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El objetivo del presente trabajo es el de estudiar las

propiedades FotoFIsicas y ouímicas de los derivados de la

cumarina mediante el analisis espectral.

Dicho analisis espectral se llevo a cabo-empleando las

técnicas analíticas de esoectrometria de luminiscencia

convencional y sincronica. Comoherramienta complementaria, se

utilizó la técnica absorciometrica.

La interpretacion de los espectros obtenidos permitió

postular mecanismos de excitación due exolican los resultados

exoerimentales.

Las definiciones de FotoFIsica y Fotoouímica son

variadas e incluso existe cierta suoerposicion para algunos

autores. Cuando en este trabajo se hace referencia a procesos
FotoFisicos o procesos FotoFisicos proimarios, se quiere

representar a los procesos due ocurrren entre una determinada

especie y cuanto de radiacion, como por ejemplo, la

absorción o la emision de radiacion Fluorescente.

Por otra parte, los procesos Fotoouimicos involucran

reacciones ouimicas de las esoecies excitadas, comoser una

reaccion acido base, un proceso de Fototautomerizacion, etc.

Las cumarinmas son productos naturales que se hallan

ampliamente distribuidas en la naturaleza. Tanto la cumarina

como los derivados estudiados, la 7-hidroxicumarina, y la

ó-metoxi-7-hidroxicumarina Fueron aisladas de la PÜA HUEPU

(Gramineae). Tienen gran utilidad en la produccion de laseres

de colorantes para la region del ultravioleta, y ademas son

poderosos agentes blanoueadores de uso industrial.
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Se han medido, previa calibracion del espectrómetro de

luminiscencia, los rendimientos cuánticos de Fluorescencia de

las diferentes especies de las cumarinas.

Parte de los resultados de este trabajo, dieron origen a

las siguientes publicaciones:

“Simultaneous Evaluation of 7-Hydroxycoumarin Excitated

States by Synchronous Luminescence Spectrometry“

Anal. Chem. 57, 1907-1910, 1985.

“Simultaneous Determination of Umbelliferone and Scopoletine

by Synchronous Luminescence Spectrometry“

Canadian Journ. of Spectroscopy, 30 (5), 120-122, 1985.
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CAPITULO 1

PRÜPIEDADES ACIDO BASE DE MOLECULAS ÜRGANICAS

EN ESTADOS ELECTRONICOS EXCITAÜÜS
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PRÜPIEDADES AÜIÜÜ BASE DE MÜLECULAB ÜRÜANICAS EN ESTADOS

ELECTRONICOS EXCITADÜS

Forster en 1949 [1] comenzó con el estudio de Ias

propiedades acido-base de los estados excitados y Fundamentosus

teorias en las primeras observaciones reaïizadas por Weberen

1931 E2]. El observo que 1a Iongitud de onda de maxima emision

Fluorescente del acido 1-naFti1amina-4-su1Pánico cambia de

posicion a un pH muy diferente a1 necesario para observar un

cambio en 1a posicion de Ios máximos de absorción. Los trabajos

de Forster Fueron desarroïlados por Neïler en 1a decada de] ’50

y resumidos por e] en 1961 [3], y ampliados por Vander Donck

E4], Schuïman y NineFordner [5] y Schulman [ó].

En genera], cada vez que se presente un proceso químico

como ¡a protonacion, se tiene en cuenta soïamente e] primer

estado singulete excitado (S ) y el primer estado triplete
1

excitado (T ). Esto esta muy reïacionado con 1a regla de Hasha

[7] para la emision radiativa: la Fluorescencia siempre ocurre a

partir de] menor estado singulete excitado, y 1a FosForescencia,

desde el menor estado tripïete. Hay que tener en cuenta que

existen aïgunas excepciones a esta regla: es bien conocido que

1a Fluorescencia de] azuleno decae desde e] estado S [8,9],
2

sin embargo, las Formas protonadas de compuestos anaïogos,

Fluorescen desde el estado S E10]. En los úïtimos años se han

informado otros compuestos que emiten desde niveles superiores

a] S [11-14]. Se cree que únicamente 1os cambios quimicos
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simples, como por ejemplo, la transFerencia electrónica a un

solvente, son suficientemente rapidos como para involucrar

estados mayores excitados que el S [15].
1

El comportamiento de las moléculas en un determinado

nivel electrónico excitado, puede ser explicado de la siguiente

manera.

En el estado Fundamental, las especies B y BH que

estan relacionadas a traves del equilibrio

BH <===> B + H (1)

Ka = (B)(H )/(BH ) (2)

tienen todos sus electrones en los orbitales moleculares de

menor energía, y por lo tanto, se encuentran en el menor estado

singulete, So. Después que las moléculas han absorbido radiación

electromagnética, un electrón es promovidoa niveles energéticos

superiores S S , etc., sin cambio del spin orbital.1

1 9a.

Considerando que el sistema se encuentra a temperatura ambiente,
a.

en un periodo de aproximadamente 10 segundos, la molécula

decaera hasta el nivel vibracional mas bajo de S por

CONVERSIÜN INTERNA. Desde el estado S , en ausencia de otros

procesos competitivos, la molécula decaera al estado Fundamental

So a traves de un proceso radiativo denominado FLUÜRESCENCIA.Si

la diferencia de energía entre S y So es muy grande puede

ocurrir que un electrón que esta en un orbital excitado cambia

de spin, produciendo así un nivel vibracional ewcitado de T .
1
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Este fenomeno se denomina CRUCEINTERSISTEMAy es un oroceso en

el cual no hay bérdida de energía. Desoués de este proceso, la

molécula ouede decaer al estado fundamental emitiendo un cuanto

de l Jz, dando origen a la FÜSFÜRESCENÜIA, o a través de un

proceso no radiativo. La velocidad de este oroceso de cambio de

soin es, generalmente, muchomás lenta oue la corresoondiente a

la transición So {--- S . Es oor esta razon due los tripletes
1

son más suceotibles de sufrir r=acciones fotoouimicas que los

corresoondientes estados singuletes [16].

Estos brocesos fotofisicos primarios se observan en la

figura 1.1 [17].

Si se considera nuevamente el eouilibrio (1), la base B

deberá absorber a una Frecuencia diferente desbués due se
+

orotono. Suooniendo due BH absorbe a una Frecuencia mayor due

B, y due se encuentran en una solución de oH igual al oKa del
+

estado fundamental, de tal manera due (BH ) = (B).
+

Desoues de oue la solucion fue irradiada, (BH )* se

encontrará en un nivel energético mayor due la molécula excitada

(B)* y exhibirá una fuerte tendencia a convertirse en (B)*,

suponiendo due los efectos de entrooía son desoreciables7 tal

como se demostrará oosteriormente. En otras oalabras, se

transformará en un ácido más fuerte.

En las cercanías de los 300 nm, donde absorben la
5

mayoria de las moleculas de interes7 la frecuencia es de 10
-1 -1

segundos , due corresbonde abroximadamente, a 400 kd.mol .
+

l esoectro de B y EHr.Así, un corrimiento de a nm entre fin

corresoonde abroximadamente a 40 kd.mol , lo cual lleva a un
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cambio de 7 unidades en el pK [16].

El conocimiento y estudio de estos procesos, no se

realiza solamente a través de la absorciometria, sino que las

mejores herramientas son la espectrometría de luminiscencia y
las técnicas de Flash Fotolisis [18-21].

La relacion entre el cambio de la Frecuencia que

acompaña a la reaccion de protonacion (o cualquier otra

reaccionquímica) y el cambio en la constante de equilibrio, Ka,

despues que se excito a dichas especies, se puede generalizar

con el ciclo de Forster [22].

En la Figura 1.2 se observa la relacion de los cambios

de entalpia en las transiciones electrónicas.

Asumiendo que la variacion de entropía es despreciable,

tal como se demostrará posteriormente, el balance entalpico

puede expresarse matemáticamente como=

Nm) +AH* = Nho +AH (:3)
BH+ B

y reordenando los términos se transforma en =

'O

AH* —AH = Nhn) — 1) ) (4)
B BH

dondeAH* yAH se refieren al cambio de entalpía en el estado

excitado y Fundamental, respectivamente, y Q y ü denotan
B BH‘ +

las Frecuencias de las bandas de menor energía de B y BH ; h

es la constante de Planck y N es el número de Avogadro.

Si las soluciones son suficientemente diluidas de

manera tal que, AH se aproxime al valor estandarAHo , o que al
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menos 1a diferencia entreAH* yAH se aproxime a 1a diferencia

entre AHo*-AHo , y si la variación de 1a entropía estandarASo

no cambia apreciablemente después de 1a exciatcion,entonces

AHo-l--AH. puede reemplazarse por AGo* -Al3o,

AHoÉAG. = 2,303 RTpK (5)

Si la temperatura es 298 K, y reemplazando en (4) y (5) se

obtiene la expresion que relaciona 1a variación de 1a constante

con e] cambio de 1a Frecuencia:

—1

Apk’.= 0,002096) - D + )/cm (ó)
B BH

dondellpK significa pK(S ) - pK(So) o pK(T ) - pK(So).
1 1

1.2.- DETERMINACIÜNES DEL CICLO DE FÜRSTER

La constante de equilibrio para una reaccion acido base

que tiene lugar en el estado excitado, puede calcuïarse a través

de la expresion (ó).

Para llevar adeïante eï calcuïo, para una molécula

particu‘lar7 es necesario conocer 1a constante de equiïibrio

acido base en el estado Fundamental (ec.2) para 1a reaccion en

cuestion y medir de alguna manera 1a diferencia de energia entre

e] menor niveï vibraciona] del estado excitado y de]
+

Fundamental, tanto para BH como para B. Esto significa, que
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si se desea calcular el pK(S ) se necesita conocer la energía
1

de la transición So C-- S entre los niveles de menor energía

vibracional (0-0) mientras que para calcular el pK(T ) se
1

necesita la energia de la transición So {-- T .
1

Los métodos para obtener los valores de pK(So) se

encuentran bien documentados en la bibliograFia [23-24]. Estas

técnicas utilizan, en general, la espectroscopia de absorción
+

(UV — Visible) ya que las especies B y BH absorben,

normalmente, en diFerentes regiones del espectro.

La mayor dificultad en el calculo del pK en el estado

excitado radica en la obtención del valor de la energia para la

transición 0-0, ya que sólo puede obtenerse el valor correcto en

los casos en que la molécula muestre una estructura vibracional

bien deFinida en el espectro de absorción, de Fluorescencia o de

FosForescencia. Desafortunadamente, la mayoría de los compuestos

aromáticos suStituídos, cuando estan en solución, presentan

bandas anchas que envuelven a las bandas estructurales que

deberian observarse en la zona del espectro de mas baja energía.

Para determinar el pK(T ) se necesita conocer la
1

energia 0-0 de la transición T <-- So. En la practica,
1

obtener este valor es relativamente simple. Dado que los

espectros de absorción para los tripletes no pueden obtenerse

comunmente, deben utilizarse en el ciclo de Forster los máximos
+

de las bandas de FosForescencia de B y BH . Sin embargo, a

veces puede obtenerse el espectro de absorción So --} T ,
1

especialmente si se utilizan los métodos de perturbación para

aumentar la probabilidad de la transición singulete-triplete.Por
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ejemplo, Grabowskay Pakula [25] indujeron la absorción

So --> T en una serie de compuestos heterociclicos nitroge

nados utiïizando el método de perturbación del oxigeno de Evans

[26]. Así, para estos compuestos se pueden localizar con presi

ción las transiciones 0-0, combinandolos resultados espectrales

de absorción y FosForescencia.

Si el compuesto no Fluoresce, los valores de pK(S )

pueden calcularse a partir del maximode absorción, aunque estos

datos solo tienen interés desde el punto de vista teórico, dado

que el tiempo de vida del estado S es demasiado pequeño como

para permitir que ocurra una reacción protolitica, y menosaún,

que se alcance el equilibrio E16].

Para los compuestos Fluorescentes, existen tres metodos

para obtener, aproximadamente, la energia de la transición 0-0
[27-29]:

a) usar el maximo de absorción

b) usar el maximo de Fluorescencia

Vc usar el promedio de absorción y el de Fluorescencia

de cada especie.

Se ha discutido mucho sobre cual de los tres métodos es

el mejor para obtener los valores de energía necesarios para el

ciclo de Forster, pero en cualquier caso, debe tenerse presente

que pequeños errores en la localización de la banda 0-0 conduce

a un gran error en la determinación del pK. Asi, en 300 nm, un

error de 4 nm corresponde a una unidad de pK, tal como se dijo

antes.
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En la practica, es posible utiliaar caracteristicas
especiales de las Formas acidas o basicas de un compuesto

particular, para estimar la diFerencia energética de la

transición 0-0 para las dos especies. En el caso de varias

benzoFenonas [30], la absorción So --> S de la Forma basica
1

en solución acuosa, es oscurecida por la transición mas intensa

So -—> S . Dado que el espectro de excitación FosForescente
2

muestra el espaciamiento vibracional de la primera transición,

no es diFicil obtener un buen valor para la banda 0-0 de la

especie basica. Por otro lado, las Formas protonadas de las

benzoFenonas presentan bandas de absorción a longitudes de onda

altas, que son anchas y muy intensas, pero dado que ellas

muestran señales Fluorescentes, a diferencia de las Formas

basicas, la energia de la transición 0-0 puede obtenerse a

partir del promedio de los máximosde absorción y Fluorescencia.

De las consideraciones anteriores se deduce que, el

ciclo de Forster dara resultados precisos de los valores de pK*

en casos especiales, pero al menos indicara la dirección del

corrimiento del pH y en muchos casos dara una muy buena

aproximación de la magnitud del cambio [31-32].

1.3.- TITULACIÜNES FLUÜRESCIMETRICAS

Los cambios en la Fluorescencia molecular con la acidez

del medio dan inFormación sobre el comportamiento protolitico

del estado singulete excitado de un compuesto. El valor del

pK(S ) calculado a partir del ciclo de Forster da una
1
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indicación del ámbito de acidez en el cual se espera un cambio

en la Fluorescencia, pero, dado que no tiene en cuenta la

velocidad de los procesos involucrados, el ciclo de Forster no

indica si la transferencia de protones es cinéticamente posible.

Para investigar el comportamiento del estado excitado

de compuesto particular se registra la intensidad de
+ +

Fluorescencia de las especies B y BH (o la de B o la de BH

si solo una es Fluorescente) a diferentes valores de pHu otra

escala de acidez, por ejemplo Ho [33].

Si los espectros de Fluorescencia de la especie ácida y

basica se solapan, entonces las intensidades de Fluorescencia de
+

BH (IF) y B (IF’) deben ser corregidas debido a la

contribución de la otra especie. La verdadera intensidad de

Fluorescencia, F y F”, se relaciona con las intensidades medidas

de acuerdo con las ecuaciones siguientes:

IF = F + k’F“ (7)

IF“ = F’ + kF (e)

donde k y k' son las relaciones de solapamiento de las especies
+

BH y B, respectivamente. Para obtener estas constantes, se

realizan mediciones de la intensidad de Fluorescencia de

soluciones que contengan solamente una de las especies en el

estado excitado. Asi, k se obtiene a partir de las soluciones

que muestren solamente las características Fluorescentes de la

Forma protonada y es la relacion entre la intensidad de
+

Fluorescencia de BH medida a la longitud de onda de emision
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+
de B, y la intensidad a la longitud de onda de BH . De manera

similar, k’ se obtiene a partir de mediciones de soluciones que

solo contengan la especie B. Reordenando las ecuaciones (7) y

(8) se puede obtener la verdadera intensidad de Fluorescencia en

términos de IF, IF', k y k“:

F = (If - k’F’)/(1 - kk”) (9)

F’ = (IF' - kF)/(1 - kk') (10)

En los casos en que no existan efectos de inhibición,

Fo y Fo’ pueden tomarse como los valores limites de las

intensidades verdaderas de Fluorescencia en una region que este

2 ó 3 unidades de pH alejada del punto medio de la curva de

Fluorescencia. Un ejemplo tipico puede obtenerse de los trabajos

de Haylock et al. [34]. Ellos han estudiado el equilibrio entre

la especie catiónica y el zwitterion de la E-hidroxiquinolina
utilizando este método.

Cuando aparecen complicaciones como en el caso que no

se alcanza el equilibrio o cuando existe efecto de inhibición de

la señal Fluorescente para alguna de las especies, Fo o Fo” no

pueden medirse directamente, y se debe recurrir a la relación
[35]:

F/Fo + F'/Fo’ = 1 (11)

El punto de inflexión de la curva de intensidad de

Fluorescencia en Función de la acidez de la solucion da una
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primera aproximación del valor del pK<S), pero esto esta

involucrando la suposición de que el equilibrio protolitico se

alcanza dentro del tiempo de vida del estado S y que los

tiempos de vida de Fluorescencia de B y BH+son iguales. Estas

suposiciones son dificiles de mantener cuando solamente una

especie es Fluorescente; Laser y Feitelson [36] han concluido

que las curvas de intesidad de Fluorescencia vs. pH no permiten

obtener un valor correcto del pK(S ) en esos casos.
1

1.4.- ÜTRÜS METODOS DE MEDICIÜN DEL pK

A pesar que la titulación Fluorescimetrica es la

técnica empleada con mayor Frecuencia para obtener de una manera

directa el valor del pK(S ) o pK(T ), existen otras tecnicas
1 1

menos directas para evaluar estos parametros. Rosebrook y Brand

[37] midieron el potencial entre un electrodo iluminado y otro

que se encontraba en la oscuridad, ambos sumergidos en una

solucion que contiene la especie de interés. Los cambios

registrados en el "Fotopotencial" con el pHestan relacionados

con el pK en el estado singulete excitado. Los resultados

obtenidos para las naFtilaminas y la 3-hidroxipiridina están de
acuerdo con los valores obtenidos con la titulación

Fluorescimétrica y a traves del ciclo de Forster.

Avigal et al. [38] investigaron los eFectos de la

inhibición que producen los iones carboxilato sobre la

Fluorescencia de los Fenoles sustituidos. Las constantes de

velocidad para los procesos de inhibición obtenidos a traves de
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los graficos de Stern-Voïmer [39], satisFacen la Iey de 1a

catalisis basica de Brpnsted y por extrapoIación tomandoa1 agua

como base se lïega a estimar la velocidad de 1a reaccion entre

el Fenol en e] estado excitado y e] agua. Asumiendo que 1a

reaccion inversa tiene una constante de veïoïcidad de 5 z 1010
‘D _ _

dmgmoï1s 1, ellos caïcuïaron los valores para los

pK(S ). Este método no parece diferir en principio con e]

utilizado por Ne11er [40] para determinar e] pK(S ) de 1a

acridina. Dado que 1a acridina no es protonada suFiciintemente

rapido por e] ion hidronio en 1a region de pH requerida, se

determinó 1as constantes de ve1ocidad directa e inversa para 1a

protonacion con un acido diferente, e] amonio, y utiïizó e]

valor de] pK de] amonio para obtener e1 pK(S de 1a acridina
1

en el sistema hidronio-agua.

1.5.- CINETICA Y EQUILIBRIÜ DE LÜS ESTAÜÜS EXCITAÜDS EN LAS

REACCIONES DE PRÜTÜNACIÜN

En los primeros trabajos [27,41] cuando 1a información

principa] involucraba 1as intensidades de Fïuorescencia, ¡as

expresiones algebraicas mas útiïes eran aquellas que

relacionaban los rendimientos cuanticos reïativos de] par acido

base con la acidez de 1a solución. En Ios casos mas Favorables,

tales expresiones eran utiIizadas para obtener 1as constantes de

velocidad directa e inversa, y a partir de ellas 1a constante de

equiïibrio. Sin embargo, siempre es necesario tener en cuenta

los diferentes tiempos de vida de las especies en e] estado
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excitado. e] desarrbïlb de la tecnica de] cbnteb de Fbtbnes

y de] laser cbmb Fuente de excitación, se han abiertb muchas

basibiïidades para la medición directa de Ibs tiembbs de vida

media E50].

Sin embargb, nb se debe dïvidar que ÏÜS trabajos

basicbs que dierbn e1 primer baSb a 1a res01uciún de estos

brbbïemas Fuerbn Fbrster y Neller E3, 27,40-45].

1.6.- TRATAMIENTÜ MATEMATICÜ PARA EL ÜEÜAIMIENTÜ DE UN ESTADÜ

SINGULETE

Para siminFicar 1a presentación inicial, se emitirán

1bs eFectns Ibcales muy rapidos due aïgunas veces se encuentran

cuandb se hacen 1as aDrbHimacibnes a1 estadd estacibnarid. Se

cbnsiderara sblamente la transFerencia del prbtdn y Ias

bbsibilidades de emisión, cruzamientb de sistema y de inhibición

e 1a radiacibn. dea btra bbsibiïidad cdmb1a Farmación de]ü. y

eïectrdn sb1vatadb 1a Farmacidn secundaria de radicales por

abstracción de] hidrógenb, sera iniciaïmente ignbrada.

Lbs brbceSbs de decaimiento radiative que ocurren

despues due 1a mbïecuïa abserbe qu y alcanza e] primer estado

singuïete excitadb se rebresenta en 1a Figura 1.3.
+

Las cbncentraciones de BH (S ) y B(S ), Ias

Fbrmas brbtbnadas y nb prbtbnadas en el estadb Sl, seran
1

rebresentadas bbr e "y", respectivamente, y lbs suFijos de
las cbnstantes de veïbcidad denotan transicibnes a1 estado

Fundamentaï (So) a través de re1ajaciünes entre molécuïas de]
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solvente u otros inhibidores (q), por Fluorescencia (F), o

transiciones al estado triplete (T) por intercruzamiento de

sistemas. Las constantes primadas se refieren a la especie
+

basica B(S ) y las sin primar al acido conjugado BH (S ).
1 + 1

La constante de velocidad para la disociación de BH (S ) se
1

representa con k y la constante para la recombinacion esta
1 +

caracterizada por la constante de primer orden k (H ), la
2

cual se resume en k” , ya que la concentracion de protones es
'T)

una constante en una dada solución.
+

Las variaciones de las concentraciones de BH (S ) y de
1

B(S ) el tiempo pueden representarse a traves de las
1

siguientes relaciones:

dx/dt + ax = k” y (12)
2

dy/dt + a’y = k x (13)

donde

En algunos casos, estas ecuaciones pueden utilizarse

directamente con resultados experimentales, comolo demostraron

Loken et al. [46], quienes obtuvieron constantes de velocidad de

esta manera, las cuales coincidían perfectamente con las que se

obtienen de las soluciones integradas (ecuaciones (14) y (15))

[44, 47-49]:

x = I/QVG-{ECVE'+ a + a’):>r.Ü- ZK’ÉyÜJe'Ct +



+ [(1/rï- a + a'mú + Elz’gyoïle-dt} (14)

y = 1/2ñn'{[(1/m"- a + a’)y,¡, —Algún-Et +

+ [(7% + a + a’)yÜ + 2k1H0]e_dt} (15)

donde:

m = (a - a’f' + 4k k’
1 2c= (a+a’+1/rn-)/2

d= (a+a'--/rï.')/2
y x e y son 105 valores de x e y a t = O.

O Ü +

En los casos en los cuaïes, soïamente es excitada BH

6 B, y no existe conversion instantánea, es decir que no se

desexcita antes de que se alcance e] estado estacionario, 1as

ecuaciones (14) y (15) se simplifican considerabïemente haciendo

K = U a y = O. Las expresiones pueden simp1iFicarse aún

más cuando se justifican determinadas simplificaciones en 1as

LImagnitudes de a y a . Si y = t y e1 pH es suFicientemente

e eva o ue a n ¡e e un e-’ - g ' a 1 d , j t l nar-ra u , k’ cda des P'riars= +rcnter a
O

¡as demás constantes, 1as ecuaciones (14) y (15) se transforman

en (16) y (17):

-t/¿
x = x e (lá)

o

-t/c-,’ —t/¡,
y = [k x (a - a0](e - e ) (17)

1 o

donde Q) = 1/(k + k + k + k )es el tiempo de vida
+ 1 F q T

media de BH (S ), por ejemplo a pH neutro, ya que a un pH
1
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muy bajo el tiempo de vida sera 1/(k + k + k + k ), y
1 F q T

6’ = 1/(k’ + k' + k' ) es el tiempo de vida media de B a
1 q T

pH elevado. Estas ecuaciones Fueron utilizadas en los estudios

de tiempo de vida media del 2-naFtol [46-47].

1.7.- LA INTENSIDAÜ DE FLUÜRESÜENCIA: SU DEPENDENCIA BÜN EL pH

Cuando solamente se manejan datos de intensidad de

Fluorescencia en condiciones de estado estacionario, se pueden

evitar algunas de las manipulaciones matematicas para la

resolucion completa de las ecuaciones (12) y (13).

Neller [23] enfocó su atencion sobre la probabilidad,

P, de que una molécula este aún en el estado excitado en un

tiempo t despues de la excitación. Si la molécula en cuestion es

la especie absorbente inicial de la radiación excitante,

entonces Po = 1 para t = O; en este caso P en algún otro momento

de tiempo t sera equivalente a z/x en el tratamiento
o

anterior. En estas condiciones, las ecuaciones (12) y (13) se

transforman en (18) y (19):

dP/dt + aP = k’ P’ (18)

dP’ldt + a’P’ = k P (19)

Los rendimientos cuánticos de Fluorescencia o y'p’

estan dados a través de las ecuaciones (20) y (21):



o =J'k P dt (20)
o F

m

o! =Sk’ P’dt (21)o F

oo = H (k + k + k ) = k Go (22)

o'o = k’ (k’ + k’ + k’ ) = k’ 60'(23)
‘ F

respectivamente, cuando solo una de las especies esta en el

estado excitado, el rendimiento cuántico relativo a 00 y Óo' se

expresan como:

m

0/00 = (1/60)S P dt (24)° a:

(Ó'loo’ = (lléo’) S P’ dt (25)
O

a! a)

Estas dos ecuaciones permiten sustituir la SP dt y SP” dt eno o

las expresiones integradas de las ecuaciones (18) y (1?) por los

valores 50(0/00) y 60’(0’/00') y CONO,ídp = EL “ P0 = ’PÜ Ym 0

S dP’ = -Po*, se llega Finalmente a las ecuaciones generales:

o _ de, + k’zP,’ _ P.+k;6.(P.+R’)
—6— - ) k k, - ————————T—-—— (26)° 60(00 ' 1 In) 1’k160*k;60

0' z Rip. + G P.) = k1É0(Po" P3» Po) (27)
cb,’ 6400“ k1k1) 1* k,’6.+k’z B.
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La aplicación de estas ecuaciones puede ilustrarse a
través de dos casos diferentes.

CASO 1

En el estado Fundamental el compuesto esta en la Forma

BH y esta es la única especie que se excita. Entonces, Po = 1

Po’ = O y las ecuaciones (26) y (27) se reducen a las

expresiones originales usadas por Neller E27] para describir la

variación de la Fluorescencia azul del 2-naFtol con el pH,

Figura 1.4 [50].

