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E1l objetivo del presente trabajo es el de estudiar las
propiedades fotofisicas Yy auimicas de los derivados de la
cumarina mediante el analisis espvectral.

Dicho analisis espectral se l1levé a cabo empleando las
técnicas analiticas de espectrometria de Tuminiscencia
convencional y sincrénica. Como herramienta comolementaria, se
utilizé la técnica absorciométrica.

La interporetacidén de l1os espectros obtenidos permitid
postular mecanismos de excitacidn aue explican los resultados
experimentales.

Las definiciones de fotofisica y fotoauimica son
variadas e inclusa existe cierta superoosicidn para alauncs
autores. Cuando en gste trabajio se hace referencia a procesos
fotafisicos o procesos fotofisicas oroimarios, se aquiere
representar a 1os procesos oue ocurrren éentre una determinada
especie \2 cuanto de radiacién, —omo  poOor ejemplo, 1a
absorcidn o la emisidén de radiacidén fluorescente.

Por otra parte, los oprocesos fotooauimicos involucran
reaccicones owuimicas de las especies excitadas, comos seéer una
reaccidn Acido base, un oroceso de fototautomerizacidn, etc.

Las cumarinmas son oroductos naturales aue se hallan
ampliamente distribuidas en l1a npaturaleza. Tanto la cumarina
como los derivados estudiados, la 7-hidroxicumarina, y la
t-metoxi-7-hidroxicumarina fueron aisladas de la PDJA HUIECL
(Gramineae). Tienern aran wutilidad en la oroduccidn de laAseres
de colorantes para la reagién del ultravicoleta, y ademas san

poderosos agentes blanaueadores de usa industrial.
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Se¢e han medido, previa calibracién del espectrémetro de
luminiscencia, 1l1os rendimientos cuanticos 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, 1935.
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81 ! primer estado singulete excitado.

T1 ¢ primer estado triplete excitado.

Ka ® constante de acidez.
So ¢ estado fundamental.
b : constante de Planck.

V : frecuencia de la radiacidn.

OH

variacien de entalpia.

N : ndmero de Avogadro.

AHe : variacitn estandar de entalpia.

AGe : variaci6tn estandar de la energia libre.

R ¢ constante de los gases.

T : temperatura absoluta en Kelvin.

0-0: indica la transicién entre los niveles vibracionales tunda-—
mentales de 2 estados electrénicos diferentes.

I+ ¢ intensidad de fluorescencia leida correspondiente a la
especie'BH*.

If7: intensidad de fluorescencia leida correspondiente a la
especie B.

F :® intensidad de fluorescencia verdadera correspondiente a la

especie BHY.

F- intensidad de fluorescencia verdadera correspondiente a la

especie B.

Fo ¢ intensidad maxima de fluorescencia verdadera correspondien—
te a la especie BH'.

F’o: intensidad maxima de fluorescencia verdadera correspondien—

te a la especie B.

kq : constante de velocidad para la desacitivacién no radiativa
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producida por un inhibidor q.

kf ¢ constante de velocidad para la desac tivacién radiativa
(fluorescencia)
kT : constante de velocidad para la desac tivacidn radiativa

(fosforescencia)

oY

tiempo de vida media.

N

tiempo de vida media de una especie cuando sélo ella se

encuentra excitada.

P : probabilidad de encontrar a una molécula en un estado exci-
tado en un tiempo t después de 1a excitacidn.

® : rendimiento cuantico de fluorescencia.

P

rendimiento cuantico cuando existe sélo una especie en el

estado excitado.

G : constante de-Hammet.

AN

diferencia de longitudes de onda fija.

Aex longitud de onda de excitacién.

Nex: ]ongituﬁ de onda de excitacién de maxima intensidad.

Aem: 1ongitud de onda de emisifn.

Nem: Tongitud de onda de emisidn de maxima intensidad.

IA ! intensidad de la sefal luminiscente a una dada lTongitud de
onda de emisifn.

RA“= radiancia espectral de luminiscencia.

Em ¢ diagrama de distribucién de intensidades de emisidn (espec—

tro de emisitn).

intensidad de la radiacién excitante.

Io

absortividad molar.

d : espesor Gptico.



Ex ¢

ELS:

As,en:

A;m:

E hen
&

J;m=

>

Tex *

Lex:

R(N):
GOF

Lem:

Tem ¢

concentraciotn del analito.

espectro de excitacitn.

intensidad de la luminiscencia sincrénica.
Espectrometria de Luminiscencia Tincrénica

respuesta en el maximo de excitacidn Nex

desviacién estandar de la gaussiana que representa al
desviacién estandar de la gaussiana gue representa al

longitud de onda de emisidén sincrdénica.

Ex

Em

longitud de onda de emisién sincrédnica de max<ima intensidad

respuesta luminiscente en Aaem -
ancho de banda medio del espectro de excitacidn.

ctro de emisidn.

[
[(]
(1]

ancho de banda medio del esp
ancho de banda medio del espectro sincrénico.

ancho en la mitad del pico del espectro de excitacidn

tribucidén de Lorentz)

longitud de onda correspondiente a 1a transicidn Raman

tiva.

funcién de transmicidn del monocromador de excitacidn.
funcién ancho de banda espectral del monocromador de
excitacién.

indica convolucidn.

funcitén de transferencia causada por ¢l efecto Raman.

respuesta del detector.

(dis—

aAc—

funcién ancho de banda espectral del monocromador de emi-—

sifin.

furcién de transmisidn del monocromador de emisidn.

ancho de la ranura.



Ho ©* funcién de acidez de Hammet.

LSEC: lTuminiscencia sincronica de energia constante.

DV : diferencia de energia constante en ndmeros de onda entre el
monocromador de excitacién y el de emisidn.

ABR: desplazamiento de la sefal Raman en ndmeros de onda.

Is,p: intensidad de fosforescencia sincrénica.

Exp? espectro de excitacién fosforescente.

[

Emp: espectro de emisitn fostorescente.
OST: brecha de energia entre la primera banda fousforescente y la

banda de menor energia del espectro de excitacidn.

ﬁq ! rendimiento cuantice.

B ! fraccién de luz absorbida.

A : absorbancia.

N ¢ Indice de refraccidn.

D : area integrada bajo el espectro de emisidn.

0E ! rendimiento energético.

Elﬁ: distribucifn espectral de la radiacidn excitante en funcidn

de V
E,W): distribuci6n espectral de la radiacion emitida en funcién

de V¥

@ : ndmero total de cuantos emitidos por unidad de tiempo.

Mp : sefal observada a la salida del fotomultiplicador a un de-—
terminado P .
Py ¢ eficiencia cuantica relativa del fototubo.

r
<!

ancho de banda relativa (para un determinado ancho de
ranura)l.

fraccién de luz transmitida por el monocromador.

-
<



SV

factor de sensibilidad.

respuesta del fototuboe en funcidn de V cuando se ilumina la

ranura con una fuente difusa de radiacién.

radiacion ultraviole

ta.

distribuci6n de energfa espectral.

emisividad del tungsteno en funcien de X .

factor de correcidn
[ 3

Ky - >

sulfato de quinina.

del

espectro de emisidn.
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PROPIEDADES ACIDO BASE DE MOLECULAS ORGANICAS

EN ESTADOS ELECTRONICOS EXCITADOS
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PROPIEDADES ACIDO BASE DE MOLECULAS ORGANICAS EN ESTADOS

ELECTRONICOS EXCITADOS

Forster en 1949 [11 comenzdé con el estudio de las
propiedades Aacido-base de los estados excitados y fundamenté sus
teorfas en las primeras observaciones realizadas por Weber en
1931 [21. EI observd que la longitud de onda de maxima emisidn
fluorescente del acidoe 1-naftilamina-4-sulfénico cambia de
posicién a wun pH muy diferente al necesario para observar un
cambio en la posicidn de los maximos de absorcidén. Los trabajos
de Fdirster fueron desarrollados por Weller en la década del “5S0
y resumidos por ¢él1 en 1961 [3], y ampliados por Vander Donck
C4], Schulman y Winefordner [5] y Schulman [4].

En ageneral, cada vez que se prescehnte un proceso quimico
como la protonacidn, se tiene en cuenta solamente el primer
estados singulete excitado (5 ) y el primer estado triplete
excitado (T ). Esto esta muylrelacionado con l1a reagla de Kasha
L7 para ]alemisidn radiativa: la fluorescencia siempre ocurre a
partir del menor estado sinaqulete excitado, y la fosforescencia,
desde el menor estado triplete. Hay «que tener en cuenta gue

existen algunas excepciones a esta realat es bien conocido que

la fluorescencia del azuleno decae desde el estado S [2,9],
2

-~

sin embarquo, las formas protonadas de compuestos analoqgos,

fluorescen dJdesde el estado © [101. En los dltimos alos se han
1
informado otros compuestos que emiten desde niveles superiores

al =S [11-141]. Se cree aque dnicamente los cambions aquimicos
1



-

simples, como por ejemplo, la transferencia electrénica a un
solvente, son suficientemente rapidos como para  involucrar
estados mayores excitados que 1 S [15].
1
El rcomportamiento de las moléculas en wun determinado
nivel electrénico excitado, puede ser explicado de 1a siguiente
manera.

B y BH que

i
n
o
i
[}
[S]
n
n

En el estado fundamental, las

estan relacionadas a través del equilibrio

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

tienen todos sus electrones en los orbitales moleculares de
menor energfa, y por lo tanto, se encuentran en el menor estado
singulete, So. Después aque las moléculas han absorbido radiacidn

electromagnética, un electrdn es promovide a niveles energéticos

superiores s , s, etc., sin cambio del spin orbital.
2

Considerando ;ue e]ﬁsistema se¢ encuentra a temperatura ambiente,
-1

en un periode de aproximadamente 10 H segundos, la molécula

decaera hasta el nivel vibracional mis bajo de 35 por

CONVERSIDN INTERNA. Desde el estado 35 |, én ausencia delotros
i

procesas competitivos, la molécula decaerda al estado fundamental

So a través de un proceso radiativo denominadoe FLUORESCENCIA. =i

la diferencia de energfa entre 5 Y %o es muy arande puede
1

ocurrir aque un electrdn que esta en un orbital excitado cambia

de soin, produciendo asi{ un nivel vibracional excitado de T .
1



? niveles .
vibracionales Sp {E«\A————- S3
nivelesﬂ'. —_—
vibracionales 8 { == %
1
;
EJ\N\/--E S W=
I
|
|
J- %
T
fluorescencia
|
|
I
1
]
= S
Figura 1,1

Bs
) I N
(BH*)#
hop
ho pyt J
! B

AH

W (=——..=:=—-._} B+ H+

Figura 1,2
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Este fenémeno se denomina CRUCE INTERSISTEMA y es un orocesn en
el cual no hay pérdida de energfa. Después de este proceso, la
molécula puede decaer al estado fundamental emitiendo un cuanto
de Tuz, dando origen a la FOSFORESCENCIA, o a través de un
proceso no radiative. La velocidad de este proceso de cambio de
spin es, generalmente, mucho mas lenta aue 1la correscondiente a
la transicién So <-—— S . Es por esta razdén aue los tripletes
1

son mAs suceotibles de sufrir reacciones fotoauimicas ague los
correscvondientes estados sinauletes [1é&1.

Estous oprocesos fotofisicos primarios se observan en la
figura 1.1 [171].

5i se considera nuevamente el equilibrio (1), la base B
debera absorber a wuna frecuencia diferente desoués aue se

+

protond. Suponiendo woue BH absorbe a una frecuencia mavor aue
B, Y aue se encuentran en una solucidén de oH iogual al cokKa del

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

+

Después de aue 1a solucidén fue irradiada, (BH )% se
encontrara en un nivel energético mavor aue la molécula excitada
(B)¥ vy exhibird wuna fuerte tendencia a convertirse en (B)*,
suponiends aue los efectos de entrocfia son desoreciables, tal
como se demostrara posteriormente. En otras palabras, se

transformarid en un Acido mas fuerte.

