Capitulo 7

OXIGENO SINGLETE

Como s detdlo en d Capitulo 3, d oxigeno sngletle es un edtado
eectronicamente excitado dd oxigeno y es un agente fuertemente oxidante. La
generacion fotoquimica de esta especie consste en la transferencia de energia
desde una molécula dectrénicamente excitada debido a la absorcion de un cuanto
de luz, denominada cominmente senshbilizador, d oxigeno [Foote, 1991]. Como
consecuencia de edta transferencia se regenera @ senghilizador en su esado basd
y d oxigeno queda en su edado excitado singlete. Como parte de ete trabgo s
investigo la capacidad de | as pterinas excitadas para generar oxigeno singlete.

Aunque anteriormente ya se explicd la generacion fotosenshilizada de
oxigeno dnglete, = platea nuevamente en € presente Capitulo a fines de
decribir d méodo experimental utilizado para las determinacion de rendimientos
cuanticos de produccion de oxigeno snglete (F p).

El posble senshilizador (1Sens) es, en este caso, una molécula de pterina
Este absorbe luz UV-A y s genera un estado excitado singlete (‘Senst), d oud,
mediante un cruzamiento intersstemas, genera cierta proporcion de moléculas en
estado triplete $Senst) de mayor tiempo de vida (Ecuacion 1). Este estado triplete
de senshilizador es d que tiene la cgpacidad de trandferir su energia hecia d
oxigeno molecular (0y) disudlto en @ medio (Ecuacion 2).
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La desctivacion del oxigeno singlete puede ocurrir en forma no radiativa
(randferencia de energia d <olvente) o radiaiva (emitiendo luz) (Ecuaciones
3y 4). En presencia de otra sustancia capaz de actuar como quencher (Q), deben
condderarse € quenching quimico o fisco (Ecuaciones 5y 6). Cabe aclarar que d
rendimiento cudntico de fosforescencia es cas Sempre despreciable respecto d
rendimiento cuantico de desactivacion por € solvente.
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M étodo de deteccion de oxigeno singlete.

El fundamento de la técnica empleada condste en la medida de la
luminiscencia dd oxigeno singlete a 1270 nm, producido durante la irradiacion
continua de una solucion de la sudancia que s quiere invedtigar [Krasnovsky,
1979; Kahn, 1980].

Como se dexribio anteriormente, € reemplazo dd agua comin por agua
deuterada, 0 agua pesada (D20), disminuye la veocidad de desactivecion dd
edado snglete goroximadamente en un orden de magnitud debido a que las
frecuendias vibraciondes disminuyen. El resultado es un tiempo de vida mucho
mayor en DO que en HO (de3 a4 s en HO a62 s en D,O [Foote y Clennan,
1995; Martinez et al, 2000]). Los estudios se redizan en soluciones preparadas en
agua deuterada, DO (Euriso-top, CAE, Saday, France de 999 % de pureza
isotopica), como solvente, en € cud se obtienen sefides mayores que usando agua
comin, aumentando as la senshilidad dd méodo sSgnificativamente [Hurst 'y
Schuster, 1983; Schmidt, 1989; Rodgers, 1983].
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B pD (log [DY]) fue medido con un pH-meter Schott CG 843P en
combinacion con un dectrodo Blue Line 0.14 pH (Schott). Los vdores de pD s

cacularon gplicando la sguiente correccion a cada medida:
pD=pH + 04

donde pH es € vdor leido en d pH-meter [Sdomaa & al, 1964]. El pD fue gustado
mediante & agregado de pequefios volimenes (microlitros), con micropipeta, de
soluciones concentredas de  hidréxido de sodio deuterado, NaOD (CEA) y de
&ido dorhidrico deuterado, DCl (Aldrich, 995%). Las soluciones a estudiar se
prepararon de modo tal que la @sorbancia a la longitud de onda de excitacion fue
sempre mayor a0.6.

El equipo cuenta con una lampara de excitacion XeHg Osram de 1kW. El
haz de luz pasa a través de un filtro de agua y un monocromeador ISA Jobin-Yvon
B204, de 6 nm de ancho de banda, antes de incidir en la cdda que contiene la
muestra. La mencionada cdda, de 1x1 com, es de cuazo y puede contener
goroximedamente 35 ml de solucion.

La luz emitida es colectada por un espgo. El haz pasa primeo a través de
un chopper cdibrado a 11 Hz; luego pasa por un filtro tipo cut-off de 1000 nm y
por un filtro de inteferencia de 1271 nm, para incidir, findmente, en un fotodiodo
de Gemanio ubicado en &hgulo recto respecto d haz incidente. Este dispostivo
de deteccion trabga a —78 °C, por consiguiente, conda de un Sstema de
refrigeracion que emplea una mezda de CO, dido y docohal isopropilico para
dcanzar dicha temperatura El detector de Germanio eda conectado a dos
amplificadores (lock-in) los cudes envian, cada uno, una sefid a un regidrador
Y -ty aun osciloscopio digitd HP 54602B, 150 Mz.