A un pH muy bajo, cualquier naftolato excitado, Formado

a partir del 2-naFtol excitado, se protonara rapidamente; pero a

medida que el pH aumenta la constante para la reacción de

protonación k’ disminuye (Ó’aumenta desde cero) hasta que por
o

encima de pH ‘3 la protonación se hace despreciable y'Ó/óo

alcanza el valor Fijo 1/(1 + k Go) y Ó'/®o’ un valor igual a

k Go/(l + k 50), de donde k Go1 se calcula directamente. En

l; zona donde la señal se mantiene constante, la Fracción del

2-naFtol excitado convertido a naFtolato simplemente depende de

la relación entre la velocidad de disociación y la suma de todas

las velocidades para su desaparición,

-1k/(k +k +k +k)=k/(k +60)
1 1 F q T 1 1

A pH cercanos al pK del estado Fundamental del 2-naFtol

(9,5), aparece una mayor concentración de naftolato en el estado
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excitado debido a su presencia en el estado Fundamental,

mientras que a valores de pH Justo antes de la region donde la

señal se mantiene constante, donde k” Go’ es comparable a
9

k Go, el análisis muestra que k Go’ “puede determinarse a
o

traves de un grafico de (0/0o)/(0’/oo') vs pH usando la ecuacion

28):

-1 +
(Ó/Óo)/(Ó’/oo’) = (k Go) + (k 6o’/k'60)(H ) (28)

1 2 1

A partir de la medicion de la intensidad de

Fluorescencia es posible determinar el pK(S ) según (29):
1

log(k Go’lk‘óo) = pK(S ) + log(6o’/Go) (29)
2 1 1

aunque pK(S ) solo puede obtenerse si se conocen los tiempos
1

de vida media'too yÏOo’.

La especie en el estado Fundamental es B y es la única

que puede excitarse. Entonces, Po = 0 y Po“ = 1 y la ecuacion

correspondiente es (30):

+
(ÓADo)/(Ó’/Óo’) = [k Go’/(1 + k'Go)J(H ) (30)

2 1

En este caso la Forma de las curvas de intensidad de

Fluorescencia vs. pH es diferente a la del caso 1. Un ejemplo
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típico es la 3-hidroxiduinolina [34], Figura 1.5.
El caso 2 diFiere del caso 1 en que la variación de pH

no permite separar k Go’ y k 6o; solamente se puede
2 1

determinar k Go’/(1 + k Go). Si k es mucho mayor que 1,
2 1 1

se puede utilizar la ecuacion (29), pero generalmente es

necesario tener inFormación adicional, tal comouna estimación

de k [51] y los valores deÁÉoyïbo', para poder separar k
2 1

y k .
g.

El pH del punto medio de la titulación Fluorescimetrica

da una simple indicación del pK(S ) en los casos Favorables.

Para los compuestos que siguen el :aso 1 o 2, el pH del punto

medio tiene el valor logtk Eo’/(1 + k'Bo)J, que sera igual
9

al pK(S ) solamente si G>o t: 6o“ y k‘Bo es mucho mayor que 1.

Ademas de esta condicion, el pH del pinto medio coincidira con

el pK(S ) si se alcanza el equilibrio en la reaccion

protolitiia, es decir, k y k” deben ser grandes comparadas
1 o

con las velocidades de los procesos de desactivación, cuya suma

es de I/Go y l/éo’, cuando k Bo y k” Bo“ son mucho mayores
o1 _

que 1.

Si k Go es mucho menor gue 1, el punto medio de la
1

titulación Fluorescimetrica se observará a un pH= logk'Go’,
2

el cual tiene un valor típico de aproximadamente 2,
10 -1 3 -1 -8

correspondiente a k = 10 mol dm s y Ïbo' = 10
2

segundos. Asi, la confianza en el punto medio de la titulación

es engañosa para los compuestos con pK(S ) por encima de pH 3

los cuales pueden parecer tener un pK(S ) cercano a 2 aunque B
+ 1

y BH tengan tiempos de vida largos.
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Aun si el equilibrio es alcanzado en el estado excitado

el efecto del tiempo de vida siempre esta presente en las

mediciones de la intensidad de emisión. Si se toma el logaritmo

de la pendiente de la ecuacion (28) como valor aproximado de

pK(S ), el compuesto parecerá ser un acido mas debil de lo que
1 +

realmente es, si BH (8 ) tiene el tiempo de vida menor, o un
1

acido mas Fuerte si B(S ) es el de menor tiempo de vida.
1

La regla es que las especies de menor tiempo de vida

producen una mayor emisión que lo que puede esperarse de las

concentraciones de equilibrio, porque su concentracion se agota

mas rapidamente y es entonces provista todo el tiempo por la

especie de mayor tiempo de vida para mantener el equilibrio.

1.8.- LIMITACIÜNES DEL CICLO DE FÜRSTER

Las limitaciones del ciclo de Forster Fueron discutidas

por daFFe y dones [52]; Nehry y Rogers [28]; Vander Donckt [4];

NineFordner et al. [313; Schulman [ó]; Rosenberg y Brinn [53];

Pace y Schulman E543.

Las mayores dificultades experimentales para su

aplicacion son la localizacion de las bandas 0-0 para las

transiciones de menor energía y el conocimiento de cualquier

alteración en la esfera de solvatacion cuando la molécula se

excita. Una indicación de los efectos de solvatación se obtiene,

a menudo, a partir de un marcado corrimiento de Stokes d lari.

banda de Fluorescencia, el cual aumenta el espaciamiento entre

los máximos de absorción y Fluorescencia y puede llegar a
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desaparecer el solapamiento en la region de la transición 0-0.
La contribución de este Fenómenoen el ciclo de Forster puede

tenerse en cuenta, algunas veces, comparando los espectros de
+

BH y B en solventes polares y no polares, una mezcla de un

acido tal como triFluoroacético y hexano en otro solvente no
+

polar puede utilizarse para obtener el espectro de BH [31,55

56]; pero comúnmente se asume que el promedio de las Frecuencias

de los máximos de absorción y emisión eliminarán tales efectos

de solvatación. Parece razonable esperar al menos alguna

compensación con el procedimiento de obtener el promedio, porque

cuando existe una relajación por solvente después de la

excitación y de la emision, en ambos casos es acompañado por una

disminución de la energia libre. Ademaslas dos situaciones no

son independientes: si una molécula en el estado excitado tiene

una configuración del solvente análoga a la que tenia en el

estado Fundamental, mientras que la molécula en el estado

Fundamental tiene una configuracion del solvente análoga a la

del estado excitado, entonces puede exhibir una tendencia a

cambiar. En tales casos, debido a que los efectos de entropía no

son grandes, las relaciones de entalpia se pueden representar

esquematicamente como en la Figura 1.6.

La cantidad energética requerida para el calculo del pK

es la diferencia entre el estado excitado y Fundamental

relajados, la cual se obtiene a partir del promedio de las

transiciones de absorción y Fluorescencia.

Cuando una molécula aumenta su momento dipolar después

de la excitación E57], la relajación en el estado excitado, con



entalpía=

absorcidh

relajación

relajacidh

Figura 1.6

fluorescencia
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un ordenamiento neto de 1as molécuïas de] soïvente poïar en e]

nuevo campo eléctrico, puede involucrar una reduccion de 1a

energia y de 1a enta1pía. La relajacion en e] estado Fundamenta]

despues de 1a emision, si bien requieren de una disminución de

la energia Iibre, puede ser acompañada por un aumento en 1a

entropía cuando 1as moïécuïas de] soïvente no estan muy

impedidas en su orientación aïrededor de los centros de carga.

Los eFectos de entropía, aunque son probabïemente

pequeños, pueden trabajar en direcciones opuestas sobre 1a

relajación de los estados excitado y Fundamental y por 1o tanto

impedir la compensación de 1a energía Iibre esperada a1 reaïizar

e] promedio de las Frecuencias aun si los cambios de entaïpia

son como se muestran en 1a Figura 1.6.

La suposición basica de] cicïo de Forster de que

AGo-I--AI30 =AHO* - AHo se puede comprobar en muchos casos donde

el verdadero valor de] pK(S ) se mide a diferentes
1

temperaturas. Los AGo-N-yAHo-II-se determinan directamente y sus

diferencias pueden ser comparadas con aquellas en el

estadoFundamental. Cuando el pK(S ) solo puede determinarse

directamente a una temperatura dada, la comparacion con el
+

espaciamiento de Ias Frecuencias entre B y BH usando la

ecuacion (31) da una idea del cambio en la variación entropica

estandar ¿380 después de la excitación, si 1as Frecuencias estan
suFicientemente bien definidas.

ASM -ASo = Nhu) - l) , )T —2,303R(p|<* -pK) (31)
B BH
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Utilizando los efectos de la temperatura, Neller [27]

mostro que prácticamente no existe diferencia en ellSSo para la

ionización del 2-naftol en los estados So y S , a pesar del

gran cambio en el pK y la diferencia de solvataíion entre los

iones naftol y naftolato, tal comolo muestra el espaciamiento

absorción - emision.

1.9.- EFECTÜ DE LÜS SUSTITUYENTES SÜBRE EL EGUILIBRIÜ ACIDO BASE

EN EL ESTADO EXCITAÜÜ

Se han realizado muchos intentos para correlacionar los

desplazamientos de las bandas de absorción de los compuestos

aromáticos por efecto de los sustituyentes con los valores de la

constante de HammetG',derivados a partir de los efectos de los

sustituyentes sobre las propiedades cinéticas y de equilibrio

del estado fundamental. Barker el al. E58] encontro dicha
correlación para los cationes del verde de malaquita. No es

necesario, sin embargo, que los corrimientos de la Frecuencia

del acido y la base conjugada esten relacionados de manera

separada con los valores de de los sustituyentes para que de

esta manera se obtenga una buena correlación entre G_y la

diferencia entre sus corrimientos de Frecuencia, por ejemplo, la

diferencia entre sus máximasfrecuencias y a partir de esto en

pK(S ) - pH(So).
1

Los resultados indican en general, un aumento en el

efecto atractor o donor de los electrones de los sustituyentes

en el estado excitado comparado con el estado fundamental [52,



59-64].

NineFordner [65] concluyó que 1a transferencia de carga

a] grupo nitro en los Fenoles sustituidos y 1as quinoïeinas es

mucho mas importante en e] estado S que en 1os estados So o

T , dado que el grupo nitro aFecta1 1a acidez de] estado S

e: mayor proporción que a1 So o T [30,66].

Por otra parte, en e] caso de los grupos suïfona,

sulfonio y sulfóxido, un aumento en 1a interacción con los

aniïlos aromáticos en e] estado excitado aumenta 1a acidez de

los Fen01es [67], mientras que en el caso de los grupos

arsénico, suïfónico y FosFónico aumentan 1a Fuerza de 1a base

[68,69].

1.10.- IMPORTANCIA DE LAS REACCIONES PRÜTÜLITICAS EN EL ESTADO

EXCITADÜ

La produccion de especies que no estan presentes en e]

estado Fundamenta] a través de una reaccion protoïítica en el

estado excitado, Fue utilizado por Derkacheva [70] como método

para obtener inversion de 1a pobïacion para 1a accion 1aser.

Ademas, dado que existe la posibiïidad de obtener varias

especies que emiten decayendo a1 mismo estado Fundamenta] de 1a

moïécuïa, las reacciones en e} estado excitado pueden extender

e] ambito espectra] de emision de un colorante. Shank et al.

E71] obtuvieron un laser sintonizabïe cuya emisión abarca desde

385 hasta 584 nm solo variar e] pH de una solucion de

4-meti1umbeïiferona.
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De manera mas general, un creciente conocimiento de los

efectos prototrópicos de los estados exitados ha conducido a una

mejora en las interpretaciones de la fotoquimica organica [72 
73].

El equilibrio acido base en el menor estado singulete y

triplete excitado es de importancia vital en la determinacion

del curso y del rendimiento de la reduccion fotoquimica de las

cetonas aromáticas por abstracción de un hidrógeno del solvente

[74].

Varias moléculas que sufren una transferencia

intramolecular de proton en el estado excitado son inusualmente
fotoestables. Asi, la 2-hidroxibenzofenona se utiliza como

fotoestabilizador en polímeros mientras que la benzofenona por

si mismaes fotoactiva [75].

El comportamiento acido base en el estado excitado

tiene implicancia directa en el campo de la fluorimetria y

fosforimetría analítica. Dado que las especies emisoras se

pueden seleccionar ajustando el pH de la solucion, se puede

aumentar la selectividad y la sensibilidad del procedimiento

analítico [76-78]. Asi, el limite de detección por fosforimetria

del 4-nitrofenol es muchomenor en soluciones que contienen al

anion [5]; la fluorescencia de la warfirina en ácido sulfúrico

permite la determinacion selectiva de esta en presencia de otras
4-hidroxicumarinas [ae].

Las cumarinas son compuestos que sufren reacciones

acido base y procesos de fototautomerizacion en el estado

excitado, los que se modifican por acción de los sustituyentes.



Como se demostrará en los capitulos siguientes, son estos

procesos, los responsabïes de 1a variación de] ámbito de

longitudes de onda de emisión fluorescente con e] cambio del-pH.
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ESPECTRÜMETRIA DE LUMINISCENCIA SINÜRÜNICA

La espectrometría de luminiscencia molecular, con su

excelente sensibilidad, ha resultado ser una herrammienta

analítica muy útil para el "monitoreo" de vestigios de

compuestos organicos. No obstante, y a pesar de poder

seleccionar tanto la longitud de onda de excitación como la de

emisión, los metodos de luminiscencia convencionales tienen

aplicacion limitada, dado que muchos espectros de mezclas, a

menudo, no pueden resolverse satisFactoriamente.

El conocimiento actual de la gran variedad de

contaminantes de nuestro entorno, ha incrementado la necesidad

de poseer instrumentos y metodos para "monitorear" muestras

complejas.

La aproximación actual a esta necesidad para el

análisis de muestras de multicomponentes consiste en el

desarrollo y extensión de la aplicabilidad de métodos simples,

para que puedan ser usados rutinariamente sin recurrir a

técnicas excesivamente caras o que requieran mucho tiempo.

La idea de la luminiscencia de excitación sincronica,

nombre primitivo de esta tecnica, Fue sugerida por Lloyd en 1971

[79]. El la utilizo para el análisis de benzo(k)Fluoranteno,

benzo(a)pireno y el perileno en muestras simples de hidrocarbu

ros polinucleares de C que se producen durante la pirolisis
20

y combustion de los materiales organicos.Estos compuestos son

altamente cancerigenos y su identificacion y valoracion son muy
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importantes para tratar los problemas de contaminacion ambiental
[80-84].

Esta técnica se ha empleado de manera empírica en los

analisis Forenses, en analisis de aceites de diferentes maderas

y para la caracterización de gomasy adhesivos [BS-87,115,116].

También se la ha utilizado como herramienta en el

esclarecimiento de accidentes automovilísticos. Coneste Fin, se

comparan los espectros sincronicos de las gomas de los

paragolpes de los automoviles, disueltas en diclorometano, con

los restos del mismomaterial que se encuentra adherido en las

personas atropelladas [117].

El uso de esta tecnica se vio limitado en el campo de

la luminiscencia analítica debido a la Falta de inFormación

específica y a una metodologia que hacía diFIcil el empleo e

interpretacion de los resultados. Es por esta razon, que en los

comienzos, la técnica sincronica se utilizo para proveer

"huellas digitales" de muestras complejas tales comolos aceites

crudos [88,118].

No Fue sino hasta 1977, en que Lloyd y Evett [89]

desarrollaron las ecuaciones matematicas que caracterizan a esta

técnica espectroscópica, para que Fuese reconocida como

verdadera técnica analítica.
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2.2.- BASES TEÜRICAS DE LA ESPECTRÜMETRIA SINCRÜNICA

En la espectrometria de luminiscencia convencional, un

espectro de emisión puede ser "monitoreado", barriendo las

longitudes de onda de emisión, mientras que el compuesto

luminiscente es excitado a una determinada longitud de onda de

absorción.

Por otro lado, un espectro de excitación puede ser

obtenido barriendo las longitudes de onda de excitación,

mientras que la emisión se "monitorea" a una dada longitud de

onda de emisión.

Se sugirió una tercera posibilidad: esta consiste en

variar simultaneamente o "sincrónicamente", ambas longitudes de

onda o monocromadores manteniendo una diferencia de longitudes

de onda Fija entre ellos [79,85-87]. A esta diferencia se la

designa comoAA.

A primera vista, el uso de una energia de excitación

que cambia constantemente puede no ser deseable para las

aplicaciones espectrométricas. Esta continua variación de la

longitud de onda de excitación no le permitiría ser usada como

Fuente de luz para registrar un espectro de emisión de la manera

usual (a energia de excitación constante). Este hecho puede ser,

sin embargo, una ventaja distintiva.

Para poder comprender los resultados obtenidos con la

técnica sincrónica, es necesario conocer las correspondientes

expresiones de la luminiscencia.

Consideremos una sustancia luminiscente excitada a una
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longitud de onda dada (7lexc). La intensidad de la señal

luminiscente a una dada longitud de onda de emision se expresa

COI'I'IO=

I¡()em) = kR()exc)Em(Áem) (1)

donde R(>\exc) es la radiancia espectral de luminiscencia que

depende de la longitud de onda de excitación; Em()em) es el

diagrama de distribucion de intensidades de emision (espectro de

emision); y k es una constante de proporcionalidad.

En las deducciones siguientes se desprecian todos los

efectos debidos a Factores instrumentales, tales comola Funcion

de resolución del espectrómetro, respuesta del sistema de

detección, Factores de transmición optica, etc., que no son
esenciales a la discusion.

Suponiendo la validez de la ley de Lambert para

soluciones diluidas, R(>exc) puede expresarse como:

R()exc) = k’Ó(lexc)Io(Áexc)a (lexc).d.c (2)
m

donde Ó es el rendimiento cuántico de luminiscencia, Io es la

intensidad de la radiacion excitante, a es la absortividad
m

molar, d es el espesor de la solucion, c es la concentracion del

analito y k’es una constante experimental.

El producto ®.Io.a , que depende exclusivamente de
m

la longitud de onda de excitación, puede ser relacionado con la

Funcion de excitación. Este es proporcional al espectro de
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excitación Ex(7sexc) el cual se mide experimentalmente cuando se

barre la longitud de onda de excitación:

Ex()exc) = k" (3exc)Io()exc)a (Aexc) (3)
m

donde k" es una constante.

Combinando las ecuaciones (1), (2) y (3) se obtiene la

intensidad de la luminiscencia sincronica Is( exc, em):

Is()exc,)em) = K.c.d.Ex()exc)Em()em) (4)

Una de las condiciones específicas de la técnica

sincronica es:

¡em - uexc = A3l= constante

¡em = Zexc + A)

Por lo tanto, Is se puede escribir en Funcion de este

parametro,

Is = K.c.d.ExC)em-A))Em(üem) (ó)

Esta relacion representa la ecuacion basica de la

espectrometría de luminiscencia sincronica (ELS) [90].

Cabe remarcar que en la luminiscencia convencional,la

longitud de onda de excitación actúa comoun Factor multipli

cativo de la señal, sin modificar las características
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cualitativas del espectro de emision. Sin embargo, en la técnica

sincronica la intensidad luminiscente es una Función explícita

de la longitud de onda de emisión y de la de excitación, según

se observa en la ecuación (4).

El aumento en la selectividad de esta técnica esta

reflejado en la ecuacion (ó), la cual involucra dos Funciones,

Ex y Em, en lugar de una como en la técnica convencional. El

grado de selectividad se introduce con el parametroA)W el cual

puede ser seleccionado por el experimentador. Este aumento en la

selectividad da comoconsecuencia un aumento en la sensibilidad

de la tecnica, ya que las interferencias espectrales disminuyen

en gran mendida. AmboseFectos se demostraran en la seccion 2.3.

2.3.- LA SENAL SINCRÜNICA

El resultado basico de la espectrometria de

luminiscencia sincronica puede deducirse a partir del espectro

de excitación y de emision, donde las transiciones se

representan con barras para simplificar la explicacion, Figura
2.1.

Se puede observar una señal sincronica solamente cuando

el ¿3* iguala al intervalo entre una banda de absorción

(excitación) y una de emision.

Si Fuese posible seleccionar y usar un A) particular el

cual coincida con un único par de bandas de absorción y de

emision, entonces el espectro sincrónico mostrara una única

banda. Esta situacion se muestra en la Figura 2.1(A), donde
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A) = ¡J - Áo’ solo coincide con el maximo de absorción aÍXo’ y

el de emision a 31, luego el espectro de emision sincronico se

transforma en una sola banda, en lugar del espectro de emision

mas complejo que se observaba anteriormente.

En mezclas mas complejas, se puede simplificar el

espectro de emision de varios compuestos y se pueden reducir las

interferencias que resultan de la superposición espectral,en

gran medida.

Una situación diferente resulta cuando dos o mas pares

de bandas muestran idénticos intervalos de separación (J¿)en el

espectro de emmision y en el de excitación, figura 2.1(8). Aún

en este caso, si elAïse elige de tal manera que coincida con la

diferencia en longitud de onda de las bandas mas intensas (1o”

y 21), la banda a'll tendra una intensidad muchomayor que la

que aparece a 'lo, hecho que puede predecirse a partir de la

ecuación (4) o (ó).

Es importante enfatizar aqui, que mientras con la

espectrometria convencional con longitud de onda de excitación

fija, se puede solamente aumentar la intensidad de "todas" las

bandas de emisión al mismo tiempo, la ELS permite aumentar

selectivamente las bandas mas intensas con solo seleccionar

el A3s apropiado. Esta situacion muestra comola técnica

sincronica, si es aplicada apropiadamente, puede aumentar la

selectividad, tal como se dijo en la seccion anterior: las

bandas caracteristicas mas intensas son incrementadas en

intensidad mientras que se puede reducir el efecto de interfe
rencia de las señales débiles.
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2.4.- PÜSICIÜN DE LA SEÑAL SINCRDNICA EN EL ESPECTRO:

ECUACIÜNES MATEMATICAS

Para e] presente tratamiento, se restringe e] analisis

a un espectro de excitación y de emisión de una sola banda de

distribución gaussiana, Figura 2.2.

La ecuación (3) puede ser escrita en Función de l

siguiendo 1a distribución de Gauss.

-1 -1 2
Ex()exc) = (EAo,exc)expE-(lexc - Ao,exc ) /2€exc J (7)

donde Eïlo,exc es la respuesta en e] maximode excitación lo,exc

y G'exc es 1a desviación estandar de 1a gaussiana en unidades
—1

de 3. .

De manera análoga puede escribirse el Em(lem).

Las desviaciones estandar requeridas se obtienen a

partir de los anchos de banda medios de 1os espectros de

excitación y de emisión (¿iexc,áaem). A la mitad de 1a aïtura de

pico puede derivarse de 1a ecuación (7) que:

—")h3 2
chexc =G"e;-<c(2 1n2)V1/(Ao,e>r.c -6'e;-<c 21n2) (B)

1a cua] conduce a una raiz positiva para.ÚEXc (y de manera

simiïar para (em):

—1
4C'exc = {[1 + (cfiexc/Ao,exc)21h— nrfiexumnzflln (9)



If Á
' A“ '

If

' MÍ:

Figura 2.2



-48—

De esta manera, se puede obtener el (EXC y el Gem cuando se

insertan los valores adecuados a partir de los espectros de

excitación y de emision en la ecuación (9) y su análoga para

CÉm.

A una dada longiutud de onda de emision sincronica

( 3.5,em) de un esoectro sincrónico de emisión, la señal

Fluorescente observada E().s,em), sera un producto de la

respuesta relativa a.>em del Emy de la respuesta relativa a

¡exc del Ex:

E(>s,em) = [Ex(lexc)/E>o,exc].[Em()em)/E)o,em] (10)

Bajo condiciones normales E()xo,exc) = E(lo,em), porque es la

misma señal "monitoreada" a una dada lexc y lem. Sustituyendo la

ecuacion (7) y su análoga para la emisión en la ecuacion (10) se

obtiene:

_1 _1 z 2E(As,em) = exp{-[(As,em -V)o,em ) /25em J

- E()s,em - Ai) -V)o,exc32/25exc2} (11)

donde 3xemFue sustituida por )s,em para indicar que corresponde

a un espectro sincronico de emision.

Se puede realizar una aproximación de)\s,em en Función

de 3.o,exc,'lo,em y A)_a partir de la ecuación (11). Sin pérdida

de generalidad se puede hacer la siguiente transformacion:

'As,em = (lo,ern)/(1 + B) (12)
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donde B es una variable "Ficticia" que se introduce para

Facilitar el calculo. Sustituyendo la ecuacion (12) en la (11) y

aplicando el calculo diferencial para obtener el maximovalor,

es decir

dE(ls,em)/dB = 0 (13)

se obtiene

[Bo/>o,em13.tfexc / em J.[Ao,em-—A><1 + 90)]; +

+ )o,em{[(1 + Bo)/[)o,em - (1 + Bo)]] —l/Ao,exc) = 0 (14)

donde Bo es el valor de B que corresponde a laÏls,em de mayor

intesidad. Generalmente el A).es pequeño respecto a lo,em, y Bo

vale aproximadamente +/- 0,1 (este valor se obtiene de las

experiencias realizadas por Lloyd [89]). Por lo tanto se pueden

despreciar los terminos que contienen A).Bo. Si se define

y = (>o,en.-A1)/)o,em (15)

la ecuacion (14) puede reescribirse como:

Xo,s,em = lo,em[1 + (lo,em - )o,exc -A1)/Ao,exc(1 +
3

+ y Gexczlíem2)] (16)

donde 3to,s,em es la longitud de onda de maxima intensidad de un

espectro sincrónico. En la practica se observa que "y" tiene

valores típicos entre 0,9 y 1,0 [89], y cuando el espectro de

excitación y el de emision representan transiciones entre los

mismosniveles electronicos,
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GExc =(Ïem (17)

como lo requiere la relación de imagen especular que existe

entrte ambos espectros. Luego, el términno en "y" yG“ puede

aproximarse a 2. Con estas aproximaciones se llega a

'lo,s,em = 2Xo,em)o,exc/()o,em +'lo,exc - A3) (18)

ecuacion que permite predecir la posición del maximosincronico

de emision en Función de )0,em;)«o,exc yA)“

Lloyd et al. [89] examinaron la posibilidad de

representar los espectros con una distribucion de Lorentz; por

ejemplo:

-1 —1
R()exc) = R()o,exc)/E1 + ()o,exc —)exc ) (2/Awexc) J

(19)

para el caso de un espectro de excitación, dondeZÁNexces el

ancho en la mitad del pico del espectro representado en número

de onda ( 1-1). Los resultados que obtuvieron experimental

mente condujeron a la conclusión de que no hay diFerencia entre

usar una distribucion lorentziana y una distribución gaussiana;

tampoco es necesario representar el espectro como suma o

producto de dos distribuciones, como por ejemplo la Función de

Voigt [91,97].
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2.5.- ANCHÜ DE BANDA ESPECTRAL DE LA SENAL SINCRÜNICA

Existen varias causas por las cuales el espectro de

emision de una mezcïa puede ser poco deFinido. Una de 1as

razones triviales es que las bandas de emision de cada espectro

individual sean intrínsecamente anchas. Ütra de 1as causas es e]

solapamiento espectral. Se demuestra que 1a tecnica sincronica

puede disminuir el eFecto adverso de estas dos Fuentes de

indeFinicion espectral [90].

En la espectrometria de luminiscencia convencional, el

espectro puede mostrar una estructura resuelta solamente cuando

la Función luminiscente que se “monitorea” está compuesta por

bandas estrechas. embargo, en la técnica sincrónica para

observar una banda estrecha, es suFiciente que una de 1as dos

Funciones Em()em) o EH()exc) posea una estructura resueïta en un

determinado ambito espectral. Esto aumenta 1a posibiïidad de

obtener esoectros con estructura resuelta.

En 1a Figura 2.“, Em(}) y Ex(l’) representan 2 bandas

pertenecientes a un espectro de emision y a uno de excitación,

respectivamente. En ste caso, la condicion optima para obtenerfin

la mejor señal sincronica se da cuando se elige elA)igua1 a 1a
diFerencia entre ambos máximos.