En tas cercanfas de los 300 nrm, donde absorben la

15
mavorfa de las moléculas de interés, la frecuencia es de 10
-1 -1
segundos aue «corresponde aproximadamente, a 400 kld.mol .
-+
As{, un corrimients de 30 nm entre el espectro de B y EH

-1
corresponde aoroximadamente a 40 kJ.mol , 1o cual lleva a un
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cambio de 7 unidades en el pK [141.

E1 conocimiento y estudio de estos procesos, no se
realiza solamente a través de la absorciometrfia, sino gque las
me jores herramientas son la espectrometria de luminiscencia y
las técnicas de flash fotdélisis [18-211.

La relacidn entre el cambio de la frecuencia que
acompafia a la reaccidon de protonacidn (0 cualguier otra
reacciénguimica) y el cambio en la constante de eaquilibrio, Ka,
después aue se e@xcitd a dichas especies, se puede aeneralizar
con el ciclo de Forster [22].

En la figura 1.2 se observa la relacién de los cambios
de entalpia en las transiciones electrdénicas.

Asumiendo que la variacidn de entropia es despreciable,
tal como  se demostrara posteriormente, el talance entalpico

puede expresarse matematicamente como:

Nhy + AH# = NhY  + AH (3)
EH* B

y reordenando los términos se transforma en :

AH# —=OH = NR() -V L) (4)

B BH

donde AH#* y AH se¢ refieren al cambio de entalpfa en el estado

excitado y fundamental, respectivamente, y ) Yy v R denotan
B EH +

recuencias 4 las bandas de menor energfa de B y BH s h

-+

las

i

€s la constante de Planck y N es el ndmero de Avogadro.
Si las soluciones son suficientemente diluidas de

manera tal que, AH se aproxime al valor estandar AHo , o que al
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menos la diferencia entrelAH* y AH se¢ aproxime a la diferencia
entre OAHo# —AHo , y si la variacién de la entropia estandar ASo
no cambia apreciablemente después de la ewxciatcidn,entonces

OHe % —AHo puede reemplazarse por OGe# — AlG,,

OAHo = NG, = 2,303 RTpK (S)

Si la temperatura es 298 K, y reemplazando en (4) y (3) se

obtiecne la expresién aque relaciona la variacidn de la constante
con el cambio de 1a frecuencia:

-1
Opk = 0,00209(0 - )/ cm (&)

+

B EH

donde ApK significa pK(3 ) — pK(So) o pK(T ) - pK(Sa).
1 1

1.2.— DETERMINACIONES DEL CICLO DE FOJRSTER

La constante de equilibrio para una reaccién acido base
gue tiene lugar en el estado excitado, puede calcularse a través
de la expresidn (&).

Para 1llevar adelante el calculo, para una molécula
particular, es necesario conocer la constante de equilibrio
3dcido base en el estado fundamental (ec.2) para l1a reaccidn en
cuestitén y medir de alauna manera la diferencia de enerafa entre
el menor nivel vibracional del estado excitade y del

+
fundamental, tante para BH como para B. Esto sianifica, que
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si se desea calcular el pK(S ) se necesita conoccer la energia

1
de la transicién S0 <-— S entre lus niveles de menor enerngia
1
vibracional (0-0) mientras que para calcular el pEK(T ) se
1
necesita la eneragfa de la tramsicidn S0 <{— T .

1
Los métodos para obtener los valores de pK(So) se

encuentran bien documentados en la biblicgrafia [23-24]1. Estas

técnicas wutilizan, en aeneral, la espectroscopia de absorcién
+

uv - Visible) ya que las especies B y BH absorben,

normaimente, en diferentes reagiones del espectro.

La mayor dificultad en el calculo del pK en el estado
excitado radica en 1a obtencién del valor de la enerafa para la
transicién 0O-0, ya aue sélo puede obtenerse el valor correcto en
los casos en que la molécula muestre una estructura vibracional
bien definida en el espectro de absorcién, de fluorescencia o de
fostorescencia. Desafortunadamente, la mayoria de los compuestos
aromaticos sustituidos, cuando estan en solucidn, presentan

bandas anchas gque envuelven a las bandas estructurales que

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

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

energfa O0-0 de la transicion T “<== So. En 1la practica,
1

obtener este wvalor es relativamente simple. Dado que 1los

espectros de absorcién para 1los tripletes no pueden abtenerse

comunmente, deben utilizarse en el ciclo de Féorster los maximos
+

de 1las bandas de fosforescencia de B y BH . Sin embarao, a

veces puede obtenerse ¢l espectro de absorcién S0 —-=-> T |
1
especialmente si se wutilizan los métodos de perturbacién para

aumentar 1la probabilidad de la transicién singulete—-triplete.For
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ejemplo, Grabowska y Pakula [25] indujeron la absorcidn

So —> T en una serie de compuestos heterociclicos nitroge—
nados uti:izando el método de perturbacién del oxigeno de Evans
[26]1. As{, para estos compuestos se pueden localizar con presi-
cién las transiciones 0O-0O, combinando los resultados espectrales
de absorcién y fosforescencia.

Si el compuesto no +tluoresce, los valores de pKI(S )
pueden calcularse a partir del maximo de absorcidén, aunque est;s
datos solo tienen interés desde el punto de vista tedrico, dado
que el tiempo de vida del estado § es demasiado pegquefo como
para permitir que ocurra una reaccidi protolitica, y menos adn,
que se alcance el eaquilibrio [161.

Para los compuestos fluorescentes, existen tres métodos
para obtener, aproximadamente, la energfa de la transicidn 0-0
[27-291:

a) usar el maximo de absorcidn

b) usar el maximo de fluorescencia

c) usar el promedio de absorcidén y ¢l de fluorescencia

de cada especie.

Se ha discutido mucho sobre cual de los tres métodos es
el mejor para obtener los valores de enerqfa necesarios para el
ciclo de Forster, pero en cualquier caso, debe tenerse presente
que pequefios errores en la localizacién de la banda 0O-0 conduce
a un gqgran error en la determinacién del pK. Asi, en 200 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 wutilizar caracteristicas
especiales de las formas Aacidas o basicas de un compuesto
particular, para estimar la diferencia energética de 1la
transicién ©O-0 para las dous especies. En el caso de varias
benzofenonas L[301, la absorcién S0 —-2> 35 de la forma basica

en solucién acuosa, es oscurecida por la transicién mas intensa

So ——->» S5 . Dado aque el espectro de excitacidn fostforescente

[\

muestra el espaciamiento vibracional de la primera transicidn,
no es dificil obtener un buen wvalor para la banda 0-0 de la
especie basica. Por otro lado, las formas protonadas de las
benzofenonas presentan bandas de absorcidn a longitudes de onda
altas, ague son anchas y muy intensas, pero dado que ellas

rescentes, a diferencia de Jas formas

fw]

muestran sefiales +lus
basicas, la enerafa de Ja transicién O-0 puede obtenerse a
partir del promedio de los maximos de absorcidn y fluorescencia.
De Jlas consideraciones anteriores se deduce que, el
cicle de Forster dara resultados precisas de los valores de pk#
en casos especiales, pero al menos indicara la direccidn del
corrimiento del oK y en muchos «casos dard wuna muy buena

aproximacistn de la magnitud del cambio [31-3221].

1.3.- TITULACIONES FLUORESCIMETRICAS

Los cambios en la fluorescencia molecular con la acidez
del medio dan informacién sobre el comportamiento protolitico
del estads singulete excitado de wun compuesteo. El valor del

pK(S ) calculado a partir del cicloe de Forster da wuna
1
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indicacién del ambito de acidez en el cual se espera un cambio
en la fluorescencia, pero, dado gque no tiene en cuenta la
velocidad de 1l1os procesos involucrados, el ciclo de Férster no
indica si la transferencia de protones es cinéticamente posible.

Fara investigar el comportamiento del estado excitado
de compuesto particular se registra l1a intensidad de

+ +

fluorescencia de las especies B y BH (o 1a de B o 1la de BH
si s6lo una es fluorescente) a diterentes valores de pH u otra
escala de acidez, por e¢jemplo Ho [331.

51 los espectros de fluorescencia de la especie acida y
basica se solapan, entonces las intensidades de fluorescencia de

+

BH (If) y B (I¥°) deben ser corregidas debido a 1la
contribucidn de 1a otra especie. La verdadera intensidad de
fluorescencia, F y F“, se relaciona con las intensidades medidas
de acwuerdo con las ecuaciones siguientes:

If F + k’F~ (7)

If" = F’ + kF (8)

donde k Yy k7 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 wuna de las especies en el
estado excitado. Asi, k se obtiene a partir de las soluciones
aue muestren solamente las caracteristicas fluorescentes de la
forma protonada y es la relacidon entre la intensidad de

+
fluorescencia de BH medida a la longitud de onda de emisidn
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+
de B, y 1la intensidad a Ya 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 1a verdadera intensidad de flucrescencia en

términos de If, If7, k y k7t

(I¥f = k“F7)/(1 = kk7) (9)

M
i

Fo = (If7 - kF)/(1 = kk”) (10)

En 1los «casos en que no existan efectos de inhibicién,
Fo y Fo” pueden tomarse como 1los valores limites de 1las
intensidades verdaderas de fluorescencia en una regidn que esté
2 6 3 wunidades de pH alejada del punto medio de 1a curva de
fluorescencia. Un ejemplo tipico puede obtenerse de los trabajos
de Haylock et al. [341. Ellos han estudiado el eaquilibrioc entre
la especie catidnica y el zwitterion de la Z—hidroxiguinolina
utilizando este método.

Cuando aparecen complicaciones como en el caso que no
se alcanza el equilibrio o cuando existe efecto de inhibicidén de
ta sefal fluorescente para alguna de las especies, Fo o Fo” no
pueden medirse directamente, y se debe recurrir a la relacién

[353:

F/Fo + F7"/Fo” =1 (11)

El punto de inflexidn de la curva de intensidad de

fluorescencia en funcién de l1a acidez de la solucién da una
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primera aproximacién del wvalor del pK(S ), pero esto esta
involucrandoe la suposicién de que el equi:ibrio protolitico se
alcanza dentro del tiempo de vida del estadoe S y que los
tiempos de vida de fluorescencia de B y BH+ son iguiles. Estas
suposiciones son difficiles de mantener cuando solamente una
especie es fluorescente; Laser y Feitelson [36]1 han concluido
que las «curvas de intesidad de¢ fluorescencia vs. pH no permiten
obtener un valor correcto del pkK(S ) en esos caswos.

1

1.4.- OTROE METODOS DE MEDICION DEL pK

A pesar que la titulacién fluorescimétrica es 1la
técnica empleada con mayor frecuencia para obtener de una manera
directa el valor del pk(S ) o pK(T ), existen otras técnicas

1 1

menos directas para evaluar estos parametros. Rosebrook y Brand
[37]1 midieron el potencial entre un electrodo iluminado y otro
que se encontraba en la oscuridad, ambos sumerqgidos en una
sclucidn que contiene l1a especie de interés. Los cambios
registrados en el "fotopotencial" con el pH estan relaciocnados
con el ekl en el estade singulete excitado. Los resultados
obtenidos para las naftilaminas y la 2-hidroxipiridina estan de
acuyerdo con los valores cbtenidos con la titulacisn
fluorescimétrica y a través del ciclo de Forster.

Aviagal et al. £38]1 investigaron 1los efectos de la
inhibicidn aue producen los iones carboxilate sobre 1la

fluorescencia de 1os fenoles sustituidos. Las constantes de

velocidad para los procesos de inhibicidn obtenidos a través de
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los araficos de Stern—-Volmer [3%91, satisfacen la ley de la
catalisis basica de Brypnsted y por extrapolacién tomando al agua
como base se 1lega a estimar la velocidad de la reaccidn entre
el fenol en el estadoe excitado y el agua. Asumiendo que la
reaccidén inversa tiene wuna constante de velolcidad de 5 = 1010
] - -
dmumol 15 1, ellos calcularon los valores para los
pK(S ). Este método no parece diferir en principio con el
uti]izado por Weller L[40]1 para determinar el pK(S ) de la
acridina. Dado que 1la acridina no es protonada suFicilntemente
rapido por el ion hidronio en la reagidn de pH requerida, se
determind las constantes de velocidad directa ¢ inversa para la
protonacidén con un  Acido diferente, e amonio, y utilizd el
valor del oK del amonio para obtener el pK(S ) de la acridina

1
en ¢l sistema hidronic—agua.