La longitud de onda de excitacion s dige teniendo en cuenta los maximos
de asorcion de los senghilizadores a esudiar y @ espectro de emisén de la
lampara de excitecion. Para las pterinas se utilizd, en todos los casos luz de
longitud de onda de 367 nm. La potencia de la luz incidente (F,, mMW) se midio
por medio de unatermopila (Laser indrumentation, modd 154) .

70



Todas las medidas redizadas en @ equipo de deteccion de oxigeno singlete
utilizado en d presente trabgo == redizaron en d Ingtituto Engler Bunte de la
Universidad de Karlsruhe en d maco de un convenio de colaboracion entre
dicho Indtituto y nuestros laboratorios (SECyT-BMFB).

Cada medida s= redizd regidrando, primero, una linea de base gn
irradiacion, luego se ilumind la muedra y, por Ultimo, se redizO nuevamente una
linea de base dn irradiacion. Sigeméicamente se regisraon sefides durante
nueve minutos totales repartidos en tres minutos para cada una de las tres etgpas
de la medida se controla la linea de base tres minutos, e irradia durante tres
minutos y s vudve a controlar la linea de base tres minutos més. Ademés s
tomaron los espectros de absorcion antes y después de la irradiacion en un
epectrofotdmetro Cary 5 (Vaian). Este control se redizd para determinar s
durante la iluminacion de la muestra se producia tranformacion quimica de la
misma Cada sefid es amplificada y regisrada Se obtienen dos registros de cada
sefid, debido a que, como s menciond anteriormente, € equipo cuenta con dos
amplificadores (Figura 7.1, corresponde a dos regigros, rojo y azul, de la misma

sefidl).

Se (mV)

Figura 7.1: Registros de una sefial de oxigeno singlete.

71



Dado un conjunto de condiciones experimentdes (longitud de onda de
excitacion, absorbancia de la solucidn a andizar a dicha longitud de onda
slvente, etc.) la diferencia entre @ voltge proveniente del detector, en presencia
y ausencia de luz, es proporciond a la concentracion de edado estacionario de
oXigeno snglete presente en la olucion durante la irradiacio n. La obtencion de
ete paametro, que en addante s llamada sefid (S8 s muedtra
equeméicamente en laFgura 7.1.

La magnitud de esta diferencia se compara con la correspondiente a una
referencia para determinar @ rendimiento cuéntico de produccion de oxigeno

singlete (F p) de una sustancia a un determinado pD.

Determinacion del rendimiento cuantico de produccién de oxigeno singlete.

B rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singlete (F p) puede
definirse como la fraccion de moléculas de oxigeno singlete producidas por cada
cuanto de luz absorbido por & sensibilizador.

Bgo condicones de irradiacion continua y teniendo en cuenta las
ecuaciones 1 a 6 planteadas anteriormente puede escribirse la sguiente expresion
parala concentracion de estado estacionario de oxigeno singlete:

fog = —22 @
T kat (kg + k) [Seng]

donde Fpla (Ia es la luz asorbida por € senshilizador) es la velocidad de
generacion de oxigeno snglete (Ecuaciones 1y 2) y ke fue despreciada por ser
mucho menor que kq. Por otra parte, en esta expreson se conddera una posible
desctivacion del oxigeno dnglete por interaccion con d propio  senghilizador.
Por lo tanto, Q delas Ecuaciones 4y 5 se reemplazd por Sens.

Como ya < dijo, la sefid obtenida para cada sustancia es proporciond a la
cantidad de oxigeno snglete que se genera Esta sefid edta rdacionada con las
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caacterigicas dd equipo, d senshilizador y d medio acorde a la sSguiente
ecuacion:
1
Ka+ (gt ki) [Sens]

Se=Cke (Un) ['O4] = C ke (Un?) Py (1-10%) F 5°

donde C es un factor de proporciondidad que incluye la geometria y factores
electronicos dd sstema de deteccion; P, es la tasa de fotones incidentes, A la
absorbancia dd senghilizador a la longitud de onda de excitacion (asi @ producto
P, (1-10") representa la tesa de fotones absorbidos por @ sensibilizador, es dedir
la); Fpo es @ rendimiento cuédntico de produccién de oxigeno singlete por €
senshilizador; ke es la condante de desactivecion radiativa dd oxigeno singlete;
(Vkq) d tiempo de vidadd oxigeno singletey n d indice de refraccion dd medio.

Se utilizaron como referenciass sustancias con rendimientos  cudnticos de
produccion de oxigeno singlete conodidos (F o). Se prepararon soluciones de las
referencias en agua deuterada (D,O), con una aosorbancia'y un pD igudes a los de
la solucién de la sustancia cuyo rendimiento cudntico (F o) se quiere determinar.
De acuado d pD s utilizaron dos referencias diferentes para d medio dcdino
se digié rosa de bengda, y para medio &cido fendenona. La longitud de onda de
exdtacion fue 367 nm paa todas las pterinas y la fendenona (F f = 0975, en
D,0) [Oliveros et al, 1991]. Para d rosa de bengda se irradio a 547 nm F o~ = 0.76
en D20) [Murasecco-Suardi et al, 1987; Neckers, 1989]. Los vaores de absorbancia
< fijaron entre 06 y 1.6. Se utilizaron ceddas de cuarzo para fluorescencia de 1
cnpor 1am.