Esta situación provee la seña] sincronica mas intensa con e]

menor ancho de banda medio. En 1a Figura 2.3(a), se representan

las bandas de excitacion y de emision, con perFil gaussiano e

idénticas intensidades. Si la muestra es excitada monocromá

ticamente a Ál’ ()\2’ Ó)3’, respectivamente), e] espectro de

emisión mostrara una intensidad de IFI (IF2 6 IF3, respectiva
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¿3A

Figura 2.3
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mente). La intensidad aumentara proporcionaïmente con 1a

intensidad de excitación pero e] ancho de banda medio

permanecerá inaïterado, Figura 2.3(b). Sin embargo, si se

utiliza e] método sincrónico, 1a seña] mostrara un pico más

agudo con una intensidad due corresponde a1 maximo va1or IFl

obtenido trabajando con exc Fija, Figura 2.3(c).
Este eFecto de disminución de] ancho de banda [El ¡Il

cialmente una consecuencia de 1a mu1tip1icación de dos

Funciones que aumentan y/o disminuyen simultaneamente.

Andre et a1. [93] propusieron 1a siguiente'expresión

para obtener un vaïor aproximado de] ancho de banda medio

'spectra1 de la señaï sincrónica (Jïs)=fi

¿as = ¿aexc + áïem - [(állem)z + (¿aexc)2]yz (20)

donde ¿ÉXem y (y) ex los anchos de banda medio de los

espectros de emisión y de excitación, respectivamente.

Sin embargo, se observa experimentalmente que eláa s

varía con e] ¿3X En 1a ecuación (20), este hecho no esta

contemplado, ya que e] ¿is solo dependeria de 1os<í1em y<áiexc.

Esto condujo a otros investigadores a buscar nuevas ecuaciones

[39]. No Fue posible derivar una aproximación satisfactoria a

partir de] producto gaussiano (ec.(3)) para 1oscyks, pero a

través de 1a regresión 1inea] de datos cxperimenta1es se 11ega a

1a relación empírica:

Jls = 0,364(J)\e::-:c +JAem) - 13,309 (‘21)



cpn un cpeFiciente de correïación de 0,97 [3?].

Üuaïitativamente puede verse que 1a dependencia delcfiks

cen e] AÍX se debe a que Cpn lps pequeñas vaïpres de A), 1a

intensidad de emisión sincrdnica prpviene de 1as regiones

adyacentes a 1ds espectros de emisión y excitación, donde 1a

intensidad varia mucha mas rapidamente cpn 1a 1pngitud de onda.

Mientras que si se utiliza un Alïfikú,em - Xp,exc, 1a intensidad

sincrpnica prpvendra de 1a zpna de las máximos de excitación y

de emisión, dpnde 1a variación cpn 1a 1pngitud de pnda es mucho

menos prpnuciada.

2.6.-REÜUCCIÜN DEL AMBITÜ ESPECTRAL

E1 ambitü espectra] de 1a seña] sincrpnica depende de]

solapamientp espectral entre 1a‘ banda de abSprcipn y 1a de

emisión y de1A3e1egidp.

La Figura 2.4 muestra de manera esquematica 10s

espectrps de excitación y de emisión cpn diFerentes

splapamientps espectra1es. La menpr Ipngitud de pnda de]

espectrp de emisión se denpmina'lp y 1amaypr 1pngitud de pnda

de] espectro de excitación)sp’.

En la Figura 2.4(a) e] spïapamientp espectral es nulo

y ).p' =ÍXp. Para un determinadotfi), 1a seña] sincrdnica cubrirá

un ambitp espectraï igua] a ¿31 , cpmenzandp en).o (donde 1a

sustancia empieza a emitir), hastaflp +-A)(dpnde el Cpmpuesto

deiara de absprber 1a radiación excitante).
u
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La Figura 2.4(b) muestra 1a situación ddnde 1ps espectros de

excitación y de emisión se superpdnen parcialmente ()d í Áo’);

e] es ectrd sincrdnicd abarcará desde3tp hastaen este case, p

.Áp + .AÍX + Üq)s, siendpígs e] spïapamientd espectraï. En 1a

situación (c), existe un cprrimientp de Stdkes [50] igua] a X35.

En este caso, )cfl <Ï>p, el espectrp sincrdnicd comenzara en)to

y Finalizara en ).d -+ A)» —{3s. E1 cprrimientp Stpkes puede

variarse mpdiFicandp e] splvente. Pere 1p mas interesante es que

e] ancho de] espectrú sincrdnicü puede ser directamente

comprimidd ü expandidd, disminuyendp Ü aumentando e] parametro
ererimental ¿3X .La disminución de] anche de banda de 1a seña]

sincrónica es ventajpsa, dadp que puede reducirse en gran medida

e] Sdïapamientd espectra]. Esta púsibiïidad de müdiFicar el

anchp de banda espectral de la emisión de cada componente

individual en una mezcïa, es 1a caracteristica mas sdbresa1iente
de 1a tecnica sincrdnica.

2.7.- DISMINUCIÜN DE LAS INTERFERENÜIAS PRÜÜUCIDAS PÜR LA

DISPERSIÜN RAYLEYGH Y RAMAN

La Fluordmetría es. una de 1as técnicas mas sensibïes

para la caracterización y cuantificación de muy pequeñas

cantidades de drpgas de a1ta tpxicidad cpmü merina, LSD,

anFetaminas, etc., [?4-1003.

En teoría es ppsibïe disminuir e] 11mite de detección
de una sustancia Fluprescente aumentando 1a intensidad incidente

due proviene de la Fuente. Este es e] drigen de la Fluorometría



-57

Laser [101].

Sin embargp, en 1a practica, para una determinada

concentración, que dependerá de 1a naturaleza F1uprescente de 1a

sustancia, existen numerpsps Factores due intervienen en el
limite de sensibiïidad. Estós Factbres spn:

- 1a Fptprreactibiïidad b Fptpsensibilidad de 1a sustancia

que esta siendó estudiada

- 1a 1uz dispersada ppr 1a splución y 1a qu reFïeJada por

1a cubeta

- la luminiscencia prppia de 1a cubeta

- 1as imperFeccipnes en 1a cpnstrucción de] sistema ópticp

del aparatp (luz parasita)

- 1a FIUprescencia debida a las impurezas presentes en 1a

sciución p en e] Spïvente.
Üuandp se trabaja Spïucipnes aïtamente diluídas, 10s

espectros de emisión muestran una apreciabïe perturbación a

causa de 1a dispersión RayÏeigh [102] y Raman [103].

La intensidad de luminiscencia I, en la maïima 1ongitud

de pnda de emisión, corresppnde a 1a suma de 1a intensidad de

FIuürescencia de 1a sustancia y de 1a intensidad cprresppndiente

a 1a dispersión de 1a 1uz SO].

La intensidad de la dispersión Rayïeigh varia con 1a

caïidad de 1a cubeta y de] splvente, consecuentemente, es muy

diFici] de eïiminar estds efectps cpn spïp obtener el espectro

de un blancp y restarseIÜ a1 espectrp tptaï.

La intensidad de la dispersión Raman es muchp mas
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estable y puede sustraerse con un blanco [104]. Es mas, sirve
comocriterio de evaluación de instrumentos E105].

Cuando se realiza un espectro de Fluorescencia

convencional, en condiciones tales, due los anchos de las

ranuras de excitación y de emisión son mayores que la separación

entre la longitud de onda de emisión y de excitación, el

espectro de emisión observado consiste en una banda intensa

(dispersión) un hombro debido a la emisión Fluorescente de

la sustancia, si ésta se halla en muy baja concentración.

Entonces, es Facil deFinir el espectro de la sustancia cuya

identidad se sosoecha, para luego cuantiFicar su concentración,

Figura 2.5(a).

La mayor diFicultad que se encuentra es que la linea de

base del espectro proveniente de la dispersión tiene una

pendiente considerable. Sin embargo, en el metodo sincrónico, si

bien la dispersión no se elimina totalmente, la linea de base es

practicamente horizontal, Figura 2.5(b),[104].

La Figura 2.6 muestra las líneas de contorno que

representan la intensidad de la dispersión Ramany de la luz

dispersada que se genera por la excitación de una cubeta que

contiene agua deionizada. Esto muestra claramente que, dado que

los espectros no son lineales con la longitud de onda pero si

el número de onda, el maximo de la dispersión Raman no esta

separado por incremento constante de la longitud de onda de

excitación. La relación esta dada por:

l/AFx' = (1/Aexc) — (1/30 (22)



(A) (B)

U!í
Figura 2.5 ‘ ,7

(A) Representacion esquematica de un espectro clasico de Fluorescencia
1. Espectro total. 2. Espectro proveniente de la dispersion
3. Espectro teorico de Fluorescencia.

(B) Representacion esquematica del espectro sincronioo
a: Espectro sincronico experimental. b: Espectro proveninte de la

dispersion. c: Espectro sincronico verdadero. d: Espectro de emision
e: Espectro de excitacíon.

’99
69/; \. AM esnm\ -‘
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Aem (nm)

_Figura 2.6
Lineas de contorno correspondientes a La dispersion Ramandel agua mostrando
la diferencia entre )E:c y la dispersion RamoncomoFuncion defiezc.
Ranuras exc. = em = 10 nm; (-.-). Excitacion sincroníca,A3\ = 65 nm; (- -).
Excitacion sincronica conAï>constante.

-59.



es decir

Na ='>«e><c_Á/(-l—)«e:><c) (23)

donde X es 1a Idngitud de dnda correspdndiente a la transición

Ramanactiva [106].

Baje 1as cúndicidnes de 1a excitación sincrónica, la

curva )\R(lexc) nd es paraïela a 1a dirección de 1a excitación,

este causa Ta aparición de una gran banda en e] espectro, es

decir, el espectrd proveniente. de la dispersión Ramanes mas

anchd cuando se úbserva un espectro sincrónicd que en un

espectrü de F1uerescencia convencidnal.

2.3.- PERFIL DE EMISIÜN DEL ESPECTRÜ RAMANÜBTENIÜÜ EN

FLUÜRESCENEIA SINCRÜNIÜA

Si lds anchos de ranura para e] manocrdmador de

xcitación y de emisión sen igua1es, entúnces 1a intesidad de
xcitación sera:

Il(}) d Iexc()).Texc())*Lexc(X) (24)

dónde Il()\) es 1a intensidad que Iïega a la cubeta, Iexc()) es

la intensidad emitida por 1a Fuente,Texc(>) es 1a Función de]

monocrdmadorde excitación, * indica conveïución de Funcidnes,

Lexc().) es 1a Función ancho de banda espectra] de] monocromador



de eficitacidn.

La ecuación (24) puede también expresarse cama:

i'm

11(A) oC SIex-:('>x+ :>:).Te;-<u:('>\+ M).Le><-:('/\+ x) d}: ('25)-0

Para un tratamientd rigurüsú,estas reïaciúnes deben ser
sometidas a una dobïe convalución de Iexc()) can una Función de

la ranura de entrada y e] resultado con la Función de la ranura

de salida de] mondcrdmadorde excitacidn.

La dispersidn' Raman, preporciona] a ‘l [50],

correspúnde a una emisión I2()”), despïazada en'} con respecta a

1a excitación. Si R().) representa 1a Función de transFerencia

causada par el efecto Raman, entonces

IZ(1’)<C Il(>).R(Á) (26)

— - l:

muy) aC Ilf>)Ae:>:-:'Á/[() —)exc))e><c3 (-27)

Así, 1a seña] eléctrica, que es una Función de Ios

diFerentes parámetrds de] aparatü, puede ser expresado por [106]

13(1) d:12(A’).Tem()’).P(>’)*Lem(Á) (28)

donde 13().) es 1a intensidad ebservada debida a 1a dispersión

Raman, Tem(}.’) es la Función de transmitidn de] monocromador de

emisiún, P(A ) es 1a resouesta de] detectar, Lem(A)es la Función

ancha de banda espectral de] mendcrúmaddr de emisión.

Sunüniendü que Iexc()x), Texc() ), Tem(X) y P()) son
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constantes, Andre et al. [106] simuïaron Ios espectros Raman

para diFerentes anchos de ranura (r), utilizando una

computadora. resultado observaron due un aumento de r trae

como consecuencia un considerabïe ensanchamiento de] espectro

Raman, ta] como se observa experimentalmente.

conclusión se puede decir que 1a espectrometria de

luminiscencia sincrdnica e1i1mina Ïas interferencias producidas

por la dispersión Rayleigh, ya que comoen general se utiïiza

un A7\} 2r, es muy diFici] observar una seña] que provenga de 1a

dispersión de ïa'kexc cercana a a1)\em.

Por otro lado, e] espectro proveniente de 1a dispersión

Raman es mas ancho cuando se utiïiza 1a técnica sincrónica, esto

parecería ser una desventaja para este tipo de interferencia,

embargo, como 1a linea de base que se obtiene es

practicamente horizonta], es posib1e obtener 1a verdadera

intensidad de la sustancia F1uorescente.

2.3.- FLUÜRESÜENÜIA SINCRÜNIÜA DE ENERGIA ÜÜNSTANTE

La seïeccion de 1a diFerencia de 1a Iongitud de onda

s quizas, e] parametro mas[tuentre los monocromadores,[3) ,

importante para que la aplicacion de 1a técnica de 1uminiscencia

sincrúnica a sistemas de multicomponentes sea satisFactoria.

En 1978, Heiner sugirió e] uso de 1a luminiscencia

tota] para optimizar 1a seleccion della) en 1a espectrometria

sincronica [107]. La 1uminiscencia tota] describe 1a adquisición

de los esoectros de emision 1uminiscente sobre un determinado
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ambitó de Ióngitudes de onda de excitación [105]. Los métodos

instrumentaïes y 1a manipulación de datüs matemáticos Fue

descripta en detaïïe púr He et a1. [108-111]. Los datos

obtenidas cón e] metódü sincrónicó pueden representarse como una

Iinea en e] pïano de] diagrama de luminiscencia tota]. De esta

manera, se ve que existe una relación inherente entre 10s dos

métódüs.

Mientras que 1a espectrómetria sincrónica úFrece una

disminución de 1a cómp1ejidad espectra] sobre 1a espectrometria

de luminiscencia cónvencióna1,mucha de 1a infórmación centenida

en Iós graFicos tridimensiónales de 1uminiscencia tota] se

pierde.

La eva1uación de ïos datós de Iuminiscencia teta] y 1a

reïación que existe entre 1oas regiones espectrales de soïucio

nes de hidrócarburos póïiarómaticos, condujó a NineFordner a1

nuevo metódó, denüminadó "1uminiscenciari.desarrolló d

sincrónica a de energia cónstante" (LSEÜ)[112].

En este metódú, se barren simuïtaneamente ïós monó

cromadóres de excitación y de emisión, sincronizadós de ta]

manera de mantener entre elïús una diFerencia de energía

cónstante,AÜ.

La restricción que se apïica a 1a espectrúmetría de

luminiscencia sincrónica de energía cónstante es:

7 _
[(l/Aexc) -(1/Aem)]10 = AÚ= cónstante (2?)

El narametró AD es anaïógú a1 A>\ (ec.(5)) de 1a



espectrometria de Iongitud de onda constante.

Esta técnica se uti1iza para e1 anaïisis de muestras de

hidrocarburos de bajo peso mo1ecu1ar. Los valores de AD utiliza

dos en estas determinaciones osciïan aïrededor de 1,4.10
-1

cm , que coincide con 1as diferencias energéticas vibraciona

1es de estos hidrocarburos [110].

Para poder llevar a cabo esta tecnica, es necesario

conectar una computadora a1 espectrometro para que mueva e]

monocromador de emision según una Funcion que depende de 1a

posicion de1 monocromador de excitación en ese punto y e1 AD

impuesto.

En Ios üïtimos años, 1os espectroscopistas ana11ticos,

han combinado este metodo con técnicas taïes como 1a espectros

copIa a baja temperatura [117-118] y con 1a FosForimetría [50].

NineFordner [111] ha encontrado due, e] uso de 1a LSEC

a 77K aumenta e] poder de la informacion espectraï respecto de

la espectrometria convencionaï; disminuye e] ancho de banda

espectra]; variando e] AD , es posible variar 1a compïejidad de

un espectro sincronico de energia constante; so1o se necesita un

determinado AD para realizar e] barrido espectra] con 1a LSEÜ,

mientras que deben usarse varios ZX) en 1a ELS si se desea

obtener la maxima resoïucion espectra] 1ibre de toda

interFerencia debida a 105 Fenómenosde dispersión; y minimiza

mucho mas efectivamente 1a dispersión Ray1eigh y Raman que 1a

técnica cc constantn.

Este üïtimo hecho, puede expïicarse en base a1
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desplazamiento de la señal Raman la longitud de onda de
excitación:

_ 7
AUR= [(I/Aexc) - (l/Aem)]10 (30)

-1
donde AilR es la energia de la transición Ramanen cm ,3kexc

y )\em son las longitudes de onda de excitación y de emisión (nm)

de la transición Raman.

La Figura 2.6 muestra que las rectas que representan la

dispersión Rayleigh y Raman divergen, manteniendo entre ellas

una diFerencia de energía constante. Esta es la relación basica

que Fundamenta el desarrollo de la LSED.En esta técnica, la

recta con-AD= constante deFinida en el grafico de luminiscencia

total, Figura 2.ó(-.-.) es paralela a la recta correspondiente a
la dispersión Raman (---), por lo tanto su contribución al

espectro total se minimiza y hasta puede desaparecer. Asi, la

LSEE reduce la señal Raman de manera similar a la reducción de

la señal Rayleigh en la ELS con constante [112].

2.9.- FÜSFÜRIMETRIA EINÜRÜNICA

La intensidad de FosForencia sincrónica (Is,p) puede

describirse de manera análoga a comose describe la intensidad

de la señal de Fluorescencia sincrónica (ec.(4)), asi [11?]:

Is,p()euc,)em) = H.Ü.Ex,p()exc).Em,p()em) (31)

l espectro de excitación FosForescente,[tudonde Ex,p() exc) es



Em,p() em) es e] esnectro de emisión Fdstrescente, Ü es 1a

cdncentracifin de] anaïitd y H es una cúnstante experimenta].

Intpduciendd e] parametrCnAken 1a ecuación (31),

Is,p()em) = k.B.Ex,p()em -A)J.Em,p()em) (32)

A partir de 1a Figura 2.7 y la ecuación (32), se

observa que la Is,p es, matemáticamente, e] resuïtado de

multiplicar la Función Em,p y 1a Función Ex,p, 1a que ha sido

trasladada 131A) spbre la escala de Iongitudes de dnda. A partir

de este cpncepto, se determina due 1a sefia1 sincrónica depende

directamente de] sdïapamientp de Ex,p(>em -Cfl) y Em,p(kem), es

decir, de] va'lpr de A)yAST. En 1a Figura 2.7, el AST muestra la

brecha de energia entre 1a primera banda de emisión de] espectro

Fpstrescente (desde la izquierda) y 1a primera banda del

'espectro de excitación (desde 1a derecha). Si Ips espectros de

absdrción y Fdstrescencia tienen bandas 0-0 muyintensas, e]

AÍST representa 1a brecha de energia entre e] primer estado

tripïete T y e] primer estadd singuïete S . En e] casa en
1

que S sea una banda de absorción debí], se puede cpnsiderar
1

los estadús singuletes maypres (S , S ). En esos
13 n

casps, A ST representa 1a diFerencia' de energía entre S y
n

T .
1

seleccic-na e::-::-er-imenta1mente un A)1 3>AST, se

úbservara una seña] sincrfinica de Füstrescencia Figura

2.7(b). Por btrp ladd, si s un A32 {ZAEÜ' nd se observaráfi.eïii
y[tu 7

la seña] cürrespdndiente debido a due nd hay splapamientd entre
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las runciúnes EH,D()-A)ZD y Em,p()), Figura 2.7(c).

De esta manera, puede utilizarse e] parametrüZXST cemú

un Factúr de ‘eïectividad; entúnces, en una mezc1a de

multicúmponentes, 5era posibïe discriminar 1ús cúmpünentes que

tengan diFerentes AïïT Cüñ una eïecciún adecuada deïzfi) [11?].

Recientemente, se ha aplicada esta técnica a Sú1uciünes

de hidrúcarburüs arúmaticús púïinucïeares en presencia de

düdecilsu1Fato de taiin (I) [123 , e] cua] Fúrma misceïas que

encierran a1 hidrúcarburn-, permitiéndúïes +úsFúrescer aún a

temperatura ambiente [120- 23 .

EXPCACÑC) E"p

Asrk G .¡H
l ¡ )

Expo‘) / Ex?(¡effi‘ AAF)
A En? (ACM)

Figura 2.7



CAPITULO 3

INSTRUMENTAL UTILIZADÜ

CALIBRACIDN DEL ESPECTRÜMETRÜ DE LUMINISCENCIA
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INSTRUMENTAL UTILIZAÜÜ.

CALIBRAÜIÜN DEL ESPECTRÜMETRÜ DE LUMINISÜENÜIA

3.1.- APARATÜS

Los espectros de absorción Fueron obtenidos en un

espectroFotometro de doble haz Zeiss ÜMR11, utilizando un ancho

de banda espectral de 2,5 nm.

Las mediciones Fluorescimétricas se realizaron con un

espectrometro de luminiscencia Perkin-Elmer LSS, equipado con

una celda de Rodamina 101 que actúa como contador de Fotones y

permite obtener señales de luminiscencias corregidas repecto de

la variación de la potencia de la lampara con la longitud de

onda.

Ambos aparatos estan equipados con un Fototubo

multiplicador Hamamatsu R923, cuya respuesta abarca desde 200

hasta 300 nm.

Todas las mediciones de pH Fueron realizadas con un pH

metro Metrohm E 2539 equipado con un electrodo de vidrio

combinado EA 120.

Los analisis computarizados se realizaron con un

espectroFotometro Hewlett-Packard S451A que cuenta con una red

de diodos como elemento detector.
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3.2.- CALIBRAÜIÜN ÜEL ESPECTRÜMETRÜ DE LUMINISÜENCIA

MEDIÜIÜN DE LÜS RENDIMIENTÜS ÜUANTIÜÜS DE FLUÜRESÜENÜIA

Para determinar directamente la eficiencia de 1a

Fluprescencia es necesario comparar e] número de Fotones de qu

excitante absúrbidps per la solución respecto de] númerototaï

emitidos, en tddas 1as Idngitudes de pndas y en todas las

direcciones. En principio esta parece simple, pere en 1a

practica presenta dificultades experimentaïes que disminuyen la

presición de] resuïtadp.

El método mas directo, y e] primero en ser ap1icado,

Fue e] de Vavilov E124]. Este involucra 1a camparación de 1a

intensidad de Fïuúrescencia emitida par 1a superFicie Frontal de

1a sustancia con 1a intensidad de 1a qu excitante dispersada

por una superFicie compIetamente reFïectante. Muchas de las

diFicultades y Factdres de cprrección de este método, se evitan

encerrandd 1a sustancia p 1a superFicie reFIectpra en una esFera

integradpra, cemd la descripta púr Forste y Livingstdn [125].
En vista de 1as diFicuItades aseciadas con Ios métodos

abselutps de medición, éstas nd se utiïizan Frecuentemente,

aundue existe ampïia biblidgraFia sebre elïds E41,126-12?J.

Una mddiFicaciGn de] métüdd absü1utp cpnsiste en

sustituir la superFicie diFuspra por una splución de un

cdmpuestp de rendimientp cuanticü de F1uerescencia conocido.

Este cambid dio a las metodps de medición re1ativos
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E1 métddd mas empleado para 1a determinación de]

rendimientd cuanticd es usando sdlucidnes diïuidas.

La medición se basa en 1a Iey de Beer:

-A.d
IÜ.B = 10(1 - 10 ) (1)

donde B es 1a Fracción de qu absorbida por la muestra, Io

(cuantas/s) es 1a intensidad de 1a luz incidente,' A es 1a
absorbancia/cm y d (cm) es e] paso óptico. Si 1a intensidad de

Iuminiscencia para cada campuesto es prdpdrcionaï a IÜ.B, la

expresión para e] rendimientd cuántica resulta ser:

Ón:= Ór EBr/Bx].[I(Ar)/I(2K)J.[ná/nt].[DX/Dr] (2)

Si la expresión (1) se expande en series de potencias

de A.d, y se sustituye en (2), se übtiene 1a expresión que se

utiliza comunmente para el caïculd de rendimientüs cuánticos

usando esnectrómetrds calibradüs [130,131]:

o}: = o rEAr (3m ) /A::-:('A:=-:)J . EI Or ) /I (Ax) J . [nít/rí‘r] . [DM/[Ir] (3)

En estas ecuaciones, B es la Fracción de 1uz incidente

absdrbida, I() ) es 1a intensidad de 1a lu: excitante a la

ldngitud de onda , n es e1 indice de refracción de 1a s01ución,

Ü es el area integrada baje e] espectrd de emisión corregido, y

A() ) es 1a absdrbancia/cm de la sdlucidn a 1a 1dngitud de dnda

de excitación 1 Lds subindices y r se reFieren a Ias



solucidnes incógnita y de referencia, respectivamnete.

Las suposicipnes inherentes a 1a ecuación (2) y (3)

son: se asume, tantp para la sdïución incógnita comp para 1a de

reFerencia, due 1a intensidad Iuminiscente integrada es

proporciona] a 1a Fracción de 1u: absprbida, que todos 105

Factóres geométricas SÜÑidenticps, que 1ús haces de excitación

son mónócrómaticos, que 1as pérdidas por reFlexión son las

mismas, que lrs eFectps de reflexión interna son iguaïes, que 1a

reabsórción y 1a reemimsión són despreciab1es, y que tóda 1a 1uz

que emana de 1a cubeta es isütrópica. Un analisis detaïïado de

las restriccidnes y de Ias precauciones necesarias para el uso

correcta de estas expresiones puede ha11arse en e] trabajo de

Demas y Drpsby [132].

Ütrd metódd conceptuaïmente simple y que generaImente

olvidada, para la medición de las rendimientús cuanticós de

Fludrescencia, es 1a caïórimetria. Esta es una técnica donde los

rendimientós energéticps abse1utüs se pbtienen a través de

cambias de temperatura durante 1a irradiación. E1 aumentó de

temperatura due aparece cuandp se irradia una muestra

Iuminiscente se cúmpara cpn e] que aparece a1 irradiar, de

manera aná1pga, un materia] nd Iuminiscente cuya absórbancia sea

similar a 1a de 1a sustancia F1udrescent=. Dado que 1a muestra

luminiscente tiene un rendimientp energetico nu1p, e]

cóciente de ÏÜS caldres de ambas muestras da 1a Fracción de

energia abserbida 1a cua1 es perdida a traves de 1ós prócesds no

radiatives 1a muestra 1uminiscente, este es, e] cpmpïementa
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rid de] rendimientd energetico de 1uminiscencia.Para convertir

este rendimientd energéticd en rendimientd cuanticü, se necesita

e] espectrd de emisión de 1a muestra y 1a distribución de

Frecuencias del ha: excitante. Ambas rendimientos estan

relacidnadds per:

oq =oe “SUE-¿(humusEx“?mi)J/uSDEm<ü>dD)/<SEm(ü)dDn (4)

dende Óq es e] rendimientd cuántica, €>e es e] rendimiento

energetico, y EH(D) y Em(Ü)sdn las distribuciones espectrales

de 1a radiación excitante y de 1a emitida (cuantos.cm/s),

respectivamente, [132,133].