1.5.—- CINETICA Y ERQUILIBRIO DE LUOS ESTADOS EXCITADOS EN LAS

REACCIONES DE PROTONACION

En 1les primerds trabajos [27,41] cuando la informacidén
principal involucraba las intensidades de¢ tluorescencia, las
expresiones algebraicas mas dtiles eran aquellas que
relacionaban 1os rendimientos cuanticos relatives del par acido
base con la acidez de la solucién. En los casos mas favorables,
tales expresiones eran utilizadas para obtener las constantes de
velocidad directa e inversa, y a partir de ellas la constante de
equilibrio. Sin embargo, siempre es necesario tener en cuenta

los diferentes tiempos de vida de las especies en ¢l estado



-20~

excitada, ¢l desarrollo de la técnica del conteo de fotones
y del laser como fuente de excitacidn, se han abierto muchas
cosibilidades para la medicidn directa de los tiempos de vida
media [SO01.

Sin  embarano, no se¢ debe olvidar ague las trabajos
bAsicos aue dieron el primer paswo a la resolucidn de estos

croblemas fueron Farster y Weller [2, 27,40-451.

1.4.— TRATAMIENTO MATEMATICDO FARA EL DEZAIMIENTOD DE UN ESTADO

SINGLILETE

Fara simpliticar la presentacidn inicial, se omitiran
los  efectos locales muy rapidos aue alaunas veces sé encuentran
cuandn  se  hacen las aproximaciones al estado estacionario. Se
considerari solamente la transferencia del protén y las

posibilidades de emisidn, cruzamiento de sistema y de inhibicidn

'S

e la radiacidn. Toda otra posibilidad como la formacidn del
electrédn  solvatado la formacidn secundaria de radicales por
abetraccidn del hidrédageno, seria inicialmente iagnorada.

Los procesos de decaimiento radiative que  ocurren
después aue la molécula absorbe luz y alcanza el primer estado

singulete excitado se representa en la figura 1.2,

+
Las concentraciones de BH (5 ) Yy B(S ), las
1
formas oprotonadas y no protonradas en el estadoe 5 , seran
1
recresentadas  oor e "y", respectivamente, y los sufijos de
las constantes de velocidad denotan tranmsiciones al estado

furnidamenta’ (50) a través de relajaciones entre moléculas del
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solvente u otreos inhibidores (gq), por fluorescencia (f), o
transiciones al estado triplete (T) por intercruzamiento de

sistemas. Las constantes primadas se refieren a la especie

basica EB(3 ) y las sin primar al Acido conjugado BH+(3 ).
La constanie de velocidad para la diseociacién de BH+ (5 )lse
representa con k y ta constante para la recombinacidnlesta
caracterizada pori la constante de primer orden k (H+), la

2

cual se resume en k“ , ya gque la concentracitn de protones es

2
<

una constante en una dada solucién.
+

Las variaciovnes de las concentraciones de BH (5 ) y de
1
B(S ) el tiempo pueden representarse a través de las

siguientes relaciones:

dx/dt + ax

I
ks
A
<
-
P

dy/dt + a‘y = k x (13)

donde

En algunos casos, estas ecuaciones pueden utilizarse
directamente con resultados experimentales, como 1o demostraron
Loken et al. [46]1, quienes obtuvieron constantes de velocidad de
esta manera, las cuales coincidian perfectamente con las que se
obtienen de las soluciones integradas (ecuaciones (14) y (15))
44, 47—-49]:

% o= 1/2Vm 0OV + a + a”)mg — 2k oy le”ct +
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+ [(Vm — a + a’)x, + 2k oy ,le”dt: (14)

y = 1/2¢¥m{L(¥m - a + a’)y, — 2kyxgle”ct +

+ [(Vm + a + a’ )y, + 2k1x°]e“dt} (13
donde:
- a2
m= (a - a’) + 4k k-~
1 2

= (a + a’ + vm)/2

d =(a+ a - Vm/2
y X ey son los valores de x e y a t = 0.

Lv] o +

En los <casos en los cuales, solamente es excitada BH
¢ B, y no existe conversién instantanea, es decir que no se
desexcita antes de que se alcance ¢l estado estacionario, las

ecuaciocones (14) y (15) se simplifican considerablemente haciendo

14 = 0 6 vy = 0. Las expresiones pueden simplificarse adn
o o
mas cuando se justifican determinadas simplificaciones en las
magnitudes de a y a‘. Si vy = 0 vy ¢l pH es suficientemente
o
elevado, de tal manera que, k“ pueda despreciarse frenter a
>

-

las demas constantes, las ecuaciones (14) y (15) se¢ transforman

en (146) y (17):

-t/
% = x e (14)
o
-t/6"° -t/p
y = [k 2 (a — a21(e - ¢ ) (17)
1 o
donde = 1/(k + k + k + k des 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 bajio el tiempo de vida sera 1/(k + k +k + k), vy
1 f q T
6 = 1/(k”’ + k- + k” ) es el tiempo de vida media de B a
1 q T
pPH elevado. Estas ecuaciones fueron utilizadas en los estudios

de tiempo de vida media del 2-naftol [44-471].

1.7.- LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA: S DEPENDENCIA CON 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
resolucitn completa de las ecuaciones (12) y (13).

Weller L[231 entocd su atencidén sobre 1a probabilidad,
P, de naue una molécula esté adn en ¢l estado excitado en un

tiempo t después de la excitacidn. Si la molécula en cuestidn es

la especie absorbente inicial de la radiacién excitante,

entonces Po = 1 para t = 0O; en este caso P en algdn otro momento

de tiempo t sera eauivalente a /= 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)

dFP“/dt + a“P- = k P (19)

Los rendimientos «cuanticos de fluorescencia ¢ yo -

estan dados a través de las ecuaciones (20) y (21):
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(- -]
o =Jk P dt (20)
o f
o
o =Sk’ Prdt (21)
o T

Dado que estos rendimientos cuanticos son

o =k (kK + k + k) = k Go (22)

‘0 = k7 (k‘ + k7 + k7 ) = k’ Bo’(23)
Cf £ q T f

respectivamente, cuando solo wuna de las especies esta en el
estado excitado, el rendimiento cuantico relativo a bo y b0’ se

expresan como :

oo

/00 = (I/GO)SP dt (24)
° »

O /po’ = (1/60’)S Ps dt (25)
o

@«
Estas dos ecuaciones permiten sustituir la SP dt y S Ps dt en
[ ©

las expresiones integradas de las ecuaciones (13) y (1?) por los

(- -]
valores Bo(d/00) vy Bo (@ /P0”) y como,‘SdP =P - Po=-Poy
a0 °
S dP”* = —Po”, se llega finalmente a las ecuaciones generales:
o
® _ dR + KiP) _ PRskp&(P+P)
o, ° ) ) = ) (26)
° 6,(00-k1k,‘) 1"‘(160"‘160
! ) ) )
¢ _ kP + aP, _ K, Bo(P,+ P))+ P, (27

o] Go(ad' - k) 1+ K, Go+ K}, Bo
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La aplicacién de estas ecuaciones puede ilustrarse a

través de dos casos diferentes.

CAsSD 1

En el estado fundamental el compuesto esta en la forma
BH+ y ésta es la dnica especie gque se excita. Entonces, Po = 1
Po = 0O y 1las ecuaciones (26) y (27) se reducen a las
expresiones originales usadas por Weller [27] para describir la
variacién de la fluorescencia a=zul del 2-pnaftol con el pH,
figqura 1.4 [501].
A un pH muy bajo, cualquier naftolato excitado, formado
a partir del 2-naftol excitado, se¢ protonara rapidamente; pero a
medida aque el pH aumenta 1a constante para la reaccidn de
protonacién k” disminuye (¢ aumenta desde cero) hasta gque por
o
encima de oH ‘3 la protonacién se hace despreciable y® /o
alcanza el wvalor fijo 1/(1 + k Go) y &“/¢po” un valor igual a
k Go/(1 + k Bo), de donde k 601 se calcula directamente. En
l; Zona don;e 1a sefal se ma;tiene constante, la fraccidn del
2-naftol excitado convertido a nartolato simplemente depende de

la relacidén entre la velocidad de disociacién y la suma de todas

las velocidades para su desaparicién,

k /(k + Kk + Kk + k) k /(k +BGo )

A pH cercancs al pK del estado fundamental del 2Z-naftol

(9,5), aparece una mayor concentracidén 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 regidén donde la

sefal se mantiene constante, donde k” Go“ es comparable a
2
k Go, el analisis muestra que k o puede determinarse a
1 2
través de un arafico de @D/90)/ (P " /po”) vs pH usando la ecuacidén

28):
-1 +
D /P0)/ (P’ /Ppo”) = (kK BGo) + (k BGo’/k Bo)(H ) (28)
1 2 1
A partir de la medicidn de la intensidad de

fluorescencia es posible determinar el pK(S ) segan (29)2
1

1og(k Bo’/k Do) = pK(S ) + 10g(Ba’/ba) (29)
2 1 1

aunque pK(S ) solo puede obtenerse si se conocen los tiempos
1
de vida media®o yBo~’.

La especie en el estado fundamental es B y es la dnica
que puede excitarse. Entonces, Po = 0y Po” = 1 y la ecuacién

correspondiente es (30):3

+
(@/00)/ (@D /Po”) = Tk Bo“ /(L + kTo)I(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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tipico es 1a 3-hidroxiauinolina (341, figura 1.S5.

El rcaso 2 difiere del caso 1 en aque la variacién de pH

no permite separar k Go” y k Gos solamente se¢ puede
2 1

determinar k Bo’/(1 + k Ho). Si k es mucho mayor gque 1,
2 1 1

se puede wutilizar la ecuacidn (29), pero generalmente es

necesario tener informacién adicional, tal como una estimacidn

de k £511 y 1los wvalores de Go yzbo’, para poder separar k
2 1

y k .
2

El pH del punto medic de la titulacidn fluorescimétrica

da wuna simple indicacién del pkK(S ) en los casos favorables.
b

Para los compuestos gue siguen el caso 1 6 2, el pH del punto

medio tiene el wvalor 1loglk Bo /(1 + kDo), que serd igual

-

al pK(S ) solamente si Oo =B y H'Bmles mucho mayor que 1.

Ademas ;e esta condicidn, <1 pH del ptnto medio coincidira con

el k(S ) si se alcanza el equiltibrio en la reacciodn

protolitiia, es decir, k y k7 deben ser arandes comparadas
1 2

con las velocidades de¢ los procesos de desactivacién, cuya suma

es de 1/6a y 1/560’, cuandoe k Bo y k” Bo’ son mucho mayeres

1 2

que 1.

Si kGo es mucho menor ague 1, el punto medio de la
1
titulacién Ffluorescimétrica se¢ observara a un pH = 1ogk'50’,
2

el cual tiene un valor tipico de aproximadamente 2,
10 -1 32 -1 -3

correspondiente a 3 = 10 mol dm s y o = 10

2
segundos. As{, la confianza en el punto medio de la titulacién

es engafiosa para los compuestos con pK(S ) por encima de pH 3
1
los cuales pueden parecer tener un pK(3 ) cercano a 2 aunque B
+ 1
y BH tengan tiempos de vida largos.
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Aun si el eguilibrio es alcanzado en el estado excitado

el efecto del tiempo de vida siempre esta presente en las
mediciones de la intensidad de emisién. Si se toma el logaritmo
de la pendiente de la ecuacidn (28) como valor aproximade de

pK(Z ), el compuesto pareceria ser un acido mas débil de 1o que

1 +
realmente es, si BH (5 ) tiene el tiempo de vida menor, o un
1
4cido mas fuerte si B(S ) es el de menor tiempo de vida.
1

lLa regla es gque las especies de menor tiempo de vida
producen wuna mayor emisidn gue 10 que puede esperarse de las
concentraciones de @quilibrio, porgue su concentracien se agota
mas rapidamente y es entonces provista todo el tiempo por la

especie de mayor tiempo de vida para mantener el equilibric.

