente.

E1 cambio de la frecuencia de excitaciér
no altera la distribucién de intensidades de los esnectros vy
ademds las medidas exnerimentales realizadas por varios auto
res que han encontrado una curva exponencial de decaimiento
de la fluorescencia, todo 1o cual concurre a concluir que e-

xiste un estado de equilibrio térmico entre los niveles ILa

y ’Lb en todos los compuestos estudiados.

La absorcidn de luz en estos derivados
conduce a la poblacibn de dos estados muy cercanos energétic
mente de una dada multiolicidad nor 1o que nresentan nroniec
des luminiscentes que no son comunes a todas las moléculas.

Los fendmenos de emisidn nueden ser renr
sentados nor medio de dos procesos: uno desde un estado Frar
Condon, nue se produciria en solventes no nolares o nolares
estado vitreo, y otro que se nroduciria en solvente nolar a
temperatura ambiente, donde hay una fuerte reorientacidn del
!

Lo

Si se sunone fque se alcanza el equiltibri

mismo con el estado

a travéds de una coordenada de relajacién vibracional v una ¢
ordenada funci6n de la reorientacidn del solvente, l0s proce

sos se nueden representar, sin hacer distincidn entre los es
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tados, de la siguiente manera:

(o]

Sev T2 5,y
Sev 3y
] [ -]
Srv' ~—»Srv + th

en ciclohexano o en solventes polares en estado vitreo y

S S
Slpyr T r'v'

0
S —
r'v' Srv

th

en solventes polares a temperatura ambiente.

r representa la coordenada de reorientacidn por el solvente
y v la de relajacidn vibracional.

En solventes no polares, la banda de absor
cién a mayor energia estd compuesta por dos frecuencias vibra-
cionales bien definidas y separadas por 850 cm'l. Esta banda
asignada a la transicidn ILb «— 1A es bien especifica del gru-
po crom6foro y resiste cualquier perturbacidn por efecto del
solvente o temperatura (segin se lo na comprobado por medio
del espectro de excitacibn). La modificacidn de esta banda en
el solvente polar es debida al corrimiento que sufre la tran-
sicidn ’La «— ’A al ser perturbada por solvente o sustitucidn,
1o que la nhace solapar en mayor o menor medida hasta un punto
tal que esta transicibén puede llegar a ser la de menor energia.

Las caracteristicas de los espectros y los
pardmetros derivados de la fluorescencia son propiedades ati-
les para controlar los cambios gue ocurren en el medio que ro-
dea a las proteinas, principio de aplicacidn en el campo bio-
16gico, ya que ellas presentan las propiedades luminiscentes

del aminodcido del cual derivan.

De los resultados obtenidos se puede infe-
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rir que el mejor solvente de los dos usados para el estudio
de estos derivados es el etano)l cuando se trabaja a 77°K. A
esta temperatura la sensibilidad de la emisidén es diez veces
superior a la de la temperatura ambiente y cien veces respec-
to a la que se alcanza en absorcidn.

Los espectros de fluorescencia a 77°< son
caracteristicos de cada derivado, con miximos de emisidon dife
rentes para cada uno de ellos y son andlogos a los que se ob-
tienen en solventes no polares a temperatura amoviente.

Los mdximos de emisidn en etanol a tempe-
ratura ambiente son también caracteristicos de cada derivado.

E1 efecto de apagado por 1~ sobre el ren-
dimiento de la fluorescencia a temperatura ambiente, con una
constante de Stern-Volmer determinada, es un elemento wds de
juicio para la identificacidn de los compuestos.

La caracteristica que wanifiesta el
L(_)triptofano de mantener constante el valor del rendimiento
de fluorescencia en presencia de yoduro, a diferencia de los
otros derivados considerados, permitiria desarrollar un méto-
do analitico de determinacidn de aquél en presencia de alguno
de los otros.

Los espectros luminiscentes nan permitido
obtener una serie de pardmetros asociados con el estado ¢xci-
tado de los compuestos estudiados (tabla 16). Sobre la vase
de ellos, se representan en la figura siguiente los valores

obtenidos para la molécula del L(_)triptofano en etanol.
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