3.3.- ÜÜRRECÜIÜN DE LÜS ESPECTRÜS DE LUMINISZENÜIA

Edmú se dije anteriúrmente, actuaïmente el método

reTative nara la medición de1 rendimientq cuanticd de luminis

cencia es el mas empleado. Para due pueda ser apïicado es

necesaria condcer=

a) e] rendimiente cuánticd de 1a referencia

b) Ias abserbancias de 1a reFerencia y de la solución

incógnita
r) 1ds indices de reFraccidn de dichas sdïucidnes

d) la Detencia incidente de 1a radiación excitante de ambas

seïucidnes

el area baje la curva de 105 espectrds de emisión correfín

gidds per 1a respuesta deï sistema mendcrdmador de



emision-Fototubo, para ambas solucio

De todos estos parametros, los due presentan mayor

diFicultad para su determinacion son: la medicion de la potencia

incidente y la distribucion espectral corregida por los Factores

instrumentales, tales como, respuesta del Fototubo

multiplicador, y del sistema optico del monocromadorde emisión

(red, lentes, espeios).

Parker [130] ha discutido en detalle la corrección de

los espectros de Fluorescencia y la medicion de los rendimientos

cuánticos en la region del visible.

White, Ho y Neimer [135] enFatizaron la necesidad de

calibrar cada instrumento dado oue las Fuentes, redes y

Fototubos diFieren de un espectroFluorometro a otro.

EÜRREÜEIÜN DEL ESPECTRÜ UE EMISIÜN

El espectro de emision de una sustancia es un graFico

de intensidad de luminiscencia, medidos en cuantos por unidad de

intervalo de Frecuencia número de onda, en Funcion de la

Frecuencia o del número de onda. Si ü representa el número total

de cuantos (de todos los números de onda) emitidos por unidad de

tiempo, entonces dü/dü representa la intensidad a un determinado

número de onda D y el graFico de dü/dD vs D es el espectro

luminiscente verdadero. En la practica, el espectro se

representa, normalmente, en unidades relativas mas que en
absolutas.
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Cuando e] monocromador de emision se barre con un ancho

de ranura y una sensipiïidad de] Fototubo muïtipïicador

constantes, la curva obtenida es e1 espectro de emision aparente

corregido. Para determinar e] verdadero espectro, la curva

aparente tiene que ser corregida por tres Factores oC e dependen

de] número de onda:

a) la eFiciencia cuántica de] Fototubo multip1icador
b) e] ancho de banda de] monocromador

c) el Factor de transmicion del monocromador

Asi, 1a seña] observada a 1a saïida de1 Fototubo muïtipïicador M

a un determinado número de onda , correspondiente a] espectro

de emision aparente, está dado por:

M = (dü/dD)(PDLDTü) = (dÜ/d5)35 (5)D

LIdonde Pp es 1a cFiciencia cuantica relativa de] Fototubo

muïtiplicador, L p es e] ancho de banda re1ativo para un dado

ancho de ranura, y TDes la Fracción de 1uz transmitida por el

monocromador. E1 espectro de emision verdadero puede ser

calcuIado a partir de 1a curva observada dividiendo cada

ordenada por e1 correspondiente valor 3;.

La cantidad Sp es e] Factor de sensibilidad espectral

de 1a combinacion monocromador-Fototubo; Sp es proporciona] a 1a

señaï de] Fototubo due debería observarse si 1a ranura de

entrada se ilumina una Fuente de distribucion espectraï

constante. cambio, se i]umina 1a ranura de entrada de]
\

monocromador una Fuente diFusa de distribucion espectra]
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conúcida, de ta] manera, due e] ce1imadür este cümoïetamente

iïuminadú, y 1a resnuesta de] thütubü registrada en Función de]

númerü de dnda es RsT 1a sensibi1idad S se determina seaün:

= Rs/(dü/d5)s (ó)

Este es e] métüdü generalmente utiïizade nara 1a

caïibración de] sistema menecremader de emisión-Fütdtubo, usando

una 1amoara de tungstend a una temneratura de] Fiïamentd

cenücidd, cen 1a cua] nuede caïcularse la distribución esoectraï

(dú/dD)s a Dartir de la ecuación de P1anck=

de/db = 0,3127.M;/[een(14354D/T) —1] (7)

en einstein/s.pm [50].
Este métüdü nd se anïica en 1a región de] uïtravidïeta

debida a due nd es nesibïe dbtener 1amdaras UVcuya distribución

esnectra] se cünúzca cen exactitud. E1 métüdd descrintd nor

Parker [134] nara 1a calibración en esta región hace USÜde una
ventana Fïuerescente due permite medir directamente e] producto

P T—.Du

CÜRREÜCIÜN ÜEL ESPECTRÜ DE EXÜITACIÜN

un esnectreFïuordmetre de simnïe haz, e] espectro

de excitación de una sd1ución se úbtiene barriendü eï mend

cremadúr de eficitacifin y observandd 1a resduesta de] thdtubü en
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la ldngitud de anda de emisión maxima. E1 esnectrd de excitación

cdrregidú due se dbtiene de esta manera, denende de Ias

caracteristicas de} instrumento uti1izadd nara la medición, y es
Frecuentemente una versidn distorsidnada de] esnectrd verdadera.

La relacifin eMistente entre e] esnectrd de excitación

verdadera y e] carregidd nuede derivarse de 1a siguiente
manera. La salida del thdtubd multin1icaddr (M) es directamente

nrdodrcidnal a1 F1ujd teta] (Ü) de Fluerescencia emitida nor 1a

sustancia, y nara sdlucidnes débiïmente absdrbentes se cumnïe

due E50]:

M = HE = HIÜ(2,303.a .Ü,d)(1)f (S)
M

dende k es una censtante instrumentaï. Asi nara una sdïucidn de

una dada cüncentracidn en una ceïda narticuïar

M«IIü.a .Óf (9)
M

dende IÜ es 1a intensidad de la luz excitante, 1a cuaï varía con

1a langitud de onda de acuerdo a 1as características de 1a

Fuente y de] mdndcrdmaddr.

La cantidad a a“ es una característica Fundamental de]
M

süïutd FIudrescente baja las condicidnes narticuïares de medi

ción y e] esuectrd de excitación "verdadera" cdnsiste en un

graFicd de o .a Función de 1a 1dngitud de onda de
f Meïcitaciún.

Para derivar este esoectrd a nartir de 1a curva
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registrada pbr el instrumentb, debe primerb determinarse la

variación de Ip cbn la lbngitud de dnda. Estó puede medirse con

una termópila [136,137], un Fútbtubó calibrado [138-141], Ü mas

simplemente cún una ventana Fluórescente que actúe como cantador

cuanticü [126,127,142-144].

Este ültimp métbdd es el que se utiliza en el espectró

metró de luminiscencia Perkin-Elmer LES. En este instrumento, la

mayor parte del ha: luminósó de excitación atraviesa la cubeta

dónde esta el sblutb Flubrescente, pero una muy pequeña

prbpbrción de este haz es desviadb cbn un divisór de haces con

el propósitb de tener una señal de referencia. Para cbmpensar la

variación de la reFlectividad del divisbr de haces sobre el

ambitb de longitudes de bnda del instrumentb, se colbca un

compensaddr en el haz de reFerencia. Para asegurarse que la

señal de reFerencia esta relacionada la intensidad de

excitación independiente de la respuesta espectral del Fbtptubb

multiplicadbr de reFerencia, el haz de referencia se dirige

sbbre una celda triangular que cbntiene una sólución del

cdlbrante Rbdamina 101; este absdrbe energia en el intervalo

entre 230 y 630 nm y Flubresce apróximadamente a 650 nm con una

eFiciencia cuántica cónstante. La Flubrescencia es detectada ppr

el Fútbtubb multiplicadór de reFerencia. La señal de este último

junte cbn la señal preveniente del Fptbtubb multiplicadbr que

analiza la Fluórescencia del analitb són prócesadas por un

micrbprpcesadór de manera de bbtener una señal espectralmente

cbmpensada por las variacibnes de la pbtencia incidente con la

lüngitud de bnda [145], Figura 3.1.
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Para medir rendimientos cuanticos de F1uorescencia con

este instrumento, soIo es necesario conocer e1 vaïor de SD para

corregir e] espectro de emision, ya que 1as variaciones debidas

a 1a dependencia de Io con } son compensadas electrónicamente.

3.4.- ELEÜÜIÜN DEL ESTANDAR DE RENDIMIENTÜ CUANTIÜÜ ÜÜNÜCIÜÜ

En la medicion de rendimientos cuánticos reïativos 1a

eleccion de 1a sustancia estandar es critica.

Un estandar idea] para este proposito no debe presentar

solapamiento entre su espectro de absorción y su espectro de

emision. Debe ser Faciï de obtener y puriFicar, ser so1ub1e en

e] mismo soïvente que e] compuesto que va a ser estudiado (para

evitar la correccion por Indice de refraccion), y ser estabïe en

soïucion. No debe ser suceptible a 1os procesos de inhibición

por oxigeno por concentracion. Pero por sobre todo, eï

rendimmiento cuántico de 1a sustancia debe conocerse con

presicion [132].

Numerosas sustancias cumpïen estas condiciones:

benzoFenona E146], Fluoresceina [133,147], 9,10-diFeni1antraceno

[148-150], sin embargo e] suïFato de quinina en acido suïfúrico

0,1 N a 1,0 N parece ser e] estandar perFecto [130,131,151-1543.

En vista de 1os datos existentes, el mejor valor para
e] rendimiento cuantico de] suIFato de cuinina en acido suIFú

-4
rico 1,0 N (concentracion menor que 10 M) es e] inFormado por

Melhuish E1513 y es 0,546 +/- 52, medido a 25 E y puede ser

utilizado cuando se trabaja en un ambito de longitudes de onda



entre 200 y 400 nm

3.5.- PARTE EXPERIMENTAL

I.- CALIBRAÜIÜN DEL MÜNÜCRÜMAÜÜRDE EMISION

Como Fuente de iluminacion para 1a caïibracion de]

sistema monocromador de emision - Fototubo muïtipïicador se

utilizó un buïbo con Fiïamento de tungsteno horizontal NÜTAN

380179 (Germany), óV,15w IBG, ¿onectado a un transFormador

variabïe Dar] Zeiss. La temperatura de] Filamento se midió con

un pirómetro optico (Comision Naciona] de Energia Atómica) para

diferentes voïtaJes apïicados:

Voltaje (V) Temperatura (K)

2,5 2393

314 °143

4,5 s21:

E1 bulbo se monto en un soporte y se enFoco la imagen

de] Fiïamento sobre 1a ranura de entrada de1 monocromador de

emision. E1 voïtaje se eligió en Función de 1a intesidad de 1a

respuesta de] sistema, obteniéndose 1a optima para 4,5 V.

El monocromador de emision se barrio entre 380 y 800 nm

una velocidad de barrido de óO nm/min, Factor de

amortiguación igua] a z, 1a ampliFicacion X4 y 1as ranuras



correspondientes de 2,5 nm.

Como no s posibïe anular e] sistema de referenciafin

interna, que es e] que corrige Ias seña] respecto de Ias

variaciones de Io, se corrieron diversos espectros

correspondientes a 1a emision de] Fiïamento de tungsteno

variando la posicion de] monocromadorde excitación para cada

uno de estos espectros de emisión.

3.6.- CALCULÜ DE LA DISTRIBUCIÜN ESPECTRAL DEL FILAMENTÜ DE

TUNGSTENÜ Y DE LÜS FACTÜRES DE CÜRREÜCIÜN

A partir de 1a temperatura de] Fiïamento, se calcula la

energia espectra1 (E) según 1a 1ey de Pïanck

É

E) = (E13s €))/exp(CÉ/ÁT) (10)

donde 01 = (5,473.10 matt/cm2.Hh)(15.ÜÉh/WJ)

c2 = 1,4305.10 FH

.1. >’€>ï= emimsividad de] tungsteno en Funcion d

Emisividad espectra] de] tungsteno a 2800 H [1?4]

)\ ( nm ) 1305) 1350 400 500 ¡200 700 1300

G> 0,456 0,461 0,461 0,440 0,434 0,410 0,400



-82

LÜS Factpres de cerreccidn, H; ,se ca1cu1an dividiendp
1a energia espectral E ppr el registra de 1a respuesta mpnp

cremador - thpmuïtiplicador M:

KE -E/M (11)l _

Para corregir un espectro de emisión, se muïtipïica eï
. ¡. E uvaïor de 1a aïtura de] registro por h) con 1d cua] se conv1erte

1a intensidad aparente en unidades de energia re1ativa.

Wi se quiere expresar en cuantos reïativos por

intervaïp de 1pngitud de pnda, se debe muïtiplicar pdr-):

QF: =P’ . A (17)
>

,Q 2donde Eh>J = cuantps/s.cm .nm.

La Figura 3.2 muestra 1a distribución espectra] de 1a

lampara de tungstenp en Función de 1a 1pngitud de pnda (E>); 1a

respuesta de1 sistema mpnpcrpmador - Fptpmuïtiplicaddr (M)

cuandp se i1umina la ranura de entrada con e] Fiïamentp de

tungstenp y 10s Factpres de cprreccidn HC: para cada Ipngitud de
pnda.

Estes Factpres de cerrección pueden utiïizarse a partir

de 400 nm, ya due pdr debajp de esta zona nuestra lampara de

tungstenp tiene una emisividad practicamente nula.

Por ptrp Iadp, puede verse que recién a partir de 720

nm lps +actpres de cprrección cpmmienzana crecer rapidamente,

cesa que nd ocurría cpn las antigups Fptpmu1tip1icadores del
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tipü IPZS, cuya" respuesta disminuia abruptamente per encima de

600 nm.

Les rendimientos cuanticüs de 1as diferentes cumarinas

serán calculados después que se hayan determinado todas las

especies que intervienen en e] equilibriú ácida base en el

estadú excitada (capituIÜ 4).

wo“

80

m .o

-8
KÏ(CUANTos.s4.0nf%nan

5m G
0 l l Amm) I

Figura 3.2



CAPITULO 4

ANALISIS ESPECTRAL DE LAS CUMARINAS



ANALISIS ESPECTRAL DE LAB ÜUMARINAS

Como ya se menciono en e] capituïo 1, Ias cumarinas

suFren reacciones acido base y procesos de Fototautomerización

en e] estado excitado. Estos Fenomenosse anaïizan utilizando

las técnicas descriptas en 1os capituïos anteriores, y con 10s

resultados obtenidos se postulan los mecanismosde excitación

que se describen en esta seccion.

Las sustancias obtenidas en e] Iaboratorio de productos

naturaïes de 1a Facuïtad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA)

Fueron, Figura 4.1:

2-H-1-benzopiran-2-ona o cumarina (Ü)

7-hidroxicumarina o umbeïiFerona (U)

ó-metoHi-7-hidroxicumarina o escopoletina (S)

Para iniciar 1os estudios absorciométricos y

Fluorescimétricos se prepararon so1uciones de estas sustancias

metano] anhidro (secado y destiïado sobre I - Mg) en una

concentracion 2,0.10 M. Para 1os anaïisis absorciométricos
—=.

se utiïizaron soïuciones 2,0.10 M mientras que para el
._/:_

Fluorescimetrico, 1a concentracion Fue 2,0.10 M.

Las propiedades absorciometricas de cada sustancia en

metano] se resumen en 1a tabïa I.



UMBELIFERONA ESCOPOLETINA

Figura 4.1
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Tabla I= Lüngitudes de anda de absürciún (nm) y absertividad
moïar de las cumarinas en metane].

cumarina umbeliFerüna escepoïetina

210 = 10400 242 = 3380 205 = 36100

218 = 11500 253 = 2630 227 : 15100

*272 : 3600 *É24 = 15300 252 = 5270

#310 : 1900 380 : 700 260 : 4880

216 = hombro 297 = 5370

#346 : 12800

403 = 1120

* bandas de absarción más útiïes para e] aná1isis absorciomé
trice

Los espectros de absorción nú se mediFican cuando se

los obtiene en süïución acuesa: ?OZ agua = 102 metanüï.

En la bibïiügraFía sú1ü se registran aïgunos de 105

valúres mencionadas en 1a tabïa I [155-158].



4.2.- CARACTERISTICAS LUMINISCENTES

I.— Eumarina

Durante mucho tiempo se considero que 1a É-H-l- benzo

piran-E-ona (C) era una sustancia que en soïucion no presentaba
s Yakatan [162]ln.luminiscencia aïguna E15?—161]. Recien en 197

trabajó con so1uciones Fuertemente acidas (acido suIFürico, Ho =

-10) y encontro que 1a cumarina Fluoresce en ese medio

aproximadamente en 400 nm. Un estudio de 1a intensidad de

Fluorescencia en Funcion de 1a concentracion de suïfürico sirvió

para evaïuar las constantes de acidez de] estado excitado,

mientras que por absorciometria evaïud dicha constante en e]

estado Fundamental. Los valores inFormados son pK(S ) o pK* =
1

—53 y pK(So)= —7,4. Desde ese momento hasta 1a actuaïidad, no

existe ningún otro estudio sobre 1a Iuminiscencia de este

compuesto.

Nuestras investigaciones mostraron 1os siguientes
resuïtados.

Primeramente se reaIizaron ïos espectros de excitación

y de emision de 1a soïucion metanoïica, Figura 4.2. En base a

las longitudes de onda de absorción se irradid 1a solucion con

energia de 220 nm. E1 espectro de emision obntenido consta de

una única banda muy intesa cuyo maH'no esta en 2?1 nm y que no

corresponde a1 solvente.

Por lo tanto se encontro una transición radiativa, que

se postuïa que pertenece a 1a Forma neutra de 1a cumarina y que

no esta inFormada en 1a bibïiografia.
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Para cdmprdbar esta aFirmación, se mdntó una

ereriencia que se basa Fundamentalmente la reacción de

hidróïisis de 1a cumarina en medie alcaïinú [163]:

H H
_ _ ha

+OH—>o: C/c:OO‘--+(Di: ,H
H ‘H H z ‘COO"

CÍS trans

Se cemparó 1a intensidad de Fludrescencia de una

salución de cumarina a pH = 7 en metand] con dtra de igual

concentración a pH = 12. Despues de expdner esta úïtima salución

durante 2 hdras a radiación UV de una ïámpara de Wood, se

reaïizó e] espectro de emisión, excitandd a1 igua] que antes con

3. = 220 nm. Ademas de observar 1a disminución de 1a intensidad

de 1a banda en 291 nm, apareció 1a banda a 500 nm, carrespon

diente a] prdductd de la hidróïisis de 1a cumarina, cdn lo que

se cdrróbdra que 1a transición en 291 nm cdrrespdnde a 1a Forma

neutra de 1a misma.

Es impdrtante ver que si se utiïiza cdmd 1óngitudes de

nnda de axcitación 272 y 310 nm, nd se dbserva ningún tipo de

seña] Fïudrescente= IF(>eHc=E 2,)em=291) = 5; IF(3.eHc = 220,

)em = 291) :4; IF(1exc = 220,)em = 291) = 180.

Para peder dbservar dtra transición radiativa es
necesario transtrmar a 1a cumarina neutra en e] cdrrespündiente

catión. Asi, trabajando en acidd percïóricd (c), e] espectrd de
absdrción muestra cdrrimientd batdcrómicd max'nds de



-90
:5 nm. Nesptrps pústuïamos que este-_. --..absprción en 4_4 y

cprrimientp batpcrúmicp se deberia a un aumente en 1a

cpnjugaciün per respnancia=

+

+
o QOH o 'H

Analpgamente hay un impúrtante corrimiento batocrómico

en e] espectro de emisión, estando e] máxime en 450 nm. E1

espectro de excitación muestra un máximo agudo en 318 nm. La

banda en 365 nm que se pbserva en absprción, np aparece en e]

espectro de excitación.

Debidp a esta escasa luminiscencia, la cumarina no

recibió atención per parte de 1ps investigadpres. En cambio 105

derivadas de 1a cunarina, especia1mente aquelïüs con

sustituyentes en la ppsición 7, sün ampïiamente estudiados

debidp a sus prppiedades F1uerescentes y su ampïio use para 1a

pbtencifin de 1áseres de cp1prantes.

II.- 7-hidrpxicumarina e umbeïiFerpna

Las prüpiedades Iuminiscentes de la 7-hidrpxicumarina

vienen estudiandc desde la década de] ’50 y aün hoy se

discuten 1ps equilibniüs invalucradüs en e] estadp Fundamental y

en e] estado excitada.

Üadp que 1a umbeIiFerpna posee puhidrilp
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estructura, es lógico decir que esta sustancia presentara un
comportamiento acido base debido a este sustituyente, ademas del

que ya mencionamos anteriormente en e] carboniïo de] anilïo

cumarinico.

Los espectros de absorción (excitación) y emisión,

Figura 4.3, muestran los siguientes máximos en 1os ámbitos de pH

que se mencionan:

medio )excitación (nm) 'lemisión (nm)

H0 = —ó 345 450

pH = 0 325 400

325 478

pH = 10 366 453

metano] 325 3?3

En los espectros de excitación se observa a Ho= -ó una

banda cuyo maïimo esta en 345 nm, a medida que e] pH aumenta

esta banda se corre hacia e] azul, alcanzandose e] maximoen 325

entre Ho= -4 y pH 5. Ya en pH aïcalino ( 7) hay un nuevo

corrimiento batocrómico con maximoen 366 nm. Estos corrimientos

espeotrales se observan también en 1os espectros de absorción.

Por otro lado, 1os espectros de emisión siguen un

comportamiento diFerente. En soluciones Fuertemente acidas hay

una única banda de emisión en 341 nm. A medida que e] pH aumenta

se observa un corrimiento batocrómico (a diferencia de 1o que

me] spectro de excitación) y entre pH O y 1 se
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(a) Espectros de excitación de la 7-hidroxicumarina.
1) Ho =-6; 2) Ho =-4; 3) pH 7.7; 4) pH 11

(b) Espectros de emisión de la 7-hidroxicumarina.
1) Ho =—6; 2) HO 3-4; 3) pH O; 4) 2 pH 11
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observan dos bandas: una muy intensa en 478 nm y otra de mucha

menor intensidad en 400 nm. Este uïtimo se presenta como una

banda soïapada con 1a de mayor intensidad. Para pH comprendidos

entre 7 y 11 se observa siempre una unica banda en 453 nm y cuya

intensidad crece con e] pH de la solución.

Tanto para 1os espectros de excitación como para los de

emisión, se observa un gran soïapamiento de Ias bandas.

E1 espectro en metano] anhidro de la umbeliFerona

muestra una banda de emisión F1uorescente en 393 nm, mientras

que e] correspondiente espectro de excitación reponde a las

caracteristicas espectraïes de 1as soïuciones acuosas de Ho=-2

a pH 5 ()exc.max. = c¿5 nm).

Si ahora se adrega a 1a solución metanólica, acido

perclórico (c) ta] que su concentración sea aproximadamente 1 M

y se registra e] espectro de emisión, se ve que 1a banda en 393

nm disminuyó notab1emente su intensidad, apareciendo una banda

muy ancha cuyo maximo esta en 486 nm, 1a cua1 presenta un hombro

pronunciado en 520 nm. Este üïtimo no se observa practicamente

en solución acuosa.

De acuerdo e] comportamiento cua1itativo y

cuantitativo observado, se puede concïuir que los equilibrios

acido base que tienen lugar este compuesto no ocurren

simultaneamente en ambos estados, sino que 1a basicidad de cada

sustituyente varia segun se encuentre 1a moïecuIa en e] estado

Hcitado en e] Fundamental. Este Fenómeno se conoce desde que

Heïïer estudió 1as propiedades acido base de 1os FenoIes

[27,164].

Muchos autores intentaron =Hp1icar este comportamiento
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base a 1os espectrds de absdrcidn y de emisión, ayudanddse

cdn las titulacidnes Fïudrescimetricas [161,162,165-167].

Simiïarmente, se ha estudiadp la 4-meti1-7-hidroxi

cumarina, que presenta prdpiedades parecidas a 1a

7-hidroxicumarina, si bien 1a primera Fue ampliamente estudiada

debido a su ppder "laseante" [168-171].

Una de Ias diFicuïtades encdntradas en este estudio es

e] sdïapamientd de lds espectrps de emisión de las diferentes

especies. Varios autores han prüpuestp diversos métddos para

obtener las contribuciones espectraïes individuaïes de 1a banda

F1uorescente principa] [167,172-176].

En este trabaja, se utiliza 1a Espectrdmetria de

Luminiscencia Sincrfinica (ELS), que Fue descripta en el capitulo

2, para estudiar e] cdmpdrtamientd Iuminiscente de 1a

7-hidrdxicumarina en Función de] pH, y se mdstrara que es

pdsibïe asignar diferentes bandas a cada una de las especies.

Para ajustar e] pH (Hd) se utiïizardn solucidnes de

acidp percldricp cuya acidez varia desde HÜ= -ó hasta pH 5;

para Ips pH cdmprendidüs entre ó y S se utiïizardn Spïucidnes

reguladoras de FdsFatd diacidd de pptasid y, para las seïucidnes

de pH maydr que se empleó hidróxidp de pptasip. E1 ácidü

cldrhidricd se descartd para e] ajuste de acidez [166], debidd a

que medid Fuertemente acidd nd se pbserva ninguna señal

luminiscente, decir, que actua cpmd inhibiddr de 1a

F1uerescencia para la especie p especies que estan presentes en

medio acidd. Inc1use, se cdmpara 1a intensidad de

Fludrescencia de la sdluciün a pH 3,5 (HÜI), 1a emisión
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cerrespendiente en 455 nm disminuye, apreximadamente, un 302

respecte de la selucidn cuye pH se ajustó en 3,5 cen ácide

perclúrice. Les aspectes cuaïitatives ne cambiansi se utiliza

acide cïerhidrice en 1ugar de percïerice, entre pHO y 5.

Las cencentracienes de Ias seïucienes de 1a

umbeïiferena se eïigieren de manera taï de minimizar e] efecto

de auteabsercidn.

Varies auteres han exp1icade estas diFerencias en les

espectros de excitación y de emisión en base a] equiïibrie que

se muestra en 1a Figura 4.4 [165-167].

Estes equilibries pueden justiFicarse de 1a siguiente

manera. A pH mayer que ? ne se ebserva cerrimiente en 1a

lengFitud de enda de absercien y de emisión, per lo tante y

dadas las caracteristicas estructura1es, 1a única especie

pesibïe en ese medie es 1a Ferma ANIÜNICA(A’), tante en e]

estade Fundamental ceme en e] primer estade excitade. A medida

que e] pH disminuye, eï espectre de emisión ne cambia aún a pH

2, sin embarge e] espectre de absercien cambia netabïemente a

partir de pH 7; hay cerrimiente hipsecremice de

apreximadamente 40 nm. El espectre de abserción entre pH -1 y 5

es igua] a] que se ebtiene en metane] neutre. La banda de

absercien en este úïtime medie cerrespende a 1a Ferma NEUTRA(N)

de 1a umbeIiFerena, dade que existe peca prebabiïidad de

encentrar especies ienicas en ta] medie [166,167].

estes resultades pedemesdecir que: e] exhidrile

es más acide en e] estade excitade que en e1 Fundamenta1".

El espectre de absercien de 1a especie neutra permanece
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inaïteradü, aün a eïevadas cencentraciúnes de acido percïóriCO

(Hp = —4), embargp e] espectrú de emisión cambia

notablemente.

A pH 1 se phserva una banda intensa en 473 nm y una mas

pequeña (muy süïapada) alrededor de 400 nm. Esta úïtima

correspünde a 1a especie neutra, dadp que responde a 1a misma

langitud de pnda de emisión que en metano} neutra (393 nm). El

corrimientp batúcrúmicü de 7 nm cün e] aumente de 1a poïaridad

de] süïvente (metanúï ——-} agua) indica que se deba a un

sistema77 ——-377*.

La banda de resenancia que aparece en 478 nm tiene que

deberse, por supüsición, a un sistema.de alta conjugación como

se postuïa en 1a Farma TAUTÜMERA(T). Ütros autpres 1e asignan a

ri«ste tautómerü una estructura de tipp zwitteriün [162,171]:

Esta especie podría generarse, bien a través de la

Farma neutra p a partir de la anifinica, ya sea ppr un mecanismp

prptptrópicp (Fptpenoïización) e] primer casü, o pür

prútpnaciún de] carbpniïp de1 anidn en e1 segundo.