1.8.- LIMITACIONES DEL CICLO DE FORSTER

Ltas limitaciones del ciclo de Forster fueron discutidas
por Jaffé y Jones [S21s Wehry y Rogers [22]1:; Vander Donckt [41];
Winefordner et al. ([21]; Schulman [4]; Rosenberq y Brinn [5Z]:
Pace y Schulman [541.

Las mayores dificultades experimentales para su
aplicacidén son la localizacidén de las bandas 0-0 para las
transiciones de menor energfa y el conocimiento de cualquier

alteracidn en la esfera de solvatacién cuando 1la melécula s

@

excita. Una indicacién de los efectos de solvatacidén se obtiene,
a menudo, a partir de un marcado corrimiento de Stokes de la
banda de flucorescencia, el cual aumenta el espaciamiento entre

los maximos de absorcién y fluorescencia y puede llegar a
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desaparecer el solapamiento en la regidn de la transicidén 0-0.

La contribucién de este fendémeno en 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 trifluorcacético y hexano en otro solvente no
+

polar puede utilizarse para obtener el espectro de BH [31,355-
S46); pero cominmente se asume que el promedic de las frecuencias
de los maximos de absorcidn y emisién eliminaran tales etfectos
de solvatacidn. Parece razonable esperar al menos alauna
compensacién con e) procedimiento de obtener el promedin, porgue
cuando existe una relajacién por solvente después de 1la
excitacidn y de la emisién, en ambos casos es acompafado peor una
disminucién de la enerafa libre. Ademas las dos situaciones no
soOn independientes: si una molécula en ¢l estado excitado tiene
una configuracién del solvente andaloga a la que tenfa en el
estado fundamental, mientras que 1a molécula en el estado
fundamental tiene wna configuracisdén del solvente analoga a la
del estado excitado, entonces puede exhibir wuna tendencia a
cambiar. En tales casos, debido a que los efectos de entropia no
son garandes, las reltaciones de entalpia se pueden representar
esquematicamente como en la figura 1.6,

La «cantidad enceraoética requerida para el calculo del pK
es la diferencia entre el estado excitado y fundamental
relajados, la «cuwal se obtiemne a partir del promedic de las
transiciones de absorcidén y fluorescencia.

Cuando wuna molécula aumenta su momento dipolar después

de la excitacién [571, la relajacion en el estado excitado, con
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relajacidn

entalpfa

fluorescencia
absorcidn

relajacidn

Figura 1.6
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un ordenamiento neto de las moléculas del solvente polar en el
nuevo campo eléctrica, puede involucrar wna reduccién de la
energia y de la entalpfa. La relajacidn en el estade fundamental
después de la emisidn, si bien reauieren de una disminucidn de
la energia libre, puede ser acompaffada por un aumento en la
entrop{a cuando las moléculas del solvente no estan muy
impedidas en su orientacidn alrededor de los centros de caraga.

Los efectos de entropfa, aungue son probablemente
pequefios, pueden trabajar en direcciones opuestas sobre la
relajacisn de los estados excitado y fundamental y por lo tanto
impedir l1a compensacidn de la enerafa libre esperada al realizar
el promedio de las frecuencias aun si los cambios de entalpia
son como se muestran en la figura 1.6.

La suposicién basica del ciclo de Forster de que
DGox - AGo = AHo# — AHo se puede comprobar en muchos casos donde
el verdadera valor del pk(S ) se mide a diferentes

1
temperaturas. Los AGo# y AHo#* se determinan directamente y sus

n
-

diferencias pueden ser comparadas con aquellas en

estadofundamental. Cuando el pk(S ) s6lo puede determinarse
1
directamente a wuna temperatura dada, la comparacidén con el
+

espaciamiento de las frecuencias entre B y BH usando la
ecuacitn (31) da una idea del cambio en la variacidn entrdpica

estandar ASo después de la excitacién, si las frecuencias estan

suficientemente bien definidas.

ASe# —ASo = Nh(V -V LT = 2,303R(pK* —pk)  (31)

B BH
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Utilizando 1los efectos de la temperatura, Weller [27]
mostré que practicamente no existe diferencia en el ASo para la
ionizacién del 2-naftol en los estados S0 y S , a pesar del
aran cambio en el pK y la diferencia de solvataiiﬁn entre los

iones naftol y naftolato, tal como 1o muestra el espaciamiento

absorcién — emisidn.

1.9.- EFECTO DE LOZ SUSTITUYENTES SOBRE EL ERUILIBRID ACIDO BASE

EN EL ESTADO EXCITADO

Se han realizado muchos intentos para correlacionar los
desplazamientos de las bandas de absorcién de los compuestos
aromaticos por efecto de los sustituyentes con los valores de l1a
constante de Hammet (¢ , derivados a partir de los efectos de los
sustituyentes sobre las propiedades cinéticas y de equilibrio
del estado fundamental. Barker el al. [58) encontré dicha
correlacién para los cationes del verde de malaquita. No eés
necesario, sin embargo, que los corrimientos de 1a frecuencia
del acido y 1la base <conjugada estén relacionados de manera
separada con los valores de de los sustituyentes para que de
esta manera se obtenga wuna buena correlacién entre G y la
diferencia entre sus corrimientos de frecuencia, por ejemplo, la
diferencia entre sus maximas frecuencias y a partir de ésto en
pK(S ) — pk(S0).

1

Los resultados indican en aeneral, un aumento en el

efecto atractor o donor de los electrones de 1os sustituyentes

en €1 estado excitado comparado con el estado fundamental [S2,



S9-641.
Winefordner [&51 concluyd que la transferencia de carga

al arupoe nitro en los fenoles sustituidos y las quinoleinas es

mucho mas importante en el estado © que en los estados S0 o
1
T, dado que el grupo nitro afecta la acidez del estado S
1 1
en mayor proporcién que al So o T [30,64].
1

For otra parte, en el caso de 1los grupos sultona,
sulfonio y sulféxido, un aumento en l1a interaccién con los
anillons aromaticos en el estado excitado aumenta la acidez de
los fenoles [&7], mientras que en el caso de los grupos

arsénico, sulfénice y fosfénico aumentan la fuerza de la base

[68,691.

1.10.- IMFPORTANCIA DE LAS REACCIONES PROTOLITICAS EN EL ESTADO

EXCITADO

La produccidén de especies gue no estan presentes en el
estade fundamental a través de una reaccidén protolitica en el
estado excitado, fue wutilizado por Derkacheva [70]1 como método
rara wobtener inversitn de l1a poblacidn para la accidn laser.
Ademas, dado que existe la posibilidad de obtener varias
especies que emiten decayendo al mismo estado fundamental de 1a
molécula, las reacciones en el estado exgcitado pueden extender
el ambito espectral de emisioén de un colorante. Zhank et al.
E711 obtuvieron un laser sintonizable cuya emisién abarca desde
385 hasta 5384 nm solo variar el pH de una salucidn de

4-—metilumbeliferona.
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De manera mas general, un creciente conocimiento de los
efectos vprototrépicos de los estados exitados ha conducido a una
mejora en las interpretaciones de la fotoquimica organica [72 -
731.

El equilibrio acido base en el menor estado singulete y
triplete excitado es de importancia vital en la determinacidn
del curso y del rendimiento de 1a reduccidn fotoquimica de las
cetonas aromaticas por abstraccidén de un hidrédageno del solvente
€7413].

Varias moléculas que sufren una transferencia
intramolecular de protdn en el estado excitado son ;nusua]mente
fotoestables. Asi, la 2-hidroxibenzofenona se wutiliza como
fotoestabilizador en opolimeros mientras que la benzofenona por
sf misma es fotoactiva [75].

E1 comportamiento Acido base en el estado excitado
tiene implicancia directa en el campo de la fluorimetria y

fosforimetr{a analitica. Dado que las especies emisoras se

n

pueden seleccionar ajustando el pH de la solucidn, se puede
aumentar l1a selectividad y 1l1a sensibilidad del procedimiento
analitico [76-~78]1. Asi, el 1imite de deteccidn por fosforimetria
del 4-nitroftenol es mucho menor en soluciones que contienen al
anisn [51; la fluorescencia de la warfirina en Acideo sulfdrico
permite la determinacidn selectiva de ésta en presencia de otras
4-hidroxicumarinas [48].

Las cumarinas son compuestos que sufren reacciones
acido base y procesos de fototautomerizacidn en el estado

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



Como se demostrarad en los capitulos siguientes, son estos
procesos, los responsables de la variacién del ambito de

longitudes de onda de emisién fluorescente con el cambioc del -pH.



CAPITULO 2

ESPECTROMETRIA DE LUMINISCENCIA SINCRONICA
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ESPECTROMETRIA DE LUMINISCENCIA SINCRONICA

2.1.-

La espectrometria de luminiscencia molecular, con su
excelente sensibilidad, ha resultado ser wuna herrammienta
analitica muy atil para el "monitoreo" de vestigios de
compuestos organicos. No obstante, y a pesar de poder

seleccionar tanto la longitud de onda de excitacién como la de
emision, los métodos de lJuminiscencia convencionales tienen
aplicacién Jlimitada, dado que muchos espectros de mezclas, a
menudo, no pueden resclverse satisfactoriamente.

El conocimiento actual de la gran variedad de
contaminantes de nuestro entorno, ha incrementado la necesidad
de poseer instrumentos y métodos para "monitorear" muestras
complejias.

La aproximacién actual a esta necesidad para el
analisis de muestras de multicomponentes cConsiste en el
desarrollo y extensién de la aplicabilidad de métodos simples,
para que puedan ser wsados rutinariamente sin recurrir a
técnicas excesivamente caras o que regquieran mucho tiempo.

La idea de la luminiscencia de excitacion sincrénica,
nombre primitivo de esta técnica, fue sugerida por Lloyd en 1971
£7931. EI 1a utilizd para el analisis de benzo(k)fluoranteno,
benzo(alpireno y el perileno en muestras simples de hidrocarbu-

-

ros polinucleares de ©C que se producen durante la pirdlisis
20
y combustidn de 1os materiales orginicos.Estos compuestos son

altamente cancerfiagenos y su identificacioen y valoracién son muy
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importantes para tratar los problemas de contaminacidn ambiental
[80-841].

Esta técrnica se ha empleado de manera empirica en los
analisis forenses, en anilisis de aceites de diferentes maderas
y para la caracterizacién de gomas y adhesivos [85-87,115,11461.

También se 1a ha wutilizado como herramienta en el
esclarecimiento de accidentes automovilisticos., Con este fin, se
comparan los espectros sincrénicos de las gumas de los
paragolpes de los automéviles, disueltas en diclorometano, con
los restos del mismo material que se encuentra adherido en las
personas atropelladas [117].

E!l wuso de esta técmica se vio limitado en el campo de
la luminiscencia anal{tica debido a la falta de informacidn
especifica y a wuna metodoloagfa que hacia dificil el emplen e
interpretacidén de los resultados. Es por esta razdén, que en los
comienzos, dla técnica sincrénica se wutilizé para  proveer
"huellas digitales" de muestras complejas tales como los aceites
crudos [83,118].

No fue sino hasta 1977, en que Lloyd y Evett [89]
desarrcollaron las ecuacicones matematicas ague caracterizan a esta
técnica espectroscdpica, para que fuese reconocida como

verdadera técnica analitica.
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2.2.—- BASES TEORICAS DE LA ESPECTROMETRIA SINCRONICA

En la espectrometria de luminiscencia convencional, un
espectro de emisidn puede ser "monitoreado", barriendo las
longitudes de onda de emisitn, mientras que el compuesto
luminiscente es excitado a una determinada 1ongitud de onda de
absorcidén.

Por otro 1lado, un espectro de excitacién puede ser
obtenido barriendo las longitudes de onda de excitacién,
mientras que la emisidén se "monitorea" a una dada longitud de
onda de emisibn.

Se sugirid wuna tercera posibilidad: ésta consiste en
variar simultaneamente o "sincrénicamente", 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 como AN,

A primera vista, el wuso de una energia de excitacidn
que cambia constantemente puede no ser deseable para las
aplicaciones espectrométricas. Esta continua variacidn de la
longitud de onda de excitacidén no le permitiria ser usada como
fuente de luz para reagistrar un espectro de emisidén de la manera
usual (a energfa de excitacidn constante). Este hecho puede ser,
sin embargo, una ventaja distintiva.