S las sfides luminosas son monitoreedas usando  soluciones G pticamente
comparables de la muedtra y la referencia, la rdacion entre las sefides de la
emison fosforescente del oxigeno singlete de la muestra (Se°) y la referencia
(S es proporciond a la rdacion entre los rendimientos cudnticos de produccion
de oxigeno singlete. Entonces @ cociente entre la magnitud de ambas sefides
estara dado por la Ecuacion (8):

73



S Fp kg Po> (1— 107 9
ST R katkr®[Send PR (1- 107

donde & superindice ° e refiere d sensibilizador en estudio y @ superindice ® se
refiere a la referencia; ki° es la congante bimolecular de quenching totd de
oxigeno snglete por @ senghilizador (ki° = ko + k9. La desactivacion del
oxigeno snglete por la referencia no fue condderada porque paa las dos
referencias Utilizadas este fendmeno es desprecidble. Los términos ke, N 'y C se
martienen condantes en ambas medides y por lo tanto s anulan d formular €
cociente.

Debido a la diferencia entre la intenddad de la luz incidente (P a las
longitudes de onda de excitacion de la muestra y la referencia (° y 1 %), a causa
de espectro de emison de la lampara, es necesario introducir € factor de
correccion P,° / Py, Este factor pueden escribirse como R . 15/ PR . IR La
potencia de la luz incidente, Fp, s2 mide con una termopila Laser Insdrumentation
moddo 154. E otro factor que eta presente en la ecuacion  (8),
[(1 — 10™) / (1 — 10™¥)], se origina en la diferente cantidad de fotones absorbidos
por la muestra y por la referencia Sin embargo, como se trabgd en condiciones
tdes que la absorbancia de ambas soluciones fue igud para cada experimento,
este factor puede iminarse.

Teniendo en cuenta estas consideraciones y despgiando F o° de la Ecuacion
(8), seobtiene

S FtLR (kat kr® [Send)) 0
S FoX 1% Kd

F DS: F DR.

En agudlos casos en los cudes la referencia y la muedra se excitan a la
mismalongitud de onda, la Ecuacion (9) sereduce a

Se®  (ka+kr° [Send]) (10
S kg

FS=F Re
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En d presnte trabgo de tess, como ya s menciond, se utilizaron dos
referencias segin e pD. En las medidas redizadas en medio &ido s empled
fendenona como referencia y, en este caso, la muedtra y la referencia se excitaron
a 367 nm. Para los clculos s empled la Ecuacion (10). En medio dcdino, en
cambio, s utiliz6 rosa de bengda como referencia, y, en este caso, la referencia
£ excitd a 547 nm (debido a que a 367 nm su coeficiente de extincdon molar es
muy bgo) y la muestra a 367 nm. Por edta razon, no puede diminarse d factor
gue corrige la diferencia de intensdad a diferentes longitudes de onda, entonces se
utilizd la Ecuacion (9).

Eda dao, que para cdcular los rendimientos cuanticos de produccion de
oxigeno snglete (Fp) es necesario conocer la constante bimolecular de
quenching totdd de oxigeno snglete (kr°). De lo catraio, se determina un
rendimiento cudntico aparente (F 5*) dado por lasiguiente ecuacion:

s F IR

F®=F R. (19)
=" =T
donde
Kd
Fo®=Fpe s
(Ka + kr> [Send])

Determinacién de la congtante de velocidad de quenching total de oxigeno

singlete.

Las congantes de velocidad de quenching totd de oxigeno snglete (k) se
determinaron por andiss de StenVdme dd quenching de oxigeno singlete
[Tournaire e al, 1993]. Se utilizO d mismo equipo y les migmas condiciones que
paa las medides de produccion de oxigeno snglete. El oxigeno snglete fue
gengado por fotosenshilizacion, utilizando rosa de bengda (RB) como
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senghilizedor. Se irradié con luz de excitacion de 547 nm, donde las pterinas no
absorben. Se mantuvo congtante la concentracién de rosa de bengda y se vario la
concentracion de pterinas. La concentracion de rosa de bengda fue td que d
guenching de oxigeno singlete por ela misma es despreciable comparado con la
desactivacion por € solvente.

Se redizd un andiss de SernVolmer, en una gréfica de la rdacion entre

las sefides en ausencia (S) y en presencia (S) de quencher versus la
concentracion del mismo, de acuerdo alaecuacion:

S/(S)=F & /Fe=1+krtp[Q] (12)

En d presente trabgo los quenchers utilizados fueron ptering
6-carboxipterina, 6-formilptering, neoptering, biopterinay &cido fdlico.

76