A medida que aumenta 1a acidez, se observa un

cnrrimientü hipsecrümicp,).em.max = 430 nm, que asignamps a 1a
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Forma EATIÜNIÜA(E’). E1 espectro de_absorcion a Ho = -ó muestra

una banda en 435 nm que se asignó a 1a misma especie, pero en e]

estado Fundamenta].

La especie cationica de 1a umbeliFerona en e] estado

excitado no esta documentadaen 1a bibïiograFia pubïicada hasta

e] momento. Esto se expïica en base a que no hay trabajos que

hayan utilizado concentraciones de acido tan e1evadas. Una
transición simi1ar ocurre en 1a 4-meti1-7-hidroxicumarina [177].

De estas observaciones resulta que: "e1 carbonilo es

mas básico en e1 estado excitado que en e] Fundamentaï".

Por 1o tanto cuando se aumenta 1a acidez, 1a secuencia

que siguen 1as especies es:

a) ESTAÜÜ FUNDAMENTAL

A' ———::>N ———:> c? (1)

b) ESTAÜÜ EXCITADÜ (*)

A*— ———:j:-T* {:==::'r N-H- —-—:Í?' |:Í*+

La especie tautomera no observa en e1 estado

Fundamenta] ya que no hay cambio en Ios espectro de absorción

entre pH 0 y 2. Er genera], estas tautomerizaciones ocurren vía

la absorción previa de un cuanto de radiacion (Fototautomeri

zacion).

III.- ó-metoHi-7-hidroxicumarina o escopoletina

Dado que 1a Iiteratura no se describe e1 comporta
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miento absorciométrico de 1a escopoïetina con e] pH, como en e]

caso de 1a umbeïiferona, se estudiaron 1os espectros de

absorción de 1a misma en un ampïio ambito de pH (Ho).

1) Ambito de pH entre 5 y 11.

En este ambito se estudia e] equiïibrio acido base de]

oxhidrilo Fenolico, que es e] sustituyente que puede

experimentar taï equiïibrio entre estos vaïores de pH. Los

espectros de absorción se observan en 1a Figura 4.5.

Entre pH 5 y ó la banda principal de absorción se

encuentra en 342 nm, mientras que otra banda de menor

envergadura se encuentra en 293 nm.

A pH mayor o igual que S no se observa ninguna de las

dos bandas anteriores, siendo ahora 1a banda principa] de

absorcion 1a que se encuentra en 336 nm.

En 1os espectros se pueden observar 2 puntos

isosbésticos, uno en 354 nm y e] otro en 230 nm.

A pH 7 se puede observar 1a presencia de ambas bandas

de absorcion.

En base a este comportamiento postuïamos que 1a banda

342 nm corresponde a 1a especie NEUTRA (N) de 1a

escopoïetina, mientras que 1a ubicada en 336 nm corresponde a 1a

ñaspecie ANIÜNIÜA(A‘) según e] siguiente equiïibrio:

CH o _ + CH o

3 66 -*“ 3 \
HO *‘o ‘o Q0O +H"'
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Figura 4.5. Espectros de absorción de 1a escopoletina.
1) PH 5; 2) 6: 3) 7; 4) 7.5; 5) 8; 6) 9.2: 7) 10: 8) llo
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Los valores de abserbancia a cada lengitud de onda se
resumen en 1a tabla II.

Tabïa II

pH A(342 nm) A(336 nm)

5,0 0,533 ' 0,035

¿,0 0,520 0,040

7,0 0,443 0,310

7,5 0,400 0,533

3,0 0,353 0,703

9,2 0,295 0,353

10,0 0,295 0,270

11,0 0 295 0,3“3

2) Ambite de acidez entre pH 1 y HÜ = -ó.

E1 espectro de 1a escepoletina a pH 1 es igua] a1 que

se obtiene a pH 5, que correspúnde a 1a Ferma neutra, Figura

4.6. La absercifin de 1as bandas en 342; 2fl3 y 253 nm práctica

mente nü cambia hasta He = -4.

A partir de Ho = -5 se übserva que 1a banda en 258 nm

prácticamente desaparece. Sabre 1as ütras dos bandas se ve un

corrimiento batúcrümice una disminución de 1a absorción en

1a banda de 293 nm y un aumento en 1a banda principal que se

encuentra apraximadamente en 350 nm. A Hp = -ó 5010 se abserva
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una única banda de absercidn en 365 nm que tiene una absürbancia

mayür que 1a banda en 342 nm.

En base a estüs cambios observadús ppstulamps que la

banda en 365 nm pertenece a 1a especie que denpminamos CATIÜNIÜA

(C+ ) y que corresppnde a 1a protpnación deï carbüniïü, según 1a

siguiente reacción:

CH3°ÜÓ “Hi CHaoÜÓH0 H +H* H0 o o

En estos espectrps n0 se abserva 1a presencia de un

punta ispsbéstice neto. Lps va10res de absorbancia se deta11an

en 1a tabïa III.

Tabïa III

H0 A(3ó4 nm) A(2?4 nm)

—s,5 0,685 0,090

—5,0 0,550 0 “00

—40 0,453 0,230

-3,2 0,375 0,260

,365 0,260
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La absdrbancia en 342 nm nd puede evaïuarse porque

practicamente se mantiene cdnstante.

3) Espectrps de eficitacidn y de emisión en metano] anhidro.

Esta sa1ucidn presenta una única banda de emisión en

424 .nm que cpincide cpn 1a que aparece en 1a bibïiúgrafia [187].

E1 espectrd de excitación cprrespdndiente es igua] a1 espectro

Si cdmparamps 1ds espectrds de 1a umbeliFerpna,

dbservamds que, 1a adición de] grupp metdxi en 1a pdsición ó de]

anilïú bencenicp prdduce un cprrimientü batdcrómicü, 10 que se

JustiFica ya que se le esta adicidnandp un grupp crdmüFpro. Sin

embargp, e] espectrü de excitación es mas cdmpïejd que e] de la

umbeIiFerdna, ya que aparece una banda en 294 nm.

4) Espectrps de emcitacidn y de emisión en splucidn acuosa a

diferentes pH.

Lps ambitds de acidez empïeadds varian desde pH 0 hasta

pH 11 y desde Hü = -ó hasta -Ü,2; ajustadas cen acidp percïóricd

Ü hidrdxidd de sedid compya se indicó anteriprmente.

Los espectrps dbtenidús se muestran en 1a Figura 4.7.

LÜS espectrps de excitación de 1as spïucidnes cuyd pH (Ho) estan

cdmprendidü entre -d y n son anaïdgps a 10s que se pbservan en

metanpï anhidrd, que cpmp ya se dije son iguaïes a 1ÜSespectros

de absúrciün. La banda de maypr intensidad aparece en 342 nm y
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otra de menor intensidad pero muy bien deFinida aparece en 2?4
nm.

A medida que el pH se eleva, se observa un corrimiento

batocromico de la banda principal y la desaparicion de la banda

secundaria. El maximo de excitación se situa ahora en 390 nm

para soluciones de HHmayor que 8.

oi por el contrario la solucion se acidiFica, también

se observa un corrimiento batocromico de la banda de 342 nm y la

desaparición de la banda en 294 nm. Pero ahora el corrimiento es

menos pronunciado y la banda se sitúa en 371 nm para soluciones

de Ho menor que -4.

Los espectros de emision muestran un comportamiento

diferente. En primer lugar, la banda de emision que en metanol

aparece en 424 nm no se observa en solucion acuosa. Cuando el pH

de la solucion esta comprendido entre -O,5 y 1, la emisión se

observa en 435 nm. A medida que el pH aumenta la banda

Fluorescente se corrc hacia el rojo y a partir de pH 4 se la

observa en 463 nm.

Si acidiFicrnos la solucion, nuevamente se observa un

corrimiento batocromico, pero ahora, de igual magnitud que el

anterior y para Ho menores que -5 la banda de emision se observa

en 462 nm.

Hay que destacar que a Ho = -ó la señal es inestable y

su intensidad decae rapidamente con el tiempo.

En ningun momento se observo emision Fluorescente en

longitudes de onda altas CÜIÜen el caso de la umbeliFerona. La

intensidad de las bandas crece con el pH de la solucion.
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De los espectros de emision en metanol anhidro podemos

concluir que la banda en 424 nm corresponde a la especie NEUTRA

(N*) de la escopoletina, ya que en ese medio no hay probabilidad

de que existan especies ionicas E137].

La especie que esta absorbiendo también corresponde a

la Forma NEUTRA(N) dado que el espectro de excitación es igual

al de absorción en metanol y al de las soluciones acuosas de pH

menor que 5 y Ho mayor que —4.

Los espectros en solucion acuosa a diferentes pH dan

mayor inFormacion.

La variación de la longitud de onda de los máximos de

emisión indicaria la existencia de dos equilibrios en el estado
excitado.

Uno de ellos corresponde al equilibrio acido base del

thidrilo Fenolico entre la especie NEUTRAy la ANIÜNICA(A‘) y

el otro al equilibrio acido base del carbonilo entre N y 6+.

Es decir que el equilibrio acido base del estado

excitado puede representarse como en la Figura 4.8. Este

diagrama se justifica según los siguientes hechos experimen
tales:

1.- El espectro de emision de las soluciones cuyo pH (Ho)

esta comprendido entre —0,5 y 1,0 corresponde a la especie

NEUTRAya que es análogo al que se obtiene en metanol anhidro,

aunque el máïimo está desplazado batocromicamente en 11 nm. Este

corrimiento se debe al cambio en la polaridad del solvente, ya

que una disminucion en la polaridad (agua --} metanol) produce
' ' ' ' '- N n-c¡'un corrimiento batocromico en las transiciones7T-—JH* [179,1üü3
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Ademas corresponde a la Forma neutra ya que la señal desaparece

al acidiFicar o alcalinizar la solucion.

¿.- Se postula que al alcalinizar la solucion y aparecer un

corrimiento batocromico, lo que ocurre es un cambio en la

estructura de la especie emisora que podria deberse a la

Formacion de un anion.

3.- Dado que cuando se acidiFican las soluciones con acido

perclorico, se observa un nuevo corrimiento batocromico en los

pespectro de emision, se postula que ocurre un cambio en la

estructura de la molécula que permite un mayor solapamiento de

los orbitales de los cromoforos, es decir,una mayor conjugación.

La Forma responsable puede ser el CATIÜN(Ü+*), cuyo maximo de

emision aparece en 462 nm.

Debido a que los anchos de banda medio son

relativamente grandes, Figura 4.7, el solapamiento entre las

bandas de emision de N* y A*—yN* y C+* no permite la evaluacion

directa de las intensidades de Fluorescencia de las especies

individuales.
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4.3.- APLIÜAEIÜN DE LA ESPECTRÜMETRIA DE LUMINISÜENÜIA

SINÜRÜNICA

I.— 7-hidroxicumarina o umbeIiFerona

Se reaïizaron los espectros de emisión sincronica

correspondientes a 1os siguientes A):10; 20; a0; SO; 60; 73; 80;

90; 107; 132 y 154 nm, aïgunos de 1os cuales incïuyen 1a diFe

rencia entre Ios máximosde emision y de excitación. Los vaïores

de Ias intensidades obtenidas se detalïan en 1a tabïa IV.

De los anaïisis de estos espectros surge que 10s que se

obtuvieron utiïizando un A)\de 20 y 65 nm son 1os que presentan

mayor resolucion, y por 1o tanto son Ios que se usan para el

analisis espectra].

1) Espectros sincronico con A) = 65 nm.

Los espectros sincronicos de emision de 1a umbeliFerona

obtenidos con las soïuciones cuyos pH varían entre 1 y 11,

utiïizando un A) = 65 nm, se observan en 1a Figura 4.9.

Estos espectros muestran bandas bien deFinidas, cuyas

intensidades crecen decrecen conForme varia 1a acidez de]

medio. Esta mayor resolucion respecto de 1a que se obtiene con

los espectros de convencionaïes, permite estudiar e]

comportamiento de tres especies diFerentes de manera simultanea,

tanto en e] estado excitado como en e] Fundamenta].



Tabla IV. lntensidades de emision sincronica de la umbeliferona en funcion
del pH y del A) .

- 110

“\\\¿;> 10pH (Ho

-6

0,0

2,0

35

5,5

77

11,0

404 (2,4) 398

469 (0,43) 477

362

457

469

507

413

456

433

523
464

416

469

(0,4)
(0,54)
(1,3)
(0,4)

(3,3)
(1,1)

, (3,1)
(0,9)
(0,35)
(3,0)

(4,9)
(3,5)

370

464

479

368

479

465

369

479

465

368

432

463

479

515

368
465

479

368

479

363
464

479

362

370

421

480

419

478

20

(7,7) 403 (18)

(0,36) 488 (0,24)

(0,4)
(0,34)
(0,52)

(0,70)
(0,64)
(0,26)

(1,03)
(0,74)
(0,29)

(1,1)
(0,2)
(0,52)
(1,1)
(0,34)

(0,73)
(0,65)
(1,21)

(0,50)
(0,90)
(1,46)

(0,54)
(1,26)
(1,33)

(0,13)
(0,13)
(10,6)
(2,4)

(16,0)
(2,3)

423

485

426

490

(2,4)
(0,3)
(0,5)
(0,9)
(0,25)

(12,5)
(27)

(2,0)

(41,0)
(2,0)

392 (58)

335 (5,3)
46o (0,3)
434 (0,4)
507 (0,5)

438 (91)

60

417 (84)

339 (7,5)
456 (0,5)
517 (0,4)

442 (128)

419

410

409

397

3'95

402

467

524

409

397

412

414

397

415

395

445

445

415

445

65

(95,6)

(58)

(24)

(9,5)

(3,3)
(3,2)
(0,5)
(0,4)
(3,0)

(6,7)
(3,0)

(9,6)
(7,2)

(10,0)
(4,4)
(2,0)

(144)

(3,0)

(220)
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Tabla IV. Intensidades de emision sincronica de la unbeliferona en funcion
del pHy delA). (Continuacion)

y) 7a ao 9o 107 132 154pH (Ho

-6 424 (109) 427 (114) 431 (114) 444 (94) 464 (53) 489 (65)

-4 451 (133)

-2 414 (36) 45 (82)

0,0 403 (11,1) 466 (60)

1,0 403 (9,6) 424 (21,5) 433 (39) 442 (77,5) 458 (119) 474 (111)
418 (13)

2,0 457 (160)

3,5 456 (215)

5,5 4'07 (217)

7,7 448 (165) 453 (182) 452 (190) 463 (163) 474 (105)
454 (76)

11,0 428 (166) 454 (182) 460 (162) 476 (96) 428 (7,0)
460 (24)
494 (51)
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La banda con maximo en 395 nm muestra una disminución

en su intensidad cuando el pH se eleva, mientras que 1a banda en

412 nm aumenta su intensidad con e] pH. A pH 5,5 aparece una

nueva banda de emision sincronica situada en 445 nm, cuya

intensidad también aumenta con e1 pH.

Si comparamos el espectro. de Fluorescencia de una

UIsolucion a pH ,5 cuando se 1a excita con Iongitud de onda de

325 nm, Figura 4.3(b, espectro 4), con e] espectro sincrónico de

1a misma soïucion, Figura 4.9 (espectro 3 , se ve como se ha

ganado resolucion e inFormacion que permite estudiar 1as

transiciones de 1as diFerentes especies, ta] comose demostrará

en 1as secciones siguientes.

Cuando 1a acidez de] medio aumenta notahïemente, es

decir varia desde pH hasta Ho = -ó, 1as bandas de emisión

sincronicas que hemos mencionado desaparecen, y se observa una

única banda cuyo maximo varia entre 400 y 420 nm, correspon

diendo 1a de mayor longitud de onda a la soïucion de mayor

acidez, Figura 4.10.

2) Espectros sincronicos con A)\= 20 nm.

Cuando se utiïiza una diFerencia entre 1a Iongitudes de

onda de excitación y de emision de 20 nm, 1os espectros sincro

mas complejos, pero se obtiene una mejor resoïucion,

Figura 4.11.

Cuando se anaïiza 1a so1ucion de Ho = -ó, se observa

una única seña] SHS nm. Si ahora nos movemos hacia e] otro
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Espectros sincrónicos de emisión de 1a umbeliferona.
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extrema en 1a escala de pH, vemps que para 1as splucipnes cuyp

pH es superipr a 7, aparece una banda en 421 nm y 1a que se

encpntraba en 398 nm desaparece cpmpïetamente.

Entre estos dps vaIÜres de acidez, se observa un

sistema de dps bandas de emisifin. La banda mas aguda ubicada en

36? nm alcanza su maxima intensidad a pH O, mientras que 1as

bandas con maximo en 465 y 479 nm muestran un aumentp en 1a

intensidad con e] pH.

Para un mejpr ana1isis de estas sefiaïes, se representó

graficamente la intensidad de Fluprescencia en Función de] pH.

3) Reïaciún entre 1a intensidad de 1a seña] sincrónica y e1 pH.

Para un mejor analisis de 1as señaïes sincrdnicas

pbtenidas, s representó graficamente 1a intensidad dert

FIUÜrescencia sincrdnica reïativa (RSEI) en Función de] pH (o

Hp). La RSEI es 1a intensidad sincrúnica a un dado pH dividido

1a intensidad sincrünica cprresppndiente a un pH tal que existe

una ünica especie bien que e] vaïpr de dicha intensidad es

maximp, Figura 4.12.

CURVAA: cdrresppnde ans,em = 445 nm;.A3\= óSnm.

Ya que en e] estadd excitadp 1a única especie que existe en

spïucipnes de pH maypr que 4 es la anidnica (A*-),1p que se

deduce ppr 1a cpnstancia en 1a 1pngitud de pnda de emisión

cuandp se aumenta el pH, ta] cpmp se expïicó en 1a sección 4.2

II,1a curva A represen'a la distribución de 1a especie anidnica
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pH (Ho)

Figura 4.12
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de 1a umbeliFerona en e] estado Fundamenta]. Dicho en otras

palabras, Ia variación observada en 1a seña] sincrónica a esta

1ongitud de onda se debe a un cambio de 1a especie absorbente y

de 1a especie emisora. Por 1o tanto, 1a transición que

corresponde a esta banda la asignamos como A’ --} A**.

CURVAB: corresponde a)\s,em = 369 nm; A) = 20 nm.

Esta curva debe anaïizarse en tres secciones separadas, ya que

son varias Ias especies responsabïes de esta seña].

La zona comprendida entre pH 4 y 10 corresponde a 1a

especie neutra en el estado Fundamental. Esto se explica de la

siguiente manera: ya mencionamos anteriormente que 1a única

especie que puede encontrarse en eI estado excitado, a pH mayor

que 4, es A*_. Como1a intensidad correspondiente a esta)\s,em

—¡crece cuando e pH disminuye (entre pH 10 y 4), nos esta

indicando que 1a especie absorbente esta aumentando en concen

tración. Esta especie corresponde a 1a Forma neutra (N), que se

Forma a partir de la protonación de] oxhidriïo Fenólico de 1a

especie A’ dc 1a umbeliFerona, ta] como se explico en la sección

.2 II. Para esta porción de 1a curva 1a transición invoïucrada

es N -—} A*-.

La segunda porción de 1a curva se anaïiza entre pH 1 y

4. La variación de 1a seña] sincrónica con e] pH nos indica 1a

distribución de 1a especie neutra en e] estado excitado (N*).

Esta asignación se reaïiza en base a 1os siguientes hechos

eïperimenta1es= la posición de] maximode excitación (absorción)
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varia cuandd 1a acidez cambia entre pH S y Hd =-4, 10 que nds

r.=sta indicandd que es siempre 1a misma especie 1a que esta

absorbiendo. En este casa cdrresponde a 1a especie neutra, ta]

cpmd se explicó anteridrmente. Por Id tantd, 1a variación en la

sefiaï nds esta indicandd un cambie en e] estadd excitado. Vimos

que para pH maydres que 4 en e1 estadú excitadp sdlp existe A*-;

pür 1d tante e] cambip que se dbserva a pH menpr que 4 corres

ppnde a 1a prptdnacidn de] úHhidPiÏÜ Fendlicd de 1a umbeïiferpna

e] estadd excitadp. Es decir, que e] aumente en la señal

sincrúnica 1a disminucidn de] pH se debe a un aumento en 1a

cpncentracidn de 1a especie emispra, N*. Pdr lo tanto, esta

transición se 1e asigna a N --} N*.

Entre pH Ü y Hp =-4 se übserva una disminución marcada

de la intensidad sincrdnica reïativa. Este Fendmenpse justifica

de 1a siguiente manera: ya mencidnamds anteridrmente que en el

estadd FundamentaI, 1a especie preddminante es N. Compconse

e1 decaimientd de 1a sefia] debe cdrrespdnder a una

disminución de 1a especie emispra (N*).Esta desaparición la

justiFicamps ppstuïandp que, e] carbdniïd de 1a umbeIiFerdna en

medip Fuertemente acidd se prptpna a] igua] que ÏÜ hace 1a

cumarina, cdmd ya se demostró en 1a seccidnAZJ. Esta prdtpnación

cdnduce a la Fdrmacidn de1 catidn de 1a umbe1iFerdna en e]

estadp excitadd (Ü+*), y pdr Ip tanto disminuye 1a cpncentración

de N*.

EURVABJ: CÜFPeSpünde a)\s,em = 395 nm; AA = 65 nm.

Esta banda puede ser estudiada entre pH 1 y 4. Su cümpdrtamientd
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es anaïbgd a1 de 1a curva B para e] mismd ambitb de pH. Sdïb que

aqui, puede estudiarse para tbda 1a escaïa de acidez porque

dadd que se esta trabajandb un A)\ maypr, 1a resoïución

espectraï es menür y e] Spïapamientd entre 1as bandas aumenta y

hace imposibïe bbtener un vaïdr aceptable de 1a intensidad,

Figura 4.3. Por lb tanta, 1a transición inveïucrada es análpga a

1a descripta anteridrmente, es decir, N —-}N*.

CURVAD: cerrespbnde aJÁs,em = 3?7 nm; A) :20 nm.

Esta banda súïp puede ser bbservada cuandb se anaïizan 1as

solucibnes cuya acidez se encuentran entre HÜ= -ó y -4.

La transición responsabïe de esta señal es D --} C *. Esto se

justiFica bbservandb 10s espectrbs de absercidn (excitación) y

emisión, Figura 4.3. El cdrrimientb batbcrdmicd de 1a banda que

se encuentra en 325 nm hasta 345 nm esta indicandb un cambie en

la especie absorbente, 1a que se asignó cbmb 1a Ferma prbtpnada

de 1a umbeïiFerpna en e] estadp Fundamenta1 (EÏ). E1 corrimientb

hipsúcrdmicd de 1a banda en 453 hasta 431 nm, también indica un

cambie de 1a especie emispra, que nd puede ser 1a Forma neutra,

ya que esta emite en 400 nm, pdr 1p tante, debe cbrrespbnder a

la especie catidnica en e] estadp excitado (C+*).

De manera anaïpga caracterizan 1as transicibnes

cbrrespbndientes a 1asÏÁs,em. 40?; 412 y 41? cbn A7n= óSnm.

Las bandas cbrresppndientes a 1as')s,em 465 y 479 nm cen ÓD=20

nm, nb pudieren hasta e] mementb ser asignadas cbn presicidn. En

primer intentp puede decirse que cdrrespbnden a Ias mismas
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transiciünes que dan úrigen a 1a banda con)\s,em. en 412 nm

con A3I= 65 nm, tabïa V.

Tabïa V. Longitudes de únda de emisión sincrónica, teóricas y

experimentaïes y las especies postuladas involucradas
en cada transición

AMrmn ’ls,em (nm) ‘)*exc (nm) 7fiem (nm) So S1

exp. tear.

395 394 325 400 N N

409 405 325 430 N c?

¿s 412 413 325 453 N A

41Q 41s 345 4d1 c+ 0+

445 440 365 453 A- A

363 sóü 225 400 N N

397 393 345 431 c* c*

:0 4es 460 44s 4s3 *N A'

*A- A

479 479 459 479 *N A

*A‘ A

* De acuerdü can e] pH de trabajü.
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La explicación sabre 1a curva Ü se da mas ade]ant=.

Estas asignacipnes se cprrpbpran mediante e] caïcu1p

matematicd de 1a)\s,em según 1a Fórmuïa desarrdïïada por Lïpyd,

y que hemps deducidp en e] capítuïp 2:

'>\s,em = 2)*e3<c.)\*em / (Xi-em: +)\*em —EA) (3)

LÜS valpres experimentaIes estan en perFectp acuerdo

Ips datps pbtenidps matemáticamente, ta] comp se muestra en

la tabïa V. Estd indica que nuestras asignacipnes son correctas,

y que 1a ecuación 3 se cump1e para estc sistema dentrp de] errpr

experimenta].
La deducción de 1a ecuación se hizp en base a 1a

suppsición de que 1ps espectrps de emisión son gaussianps, ta1

cpmp se mencipnd en e] capítuïp 2.4. Para verificar que nuestrps

espectros siguen ese cpmpprtamientp, se generardn 10s espectrps

teóricps segun 1a distribución de Gauss, utiïizandp camp para

metrps iniciaïes lds maH'ups de emisidn y Ips anchps de banda

experimentales. Luegp se cemparp mediante un prpgrama de cpmpu

tadpra la ppsición e intensidad de cada puntp teórico cpn e]

cerresppndiente valpr experimanta]. Lps espectrds de emisión

experimentales se aprpHiman a una distribución de Gauss en más

de] 97% en cada casp. Las tabïas cpn 1ps vaïpres pbtenidds y e]

pregrama utilizada se describen en e] apéndice A.

Página 123 emitida, por arrur an 1a numeración
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II.— ó-methi-7-hidrdxicumarina Ü escnpdletina

Siguiendd 1a metdddïdgia apïicada ¡a umbe1iFerdna para

el estudid de sus prüpiedades en e] estadd excitado, se aplicó
la tecnica de F1uorescencia sincrdnica a 1a süïuciúnes de

escúpdïetina preparadas con diferentes va1dres de pH (Ho).

Se anaïizardn espectrds de emisión sincrdnica

utiIizandd diFerentes ¿3) 10; 20; 30; 50; ¿5 y 13? nm y los

valores cdrrespdndientes a 1a emisión sincrónica se describen en
1a tabïa VI.

1) Espectrds sincrfinicds cün A)== 10 nm

En este case, lús espectrús dbtenidüs con un intervald

de Iüngitud de dnda de 10 nm presentan la mejor resdluciún y son

la Fuente de mayür ianrmacidn.

La Figura 4.13 muestra ÏÜS espectrds sincrónicos

cdrrespdndientes a 1as SÜÏUCiÜneSde escüpdletina cuyd pH esta

cümprendidd entre 1 y 3.

Las sdïucidnes de 1€ pH {ó muestran una banda de

emisión en HHHnm, cuya maxima intensidad se a1canza para pH 1.

Cuandd se trabaja a un pH inferiúr, entre 1 y 4, aparece ademas

útra banda en 22 nm que suFre un cdrrimmientd batdcrúmice

cuando e] pH de la solución es maydr que ó, ubicandose en 432

nm. Su intensidad aumenta canúrma crece e] pH de la salucidn.



Tabla VI. Intensidades sincronicas de emision de la escopoletina en funcion
del pH y delzs).