Fara poder comprender los resultados obtenidos con la
técnica sincrénica, @s necesario conocer las correspondientes
expresiones de la luminiscencia.

Consideremos una sustancia luminiscente excitada a una
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longitud de onda dada (Aexc). La intensidad de la sefal
luminiscente a wuna dada longitud de onda de emisifn se expresa

como:s

I,(dem) = kRO\exz)Em(Aem) (1)

donde R(Xexc) es la radiancia espectral de luminiscencia que
depende de la longitud de onda de excitacidny Em(dem) es el
diagrama de distribucién de intensidades de emisidn (espectro de
emisidén)y; y k es una constante de proporcionalidad.

En las deducciones siguientes se desprecian todos los
efectos debidos a factores instrumentales, tales como la tuncidn
de resclucién del espectrémetro, respuesta del sistema de
deteccidén, factores de transmicién d¢ptica, etc., que no son
esenciales a la discusifn.

Suponiendo la validez de l1a ley de Lambert para

soluciones diluf{das, R(Dexc) puede expresarse comos

R(dexc) = kD DexclIo(dexcla (Mhexc).d.c (2)
m

donde @ es el rendimiento cuantico de luminiscencia, lIo es la

intensidad de 1la radiacién excitante, a es la absortividad
m
molar, d es el espesor de la solucidn, c es la concentraciodn del

analite y k“es una constante experimental.
El products @ .lo.a , que depende exclusivamente de
m

la lonaitud de onda de excitacidn, puede ser relacionado con la

funcién de excitacidn. Este es prorcorciaonal al espectro de
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excitacién Ex(D exc) el cual se¢ mide experimentalmente cuando se

barre la longitud de onda de excitacidns

Ex(Qexc) = k" (Mexc)Io(Dexcla (Aexc) (3
m
donde k" es una constante.
Combinando las ecuaciones (1), (2) y (3) se obtiene la

intensidad de 1a luminiscencia sincrénica Is( exc, em):

Is(hexc,\em) = K.ic.d.Ex(Qexc)Em(Dem) 3)

con K = kk“/k".
Una de las condiciones especificas de la técnica
sincrénica esst
Aem — Aexc = O = constante
(S)
Aem =Aexc + A
Por 1o tanto, Is se¢ puede escribir en funcién de este

parametro,

Is = K.c.d.Ex(Qem — AN)YEm(Dem) (&)

Esta relacién representa la ecuacidén basica de 1la
espectrometria de luminiscencia sincrédnica (ELS) [20].

Cabe remarcar que e¢en la luminiscencia convencional,la
longitud de onda de excitacién actda como un factor multipli-

cativo de la sefial, sin modificar las caracteristicas
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cualitativas del espectro de emisidn. Sin embargo, en la técnica
sincrédnica la intensidad 1luminiscente es una funcidén explicita
de la 1longitud de onda de emisidén y de la de excitacidn, seqdn
se observa en la ecuacidn (4).

El aumento en la selectividad de esta técnica esta
reflejado en la ecuacidén (6), la cual involucra dos funciones,
Ex y Em, en 1lugar de una como en la técnica convencional. EI
grado de selectividad se introduce caon el parametmaA}, el cual
puede ser seleccionado por el experimentador. Este aumento en la
selectividad da coms consecuencia un aumento en la sensibilidad
de la técnica, ya ague las interferencias espectrales disminuyen

en aran mendida. Ambos efectos se demostraran en la seccidn 2.3,

2.3.- LA SENAL SINCRONICA

El resultado basico de 1a espectrometria de
luminiscencia sincrénica puede deducirse a partir del espectro
de excitacién Yy de emision, donde las transiciones se
representan con barras para simplificar la explicacién, fiaqura
2.1.

Se puede observar una seffal sincrénica solamente cuando
el OA iguala atl intervalo entre wuna banda de absorcisn
(excitacidén) y una de emisidn.

Si fuese posible seleccionar y usar un OX particular el
cual coincida con un dnico par de bandas de absorcidn y de
emisién, entonces el espectro sincrénico mostrarda wuna dnica

banda. Esta situacién se¢ muestra en la figura 2.1(A), donde
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AN =2X1 - Do’ s6lo coincide con el maximo de absorcidn aXo” y
el de emisidén a 11, luegn el espectro de emisién sincrénico se
transforma en wuna sola banda, en lugar del espectro de emisidn
mas complejo que se cobservaba anteriormente.

En mezclas mas complejas, se puede simplificar &)
espectro de emisidén de varios compuestos y se pueden reducir las
interferencias que resultan de la superposicién espectral,en
gran medida.

Una situacién diferente resulta cuande dos o mas pares
de bandas muestran idénticos intervalos de separacidn (Ji)en el
espectro de emmisién y en el de excitacidn, figura 2.1(B). Adn
en este caso, si el O se e¢lige de tal manera gue coincida con la
diferencia en longitud de onda de las bandas mas intensas (Ao”
y A1), la banda a A1 tendria una intensidad mucho mayor que la
que Aaparece a No, hecho Aque puede predecirse a partir de la
ecuacién (4) 6 (6).

Es importante enfatizar aqui, que mientras ocon  la
espectrometrfa convencional con longitud de onda de excitacidn
fija, se¢ puede solamente aumentar la intensidad de "todas" las
bandas de emisidén al mismo tiempn, la ELS permite aumentar
selectivamente 1las bandas mas intensas con solo seleccionar
el AN aprcepiado. Esta situacidn muestra coémo la técnica
sincrénica, si es aplicada apropiadamente, puede aumentar la
selectividad, tal come se dijo en 1a seccidn anterior: las
bandas caracteristicas mas intensas son incrementadas en
intensidad mientras gue se¢ puede reducir el efecto de interfe-—

rencia de las sefiales débiles.
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2.4.—- POSICION DE LA SENAL SINCRONICA EM EL ESPECTRO:

ECUACIUONES MATEMATICAS

Para el presente tratamiento, se restringe 1 andalisis
a wun espectro de excitacidn y de emisidén de una sola banda de
distribucién gaussiana, figura 2.2.
-1
La ecuacidén (3) puede ser escrita en funcidén de X
siguiendo la distribucién de Gauss.

-1 -1 2
Ex(dexc) = (EXo,exc)expl—-(Aexc - No,exc ) /26exc ] (7)

donde E Ao,exc e€s la respuesta en el maximo de excitacién Ae,exc
y Gexc es la desviacién estandar de la gaussiana en unidades
-1
de X .
De manera anialoga puede escribirse el Em(Qem).

Las desviaciones estandar requeridas se obtienen a

spectros de

n

partir de los anchos de banda medins de los
excitacibén y de emisidn (J;exc,éaem). A 1a mitad de la altura de
pico puede derivarse de 1a ecuacidén (7) aquet

3 -2 2
c(;\exc =0 exc(2 'In2)”2/(ko,e><c - Gexc 21n2)  (8)

la «cual conduce a wuna rafiz positiva para.féxc (y de manera

similar para G em):

-1
4
GCexc = €{C1 + (cr)exc/Ao,ex-:)?']h'— 1}ccﬁe><c(21n2)'/13 ()



Ex(Aexc)

Em(Aem)

Aex

Figura 2,2

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

insertan los valores adecuados a partir de los espectros de

excitacidn y de emisidn en la ecuacién (9) y su aniloga para

Gem.

A una dada longiutud de onda de emisién sincrénica
( X s,em) de un espectro sincrénico de emisidn, la sefial
fluorescente observada E(As,em), seria un producto de 1la

respuesta relativa a Xem del Em y de la respuesta relativa a

dexc del Ex:
E(xs,em) = [Ex(Aexc)/Exo,exc].[Em(em)/EXo,em] (10)

Bajo condiciones normales E(Xo,exz) = E(Xo,em), porque es la
misma sefal “"monitoreada" a una dada Xex:c y Aem. Sustituyendo la
ecuacion (7) y su analoga para la emisidn en 1a ecuacidén (10) se
obtiene:
-1 -1 2 s
E(xs,em) = exp{-L(As,em -No,em ) /20em®1-

-1
- [(Xs,em = AN) —‘)o,exclz/Qféxcz} (11)

donde Aem fue sustituida por As,em para indicar que corresponde
a un espectro sincrénico de emisidn.

Se puede realizar una aproximacién deXs,em en funcién
de No,exc, Ao,em y A) a partir de la ecuacién (11). Sin pérdida

de generalidad se puede hacer la siguiente transtormacidn:

QAs,em = Qe,em)/(1 + B) (12)
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donde B es una variable ‘“ficticia" gque se¢ introduce para
facilitar el calculo. Sustituyendo la ecuacidn (12) en la (11) y
aplicands el calculo diferencial para obtener el maximo valor,
es decir

dE(As,em)/dB = 0O (13)

se obtiene

[Bo/)o,em>1.[0exc / em 1.[xo,em —AX(1 + Bo)1? +

+ Xo,em{[(1 + Bo)/[Xo,em - (1 + Bo)ll — 1/20,exc) = 0 (14)

donde Bo es el valor de B que corresponde a la As,em de mayor
intesidad. Generalmente el AN e¢s pequeRo respecto a Ao,em, y Bo
vale aproximadamente +/—- 0,1 (este wvalor se obtiene de las
experiencias realizadas por Lloyd [39]). Por 1o tanto se pueden
despreciar los términos ague contienen AX.Bo. Si se define

y = (Mo,em — OX) /2w, em (15)

la ecuacidn (14) puede reescribirse comosd

Xo,s,em = Xo,emll + Qo,em — Ao, exc — AN)/do,exc(l +

3
+y GCexc®/Cem?)] (16)

donde 3~o,s,em es 1a longitud de onda de maxima intensidad de un
espectro sincrénico. En la practica se cobserva que "y" tiene
valores tipicos entre 0,9 y 1,0 [89], y cuando el espectro de
excitacidn y el de emisidn representan transiciones entre los

mismos niveles electrédnicos,
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Gexc =G0em (17)
como 1o requiere la relacidn de imaaen especular que existe
entrte ambos espectros. Lueyo, el términno en "“y" yG puede

aproximarse a 2. Con estas aproximaciones se 1leqga a

No,s,em = 2Xo,emMo,exc/(No,em + Ao, exc — OHN) (18)

ecuacién que permite predecir la posicidén del maximo sincrénico
de emisidn en funcidn de ')\o,em;lo,exc y M.

Lloyd et al. [89] examinaron la posibilidad de
representar l10s espectros con una distribucidn de Lorentz; por
ejemplos

-1 -1
R(Qexc) = ROQo,exc)/[1 + (Do, exc - Nexc ) (2/QWexc) 1
(12)
para el caso de un espectro de excitacidn, donde AWexc es el
ancho en la mitad del pico del espectro representado en ndmero
de onda ( 1—1). Los resultados que obtuvieron experimental-
mente condujeron a la conclusidén de aue no hay diferencia entre
usar una distribucidén lTorentziana y una distribucidén gaussianag
tampoco es necesario representar el espectro como suma o

producte de dos distribuciones, como por ejemplo 12 funcidn de

Voiagt [91,971.
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2.5.— ANCHO DE BANDA ESPECTRAL DE LA SENMAL SINCRONICA

Existen varias causas por las cuales ¢l espectro de
emisién de wuna mez2cla puede ser poco detinido. Una de las
razones triviales es gue las bandas de emisién de cada espectro
individual sean intrinsecamente anchas. Dtra de las causas es el
solapamiento espectral. Se demuestra que la técnica sincrénica
puede disminuir ¢l efecto adversos de estas dos  fuentes de
indefinicién espectral [20].

En la espectrometria de luminiscencia convencional, el
espectro puede mostrar una estructura resuelta solamente cuando
la funcidén luminiscente que se "monitorea" esti compuesta por
bandas estrechas. embargo, en la técnica sincrénica para
observar una banda estrecha, es suficiente que una de las dos
funciones Em(dem) o Ex(Qexc) posea una estructura resuelta en un
determinade ambitoe espectral. Esto aumenta 1a posibilidad de
obtener espectros con estructura resuelta.

En la figura 2.3, Em(X) y Ex(X') representan 2 bandas
pertenecientes a un espectro de emisidn y a uno de excitacidn,
respectivamente. En este caso, la condicidén 6ptima para obtener
la meior sefal sincrénica se da cuande se elige ¢l A)igual a la
diferencia entre ambos maximos.

Esta situacidén provee la sefal sincrdnica mas intensa con el
menor  ancho de banda medio. En la figura 2.32(a), se representan
las bandas de excitacidén y de emisién, con perfil gaussiano e
idénticas intensidades. Si la muestra es excitada monocroma-—
ticamente a Al (X2 6 A3, respectivamente), el espectra de

emisién mostrara wuna intensidad de Ifl (If2 6 I+f3, respectiva-
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mente)d. La intensidad aumentara cproporcionalmente con la
intensidad de excitacion per o el ancho de banda medio
cermanecera inalteradno, figura 2.323(b). Sin embarao, si se

utiliza el método sincrénico, la sefilal mostrara un pico mas
agudos <con una  intensidad aue corresponde al maximo valor If1
obtenido trabajands con  exc fija, figura 2.3(c).
Este efecto de Jdisminucidon del ancho de banda es
cialmente wna consecuencia de la multiplicacidn de dos
funciones que aumentan y/o disminuyen simul taneamente.
Andre et al. [92] opropusieron la siguiente  expresitn
para obtener un valor aproximado del ancho de banda medio

espectral de la sefial sincrdnica (J&s):

J}s = J&exc + Jiem - [((f)em)1 + (daexc)zlyb (20)

dJonde d?\em y Jj\ex los anchos de banda medio de los

[

spectros de emisidn y de ewxcitacidn, respectivamente.

Sin  embargno, se aobserva experimentalmente gque e]J& s
varia con el ON En la ecuacidn (20), este hecho no esta
contemplado, ya que el Jis solo dependeria de 1as<§}em ytJ&exc.
Esto condujo a otros investioadores a buscar nuevas ecuaciones
[=2]. No fue paoasible derivar una aproximacién satisfactoria a
partir del producto gaussiano (ec. (3)) para loscfks, pero a
través de la rearesidn lineal de datos experimentales se l1leaa a

la relacién emeirica:

J)\s = 0,364(J1e::-:-: +J)\em) - 3,309 (21)
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con un coeficiente de correlacidn de 0,97 [2%].
Cualitativamente puede verse aque la dependencia del J&s
con el AX se debe a aue con los peaquefios valares de O, 1a

intensidad de emisidn sincrédnica  proviene de las regiones

adyacentes a los eso

[t

ectros  de emisidn y excitacidn, donde la
intensidad varfia mucho mas rapidamente con 1la longitud de onda.
Mientras aque si se utiliza un OX3ZXNo,em — No,exc, la intensidad
sincrénica  provendra de la zona de Tos maximos de excitacidn y

de emisién, donde la variacidén con la longitud de onda es mucho

menos prongciada.

2.4.-REDUJCCION DEL AMBITO ESFECTRAL

El Ambito espectral de la sefal sincrédnica depende del

solapamiento espectral entre la: banda de absorcidn y la de

emisitn y del Al elenida.

La figura 2.4 muestra de manera esquematica los
espectros de e zitacidn y de emisidn -on diferentes
solapamientos espectrales. La menor lonaitud de onda del

espectra de emisién se denomina Xe y lamayor lenaitud de onda
del espectro de excitacién Xo”.

En la figura 2.4(2) el solapamiento espectral es nulo
y X o’ =Xa. Fara un determinada O) , la sefal sincrdénica cubrira
un Aambito espectral diouwal a AX  , comenzando en)l o (donde la
sustancia empieza a emitir), hasta X o + O\ (donde el compuesto

dejari de absorber la radiacidn excitante).
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La +figura 2.4(b) muestra la situacidn donde los espectros de
excitacidén y de emisidn se superponen parcialmente Qo < Ao )
pectro sincrénico abarcaria desde Ao hasta
Ao+ AN + ﬁq)s, siendD{;s el solapamiento espectral. En la
situacidn (2), existe unm corrimientos de Stokes [S0] igual a Xas.
En este caso,)&r'<f)o, el espectro sincrénico comenzara en Ao
y finalizaria en MNo + AP —'{Bs. El corrimiento Stokes puede
variarse modificando el salvente. Fero 1o mas interesante es que

el ancho del egspectro  sincrénico  puede ser directamente

m
@

comprimido o expandido, disminuyend? o aumentando el parametro
experimental AN .La disminucién del ancho de banda de la sefal
sin-crénica  es ventajiosa, dado que puede reducirse en aran medida
¢l solapamients espectral. Esta rposibilidad de modificar el

ancho de banda espectral d la emisién de cada componente

(]

individual en una mezcla, es la caracteristica mas sobresaliente

de la técnica sincrédnica.

2.7.— DISMINUCION DE LAS INTERFERENCIAS FPRODUCIDAS POR LA
DISPERSION RAYLEYGH Y RAMAN

La Ffluacrometria es. una de las técnicas maAs sensibles
cara 1a caracterizacidén y cuantificacidén de muy pegquefias
cantidades de drogas de alta toxicidad como morfina, LSD,
anfetaminas, etc., [94-—-1001.

En teorfa es posible disminuir el Timite de deteccidn
de una sustancia fluocrescente aumentando la intensidad incidente

Jue oroviene de la fuente. Este es el ariagen de la fluorometria
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Laser [1011.

Zin embarao, en la practica, para wuna determinada
concentracidn, aue dependeria de 1a maturaleza flucorescente de la
sustancia, existen numerosos factores aue intervienen en el

limite de sensibilidad. Estos factores son:

la fotorreactibilidad o fotosensibilidad de la sustancia
que esti siendo estudiada
- la luz dispersada por la solucidn y la luz reflejada por
la cubeta
- la luminiscencia procia de la cubeta
- las imperfecciones en la construccidn del sistema dptico
del aparato (luz parasita)
— la fluorescencia debida a las impurezas presentes en la
sm)uciﬁn o en el solvente.
Cuandos se trabaja soluciones altamente dilufidas, los

spectros de emisidn muestran wuna apreciable perturbacidn a

o

causa de la dispersidn Rayleiah (1021 y Raman [103].,

La intensidad de luminiscencia I, en la maxima longitud
de wonda de emisidn, corresponde a la suma de la intensidad de
fluorescencia de la sustancia y de la intensidad correspondiente
a la dispersién de la luz [S0].

La intensidad de la dispersiédn Rayleigh varia con 1a
calidad de la «cubeta y del salvente, consecuentemente, es muy
dificil de eliminar estos efectos con solo obtener el espectro

de un blanco y restiarselo al espectro total.

La intensidad de la dispersidn Raman es mucho mas
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m

estable y puede sustraerse con un blanco [1041. Es mas, sirve
como criterio de evaluacién de instrumentos [105].
Cuando se realiza urn espectro de fluorescencia

convenciaonal, en condiciones tales, que los anchos de las

ranuras de

@

zxCcitacidn y de emisidn son mayores aue la separacifn
entre la Jongitud de onda de emisitn y de excitacidn, el
espectro de emisidén observado consiste en una banda intensa
(dispersidn) un  hombro debido a la emisidn fluorescente de
la sustancia, si ésta se halla en muy baja concentracién.
Entonces, es facil definir el espectro de la sustancia cuya

identidad se sospecha, para lueao cuantificar su concentracién,

fioura 2.5(a).
La mayosr Jdificultad gque se encuentra es aque 1a linea de
base del espectro proveniente de la dispersidn tiene wuna

cendiente considerable. Sin embarao, en el método sincrédnico, si
bien la dispersifn no se elimina totalmente, la linea de base es
practicamente horizontal, figura 2.5(b),C1041].

La figura 2.6 muestra las lineas de contorno que

representan l1a intensidad de la dispersidn Raman y de la luz

@

discersada que se Jdenera  por la excitacidn de una cubeta que

contiene Aagua deionizada. Esto muestra claramente gue, dado que

los espectros no son lineales con 1a longitud de onda pero si
el numero de onda, el maximo de la dispersidn Raman no esta
separada  por incremento constante de la longitud de onda de

excitacién. La relacidn esta dada por:t

1/2R = (1/xe=c) — (1/3%) (22)
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Figura 2.5 -

(A) Representacion esquematica de un espectro clasice de fluorescencia
1. Espectro total. 2. Espectro proveniente de 12 dispersion
3. Espectro teorico de fluorescencia.

(B) Representacion esquematica del espectro sincronico
at Espectro sincronico experimental. b Espectro proveninte de 1a
dispersion. ¢t Espectro sincronico verdadero. di Espectro de emision
et Espectro de excitacion.
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Fiqura 2.6

Lineas de contorno correspondientes a 1a dispersion Raman del agua mestrando
la diferencia entre Dexc y la dispersion Raman come funcion de Nexc.
Ranuras exc. = em = 10 nm; (-.-). Excitacion sincronica,AX = 65 nmy (- -).
Excitacion sincronica conav constante.
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AR = Dexc A /(A = Aexc) (23)

donde A es la longitud de onda correspondiente a 1la transicidn
Raman activa [104&1.

Bajo las «condiciones de la excitacidn sincrdnica, la

curva ARQex:) no es paralela a la direccién de la excitacién,

esto causa Ta aparicidén de wuna aran banda en el espectro, es
decir, el espectra proveniente de la dispersidn Raman es mas
anche cuando se observa un espectro sincrénico que en  un
espectro de fluoarescencia convencional.

Z2.8.- PERFIL DE EMIZSJION DEL ESPECTRO RAMAN COBTENIDD EN

FLUORESCENCIA SINCRONICA

los anchos de ranura para el monocromador de

()]
e

~citacién y de emisidn son iguales, entonces 1a intesidad de

#citacidn sera:s

I1(A) of Texc(N).Texc () #Lexz () (24)

donde I1(A) es la intensidad que 1lena a la cubeta, Iexc(Q) es
la intensidad emitida por la fuente,Texc(X) es la funcién del
monocromador de excitacidn, # indica convolucidn de funciones,

Lexc( \) es la funcidén ancho de banda espectral del monocromador
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de excitacidn.
La ecuacidn (24) puede también expresarse como?

+

I1(X) oC glexn:()+ #)oTexo( A+ ®).Lexc( A+ x) dx  (25)
-0

FPara un tratamientos riguroso,estas relaciones deben ser
sometidas a wuna doble convolucidn de Iexc(X) con una funcién de
la ranura de entrada y el resultado con la funcidn de l1a ranura
de salida del monocromador de excitacidn.

La dispersidén Raman, proporcional a [S01,
corresponde a wuna emisién I2(N"), desplazada en X\ con respecto a
la excitacién. Si R(XA) representa la funcidn de transferencia
causada por el efecto Raman, entonces

IZ(N7) o€ T1LI(XN) RN (26)

- - 4
IZ(A7) of IT1OMNexcd /LIX =X exc)hexc] (27)

Asi la seffal eléctrica, aque es una funcidén de los

?

diferentes parametros del aparato, puede ser expresado por [106]
IZQ0) K IZ(N ). Tem(A" ). PO\ ) #Lem(A) (22)
donde I3(A) es la intensidad observada debido a 1a Jdispersidén
Raman, Tem(X “) es la funcién de transmicidén del monoccromador de
emisidn, F(LA") es la resouesta del detector, Lem(Ades la funcidn

ancho de banda espectral del monoacromader de emisidn.

Suponiendo aue Texc(X), Texc(X), Tem(\) y P(X) son
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constantes, Andre

)

t al. L1041 simularon los espectros Raman

para diferentes anchos de ranura (r), utilizando wuna
computadora, resultado observaron aue un aumento de r trae
como  consecuencia  un considerable ensanchamiento del espectro

Raman, tal como se observa experimentalmente.
conclusidn se puede decir que 1a espectrometria de
luminiscencia sincrédnica elilmina las interferencias producidas
por  la dispersidn Rayleigh, ya aque como en ageneral se utiliza
un AN > 2r, es muy dificil abservar una sefial que provenga de la

dispersién de la \exc cercana a al )\ em.