:4

pH (H0)

-5,79

-5,05

-2,84

-1,97

-1,47

-0,53

-0,22

408
412

468

410

468

408

412

469

406

469

387

400

469

388

394

469

389

392

469

505

392

469

506

387

389

468

564

387

469

506

10

(1,14)
(1,33)
(0,22)

(1,24)
(0,30)

(0,84)
(0,73)
(0,32)

(0,28)
(0,29)

(0,13)
(0,20)
(0,31)

(0,43)
(0,47)
(0,48)

(0,70)
(0,74)
(0,74)
(0,09)

(1,24)
(1,20)
(0,68)
(0,14)

(2,0)
(0,95)

(2,63)
(1,0)
(0,18)

(2,80)
(1,13)
(0,2)

20

416

479

413

478

411

415

478

360

408

413

478

359

398

478

395

477

395

478

395

479

395

479

395

477

(3,16)
(0,30)

(3,44)
(0,34)

(1,89)
(2,02)
(0,31)

(0,09)
(0,71)
(0,82)
(0,26)

(0,13)
(0,62)
(0,28)

(1,40)
(0,42)

(230)

(0,56)

(3,40)
(0,52)

(5,85)
(0,69)

(7,05)
(0,7)

(7,45)
(0,85)

30

423

490

423

488

409

488

411

488

398
489

402

488

400

487

400

487

401

489

399

485

400

488

(6,50)
(0,33)

(7,8)
(0,22)

(4,59)
(0,29)

(1,8)
(0,26)

(1,93)
(0,22)

(3,8)
(0,46)

(2,6)
(0,47)

(7,8)
(0,45)

(12,7)
(0,5)

(15,4)
(0,6)

(16,6)
(0,60)

50

437

432

424

422

410

408

(15,7)

(20,2)

(13,4)

(8,0)

(8,78)

(3,4)

(17,2)

(23,0)

(36,0)

(42,8)

(46,6)

65

426 (18,5)
4

485

495

480

480

476

400

439

474

400

437

473

400

437

472

400

436

473

398
434

471

400

435

471

139

(14,4)
(7,7)

(26,8)

(25,7)

(22,0)

(0,67)
(15,7)
(29,0)

(2,0)
(21,0)
(34,5)

(3,0)
(22,8)
(35,2)

(4,25)
(27,0)
(37,0)

(7,8)
(38,5)
(47,2)

(9,5)
(40,0)
(51,5)

(11,0)
(46,5)
(58,0)
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Tabla VI. lntensidades sincronicas de emision de la escopoletina
del pHy del¿:). (Continuacion)

en funcion

¿5).

pH (H0)

0,52

2,0

3,0

4 0

388

469

506

388

420

468

388

470

507

387

422

470

506

388

422

468

506

384

420

467

505

432

467

5O0*

386

431

468

504

432

468

429

467

505

10

(3,13)
(1,03)
(0,2)

(2,73)
(1,25)
(1,17)

(2,3)
(1,47)
(0,27)

(1,40)
(0,33)
(13,0)
(1,5)

(1,50)
(0,33)
(14,7)
(1,3)

(1,50)
(0,9)
(13,0)
(1,3)

(1,14)
(1,09)
(2,30)
(0,51)

(0,35)
(3,95)
(2,70)
(1,25)

(17,1)
(2,53)

(19,1)
(11,0)
(4,4)

393

478

394

432

478

395

480

393

432

479

515

394

432

478

515

392

432

479

515

393

440

430

513

393

440

480

516

436

436

20

(9,0)
(0,35)

(7,5)
(1,42)
(0,95)

(7,55)
(1,20)

(4,03)
(1,13)
(11,4)
(1,17)

(4,40)
(1,30)
(12,5)
(1,3)

(4,33)
(1,47)
(13,3)
(1,42)

(2,33)
(2,35)
(0,53)
(0,13)

(0,55)
(44,2)
(0,53)
(0,13)

(42,5)

(43,0)
4,79 (9,4)
516 (1,20)

400

489

399

440

433

401

490

400

441

433

524

399

444

439

523

400

442

487

524

398

440

442

442

439

30

(20,0)
(0,33)

(13,0)
(1,5)
(0,70)

(13,3)
(1,0)

(3,9)
(1,70)
(9,25)
(0,33)

(9,5)
(1,75)
(10,1)
(0,94)

(9,25)
(2,12)
(10,9)
(1,0)

(3,07)
(4,3)
(1,07)
(0,27)

(4,30)
(34,5)
(2,25)

(35,0)

(100)

(7,5)

410

509

409

460

508

408

403

430

507

410

430

507

544

408

459

507

403

447

503

410

450

508

449

452

50

(55,7)
(0,53)

(45,5)
(1,33)
(2,37)

(43,1)

(25,0)
(2,17)
(5,33)

(23,3)
(2,17)
(5,33)
(0,5)

(25,3)
(3,0)
(3,3)

(17,3)
(12,5)
(1,0)

(14,5)
(91,0)
(4,0)

(227)

(263)

417

420

474

522

45LH

(33,0)

(39,0)

(74,0)

(41,5)
(2,0)
(3,2)

(32,5)
(13,5)

(23,3)
(131,7)

398

435

473

(13,5)
(55,0)
(33,0)

398

435

472

(12,0)
(43,5)
(33,5)

393

433

474

(10,7)
(52,9)
(115)

397

433

474

(3,4)
(33,3)
(103)

397 (7,1)
433 (42,3)
473 (122)

396

438

472

(3,3)
(44,2)
(122)

498 (107)

-126



Tabla VI. Intensidades sincronicas de emision de la escopoletina en funcion
del pHy delts). (Continuacion)

\A> 1o 20 30 5o 65 139
pH (Ho)

433 (19,0) 440 (49,2) 442 (100) 451 (271) 500 (101)
10,0 469 (10,2) 480 (8,8) 438 (7,5)

506 (4,25) 517 (3,06)

432 (17,5) 43a (43,9) 441 (91,2) 452 (243) 500 (93,5)
11,0 47o (9,25) 479 (7,7) 489 (0,25)

507 (3,3) 516 (2,77)
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Si ahüra dbservamds 1a Figura 4.14 que cdrrespdnde a

ïüs espectrds sincrdnicds de 1as se1ucidnes de escepoïetina en

medio Fuertemente acidd (Hd cdmprendidd entre -ó y -1), vemos

que 105 espectrds se cümpïican perú pueden anaïizarse

perFectamente gracias a que se mantiene una buena resolución.

En primer lugar se observa que centinüa apareciendo 1a

banda en nm que aparecia en 1a Figura 4.13. A medida que 1a

acidez crece, 1a intensidad de la banda disminuye hasta

desaparecer.
En 1as Sdïuciones mas acidas —ó{HÜ{-4 se observa una

banda cen maximd en 412 nm y cuya intensidad crece cen 1a acidez

deï medie.

En todos 1ds espectrds de estas seïucidnes, tanto a pH

acidú CÜmÜaïcaïind, se dbserva ademas una banda muy aguda en

470 nm cuya intensidad crece cen e] aumente de pH.

2) Relación entre 1a intensidad sincrdnica y e1 pH

Para un ana1isis mas senc111d de 105 dates de 1a inten

sidad sincrünica de emisión a diFerentes pH (Hd), se representó

gráficamente 1a intensidad de Fïudrescencia sincrdnica reïativa

(RSEI) en Función de] pH, ta] come se hize para 1a umbeliFerúna

(capituïd 4.2(3)), Figura 4.15.

CURVAA: cerrespdnde af)s,em = 22/432 nm.

Según Ids espectrds de emisión cdnvencidnaI a pH 33 se observa

una ünica banda de emisión en 462 nm y que sdld varia su
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Figura 4.14
Bspectros sincrónicos de
emisión. A)10 nm.
1) Ho =-6; 2) —5,8; 3) —5;
4) “278; "2: 6) "1
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PH(H0)

Figura 4.15
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intensidad cuandd la splucifin se alcaliniza. Compya se explicó

anteridrmente, esta banda cprresppnde a la especie anidnica en

el estadd excitadd (A*-). Púr lp tante, la variación de la RSEI

para esa 'Á s,em cdrresppnde a un cambid en la especie que esta

absdrbiendd. Según lds espectrds de absprcidn (Figura 4.7),

entre pH 4 y 11 tiene lugar el equilibrip acido base del

üxhidrild Fenólicd en el estado Fundamental, tal cpmdse explicó

en la seccidn 4.2 III. De estas pbservaciúnes se concluye que:
la transición invelucrada es A‘ --} A‘*.

CURVAB: cdrrespünde a)\s,em pau nm.

Esta curva presenta un aspectd mucho mas compleja que la curva

anteridr y su Forma dendta la presencia de tres equilibrios

diFerentes. La curva se analiza ppr partes:

i) RSEI vs pH para pH 33

ii) RSEI vs pH para 1€pHi4

iii) RSEI vs pH para -3{pH(Hp){O,5

‘i) Para un mejpr analisis de esta sección se ndrmalizd

la curva de distribución respecto del valpr de RSEI a pH 4,

obteniendpse la CURVAB”.

De la misma manera que se explicó para la curva A, para

este ambitd de pH sdld emiste la especie A*-en el primer estadp

excitado. Per lp tantd, la variación de la señal sincrdnica cpn

el pHrepresenta la curva de distribución de las especies neutra

y aniúnica en el estado Fundamental. Es decir, la curva B” es la

imagen especular de la curva A y la diFerencia radica en que
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cuandd se anaïiza la seña] sincrdnica cuya s,em es 422/432,

estamos siguiendp a la especie anidnica mientras que cuandü

seguimús 1a seña] en de“ estamds evaïuandp a 1a especie neutra.

ii) Cúmdya discutimps anteridrmente, en este ambito de

pH 561o existe 1a especie neutra en e] estado Fundamenta]. Por

lo tanto, esta variación en 1a intensidad sincrdnica nos esta

indicandd que hay un cambio en e1 primer estado excitado. Este

cambio cprresppnde a] equilibrip acidp base de] oxhidriïo

Fendlico de 1a escdpdïetina. Ü sea que, a medida que e] pH

disminuye, 1a señaï crece parque aumenta 1a concentración de la

especie neutra en e] estadd excitada respecto de la

concentración de 1a especie anidnica.

iii) A partir de pHí0,5 se pbserva una disminución de

1a seña] sincrdnica relativa. Este Fendmendse Justifica de 1a

siguiente manera: ya mencidnamdsanteridrmente que en el estadd

Fundamenta], 1a especie predpminante es 1a neutra. Como

cünsecuencia, e] decaimiento de la seña] debe cdrresppnder a una

disminucidn de 1a especie emisera (N*). pestula que el

carbdniïp de la escdpdletina se pretdna en medie Fuertemente

acidp, ta] CÜmÜ1d hacen 1a cumarina y 1a umbeIiFerúna, para dar

a 1a especie catiünica (C+ *) y pür 1p tante 1a

cüncentracidn de N* disminuye.

CURVAÜ: cerrespdnde a')s,em = 412 nm.

Esta seña] puede ser detectada en SÜÏUCiÜÑESFuertemente acidas,

Hp i-E. Dado que ¡es espectrds de emisión convencionaïes ne
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muestran cambie aïgund en 1a Idngitud de dnda para 1as

sdlucidnes de HÜ -3, nos esta indicando que ne hay ningún

cambie en 1a estructura de 1a melecuïa en e] estado excitado

para este ámbitd de pH, y ta] CÜmÜse expïicó en 1a curva B

(iii), 1a especie preddminante es 1a catiónica.

Uúnsecuentemente, la variación de 1a seña] sincrónica

con 1a acidez de] media se debe a1 equiïibrid acido base de]

carbdnilo en e] estadd Fundamental. Es decir que la seña] crece

parque a1' aumentar 1a cdncentracidn de prdtdnes, aumenta 1a

concentración de Ü+ que es 1a especie absdrbente.

De manera anaïúga a Cúmüse reaïizó con 1a umbe1iFe

rana, se calculardn lds valores teóricas de 1as 10ngitudes de

dnda de emisión sincrúnica, uti1izandd 1ds va10res de las

ldngitudes de dnda de excitación y de emisión dbtenidas de los

espectros de Fïuerescencia canvencidnaï. Los datos obtenidos se

resumen en la tabïa VII. Tambien se veriFicd en este caso que

1as bandas de emisión de 1as diFerentes especies de 1a

escdpdletina se aproximan a una distribución de 1auss, apéndice

A.

Se dbserva una perFecta cdncdrdancia entre 10s vaïdres

experimentales y 1ds calcuïadds teóricamente, le que demuestra

que Ias aprdïimacidnes y supesiciúnes realizadas en la deducción

de la ecuación (3) de] capituld E se cump1ensatisFactdriamente.
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Tabla VII. Langitudes de anda de emisión sincrdnica teóricas y

experimentaïes y 1as especies pústuladas invoïucradas

en cada transición. A) = 10 nm.

3ss,em (nm) ‘>*exc(nm) -)*em(nm) 80 S1
exp. teór.

388 387 341 435 N N

412 416 371 462 C’ C’

422/432 428 390 463 A- A“

La banda que aparece en todos 10s espectros sincrónicos

en 470 nm na pudo ser aún identificada, pero se cree que guarda

1a misma Peïaciún que 1a banda que aparece en 479 nm en Ios

espectros de 1a umbeïiferüna.
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4.4.- EVALUAÜIÜN DE LÜS RESULTADÜS EXPERIMENTALES

1.- CÜNSTANTES DE EüUILIBRIÜ A PARTIR DE LÜS DATÜS

ABSÜRCIÜMETRICÜS

Üa1cu1p de 1as constantes de acidez de 1a ó-metoxi-7

hidroxicumarina en e] estado Fundamentaï.

i) Utiïizandü Ios vaïpres de abserbancia de 1a tabla II, se

calcuïó 1a constante de acidez para e] equiïibrio acido base

entre 1a especie neutra y 1a aniünica de 1a escppp1etina en e]

estadp Fundamenta] a partir de] puntú medio de 1a curva de

absorbancia vs pH, Figura 4.16. Dado que 1a absorbancia de 1as

especies inveïucradas en e] equiïibrip se relacionan con la

censtante de acide: según 1a expresión [24,180]:

log[(X’)/(HX)J = pH - pH = lüg[A(X-)/A(HX)J (4)

Iinea1izarpn 1as curvas de abserbancia vs pH tante para la

abserción de] aniün cone para la de 1a especie neutra.

Les valúres cprrespúndientes a 1a linealizacifin de 1a

curva de absorbancia para > = 386 nm se detaïïan en la tabïa

VIII y se representan graFicamente en 1a Figura 4.17(A).
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Tabla VIII. Linealizacidn de 1a curva de abserbancia ( 886 nm)

vs pH.

pH A(N) A(A‘) Iog(N/A‘)

6,5 0,750 0,090 0 9208

7,0 0 565 0,275 0,3127

7,5 0,840 0,500 -0,1675

8,0 0,175 0,665 -0,5798

8,5 0,080 0,760 -0,9777

Los vaïüres obtenidos a través de 1a regresión linea] son:

R = 0,9959 ürdenada a1 origen (a) = 6,94

pendiente (b) = -0,9879

Cuandü y = 0 x = pK 80) = 7,4 i 0,1

Si descartamús eï punta para pH 6,5 (Figura 4.17) 105

parámentrús de 1a regresión linea] se mediFican:

R = 0,999 a = 6,29 b = -0,8567

Cún estes vaïúres pH(80) resuïta ser 7,34 i 0,09.

Si ahüra eva1uamús 1a abserbancia de 1a especie neutra

842 nm, pedemüs úbtener la curva de abserbancia vs pH

compïementaria a 1a anteriúr, Figura 4.16. Les vaïúres úbtenidos

para la Iinealización de dicha curva se detaïlan en 1a tabïa IX
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y se representan gráFicamente en la Figura 4.17(B).

Tabla IX. Linealización de 1a curva de absorbancia (342 nm)

vs pH.

pH A(N) A(A“) 1og(N/fi)

6,5 0,195 0,045 0,6368

7,0 0,150 0,090 0,2218

7,5 0,110 0,130 -0,0726

8,0 0,070 0,170 -0,3854

8,5 0,030 0,210 -0,8451

Descartando Ios puntos correspondientes a pH6,5 y 8,5

tenemos:

Por 1o tanto e] pK(8o) = 7,37 i 0,05.

Como dato analítico tomo e] de menor error, por 1o

tanto, 1a constante de acidez para e] equilibrio ácido base en

e] estado Fundamental entre la especie neutra y la anionica de

1a escopoïetina resuïta ser:
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ii) De 1a misma manera, se evaluaron 1as curvas de

absorbancia vs Ho para las Iongitudes de onda correspondientes a

1a especie cationica ( ) = 364 nm) y 1a neutra (7x: ¿94 nm),

cuyos valores se describen en 1a tabla III, con e] Fin de

obtener el pH(So) para 1a transición N --} 6+. La Figura 4.13

muestra 1as curvas para ambas Iongitudes de onda.

De esta representacion no puede caïcularse e] valor de1

pK(8o) para 1a reaccion acido base. del carboniïo ya que en

ningún momento se a1canza un vaïor constante de 1a absorbancia.

Pero puede estimarse que si a partir de Ho =-ó 1a absorbancia se

mantiene constante , e] pH So) estaria a1rededor de -4,5, que es

valor razonabïe para esta constante y que comose demostrará

mas adeïante, coincide con e] va1or obtenido a partir de 1as

mediciones Fluorescimetricas.

2.- CÜNSTANTES DE EGUILIBRIÜ A PARTIR DE LÜS DATÜS

FLUÜRESCIMETRICÜS

Las constante de equilibrio para 1as reacciones

N a::===:: A“ + H+ (5)

Y

+4:===::-N + H

Fueron evaluadas tanto en e] estado eficitado e]

Fundamenta].
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La Fluorescencia sincrónica se utilizo para evitar 105

problemas de los procedimientos de deconvolucion.

RELAÜIÜN ENTRE LA SENAL SINCRÜNICA Y LA CONCENTRACION DE LAS

DIFERENTES ESPECIES

Para un equiïibrio deï tipo

k1 +HX <===> H + X’ (7)
k-1

la constante de acidez Ka = (H+)(X‘)/(HX), puede ser escrita

como

logE(XÜ/(HX)J = pH — pKa (8)

donde

(X')/(HX) = [Is,em reïativa (X')J/CIs,em reïativa (HX)] (9)

La igualdad (9) surge a través de 1as expresiones de 1a

intensidad sincronica de emision y su relación con 1a

concentración (ecuación 4, capituïo 2):

Is,em ()exc,)em) = K.C.d.EK()exc).Em(>em)

La intensidad sincrónica de emision reïativa es e]

cociente entre la intensidad sincrónica de emision en un dado pH
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y la intensidad sincrónica de emisión correspondiente al pH en

e] cual todas las molécuïas de 1a especie Fïuorescente estan en

la misma Forma y su concentracion es Co.

Is,em,re1= [K.C.d.Ex()exc)Em(>em)J/[K.Co.d.Ex()exc)Em()em)J (10)

Dado que la especie que se anaïiza es 1a misma, todos

105 parametros excepto 1a concentracion son iguales, resuïtando

que:

Is,em,re1 = C / Co (11)

Por 10 tanto, e] cociente de 1as intensidades sincro

nicas de emision relativas da directamente 1a relacion de

concentración entre 1as especies invoïucradas en e] equiïibrio
acido base (ec.9).

Reemplazando 1a igualdad (9) en 1a ecuación (S) se

obtiene:

log{EIs,em,re1 (X’)J / [Is,em,re1 (HX)J} = pH - pKa (12)

y graficando Iog{[Is,em,re1 (X-)J / [Is,em,re1 (HX)]} vs pH, se

puede evaïuar las constantes de acidez.



2.1.- Cálculo de las constantes de acidez de 1a

7-hidroxicumarina.

De 1a curva A correspondiente a Ia')s,em = 445 nmylï)

= 65 nm de la umbeïiferona, Figura 4.12, puede evaluarse 1a

constante de equiïibrio K1 /K_1 , que corresponde a] valor de]
pK(So) para 1a disociación del oxhidriïo Fenolico.

Aplicando la ecuacion (12) se obtienen 1os resultados

descriptos en 1a tabïa X.

Tabla X

pH Is,em (N) Is,em (A') Iog[(A_)/(N)]

7,25 0,88 0,12 -0,3¿5

7,50 0,31 0 19 —0,629

7 75 0,50 0,50 0,000

7,88 0,¿ó 0,74 0,454

8,00 0,19 0 81 0,629

Los vaïores de 1a regresión Iinea1 son:

R = 0,994 a = -2,02 b =2,ól

Por lo tanto, para y = 0, x = 7,74.

La constante de acidez para e] equiïibrio acido base

entre la especie neutra y cationica de 1a umbeIiFerona, en e]

estado Fundamenta], puede expresarse como:
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pK(So) = 7,74 i 0,06

Los datos de la bibliograFía indican valores que

oscilan entre 7,75 y 8 [166-167].

De la curva B’, Figura 4.12, que corresponde a3ss,em =

395 nm y! A>x= 65 nm, puede calcularse el valor de la constante

de acidez para la disociación del oxhidrilo Fenolico de la

umbeliFerona en el estado excitado, pK(S ). Aplicando los

datos de la tabla XI a la ecuacion (12;, se obtienen los

siguientes resultados:

Tabla XI

pH Is,em (N) Is,em(A‘) logE(A‘)/(N)J

0,25 2,55 0,35 —0,Bó2

0,50 2,25 0,65 —O,539

1,00 1,65 1,25 -0,121

1,50 0,90 2,00 0,347

2,00 0 35 2,55 0,862

Los valores obtenidos de la regresión lineal son:

R = 0,999 a = 1,07 b = 0,96

y por lo tanto cuando y = 0 x = 1,12.

Es decir que, la constante de acidez para el equilibrio



ácido base entre la especie neutra y la aniónica de la

umbeliFerona en el estado excitado puede expresarse como:

pK(S ) = 1,12 i 0,05

En la bibliografía se encuentran valores que oscilan

entre 0,7 y 2 dependiendo del metodo de medición [166-167].

En realidad, la expresión (12) debe aplicarse teniendo

en cuenta los tiempos de vida media y las constantes

individuales de los procesos de disociación y asociación, como

asi también, de los procesos de inhibición o de otros Fenómenos

competitivos con el equilibrio acido base.
+

Así, cuando se está excitando a la especie BH , o sea

N en nuestro caso, la expresión correcta que debe aplicarse es

la dada por la ecuación (23) del capítulo 1, de donde si los

tiempos de vida media son iguales, entonces el logaritmo de la

pendiente de dicha ecuación da el pK(S ).

Ütra condición que debe cumplirse para que el punto de

inflexión coincida con el pK<S ) es que K Éwï} 1, lo cual

indica que el equilibrio protolíiico ocurre con mas rapidez que

la desactivación radiativa, cualquier otro tipo de proceso

competitivo, tal comose explicó en el capítulo 1.7.

Apliquemos entonces la ecuación (2B) del capítulo 1 a

la reacción de disociación del oxhidrilo de la umbeliFerona en

el estado excitado. Los valores de relación de intensidades
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entre las diFerentes especies se obtiene de 1a tabla XI.

Los resultados de la regresión 1inea1 indican que:

R = 0,9999 a = 0,0235 b = 12,92

y e] log b = 1,11.

Suponiendo que los tiempos de vida media de las

diferentes especies son aproximadamente iguales, entonces 1a

constante de equilibrio para 1a disociación de] Feno] se expresa

como

y 1a ordenada a1 origen a = k Ea: 43 ) 1.
1

En 1a tabïa V vemos que con).s,em = 412 nm y A) = 65

nm, puede seguirse 1a transición N* --} A*-, es decir que un

grafico de Is,em,re1 vs pH da 1a curva compïementaria a B”,

Figura 4.19l Aplicando los datos obtenidos en este grafico a 1a

ecuacion (28) de] capítuïo 1, se obtienen 1os resuïtados

descriptos en 1a tabla XII.

S :
9a Aem412nm

J,

1,0

BJ

Q5

Figura 4.19



Tabla XII

pH (H‘) I(A-) I(N) I(N)/I(A-) log[(N)/(A“)J

0,5 0,31 0,60 3,40 5,67 -0,75

1,0 0,10 1,05 2,95 2,31 —0,45

1,5 0,03 1,50 2,50 1,67 —0,22

2,0 0 01 2,00 2,00 1 00 0,00

2,5 0,003 2,50 1,50 0,60 0,22

3,0 0,001 3,00 1,00 0,32 0,43

A partir del analisis de la regresión lineal se obtiene:

R = 0,995 a = 1,10 b = 14,95

y si calculamos el logaritmo de b y suponemos queEm==ggc surge

que la constante de acidez puede expresarse como

pK(S ) = 1,17 t 0,08
1

Se puede observar que los tres valores que hemos

calculado para la mismaconstante de disociación del ohxidrilo

de la umbeliFerona en el estado excitado, a traves de diferentes

curvas y de diferentes ecuaciones, coinciden perFectamente

dentro del error experimental, lo que nos indica que las

suposiciones realizadas se cumplen dentro de dicho error.

Si aplicamos la ecuación (12) a la curva corres
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pondiente a 3xs,em 412 (Figura 4,19), es decir que calculamos el
valor de la constante a traves del punto medio de la curva de

titulación Fluorescimetrica, obtenemos los siguientes
resultados:

R = 0,998 a = -0,9ó b = 0,48

por lo tanto cuando y = 0, x = 2,0; lo que nos indica que el

valor para el pK(S ) para el equilibrio N* -—> A*- de la

umbeliFerona seria 2,0. Este valor no coincide con los

anteriormente calculados. Esto se justifica porque k‘üo no es
1

mucho mayor que 1, condicion necesaria para que el punto medio

de la curva de intensidad vs pH coincida con el pK, tal como se

demostro en el capítulo 1.7.

La constante de acidez puede evaluarse mediante el

calculo que involucra parametros espectroscopicos, según el

método desarrollado por Neller [3]:

pK(S ) = pK(So) — [(AE(N) - AE(A—))/2,303RTJ (13
1

donde AE(N) y AE(A-) son las separaciones de los niveles

energéticos entre el estado Fundamental y el estado singulete

excitado de las Formas neutra y anionica, respectivamente, las

cuales se obtienen como el promedio de las energias entre el

maximo de asbsorción y el maximo de emision, luego:

FI
-_'fi

pK(S ) = pK(30) —2,117.10 (AD) (14)
1

que es igual a la expresion (ó) descripta en el capitulo 1.
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De las tablas I y V pueden obtenerse las longitudes de

onda de absorción y de emision de las especies N y A“ y con el

pK(So) calculado anteriormente, aplicamos la ecuacion (14) para

calcular el pK(S ), que resulta ser 1,00 i 0,0?.

Este Válor esta en perfecto acuerdo con los resultados

experimentales obtenidos a través de la titulación
Fluorescimétrica.

La otra reaccion protolitica que puede sufrir la

umbeliFerona es la protonacion del oxígeno del carbonilo, tanto

en el estado Fundamental como en el excitado.

Este equilibrio es mas dificil de evaluar debido a que

es necesario trabajar en medio Fuertemente acido donde pueden

ocurrir otros procesos competitivos, comoser la inhibicion por

proton.

Volviendo a la curva B de la Figura 4.12 que

corresponde a’)s,em = 369 nm y ZX): 20 nm, entre Ho = -4 y pH 1,

habiamos dicho que se podía evaluar el equilibrio N* + H+ --} C?

en el estado excitado. En ese ambito de acidez estamos excitando

a la especie neutra, ya que el espectro de absorcion no cambia.

Si analizamos la expresion que relaciona los

rendimientos cuánticos de N y U con la concentracion de

protones, obtenemos:

+
(cb/won: /(d>/0o)N = k zm )/(1 + k ’6) (15)

'7 N 1 c‘L

Como desconocemos si k a , >> 1, no puedo despreciar
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e] 1 Frente a k ‘GCÏ y, pen 1d tante, nd puede caïcular el
1

pH(5 ) Cümüe] Iagaritmd de 1a pendiente de la ecuación (15).
1

51 aplicamds la ecuación (12), 1d que es equivaïente a

decir que e] puntü medie de la curva de titulación

Fïuerescimétrica coincide cdn e1 pH(5 ), dbtenemds 1üs
1

resultadds descriptüs en 1a tabla XIII.