Por otro lTado, el espectro proveniente de 1a dispersién
Raman es mas ancho cuande se utiliza la técnica sincrénica, esto
pareceria ser wuna Jdesventaja para este tipo de interferencia,
embargo, COmo la 1inea de base gque se obtiene es
cracticamente horizontal, es posible obtener 1a verdadera

intensidad de la sustancia fluorescent

@

2.3.- FLUORESCENCIA SINCRONICA DE ENERSIA CZONSTANTE

La seleccidn de 1a diferencia de la longitud de onda
entre los monocromadores, A, @s QJui=zas, el parametro mas
importante para gque la aplicacidn de l1a técnica de Tuminiscencia
sincrénica a sistemas de multicomponentes sea satisfactoria.

En 1972, Weiner sugirid el wuso de la luminiscencia
total para optimizar la seleccidn del AX en 1a espectrometria
sincrédnica [107]. La luminiscencia total describe la adgquisicidn

de las espectros de emisién luminiscente sobre un determinado
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ambito de lonaitudes de wonda de excitacién [103]. Los métodos
instrumentales y la manipulacidn de datos matematicos fue

descripta en detalle por Ho

t al. [1032-1111. Los datos

n

obtenidoes con el método sincrénice pueden representarse como una
1{nea en el plano del diagrama de luminiscencia total. De esta
manera, se ve gque existe una relacidn inherente entre los dos
métodos.

Mientras que 1la espectrometria sincrénica ofrece una
disminucidén de 1a complejidad espectral sobre la espectrometria
de luminiscencia convencional,mucha de la informacidén contenida
en los graficos tridimensionales de luminiscencia total se
pierde.

La evaluacidén de los datos de luminiscencia total y la
relacién qgue existe entre loas regiones espectrales de solucio-
nes de hidrocarburos poltiaromaticos, condujo a Winefordner al
desarrollo de nuevo método, denominado "luminiscencia
sincronica a de eneraia constante (LTEC) C112].

En ste método, se barren simultancamente los mono-—

]

cromadores de excitacidn y de emisidn, sincronizados de tal

manera de mantener entre ellos, una diferencia de energia

constante, AV.

n

La restriccidn que se aplica a la espectrometria de

luminiscencia sincrédnica de enerofa constante est

7 -
C(1/Qe=c) —(1/Qem)JlO = OV = constante (22)

E1 rparametro AV es analocaos al AN (ec.(S)) de la



espectrometria de lonagaitud de onda constante.

Esta técnica se utiliza para el anialisis de muestras de
hidrocarburos de bajo peso molecular. Los valores de AD utiliza-
dos en estas determinaciones oscilan alrededor de 1,4.103

-1
cm , 9que colincide ocon las diferencias energéticas vibraciona-
les de estos hidreocarburos [1101],

Fara poder llevar a cabo esta técnica, es necesario
conectar wunpa computadora al espectrédmetro para gue mueva el
monocroemador de emisidn seadn una funcidn que depende de la
posiciédn del monocromador de excitacidn en ese punto y el AD
impuesto,

En los dltimos afos, los espectroscopistas analiticos,
harn combinadoe este método con técnicas tales comz la espectros-—
copla a baja temperatura [117-1121 y con la fosforimetria [SO].

Winefordner [111]1 ha encontrado ague, el uso de la LSEC
a 77K aumenta el poder de la intormacidn espectral respecto de
a espectrometria  convencionals disminuye el ancho de banda
espectraly;  variando el AvY , €s posible variar la complejidad de

un espectro sincrédnico de enerafa constante; sdlo se necesita un

determinado OV para realizar ¢l barrido espectral con la LSEC,
mientras 4gue deben usarse varios JADN en la ELS si se desea
obtener la maxima resalucidn espectral libre de toda

interferencia debida a 1os fendmenos de dispersidng y minimiza
mucho mas efectivamente l1a dispersidn Rayleiah y Raman aque la

técnica co constante.

Este dltimo hecho, puede explicarse en base al



-65-

desplazamientas de la sefial Raman 1a lTongitud de onda de
excitacidn:

_ 7
AVR = [(1/2exc) = (1/2em)110 (30)

-1
donde AVR es 1la energia de l1a transicién Raman en cm , )\ exc
y Aem son las longitudes de onda de excitacién y de emisién (nm)
de 1a transicidn Raman.
La figura 2.6 muestra gque las rectas que representan la
dispersidn Rayleigh y Raman diveraen, manteniendo entre ellas

nergia constante. Esta es 1a relacién basica

n

una diferencia o

(]
n

que fundamenta el desarrollo de la LSEC. En esta técnica, 1la
recta con.OV = canstante definida en el gratico de luminiscencia
total, figqura 2.4(—-.-.) es paralela a la recta correspondiente a
la dispersidn Raman (—-——), por 1o tanto su contribucidén al
espectro total se¢ minimiza y hasta puede desaparecer. Asi, 1la
LSEZ reduce la sefal Raman de manera similar a 1a reduccidén de

1a sefal Rayleioh en la ELS con constante [1121.
2.%.— FOSFORIMETRIA SINCRONICA

La intensidad de fosforencia sincrdnica (Is,p) puede
describirse de manera analoga a como se¢ describe la intensidad

de 1a sefMal de fluorescencia sincrédnica (ec.(4)), asi [11%]:

Is,pQexc, dem) = k.C.Ex, pexc) Em,pOem) (21)

donde Ex=,p()\ exc) es el egspectro de excitacidn fosforescente,



o

Em,p( A em) es el espectro de emisidn  fosforescente, C es la
concentracidn del analito y k es una constante experimental

Intoduciends el parametroa Alen l1a ecuacidn (31),

Is,pQem) = k.C.Ex,pQem — AXN).Em, p Oem) (32)

A partir de 1a figura 2.7 y la ecuacién (32), se
observa que la Is,p es, matematicamente, el resultado de
multiplicar la funcién Em,p y la funcidn Ex,p, 1a gque ha sido
trasladada en ON sobre la escala de lonaitudes de onda. A partir

de este concepto, se¢ determina aue la sefal sincrénica depende

directamente del solapamiento de Ex,pQem - y Em,pQem), es
decir, del valor de A)\yAST. En la fiagura 2.7, ¢l AST muestra la
brecha de eneraglia entre 1a primera banda de emisidén del espectro
fostorescente (desde 1a izqguierda) y l1a primera banda del

zspectro de excitacidn (desde 1a derecha). Si los espectros de

@
(]

absorcién y fosforescencia tienen bandas O-0 muy intensas, e

A ST representa la brecha de eneraia entre el primer estado

triplete T y el primer estado singulete = . En el caso en
1 1
Jue = sea wuna btanda de absorcidn débil, se puede considerar
1
los estadns singuletes mayores (5 S ). En esos
= = [y
casos, QO ST reoresenta la diferencia de enerafa entre Sy
n
T .
1
selecciona  experimentalmente un AXN1 >AST, se
observara una sefal sincrénica de fosfaorescencia figura

2.7(bY. PFor otro lade, si se elije un Oz <NsST, no se observara

fa sefal correspondiente debido a gue no hay solapamiento entre
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Tas funciones Ex,o(Qd —AXNZ) y Em,o()), Ffiaoura 2.7(z).

De esta manera, puede utilizarse ¢l parametro AST come

1 factor d e selectividads entonces, en una mezcla  de
multicomoponentes, sera posible discriminar JTos componentes gue

tengan diferentes A ST con una eleccidn adecuada del AX [1193].
Recientemente, se ha aplicado esta técnica a soluciones
de hidrocarburos aromaticos polinucleares en presencia de
dodecilsulfato de talio (1) L1223, el cwual forma miscelas que
encierran al hidrocarburao, permitiéndoles fosforescer adn  a

ey

temperatura ambiente [120-12327.

E xp Brexc)

Eno (Aem)
//\'\“f “
16>
L A

Exe(3) ,\/ Exe (’AEI'I-AG\F)
Evp (aem)

Figura 2,7




CAPITULO 3

INSTRUMENTAL UTILIZADO

CALIBRACION DEL ESPECTROMETRO DE LUMINISCENCIA



INSTRUMENTAL UTILIZADOD.

CALIBRACION DEL ESPECTROMETROD DE LUMINISCZENCIA

3.1.- APARATOS

Los espectros de absorcidn fueron obtenidos en  un
espectrofotémetro de doble haz Zeiss DMR 11, utilizando un ancho
de banda espectral de 2,95 nm.

Las mediciones <fluorescimétricas se realizaron con un
espectrédmetro de luminiscencia Perkin-Elmer LSS5, equipado con
una celda de Rodamina 101 gue actda como contador de fotones y
permite wobtener sefiales de luminiscenscias corregidas repecto de
la wvariacién de 1l1a potencia de 1a lampara con 1a longitud de
onda.

Ambos aparatos estan equipados con wun fototubo
multiplicadeor Hamamatsu R%2E, —uya respuesta abarca desde 200
fasta 200 nm.

Todas las mediciones de pH fueron realizadas con un pH-
metro Metrohm E 252B equipado  con un electrodo de vidrio
combinado EA 120,

Los analisis computarizados se¢  realizaron con un
espectrofatémetro Hewlett—-Packard 2451A que cuenta con una red

de diodos como elements detector.
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..~ CALIBRACION DEL ESPECTROMETRO DE LUMINISCENCIA

MEDICION DE LOS RENDIMIENTOS CUANTICOS DE FLUORESCENCIA

Fara determinar directamente la eficiencia de 1la
fluorescencia es necesario comparar el nimero de fotones de luz
excitante absorbidos por la solucidn respecto del ndmero total
emitidos, en todas las longitudes de wondas y en todas las
direcciones. En principio esto parece simple, pero  en  la
practica presenta dificultades experimentales que disminuyen la
presicidén del resultado.

El método mas directo, y el primero en ser aplicado,
tue el de Vavileov [124]1. Este involucra la comparacién de la

intensidad de fluorescencia emitida por la superticie frontal de

(n]

la sustancia con la intensidad de 1a luz excitante dispersada
por una superficie completamente reflectante. Muchas de las
dificultades y factores de correccidn de este método, se evitan
encerrando la sustancia o la superficie reflectora en una estera
integradora, como la descripta por Forste y Livinaston [125].

En vista de las dificultades asociadas con los métodos
absolutos de medicidn, éstos no se wutilizan frecuentemente,

aunauye existe amplia biblicgrafia sobre ellos [41,1246-129].

Lna mixdificacién del método absolutoe consiste en
sustituir la superficie difusora por una solucién de  un
compuestoe de rendimiento cuanticoe de  fluorescencia conocido.
Este cambio dio a los métodos de medicidén relativos

C13=01.
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El método mas empleados para la determinacidn  del
rendimiento cuantico es usando solucicones diluidas.

La medicidn se¢ basa en la ley de Beer:

-A.d
Ion.B = In(l - 10 ) (1)

donde B es la fraccién de luz absorbida por la muestra, Io
(cuantoes/s) es la intensidad de 1a lu:z incidente, A es la
abseorbancia/cm y 4 (cm) es ¢l paso dptico. Si la intensidad de
luminiscencia para cada compuesto es proporcional a Io.B, la

expresién para el rendimientos cuantico resulta ser:

b =0Or EBP/Bﬁ].EI(}F)/I()%)].[n%/ﬁ?].[Dx/Dr] (2)

=i la e=zpresidn (1) se¢ expande en series de potencias
de A.d, y se sustituye en (2), se obtiene la expresion gque se

utiliza ocomunmente para el calculo  de rendimientos cuanticos

usando espectrémetros calibrados [1320,12117:

O =D rlArOQr) /A=) 1 LI /IO 1. Crx/nr 1. COx/Dr1(3)

En =sta

(]
n

ecuaciones, B es la fraccidn de luz incidente
absorbida, I(X) es J1a intensidad de la luz excitante a la
Tonaitud de onda , n es el Indice de refraccidn de la solucidn,
I es el area intearada bajo el espectro de emisidén corregido, y

AC X ) es la absorbanciaZcm de 1a solucidn a la longitud de onda

de excitacidn X Lxs subindices y r se refieren a las



soluciones incédanita y de referencia, respectivamnete.