Tabïa XIII

Hd IF(N) IF(C ) 1ag[(N)/(c*)3

-0,5 6,55 1,45 0,655

-1,0 5,45 ;,55

-1,5 4,00 3,70 0,065

—2,0 3,10 4,90 -u,13w
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E1 anaIisis de 1os parametros de 1a regresión 1inea1 conduce

a Ios siguientes vaïorest

R = 0,??? a = 0,?1 b = 0,55?

por 1o tanto, cuando y = = -1,:3; es decir, que la

constante de acidez para 1a protonacidn de1 carboniïo de 1a

umbeliFerona en e] estado eficitado puede representarse como

pH(S > = —1,¿3 i 0,05

La Óxs,em = 40? nm y [YÁóS nm Fue identiFicada como

correspondiente a 1a transición N --} C*+. Debido a que en e]

entorno de Ho = -4 comienza a aparecer 1a especie cationica en

el estado Fundamental, dando origen asi a 1a banda de )s,em =

41? nnny'A3= 65 nm y que ademas comienza a contribuir 1a especie

tautomera (cuyo eduiïibrio se discute mas adeïante), no es

posible obtener un grafico de Is,em vs Ho para esta 1ongitud de

onda sincronica. Por 1o tanto7 e] vaïor de pH(S ) antes
1

ha11ado es e] único que puede informarse.

En la bibliograFia no se encuentra ningun vaïor para

esta constante; sin embargo se ha determinado la constante de

acidez para esta reaccion en 1a 4-meti1-7-hidroxicumarina,

siendo igual a -4,1 [162]. Este último dato no es confiable ya

que 1o obtuvo en acido su1Furico concentrado, donde 1os

mismos autores dicen que 1as especies no son estabïes, 1o que

verifican e] constante cambio de los espectros de absorción

y 1a no existencia de un punto isosbestico neto.
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La prptdnaciün del carbdnild en el estadp Fundamental

pcurre en un medio mas acidp que en el estadp excitado. Como los

valpres de Is,em cprresppndientes aÏ)s,em = 41? nmy.A) = 65 nm
+ . . . . . .(N --} U ) nd alcanzan un valpr maximo en acidp perclúricü (c)

entpnces se puede calcular el pH(Sp) mediante la titulación
Fludrescimetrica p la tecnica absorcipmetrica.

Sin embargd, comp se cpnúcen las longitudes de onda de

absprcidn y de emisión de la especie catiúnica y neutra, y el

'pH(S )
1

manera el pK(Sü), que resulta ser -5,4 i 0,2.

, pedemds aplicar la ecuación (14) y estimar de esta

Este valür tamppcd encuentra en la bibliograFia ,

al igual que en el case anteripr, para la 4-metil-7

hidrdïicumarina resulta ser -5,0 E162].

A traves de los calculps de estas cdnstantes de acidez

se cúncluye que: el ÜHhidPilÜ Fenfilicd de la umbeliFerpna en el

estadd excitadp es muchp mas acidp que en el estadp Fundamental,

ya que su pH disminuye, aproximadamente, seis órdenes de

magnitud.

Ppr el contrario, el exigenp del carbdnilp es mas

basicp en el estadd excitadp que en el Fundamental, si bien este

cambie nü es tan abruptp cpmdel anteridr, cpnsiderandp que la

variacifin del pH es de algp mas de tres drdenes.

Estes resultadps estan en tdtal acuerde con lds

encdntradds ppr Weller [27] para el pxhidrilp del naFtdl y cpn

lüs encpntradds ppr Ireland [181] para les carbdnilps.



2.II.- Üaïcuïo de las constantes de acidez de 1a ó-metoxi-7

hidroxicumarina.

Los caïcuïos de 1as constantes de acidez para 1a

escopoletina se realizaron de manera ananga a los descriptos en

la seccion anterior para 1a umbeïiFerona.

La constante de acidez para e] equilibrio acido base

entre 1a especie neutra y 1a anionica de 1a escopoletina en e]

estado Fundamentaï se puede caïcular a partir de] punto medio de

la curva A (Figura 4.15).

Aplicando 1a ecuacion (12), se obtienen Ios resuïtados

detaïïados en 1a tabïa XIV.

Tabïa XIV

pH IF(N) IF(Q-) 1ügE(N)/(A-)J

é,J 3,25 1,20 0,:c7

7 U 6,-5 3,15 0,29“

7,5 3,75 5,70 -0,132

7 7 _,65 6,75 —O,406
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Los parametros de 1a regresión 1inea1 son:

R = 0,998 a = 7,90 b = -1,03

Cuando y = 0, = 7,29; es decir, que 1a constante de acidez

para la disociación de] oxhidriïo de 1a escopoletina en el

estado Fundamental puede representarse como:

pK(So) = 7,29 i 0,06

Esta misma constante puede evaluarse a través de la

curva B' (Figura 4.15) utiïizando Ios datos de 1a tabla XV.

Esto es posibïe dado que 1a curva B’ corresponde a 1a

distribucion de 1a especie neutra en e] estado Fundamental,

mientras que la curva A da la distribucion de 1a especie

anionica en el mismo estado, es decir, son curvas

compïementarias, y el va1or de1 pK(So) se obtiene a partir de 1a

intersección de ambas curvas.
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Tabla XV

pH IF(N) IF(A’) 1og[(N)/(A-)J

6,0 7,20 1,75 0,614

¿,5 5 75 3,15 0,261

7,0 4,75 4 2o 0,053

7, 3,55 5,10 —0,122

5,0 2,05 6,90 —052

Los parametros de 1a regresión Iinea1 son:

R = 0,99 a = 3,79 b = -0,53

Por 10 tanto, cuando y = 0, x = 7,1; es decir, que 1a constante

de acidez para e] oxhidri1o resu1ta ser:

pK(Sü) = 7,1 i 0,2

Cdmparandd 105 va10res dbtenidds ab50rci0metricamente y

F1u0rescimetricamente (curva A), se dbserva que nd hay

diferencia signiFicativa, ya que las intervaïüs de cünFianza

para un ?ÜZ de certeza se superpdnen en un ambitd amplio.

La misma reacción anterior ÜCUPPGen e1 estadü

excitadd, y e] va10r de 1a canstante de acidez puede evaluarse a

partir de 1a curva B (Figura 4.15) entre pH 1 y 4.
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Come se trata de una reacción en e] primer estadú

excitadü, y la especie que está siendü excitada cerrespünde a 1a

Farma ne diseciada de 1a escopoïetina, pedemüs ap1icar Iüs datos

de 1a tabïa XVIa la ecuación (2B) de1 capítulü 1.

Tab1a XVI

(H+) IF(N) IF(A-) IF(N)/IF(A-)

0,016 4,70 0,55 3,55

0,010 4,05 1,20

0,050 2,95 2,30 1,23

0,003 2,00 3,25 0,62

0,002 1,20 4,05 0,30

Las parámetros úbtenidüs con un intervaïo de conFianza del

90 Z sen:

R = 0,993 a = -0,57 b = 3,92

Según 1a ecuación 29) de] capítu10 1, si 105 tiempos de vida

media de 1a eSpecie neutra y anifinica sen iguaIes, e] leg b es

igual al pH<3 ). Asi,
1

pH(S ) = 2,5? i 0,09

Ütra Ferma de caïcularïú es a través de] vaïúr de] puntü

media de la curva de titulación F1u0rescimétrica.
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Aplicandp lps valpres de la tabïa XVIa la ecuación (12), se

pbtienen 1ps siguientes resultadps=

R = 0,9373 a = 3,75 b = —1,5"v.

Por Ip tantp, cuandp y = 0 x = 2,36; es decir, que 1a constante

de acidez para la dispciación de] pxhidrilü Fend1ico de 1a

escpppletina en e] estado excitado puede describirse camp:

pH<S ) = 2,36 i 0,L3
1

Puede verse que dentro de] error experimenta1, Ips

vaïpres pbtenidps presentan una exceïente cpncprdancia.

Si anaïizamps 1a curva B (Figura 4.15) para pH f 0,5,

ppdemps caïcular 1a cpnstante cprresppndiente a 1a prptpnaciún

de] carbpnilp de 1a escpppïetina en e] estadp excitado.

En este casp, camp 1a especie que esta siendo excitada

cprresppnde a 1a Fprma prptpnada, np se puede aplicar la

ecuación (23) de] capítu1p 1, y ppr 1a misma razón que se

mencionó para 1a umbeIiFerpna, tamppcp ppdemps apIicar 1a

ecuación (15).

Por 1p tantp, 1a única Fprma de calcuïarïp es a través

de la ecuación (12) y ÏÜS datps que se representan en 1a tab1a

XVII
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Tabïa XVII

pH(Hp) IF(N) IF(c*) 1dg[(N)/(C+)J

0,0 3,4 1,2 0,355

—o,5 6,1 3,7 0,217

—1,o 2,7 6,1 —o 717

—1,5 2,0 7,3 -0,591

Los vaïores ebtenidos de] analisis de 1a regresión 1inea1

R = 0,992 a = 0,78 b = 0,95

Cuando y = 0, x = -0,8; es decir, que 1a constante para la

protonación de] carbdniïp de 1a escppdïetina en e] estado

eficitadp puede expresarse come:

La curva de 1a Figura 4.15, representa 1a

1 estado Fundamenta];ri.distribución de la especie catidnica en

por 1p tante, el puntp medie de dicha curva corresponde a 1a

censtante de acidez para 1a reacción de prptúnación de]

carbdniïú en e] Se. Lps vaïdres de intensidad de F1uerescencia

sincrdnica para cada valor de Hp se describen en 1a tabïa XVIII.



Tabïa XVIII

Hp IF(N) IF(Ü+) 1pg[(N)/(C*>]

—5,5 0,30 ?,00 -1,051

—5,0 2,?0 6,?0 -0,37ó

—4,5 5,20 4,ó0 0,053

-4,0 7,70 2,10 0,564

EFectuando e] analisis de regresión Iineaï, obtenemos los

siguientes valores:

R = 0,??6 a = 4,31 b = 1,06

Por lo tantp, si y = 0, x = -4,ó; es decir, que 1a Cdnstante de

acidez para e] equiïibrip acidp base de] carbonilo de la

escoppïetina en e] estadp Fundamenta] puede expresarse cama:

pH(5ü) = -4,ó i 0,2

Estas mismas censtantes pueden calcularse a través de

las ecuacipnes (13) y (14) del CiCÏÜ de Fdrster y Neller [3,29].

A partir de 105 datos de 1as tabïas I y V y de] valor

de] pH(Sp), pbtenidp abserciometricamente (7,37) se pbtiene que

e] pH(S ) para 1a diseciaciün del exhidri1p Fenólico de 1a
1
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escopoletina es 2,0 i 0,3.

i en cambio, utilizamos el pH(So) obtenido a partir de

la curva de titulación Fluorescimetrica (7,29), el pK(So) es

igual a 1,9 i 0,3.
Estos valores son concordantes con los obtenidos

experimentalmente, dentro del error experimental.

Para calcular la constante de acidez correspondiente al

carbonilo en el estado Fundamental, utilizamos el valor del

pK(S ) obtenido a partir de las curvas de intensidad

sincrónica relativa en Funcion de Ho (-0,3). De esta manera el

pH(So) es igual a -4,ó i 0,5.

Este último dato concuerda vperFectamente con el

estimado a partir de los datos absorciometricos, capitulo 4,
seccion 4.1(ii).

En la tabla XIX se resumen los valores obtenidos para
las diferentes constantes de acidez.

3.-FÜRMACIÜN DEL FÜTÜTAUTÜMERÜ DE LA 7-HIÜRÜXICUMARINA EN EL

ESTAÜÜ EXCITAÜÜ

Como ya se menciono anteriormente, la seccion

4.2.11, cuando se trabaja en el entorno de pH Ü,y se irradia con

longitud de onda de 325 nm, aparece una banda muy intensa en 473

l'lfl'l .



Tabla XIX.

EQUILIBRIO 7-HIDRÜXICUMARINA b-HETOXI-7-HIDRÜXICUHARINA

meo)N<=>A'+H+

pK(So) c+ <==> N + H+

pK(Sl) N <==> A' + H+

pK(S1) 0* ==> N + H+

7,74 1 006 b

ñfltOfic

142imwb

1901mmc

üfi3tmfib

7371mwñ

LBtOflób

"453
4fitúfib
4fit05°

2591mwb

zfibimmb

2,0 t 0,3 c

mfitogb

a F absorciometrico

b = titulacion íluorescimetrica

c = calculado a traves del ciclo de Forster y Heller.
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Comp e] espectrp de absorción np cambia en ese ambitp

de pH, es decir, mantiene 1a Forma del espectrp cprresppndiente

a 1a especie neutra, se Cpncïuye que 1a especie responsabïe de

esta emisión, denominada TAUTÜMERÜ(T), sdïú existe en el estado

excitado. Esto puede expïicarse en base a las cambios abruptos

en 1a acidez de 1ps grupps Funcipnales de la molécula.

ht)-—-+
H H

* i
0-.

H
+ H

T

e] carbpnilp es mas basica y e] pxhidrilü aumenta

su acidez en el estado excitada, entpnces a1 excitar 1a mplécuïa

se prpduce una transFerencia de prptdn intrampïecuïar, dando

prigen a1 zmitterion.

Existen gran cantidad de autpres que intentan explicar

este cümpdrtamientp utilizandp 1a 4-meti1-7-hidrpxicumarina,

inCÏUSÜ apïicandp 105 métpdps mas mpdernps, cpmp 1a técnica de

Fluerescencia resueïta en e1 tiempp [16,162,167-169,171,178,

Las espectrps de emisión que se rea1izarpn en metanpï
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anhidro neutro, muestran una banda en 393 nm correspondiente a

1a especie neutra y no hay evidencia de ninguna otra especie. Si

a esta so1ucion se 1e agregan unas gotas de acido percïorico

(c), 1a emision de 1a banda en 3?3 nm disminuye y,

simultaneamente aparece una banda intensa en ¿86 nm, que además,

presenta un hombro muy pronunciado en 520 nm.

A medida que 1a concentracion de ácido percïorico

aumenta, 1a emision en 3GB nm disminuye y 1a de 456 nm crece,

perdiéndose en parte 1a seña] en 520 nm, que presumibïemente,

sea enmascarada por e] soïapamiento entre ambas bandas, ya que

1a banda en 486 nm presenta un ancho de banda medio espectraï de

60 nm.

con estos resuïtados podemos decir que las especies

responsables de 1a emisión en 436 nm y, ta] vez, en 520 nm,

necesitan de un medio mas po1ar que e] dado por e] metano]

anhidro, probablemente, debido a que 1a transFerencia de] proton

desde eï oxhidrilo hasta e] carboniïo se produce mediante un

puente de moïécuïas de agua, cuando 1a umbeIiFerona es excitada

[167], y ademas e] medio poïar Favoreceria 1a estabilización de

1a especie cargada.

(w)
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La emisión en 420 nm se pbserva también en 1a

4-meti1-7-hidrpHicumarina [183,183]. Hasta e] memento, ninguna

estructura p especie le Fue asignada a dicha transición, perú se
prpppne que la especie resppnsable de 1a transición es un

EXIPLEJÜ en e] estadp excitadü y que se genera a partir de]

zwitteripn p de] tautúmerp.

Esto Fue prppuestp en base a 105 datps obtenidos per

espectrpscopia resueïta en e] tiempp y e] mecanismo generaï

postuïadp es E183] =

(Y*) {---- (X*)

(N) Way-3 (N*) {====} (A*_) {====} (A-)

Sin embargo, este mecanismp nd se ajusta a nuestras

pbservacipnes experimentaÏes, ya que (T*) se pbserva aún a H0 —

-1, es decir, a dos órdenes de magnitud de] pH<S ) para 1a

dispciaciún de] exhidriïo, p sea, dende puede considerarse que

(A*") existe, es tetaïmente despreciabïe. Per 10 tante,

prppünemps e] siguiente esquema:

(Y*) {---- (T*)

(N) <====3 (N*) {====} (A*-) {====} (9-)

'11
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En e] esquema anterior hemos supuesto que (Y*) se Forma

a partir de (T*), ya que no disponemos de] instrumental

necesario para corroborarlo o reFutarïo.

Anaïizando e1 espectro de excitación de la especie N y

los de emisión de T* y A*_ , puede buscarse e1A3\ mas apropiado

para intentar resoïver 1a banda compleja que se observa en 478

nm y poder obtener así una mayor información sobre e] tautómero,

Figura 4.20.

Si utilizamos A'Á = 216 tendremos que el

monocromador de emisión estara en 473 nm, mientras que el de

excitación estara en 270 nm, o sea, en un mínimo de absorción;

por otro lado, cuando e] monocromador de emisión este en 453 nm,

que corresponde a la Iongitud de onda de emisión de 1a especie

-=.aniónica, 1a 1ongitud de onda de excitación corresponderá a 23c

nm, que es una zona de absorción intensa.

La demostración experimental de este anaïisis teórico

se observa en los espectros de 1a Figura 4.21.

La acidez de las soluciones analizadas varia desde Ho =

-ó hasta pH = 7.

Los espectros muestran dos máximos: uno en 513 nm, que

corresponde a 1a excitación de 1a especie neutra y a 1a emisión

de la especie aniónica, y otro en 529 nm, correspondiente a 1a

excitación de 1a Forma neutra y a 1a emisión de] tautómero.

Para corroborar que ninguna de las dos señales

pertenecen a 1a transición N ---} N*, se barrió e] espectro

sincrónico de una so1ución metanó1ica, 1a que sólo esta
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AÁ: 218mm

FïSura 4.20



100T —-—\
Figura 4.21

k Espectros de emisión sincrónica.
(a.u.) A A): 220 nm.

l) Ho =-6; 2) -4; 3) -2,8
4) -1: 5) PH 0: 6)5.
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presente la Forma neutra, ta] comose explico anteriormente. En

dicho espectro, no se observaron ninguna de las dos señales

antes descriptas.

La curva C de 1a Figura 4.12, representa 1a intensidad

sincrónica reïativa (RSEI) en Funcion de] pH, paraÏXs,em = 529

nm y ly} = 220 nm. Dicha curva tiene un comportamiento similar a

1a curva E de la misma Figura (distribucion de 1a especie

neutra), 1o cua] logico ya que e] tautomero se genera a

traves de un mecanismoprototropico que invoïucra 1a disociación

de] oxhidrilo y la protonacion del carboniïo.

Si representamos 1a RSEI en Funcion de1 pH (Ho) para

)s,em = 513 nnnyIA)»= 220 nm, se obtiene 1a Figura 4u22.

La curva 1 corresponde a 1a distribucion de T con el

pH, pero si-tomamos el vaïor de Is,em desde el cero, estariamos

suponiendo que e] so1apamiento es nuïo, 1o cua] no es cierto

dado que 1as bandas son muy cercanas. Si a cada banda 1e

trazamos su correspondiente línea de base, e] grafico se

transforma en 1a curva 2 (o curva Ü de 1a Figura 4.12).

La curva 3 corresponde aÏÁs,em = 513 nm y4A) = 220 nm.

puede ver que entre Ho = -4 y pH = 0,5 hay una zona que

corresponde a 1a distribucion de 1a especie N*, mientras que

entre pH 1 y S, corresponde a A*_. A partir de pH 5, 1a curva no

se mantiene constante, ya que la concentracion de 1a especie N

e] estado Fundamental disminuye (especie que esta siendo

excitada).
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Figura 4.22

1

6
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Si tomamos como I¡,om 1a altura medida donde la 'lnea

de base para cada banda, entonces sólo observaremos 1a

transicion N ---} N* (linea punteada).

4.- COMPORTAMIENTOFLUÜRESCENTE DE LA ESPECIE CATIÜNICA ÜF

LA ó-METOXI-7-HIDROXICUMARINA

Ta] como se dijo en 4.2.111, la intensidad de 1a banda

de emision Fluorescente que se Ibserva en 462 nm a Ho = y

que corresponde a la especie cationica de 1a ó-metoHi-7-h1dIor

«umarinu, disminuye rlpidnmente con el tiempo.

Para analizar este comportamiento se trabajo, tanto en

absorciometría comoen Fïuorometría, con una soïucion perclorïr'

(Ho = —ó), cuya concentracion era 2,0.10 Men escopoïetina.

nado que para 1a tecnica absorciometrbx

concentrac es sumamentebaja, se utiïizaron cubetas de

de 5,0 cm de paso óptico. Los espectros que se muestran en 1a

Figura 4.23 se obtuvieron respecto de un bïanco de acido

perclorico (c).

El anaïisis fïuorescimétrico consistió en segunr e1

comportamiento luminiscente de 1a solución cuando esta

irradiada con Iongitud de onda de 370 nm, Figura 4,24.

Tanto Ios espectros de absorción como 1os de emisión,

se registraron durante un período de 100 minutos, a interva1os
de a 4 minutos.

El analisis se eFectuo en paraïelo con so1uciones de
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Figura 4.23
Espectros de absorción de 1a escopoletina en HClO4(c)en función del tiempo.
1) o min.; 9) 3; 3) 6: 4) 10; 5) 15: 6) 30: 7) 45:
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Figura 4.24
Espectros de emisión de la escopoletina en HClO (C)
en función del tiempo.
1) y min.; 2) 7; 3) 14: 4) 32: 5) 47: 6) 62: 7) 98.
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¡thül ¡ieucnïa y [41mJ ind.

HE:_';-|_|l_..HH ILI'w [JH TEN I [HDi-Ü:

la a 4.:: muestra lns wmpwr1lü9de dbsnrtiñn de la

«fnpülütlhü en DGFC‘ÓFICÜ(c) en Funrlñn deÏ tiempo.

In ulïuu pUude nhuvlvnlsw qnw el mas de ühgürulüh

ï/U d1s el tiempo ¡qual que 14 ahsorbanc

Pül ütrú lada, 1a abSÚrbanuia de] húmbrü ubicado en 313

dumuhtu aun ul tiempü, haciéndüh tada vez mas deflnldü. Este

uumvntn tiene la mism; magnltud que 1a d1sminucjfin do la

uhunrhunmld du la banda pIiHLLpaI.

La Flgura 4.24 muestra lus espectrüs de emisión ¿n

Funujñn de] tiempü. El maximú en flflg nm disminuye su inten51dad

du Ilúfllúbfühlla ¡un w| tiemnu.

Lua espectrüs de abgúrr y de emisifin de la

umheIiFoInnd y de la cumarina muesfran cambios

intensidad ¿un el transcursa de] tiempú.

la dumminur' de la übbüfhaüü ?7Ü nm y de la

IIHurdace 462 nm () en 370 nm) en Funcifin del tiempú,

PEPPPFÜHTQen las Figuras 4.25 y 4.26.

La ascopoletina suFre una transfürmac1ón cuandú se

#nfra ácida percïóriCü (c), 10 que se refleja en una
“lbn de la SeñaÏ FIUÜrescente.

Este cambia se lo atribuimüs a la demetilacifin de]

grupo metoxilü para generar un grupü üxhidrilo. Esta reacción es
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ann -nnnn¡dq utlds prdductús naturaïes [18?] y se la

ut11124 uu“ pFUpÓSItUSsintetices.

Eiguiendü e] mecanismü generaï, la reacción puede

wüuljbir- de manera simpliFicada como se muestra en la Figura

4.27.

Pm: lu tanta, el produrtd que aparece en aridn

perclúricd (c) 1a b,7—dihidrdïicumarina. Según las datos de

la Llhllugldlíd [190], este cümpueuto presenta una banda de

emisiün FIUunescente entre 460 y 470 nm para pH } 4.

Para corrdbürar que el producto obtenido es la

ü,/“dihidlu“iüumaFÍnü, caïentd a reflujd 0,2 m1 de una
—4

unluvihn mv'nhñ|lld Ü,H.IH M estupületina cen ÉO ml de

auidü perclñrico (c) a una temperatura de 55 gradas Ü en baño de

agua, durante tres húras.

De 1a SÜÏUCÍÓHresultante se übtuvierün los espectrds

de absorciún y de emisión. E1 primero (Figura .23 (a)) es

cumpïetamente diferente a1 de 1a solución driginal, es decir, al

tiempd de mezcïar 10s reactivns (t = 0 minutos), Figura 4.28

(b). uhservan ahura des mahimus bien definidos, e] de mayor

thmluíhh ¿e encuentra en 310 nm y e] de menor en 356 nm.

L4 fluUrescente anarce nm cuando 14

süluc incita con una lengitud de onda de 310 nm (máw de

absdrciún).

Además, se midiü 1a intensidad de Fludrescencia a 1as

ldngitudes de anda de excitación de las especies protonadas de

1a cumarina ( l exc = 318 nm), de 1a umbeliferona (3 exc = 430

nm) y de 1a propia escopoletina () exc = 370 nm), obteniédose un
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valol analuqu al del b'ahuü de fltldü percïorico, lo que indica

la uubwhuld de estas especies.

alícuota de 1a soluc16n ácida demetilada, se

aïcalJnJ; hasta pH soïurion de hidroHido de sodio, en

bafiu de hielo y agitación constante, ,para disminuir e]

eFecto de] calor de neutraïizacion.

La EÜÏUL resuïtante mostro un espectro de emision

440 nm Luafidü se ewcita con radiacion de 386 nm,

que .corresponde a la :ona de absorcion de 1a Forma neutra de 1a

b,7—dihidrouicumar1na [1?0].

Por lo tanto, Ias concïusiones de esta úïtima

¿perlenCIa son:

i) A] tratar una solucion de escopoïetina con ácido

perulocho (c), se obtiene como producto de la reacc

6,7-dih1dromicumarina.

11) Por analogía con 1a umheliFerona, 11 cumarina y 1a misma

escopoletina, se admite que en esa soïucion se encuentra 1a

Forma protonada en e] grupo carboniïo de] mencionado producto de

HO

’40 o QÓH

111) Los espectros de absorción y de emisión obtenidos de la

mezclas de reacción corresponden a esta especie, 1a que no se
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encuentra documentada hasta e1 presente en la bibïiografia. Sus

cterísticas espectraïes san:

'Áabs = 310 y 356 nm

'Aem = 360 nm (Ósexc = 310 nm)

Nü abserva emisión cuando 1a selución se excita con radiación

de simllar al -umpurtamien!n de la Humarinn, que sdnlu

emite cuandu la ewcita a 220 nm y nn FIUÜPesce cuando se la

irradia las lüngitudes de onda de sus otras des max'nús de

absúru

1V) bl tratamientu áhldu perclóriüo (c) no genera

tumarina ni umbeliferüna cumú SthFüduCtOS de la reacción, ya

qUe dülvttdruh las especies uHÏIÓÑiCaSde estas sustancias

a traves de la tecnica {1uerescimetrica. Tampocose observa la

emisión terrespündiente a 1a escopúïetina en ese medio, cen Ïü

que s luye que la cunversifin Fue cuantitativa.

LXFlHILNLlAH UU! “IMHEÉIRAN LA NLFLQlÜAU Üí APLILAH LA

IT'É'LF'I}lÏ TR‘Ü'ÉLÉÍÜF'I A El I NCRÜN I CA EN LA'ÉJ T I TULACI I CINES

FLUÜREÉCIMETRIÉAS

E el capítuïú 1.3 se describió 1a técnica de 1a

titula: Flumrescimetrica para el caïcuïa de 1as constantes de

acidez. Este metúdú tiene una aplicación limitada, a menús que

los espectrus de ahsnrciún y de emisión presenten una muy buena

Peseluc

Cuandü se apïicó este metúdo a 1as soluciünes de
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Hva'IIUIth diferentes pH, trabaJando el máhimo de

Húlldclóh y de emision para cada especie (tabla V),

nhluv1eron las curvas representadas en la Figura 4.29.

La curva 1 presenta dos puntos de inFleHion. La primera

PÜÏL de esta curva, entre pH l y Ho t ¡corresponde a la

distribuc de la especie cationica en el estado excitado,

mientras que la especie absorbente es la Forma neutra. Ein

embargo, nosotros estamos irradiando con una longitud de onda de

345 que no corresponde a la especie neutra ()\abs = 325 nm),

pero como las bandas son tan anchas, aún a 345 nm hay excitación

de la especie neutra.

Recién a partir de Ho = -4 la Forma de la curva cambia

ueïido a que ahora si la especie cationica esta siendo excitada.

Si suponemos que la curva 1 en su primera parte se

aproxima a una sigmoidea, según la línea punteada, podemos

calcular el pK(S ) para la protonación del carbonilo a partir

del punto medio 1da dicha curva. El valor obtenido es -1,7 que

esta de acuerdo con el calculado mediante el analisis de la

señal sincronica (-1,63).

Por otra parte no puede calcularse el pK(So) para la

¿ma reaccion ya que aun en la solucion de maxima acidez no se

alcanza un valor constante de la intensidad de Fluorescencia.

La curva 2 corresponde a la excitación de la especie

neutra y a la emision del tautomero. No se obtiene una curva

definida ya que a elevada acidez, la banda del tautomero se

solapa la del cation, mientras que por encima de pH 0 se
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solapa con la de] union.

La correspunde a la transición N --m} N*.

embargo, la representac grafira pareciese no corresponder a

NH ya qu esta espetie debe tenel un mam1moen el entorno de pH

demostramos anteriormente (Figura 4.22 . El

unmpHFÍQmivhin nhservadn se explica Facilmente. E1 monocromadü

de emision esta enfocado en 400 nm, que corresponde al maximo de

emision de 1a especie neutra. A pH O aparece 1a emision de la

especie calionica () em = 431 nm,’) euc = 325 nm)1 y dad") que 1a

intensidad de la espec" neutra es mucho menor que 1a de 1a

rorma Cdtlfihlúv lu que realidad estamos observando es 1a
"_+ e. .lrdne N h* . himplemente, 1a especie neutra contribuye

la buflnil la Záflld - puunretuiida. erutre pH 1 y -"1; esta. pr

deduce de 1a curva 4.

L: curva 4 corresponde a la transición N w——}FÉ' como

mencionamos anteriormente, soïo que difiere de 1a anterior en su

porc ia] (contribución de N).

Por lo tanto, de esta curva, también se puede estimar

el pF<H ) para la protonacion del carboniïo en e] estado
1

«citado, obteniéndose un vaïor de —1,7 idéntico a1 anterior.

Üe lo dicho anteriormente, puede concluirse que:

No tan directa 1a técnica de tituïacion

Fluorescimetrica, usando 1a Fluorescencia convencionaï. E1

soïapamiento entre 1as diFerentes bandas de emisión de las
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Jsren en una selualún a un dada pH, hacen que

de una tecnica que permita resüïver dinhns
,e _¡ i. ¡a

td] le s 1a espemtrúmetria de 1umin1snenu1añ

HvIÜHIJdd du teüülí- dv

|v-HHVHÍULÍÜHmatematica de espectros.

1.“. Ml'fiNleUb UL LXLlIALlUN Y UL LMlblUN

l. 7—h1drux1cumarina.

A partir de 135 resuïtadüs úbtenidús postulamüs 105

“uanismús de excitación y de emisión para la 7-hidrúwicumarina,

las que se representan en 1a Figura 4.?0.

Este esquema puede resumirse de 1a (Li

En el estado fundamenta], 1a 7-hidrñu cumarina eïiste en

tren diferentes, dependiendu de 1a ac1de: del

medju. E‘Ïas se identlFiüarún HÜMÜlas especies NEUTRfl,

AN] ILÍINI ¡"'A y ¡"(YF I ÜN ICA.

lu vl ¡Iludu, Inlv «damas una ¡malla efipuulr

den-mnlhpLI ¡HU1HMLRH,y «pu- qenwld a pautir de

II\‘|lll-| ¡Had-J.

la -nn'|untvu de d-Ldv: pd! las reé ár1de ha

uhtlw N y A“ y N y E* tuntu en e] estadú Gflüitadü
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Figura 4.30
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num“ vh el fundamental, indiaan que el üHhidrilü Fenüïicu

mñs ¿ida en e] estadü excitada que en e] Fundamentaï.

Fun wlru pulïe el Lürbüfillú es mas básice en e1 estadü

jrnda. Fate es e] respúnsahïe de 1a Fütútaum

lumwllsquifin de |4 umbeïiferúna a traves de un mecanismü

la amplia VdIId-lnh del amhiln de lüngitudes de onda de

emislnn con 1a acidez del medio, hacen que 1a umbe1iFerü_

nd shw un ¡plurante muy difundidu para 1a prüduccifin de.\.-.

las siniñnizabÏes.

11.- ¿"meta i“7—hidroa cumarina.

Los mecanismús de excitación y de emisión para 1a

ó-metexi-7-hidrümicumarina se describen en 1a Figura 4.31.

Este esquema se justifica en base a lús resultadús

experimentales que hemúsexplicado en las capítulús anteriúres y

qUe pueden ¡esumllü un sigue.

En e] estadu Fundamental existen tres espec NEUTRA,

ANIÜNIFA y ÉATIÜNICA, 1o que se cúrrübora Cún 10s

espeutrüs de abseruinn.

E1 mismoequilibriú ácido base, se verifica en e1 estadü

excitado, si bien los ámbitos de pH en 105 cuaïes 1as
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Figura 4.31
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especies coexisten son diferentes en e] estado excitado

respecto del Fundamental.

El anaïisis de Ias constantes de acidez en e1 So y S

indican que! e! exhidrilo tenfillco es un acido mi! Fuerte

en e] primer estado excitado que en el Fundamental, m1en—

tras que se verifica e1 caso inverso con e] carboniïo de]

anillo pironico, 1o que esta de acuerdo con Ias predic
ciones de1 ciclo de Fürster.

Estos cambios son del mismo signo que los que se veriFi

nan en la umbeliFerona, ¡1 bien la magnitud de 10s cam

tliús r|I:l es 1a lTliSITIa

E1 oxhidrilo de 1a escopoïetina en e1 estado excitado es

menos acido que e1 de 1a umbeïiFerona, mientras que en e1

estado Fundamentaï es Iigeramente mayor. Por otra parte,

el carbonilo de] anilïo pironico de 1a escopoïetina es

menos acido que e] de 1a umbeliferona, tanto en e] estado

Hüitüdü, como en e1 Fundamentaï.

Estos cambios en las constantes de acidez de 1a escopoïe

tina respecto de 1a umbeliFerona, se deben a Ja presencia

deï grupo metouilo en la posicion ó.

Comoe] grupo metoxilo cede electrones a1 anillo bencéni

co, el proton de] oxhidriïo es menos labiï, lo que se

Justifica a través de 1as siguientes Formascandnicas:



.. Ó

CH3o\ CH;
Q-———OHomo ¡amb

La carga negativa en 1a posición 7, disminuye 1a acidez

de] oxhidrilü de 1a escopoïetina, comparada con la de 1a

umheleerüna, en e] primer estadn excitado. Este efecto

no se ühserva en el estado Fundamental, ya que 1a Fuerza

Cumúdünur de electrones del metúxiïo es mucho menor en

este estado.

Las prúpiedades acido base de1 carboniïo estan Fundamen

tadas en la capacidad deï oxigeno para aceptar un protón.

Este eFectú se intensiFica en el estado S ya que cuan

du e] carbonilú se excita con radiación U¿, 1a distribu

ción de cargas conduce a 1a Formación de

con la que se Justifica e1 aumento de 1a basicidad de

este grupo.

Este cambia en 1a acidez y basicidad de 105 grupos Fun

cionales es e1 respünsable de que 1a escopoletina nü se

Fototautomertice en el estado excitado.

Comase dijo a1 tratar 1a Formación deï tautómero de la

umbeliFerona, este se Formaa partir de una transferencia

de prütún intramoïecular entre el oxhidriïo y e1 carbohi
ln"I perú en este caso, e1 oxhidriïo de 1a escopoïetina
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necesita un pH mas elevado para disociarse, tanto que ya

nn es Factibïe que e] carbonilo se protone. Por Io tanto,

la escüpoletina no presenta Fototautomeriznción en e] es

tado excitado, y es ésta 1a mayor diferencia de comporta

miento químico entre ambas molecuïas.

4.6.- MEDICIÜN DE LÜE RENDIMIENTÜS CUANTICÜS DE FLUÜRESCENCIA

1. Preparación de las soïuciones y condiciones

experimentales.

i) Antraceno en etanol.

Para controïar si 1a calibración de1 sistema

monocromador de emisión - Fotomultipïicador daba resultados
corrrectos se decidio medir e1 rendimiento cuántico de

Fluorescencia de una soluciün de antraceno 2,5.10_ M en

etano], y comparar e] vaïor obtenido con e1 que se encuentra en

la bibïiograFía.

Como estándar de rendimiento cutntico conocido, se

utiïizd una soïución de sulfato de quininn 2,0.10_6 M en

suïFúrico 1,0 N. Esta soïucion se preparo y se controIÓ

absorciométricamente siguiendo 1. tecnica descripte por Fïetcher
[191]. E1 vaïor del rendimiento culntico de esta soïución es

0,546 [151].

Los indices de refrección de este; ¡oïucionel Fueron

medidos a 25 grados C con un ReFractómetro Beïïinghem - Stanïey

Ltd., equipado con Iámpara de sodio.
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Las índices de refracción de las distintas soïuciones
se dan en 1a tabla XX.

SÚÏUCiÜfi de sulfatü quinina se excitó con'ü

Iünguitud de ünda de 342 nm, mientras que la de antraceno se

irradió 325 nm, úbteniendose los correspondientes espectros
de emisión.

ii)UmbeIiFerúna y escepúletina a diferentes pH.

Para evaluar los rendimientus cuánticos de

FIUÜrescencia de las diferentes especies en solución

cürrespündientes a 1a umbeliFerpna y a la escopoïetina, se
-ó

prepararün snluciünes acuasas, cuya concentración era 2,0.10
Men diferentes medios de acidez.

Tanta los pH de estas soïuciones, como sus Iongitudes

de onda de excitación, sus abserhancias a esas Iongitudes de

ünda y los índices de refracción, se dan en 1a tabla XX.
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Sustancia Súïvente pH (H0) ¡exe A (x0,2) nDZE

H0104 —ó 345 0,168 1,4023

UMBELIFERÜNA HC104 1 325 0,205 1,2344

NaÜH 1o 366 0,208 1,3341

HCID4 —¿ 371 0,303 1,4019

ESCÜPÜLETINA H0104 1 342 0 175 1,:044

NaÜH 10 391 0,195 1,3320

ANTRAÜENÜ Etano] — — 325 0,080 1,3¿14

SULFATÜ DE H1204

ÜUININA 1 n N — - 242 0,080 1,3395



—193—

ÜñLFULÜ DE LÜS RENUIMIENTÜS CUANTICÜS

Lps espectros de emisión de 1as distintas süïucipnes,

digltalizarün a intervaïos de 5 nm, se cprrigierpn las
valpres de intensidad relativa, transtrmándplos en vaïores de

energia, y se calcuïarpn Ias áreas de estas Funciones cpn ayuda

de un mirrpcnmputadpr Hem1ett n Packard 41 CV.

Lps vaïpres obtenidos pura dichas áreas se resumen en

1a tabla XXI.

Épmp no es ppsibïe pbtener una solución acuosa que

centenga sóïn a 1a especie neutra de 1a umbeïiFerona, sino que

¿ta se encuentra junte cen 1a especie tautómera, Fue necesario

realisar una aprürimacipn gráFica. Ambas bandas 'se

decenVÜlucipnarpn gráficamente, ta] cpmp se muestra en 1a Figura

4.32, dende se ha trazado 1a banda de 1a especie neutra de

manera de 'ürmar una banda gaussiana, y Iuegp se la restó

puntp a punta a la banda de emisión de 1a especie tautúmera.

Ips valpres de las áreas obtenidas, y cpn 1os

vaïpres de la tabïa XX, se calcula e] rendimientp cuánticp de

o) 0-30.Iïn(rau:n/A<;=.::n.[r.;x:/r.se]¡.[Ar-ea (x) / Area (su): (1/3)

T

Figura 4.32
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Tabla XXI.

Sustancia pH (Ho) Esp. emisora Area

-ó CATIONICA 70,72

1 NEUTRA 4,70

UMBELIFERÜNA 1 TAUTÜMERA 41,30

10 ANIÜNICA 83,;0

-6 CATIONICA 10,72

ESCÜPÜLETINA 1 NEUTRA 62,45

10 ANIÜNICA 86,73

ANTRAEENÜ - — - 20,06

SULFATÜ DE

üUININA — — — 34,40

Reempïazandú lús valores ¿úrrespondientes al suïFato de

quinina (10), 1a ecuación (16), se obtiene 1a expresión

genera] para calcuïar 105 rendimicntos cuánticos de
Fïuorescencial

ó: 10.5.10 .nx‘.Ar-ea(x) / A(><) (17)
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i) Antraceno

Heemplazando en 1; ecuación (17) 109 valores

corrrespondientes a1 antraceno, se obtiene un rendimiento

cuántico de 0,32.

Los datos que aparecen en la bibïiografia pare esta
sustancia en soïucion etanoïica sonl por e] metodo absoluto,

0,27 [151]; 0,30 [144]; reïativo a1 suïfato de quinina, 0,30

[130,1?2]. Considerando que estos datos tienen un error deï

orden de] 5 al 10 Z, se puede ver que 1a concordancia de] dato

obtenido con los mencionados es muy buena.

Esto indica que nuestra calibracion y, por Io tanto,

la de 1os espectros de emision, conduce a resuïtados

collevtos.

11) Umbwllferona y escopoletin:

Apïirando Ios datos de las tabïas XX y XXI a la

ecuao (1/) calcuïamos los rendimientos cuánticos de 1as

diFerentes especies, y Ios datos obtenidos se informan en 1a

tabïa XXII.

Tabla XXIT._Rendimientos cuánticos de fïuorescencia.

ESPECIE Neutra Aniónica Cationica Tautomero

SUSTANCIA

UmbeliFerona 0 029 O 625 0,584 0,253

Escopoïetina 0,449 0,559 01049 _ _
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Las diferencias encontradas entre los valores de

Iunflimientü cuántico de Fluorescencia de la mismaespecie para

dns sustancias, se explican en Función de los equilibrios

químicos en el estado excitado, los cuales Fueron descriptos en
Inn 0.4.“.

Comenzando por la especie neutra, se observa que el

rendimiento cuántico es sunamente bajo para la umbolifcrona.

Ésto se debe a que cuando dicha especie es excitada sufre,

ademas del proceso radiativo de desexcitación, dos procesos

competitivos. Por un lado, se disocia para dar la especie

auiónica, y por el otro, se tautomeriza, dando lugar a un
zmitterion.

comparamos la escopoletina, vemos que el

rendimiento cuántico de la especie neutra es elevado, comparado
el de la umbeliferona. La desactivación radiativa de esta

especie compite camente el proceso de disociación (se

dejan de lado los procesos de desactivación térmico).

Dada la similitud entre ambas moléculas, concluimos que

la reacción Fundamental que compite la desactivación

+luorescente de la especie neutra de la umbeliFerona, es el

proceso de Fototautomerización.

Las especies aniónicas de ambas sustancias, tienen un

rendimiento cuántico muy Similar. Esto es lógico, ya que en

medio alcalino sólo eïisten dichas especies, y no se produce

ninguna otra reacción quimica que compita con la desactivación

radiativa de las mismas.

Los rendimientos cuánticos de Fluorescencia de las
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naljonicas, difieren aproa1madamente, en un orden

magnitud, siendo el mayor para la umbeliFerona. Esto se debe

que cuando la escopoletina se encuentra en solucion Fuertemen‘e

Jnldd sufre una demetilacion, tal comose explicó en la seccion

4.4.4. Esta reaccion conduce a rapido decaimiento de la

¡onuentrac de dicha especie; como consecuencia, el

rendimiento cuantico baja. Esta u iminucidn no se la atribuye a

una inhibición por protón [193], ya que debería afectar a la

umbeliFerona de manera similar.

4.7.- ÜTRAS APLICACIONES DE LA FLUÜRESCENCIA SINCRÜNICA:

Valoracion Simultánea de umbeliFerona y escopoletina.

La cumarina y sus derivados hidroxilados se encuentran

en diversas variedades de plantas y, generalmente, se las aísla

después de varios pasos separativos que involucran eïtracciones

con diferentes mezclas de solventes. La posterior identificacion

y cuantiFicacion se realizan utilizando técnicas tales como
13 1

C-RMN y H-RMN después de haberlas separado por

cromatograFía liquida de alta presion (HPLC)E195].

El extracto metanólico que contiene ambas cumarinas

puede analizarse cualitativa y cuantitativamente sin separacion

previa por HPLC si se emplea la técnica de Fluorescencia

sincronica.
Para llevar a cabo esta determinación se utilizaron las

mismas soluciones metanólicas que se describieron en la sección
4.].



-198—

La Figura 4.33 muestra lps espectros de absorción de 1a

IIIvIHHd y de le BBIHpUÍG‘íhd. Ial LUMÜse ebpeclrica en la

Iuhlu I, 1a umheliFerpna tiene un mhwimpde absorción en 324 nm,

mlvhlldfi que la escopoletina absülbe en 346 nm, y en menor grade

\'II ¡"197 y 25:1 nm.

Como las bandas de absürciún son muy anchas, existe un

Fuerte solapamiento de lps espectros de absorción, lo que hace

que el análisis ahmnlrlpmétrinü d. Ïn mezcla no. muy

diFiCUÏtüSÜ.

Ya hemps mencionadp que estos compuestos son altamente

Fluorescentes y, par 1p tanto, puede suponerse que e] anaïisis

fïuprescimetricu cpnvenciünaï permitiría la identificación y

cuantiFicación simultanea de 1a umbeliferona y 1a escopoletina.

Lr f1guva 4.34 muestra los espectros de emisión-de

ambas cpmpuestps cuando se excita cada uno a su máxima Iongitud

de ¿nda de absprc' La umbeIiFerona presenta su maximo de

flunrescente en 394 nm, mientras que 1a escopú1etina 10

hace en 4:74 I'll'h.

Nuevamente, eHiste un Fuerte solapamiento de las bandas

de eminsifin, lo que se justifica debido a 1a simiïitud de sus

niveles electrónicos y Vibracionaïes, e impide Ia determinación

directa de un Cúmpnnenteen presencia del otro.

Este es 1a razón principa] por 1a cuaï es necesario

aislar cada compünente por HPLCcuandp se desea identi+icar y
cuantificar ambassustancias.

Tal cdmd se explicó en el capitulo 2, 1a reselucidn de

espectrp sincrdnico depende delzl) por 10 tante se
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Figura 4.33
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lvullldluh J|Vr|nnm ebpurtrús de una mesnla equimuldl dr

vïlnpu¡vllhd umbuljfeuuna varldndu dlhhu parAmetru. La mujm

-u4uainn wbpeutral dbtlene Luandp se ppera con un A).= 35

La figura 4.3% muestra lus espectros SiflCPÓfilCuSde

diuha mezcla y de las saluCIunwu que Cpntienen únicamente

eSCÜpületina Ü umbeïiferüna.

Lu banda de blhulñnlfla que aparece en 5/1 nm

pertenece a la umhellferpna, mientraE que 1as bandas ubicadas en

y 44I nm pluVJunen dc lu «bcnpn|w|lna (rlguld 4.15 L).

fumu puede observarse, el solapamientp espectral es

dvhpruuldhle. Además, la inten51ddd de fluurescencia Sinulfihiud

(Iu,em) pala la umheljferuna en 3/1 nm nu esta afectada pnl la

Iy,em de la e_CÜpúïetina, Ia que ch dwspreuiabïe a esa lungifud

de und-Li.

Lu mismo ocurre para la lb,wm de la escopdletina en

LUdeÜ sw la compara adn la Is,cm de la umbeliferonn para esa

misma Inngltnui de ünda.

Ésta situac' permite realizar 1a determinación

wimultane¿ de ambus cumpuestps a traves de curvas de

fdÍlhldLiñh, dadu que las Is,em independientes de la

lwldIlÜh umbv|llurund / e5tüpü|etlhd.

L: determinac10n de escopüïetina en presencia de

umheliferüna no puede realizarse midiendo 1a intensidad

bJHLIÜH1fifi de emisifin en 441 nm, debida a que en esta longitud

dv “nda la Iuminlsnen-ld de 14 umbellrerúna nn es despreriahle.

Idb Landa: que dpdlclch uh JIU y JlU nm se daighau ul
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r) í"

s 371

, If 395(au)

b a

I

350 1.30 510

Figura 4.35

Asem(nm)

Espectros sincrónicos de emisión con ¿D\= 25 nm.
a) oqcopoletína b) umbeliferona c) mezcla
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sulvUnlu, «-| rual nd emule en el audutni compreruith entre :1“ v

la nunblhillddd alzan:ada pnl esta teLh|'d
V-

luemudqmwnle alta: puede detentaf 3,0.10 M de
.. /:_

umhul|rerúna presencia de 2,0.10 M de escapdletina,
-7 .

muvntlas que se puede determlnar 1,“.10 Mde escapületina en
-ó

nuun-in de J,Ú.IO M de umbe1iFerúna.

A las Fines de camparar la técnica sincrónica Cüfi |a

ahearciometrica computar1zada se lïevó a cabo el

de lus multicempünentes utilizando un espectrofotómetrm

HP HAHIA equipado con una red de diodos como elemento detectúr.

¡ute sistema de detección permite resolver mezclas aún

'Hthn Iuw ma lmüb de las bandas de ahsmrción de cada uno de lys

-umpunentes dIFiera en enlamente 2 nm.

Utlildañdü dos SÜÏUQIÜHeb patron para cada cempúnente

(¡,0 y 4,”.¡0 M), Ïüb resultadne ubtenidns para el anaïlu

dv la mestld equimúlar son:

m5 —9
(H) 1,99.]0 M Sd 3,00.10

-ï m9
(H) 2,01.]0 M Ed B,ÜÚ.10

lun limites de dvtwnnlüh para e] melndu

espeutru+otumetricü ut1|1Jddú í,U.IU Mde umbe11+eluna‘
plwüwhuld de 2,0.10 M de esnüpoletina y 4,0.10 M de

wnuupnlviina en presencia de 3,0.10 Mde umbelirerüna.
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1.. II dem-mln r; lu»! 1PJÏIIIÚII‘.".I I'Jt11 para la

Limuïtanea dv umhelllvluna y ubfnpú‘etlnd. Esta

lbnnn-q ¡Umblfldulñh la IlumdtugldÍÍA I1qu1du de alla

pulmltira en un ¡uluru L-Ientlll'É y deleumlhal

pIuJu-Qnü hleld‘eS, a] tlumph du su Bwpalaü
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II puwnwn‘o prüglama, ertüa ajuste bdbu

mn|ndn Ju rudflradüs mínimüs para una banda de emi"

“LIAHIJJ hvllmvh’dlmwhlw, tumqndu FUHKIÜÜ haga (-va

I l I'l' ¡I ll-III If'll I'lü" lui-.i'l‘.-'¡-:

l lnm ='|' I' ""()I'I'I-j "3),: / 0’21 ( l )

FI irnfamienfn de lñs esper de

dv! llpu gau991ann uuq&ridn DÜPF

IWHH IIVAI

Il plnqrama w9ld lednrtddu wn UAS|V vbtPHtlUlfldu, y

I...- .. ¡nin-¡wn .II-¡nl ¡Im-n -l\- l\"-Hl|l' If-n II

kl mu dv

“duv Mulwmnll-u.

Í-I I|I.I|('ll|-'l' ll -l III-I -:l|'_.l"l lllhll u IIlI'- l ' l‘.‘

dw‘dflnlldl du Tuylul (hasta el prlmu iOIminu) l

¡u n \ .. I (h 9 I

Fultlwndu dv |HB valuruu pwrlmentales, we Ík'u‘llflú

I, H / |

A Au + h hu 1 h 7
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nn Imé experimenta].

Ü" longiutud de onda de máxima emision.

n r ancho de banda medio cnpoctraï.

Las 'ciones a, b y c se obtienen de 1a expansion en

LvPIe anterio

.l l 1 1 1

I 1 N 4 a (al ü/añ) + b (af "/89) + o (BI */3Ü)

— a vuhdI-Ion de que:

Dvd mInlma.

La Londicion se cumple tomando 1as primeras derivadas

de ¡espentn de a, h y c, e igualando a cero. Se obtiene ¿si?

sistema de ecuaciones que, en este caso, es de 2

-uns--uen1emente, 1a matriz amp‘iada de] sistema es de 4.

La matriz deï sistema es simétrica respecto de su

diagnnul, lu que uimpllfiru ion rüï-uïum.

No debemos olvidar que, por estar trabajando üon un

desarrolïü de Tayïor acotado, Tos consecutivos ajustes no son

_Jlos óptimos os mejores que se adaptan a una

pleestablecida.

Para este caso se pidio que el error entre dos cáïüulos

-cutivo. Fuese menor a1 JZ. De 1o contrario, se recaïrulan

1os parámetros a, b y c hasta cumplir con 1a condiu
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reupJer ida.

Algoritmo general.

El programa comienza solicitando los datos

experimentales (Imax, máx, ancho de banda medio espectral) para
seguidamente definir la Función gaussiana y las derivadas

correspondientes (lineas 5 a 100).

En la linea 110 se invoca al procedimiento "Calculo", y

se limpia la matriz (lineas 130 a 150).

Luego, mediante un doble ciclo, se va generando media

matriz, la que sera posteriormente replicada en Formasimetrica

a la diagonal.

El ciclo interno sólo acepta valores cuya diferencia

entre su intensisdad de emision calculada y la eïperimental

sean, en modulo, menor que la raiz cuadrada del último erro

cuadrado. De esta manera, se trabaja con datos aceptablemente

buenos, mejorandose la convergencia y disminuyendo el error
final.

El clo mas externo va recorriendo todas las

Iunqlludvu de onda experimentadafi, para realizar el calrulo
anterior (lineas 155 a 310).

La: lineam ¡20 a 340 Iepll-un la muirlr dingonulmunle.

Una vez lista la matriz Final, se ejecuta el

procedimiento "Simeq", encargado de resolver el sistema de

ecuac (linea 350) y se eFectúa la correccion de los

WÉÉ).parámetroo (linea c_c

A partir de la linea 360, se define el procedimiento



-208

"Cálcuïo" e] que, en un nuevo dúbïe ciclo, caïcula 1a suma de

los errores al cuadrado (lineas 360 a 460). Ya Fuera de este

dobïe ciclo, se comprueba si la diferencia entre e] errúr

cuadrado actual y e] de la iteración anterior, es menor a1 12.

De ser asi, se efectúa 1a impresión de 105 resultados; en case

contrario, se efectúa una nueva iteración (Iineas 480 a 490).

Fina'lmente1 se define el procedimientú "Simeq" e] que

resueïve e] sistema de ecuaciones por el metodo de Gauss —

Jordan modiFicado (líneas 500 a 690), y se desarroïla 1a rutina

de impresión (Iineas 800 a 910).

Se menciúnan en la bibliúgrafia programas de este tipa,

aunque en Ienguaje FÜRTRANIV [197,193].
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