Las suposiciones inherentes a la ecuacidn (2) y (3)
sont se¢ asume, tantoe para la solucidédn incdanita como para la de
referencia, Jue la intensidad luminiscente integrada es
proporcional a la  fraccién de  Tuz  absorbida, que todos los
tactores geométricos son idénticos, gue 1as haces de excitacién

son monocromaticos, aue las pérdidas por reflexidn son las

n

mismas, aue los etectos de reflexidn interna son iguales, que 1la
reabsorcidn y la reemimsién son desoreciables, y que toda 1a luz
que emana de 1a cubeta é¢s isotrdpica. UUn andlisis detallado de
las restricciones y de las precauciones necesarias para el uso

correcto  de

estas expresiones puede hallarse en el trabajo de
Demas y Crosby [122].
Otro método conceptualmente simple y aue generalmente

clvidade, para la medicidn de los rendimientos culanticos de
fluorescencia, es la caloerimetria. Esta es una técnica donde los
rendimientos  eneraéticos absolutws se aobtienenm a través de
cambios de temperatura durante la irradiacidn. E1 aumento de
temperatura que aparece cuando se irradia wuwna muestra
luminpiscente se compara con el que aparece al irradiar, de
manera analaga, un material no luminiscente cuya absorbancia sea
similar a la de la sustancia fluorescente. Dado que la muestra
lTuminiscente tiene un rendimiento energético nulo, el
cociente de los calores de ambas muestras da la fraccién de
energia absorbida la cuwal es perdida a través de los procesaos no

radiativos 1la muestra Tuminiscente, esto es, el complementa-—
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rio del rendimiente energético de luminiscencia.FPara convertir

este rendimiento eneraético en rendimiento cuantico, se necesita

el espectro de emisidn de la muestra y la distribucién de
frecuencias del haz excitante. Ambos  rendimientos estan

relacionados por?
®q = de E(SDEx(D)dD)/(SEx(i).jD)J/[(SDEm(D)dD)/(SEmcﬁ)dD)J (4)

donde a1 es el rendimiento culantico, e ¢s el rendimiento
energético y Ex(pP ) y Em(P) son las distribuciones espectrales

-7

de la radiacién excitante y de la emitida (cuantos.cm/s),

ol

respectivamente, [132,1323Z].

Z.2.— CORRECCION DE LS ESFECTROES DE LUMINISCENCIA

Como se dijo anteriormente, actualmente el método
relative para la medicién del rendimiento cuantico de luminis-
cencia es el mas empoleado, Fara adue rpueda ser aplicado es
necesario conocer?

a) el rendimiente cuantico de la referencia

b) las absorbancias de la referencia y de la solucidn
incdanita

c) los Indices de refraccidn de dichas soluciones

d) la potencia incidente de la radiacidén excitante de ambas
soluciones

@) ¢l area bajo la curva de los espectros de emisién corre—

gidos por la respuesta del sistema mopocromador de



emisién—fototubo, para ambas solucino

De todos estos  parametros, las  aue presentan mayor
dificultad para su determinacidn sont la medicién de la potencia
incidente y la distribucidn especztral corregida por leos factores
instrumentales, tales =Y (T respuesta del fotatubo
multiplicador, y del sistema dotico del monwcromador de emisidn
(red, lentes, espejins).

Farker [1301 ha Jdiscutide en detalle la correccidén de
los espectros de fluorescencia y la medicién de lYos rendimientos
cuanticos en la reaidn del visible.

White, Ho y Weimer [135]1 enfatizaron la necesidad de
calibrar cada instrumento dJdado aue las  fuentes, redes vy

fototubos difieren de un espectrofluordmetro a otro.

CORRECCION DEL EZFECTRO DE EMISION

El espectro de emisién de una sustancia es un grafico
de intensidad de luminiscencia, medidos en cuantos por unidad de
intervalo de frecuencia nomera  de  onda, en funcidn de la
frecuencia o del ndmero de onda. i B representa el ndmero total
de cuantos (de todos los ndmeros de onda) emitidos por unidad de

tiempo, entonces dE/dP representa la intensidad a un determinado

namers de anda J y el arafice de di/dv vs D es el espectro
luminiscente verdadero. En la practica, el espectroe  se
representa, normalmente, en unidades relativas mas que en

absolutas.
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Cuando e) monocromador de emisién se barre con un ancho
de ranura y una sensibilidad del fototuboe multiplicador
constantes, Ta curva obtenida es el espectro de emisién aparente
corregido. Para determinar el verdadero espectro, la curva

s gque dependen

mw

aparente tiene qgue ser correaida por tres factor
del nidmero de ondas

a) la eficiencia cuantica del fototubo multiplicador

e

b) el ancho de banda del monocromador

) el factor de transmicidén del monocromador
As{i, la seffal observada a la salida del fototubo multiplicadeor M
a un determinado ndmero de onda |, corresoondiente al espectro
de emisidén avarente, esta dado pors

M- = (d@/dD)(PDLDTD) = (d/dv)sp (3)

v

s la eficiencia «cuantica relativa del fototubo

g

donde PD

multiclicador, L, es el ancho de banda relativoe para un Jdade

ancho  de ranura, y Tp es la fraccidn de luz transmitida por el
monocromador. El espectro de emisidn verdadero puede ser
calculado a partir de l1a curva observada dividiendos cada

ordenada por el correspondiente valor S5,
La cantidad S5 es el factor de sensibilidad espectral

de la combinacidn monocromador—fototuboy S5 es proporcional a la

sefal del fotetubo  aue deberia observarse si 1a ranura de

entrada se ilumina una fuente de distribucién espectral
constante. cambia, se ilumina la ranura de entrada del

Y

monocromador una fuente difusa de distribucidn espectral
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conocida, de tal manera. que &l colimador esté comoletamente
iluminado, v la respuesta del fototubo reagistrada en funcidn del
nimero de onda es Rs, la sensibilidad S se determina seqdn:
Sp = Rs/(d/dv)s (&)

Este es el método  aeneralmente utilizado para 1la
calibracidn del sistema monocromador de emisién—fototubo, usande
una lamopara de tunagsteno a wuna  temoeratura del filamento
conocido, con 1la cual puede calcularse la distribucién espectral
(d/dv)s a wartir de la ecwacién de Flanck:

A0/ dp = c:,:z:127.m§/[e:.~=:c-(1 E40/T) - 11 (7)

en einstein/s.pm L=01].

Este método no se avlica en la reocidn del ultravioleta
debidoe a aue no es posible obtener lamoaras LV cuva distribucidn
espectral se ocConozca con exactitud, El método descriotoe por
Farker [1Z4] rpara la calibracidn en esta reaidn hace uso de upa
ventana flucrescente oue cermite medir directamente el producto
F'DTD .

CORRECCION DEL ESFECTRO DE EXCTITACICN
un esoectrofivordmetre de simole haz, el espectro

de

cromador de

excitacidn

excitacidn v

de uwuna soluciédn se obtiene barriendo el mono-—

observando la resogyesta del fototubo en
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la lengitud de onda de emisidn maxima. El esvectro de excitacién

corredido aue s obtiene de

m
n

sta manera, depende de las
caracteristicas del instrumento utilizade cara la medicién, v es

trecuentemente una versidn disteoersionada del spectro verdadero.

*

n

La relacién existente entre el espectro de excitacidn
verdadero v el corredids puede derivarse de la siaguiente
manera. La salida del fototubo multioclicador (M) es directamente
procoarcional  al Flujo total () de fluorescencia emitida por la
sustancia, v rpara soluciones débilmente absorbentes se cumole

aue [S0]:

M=k = kEIo(2,20Z.a .Z.4)0 (=)
Mo f
donde Kk es una constante instrumental. Asi para una saolucidn de

una Jdada concentracidén en una celda particular
Mo In.a .¢f )
™

dJonde  Io es la intemsidad de la luz excitante, 1'a cual varia con
la lonagitud de onda de acuerdos a  las caracteristicas de la
fuente v del monocromador.

La «cantidad a ¢* es una caracteristica fundamental del

™
saolutoe  fluorescente bajos las condiciones carticulares de medi-
cién v el egspectro de excitacidn  Yverdadero" consiste en un
arafico de d.a funcidn de 1a longitud de onda  de
from
excitacidn.
Fara derivar este espectro a partir Jde la curva



. o
registrada oor el instrumento, debe primera determinarse la
variacidén de Io con ta longitud de onda. Este puede medirse con
una termooilta [1346,137]1, un fototubo calibrade [132-1411, o mas
simplemente con ouna ventana flucorescente agque actde como contador
cuantico [124,127,142-144].

Este dltimo método es el gque se utiliza en el espectrdé-—
metro de Tuminiscencia Ferkin—-Elmer LSS. En este instrumento, la

mayor parte del haz luminoseo de excitacidn atraviesa la cubeta

donde esta el solutoe  fluorescente, ceros  wna  muy  pequefia
oroporcidén de este haz es desviado con un divisor de haces con

el propfsito de tener una sefial de referencia. Para compensar la
variacitn de la reflectividad del divisor de haces sobre el
ambito dJde Tonoitudes de onda  del instrumentoe, se colwoca un
compensador en el haz de referencia. Fara asequrarse que la

sefial Jde reterencia esta relacionada 1a intensidad de

sta espectral del fototubo

[

excitacidén  inderpendiente de la respu
multiplicador de referencia, el haz de retferencia se dirige
sobre una celda  triangular aue contiene una  solucidn  del

colorante Rodamina 1013 éste absorbe enerafa en el intervalo

(]

entre 220 y 20 nm y fluoresce aproximadamente a 450 nm con una
eficiencia ocuAntica constante. La fluorescencia es detectada por
el tototubo multiclicador de referencia. La seffal de éste nltimo

iuntoe conm la  sefial proveniente del fototubo multiplicador gue

[

arnaliza la flucrescencia del analito son procesadas  por un
microprocesador de manera de  obtener una sefMal espectralmente
compensada por las  variaciones de la potencia incidente con la

1ongitud de onda [145]1, figura =2.1.
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Para medir rendimientos culdnticos de fluorescencia con

m

ste instrumento, s6lo es necesario conocer el valor de S5 para

corregir el espect

m
n
3

> de emisidn, ya que las variaciones debidas

a la dependencia de Io con A son compensadas electrédnicamente.

Z.4.— ELECCION DEL ESTANDAR DE RENLDIMIENTO CUANTICO ZONOCIDO

En la medicidn de rendimientos culdnticos relatives la

ccién de la sustancia estandar es critica.

()

el

n estandar ideal para este propdsito no debe presentar
solapamients entre su  espectro de absorcidn y su espectro de
emisitn. Debe ser facil de obtener y purificar, ser soluble en
el mismo solvente gque el compuesto aque va a ser estudiade (para

evitar l1a correccidn por Indice de refraccidn), y ser estable en

solucidn. No debe ser suceptible a 1os procesos de inhibicidn

por oxfiagenn porr  concentracidn. Fero por sobre  todo, el
rendimmiento cuAantico de 1la sustancia debe cConocerse <Con

o r)

presicidn C122].

Numerosas sustancias cumplen zstas condiciones:

m

benzofenona [144], fluoresceina [1323,1471, 2,10-difenilantraceno

Py

[145-1501, sin embarge el sulfato de aguinina en Acidoe sulfdrico

0,1t N6 1,0 N parece ser el estandar perfegte [120,131,151-1541.
En vista de 1wos datos existentes, €l mejior valor para

el rendimients ocuantico del sulfato de auinina en Acido sulfd-

-4
rice 1,0 N (concentracidn menor que 10 M) es ¢l intformade por

Melhuish [151] y es 0,544 +/—- 9S%, medido a 25 O y puede ser

utilizade cwuande se  trabaja en un aAmbito de longitudes de onda
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entre 200 y 400 rm

3.5.—~ PARTE EXFPERIMENTAL

I.- CALIBRACION DEL MOINJCROMADOR DE EMISION

Comoe  fuente de iluminaciédén para la calibracidn del
sistema monocromador de emisién -  fototube multiplicador se
utilizé wun bulboe con filamento de tunasteno horizontal WOTAN
380179 (Germany), 6V,15W IBG, conectads a wun transformador
variable ©Carl Zeiss. La temperatura del filamento se midié con
un pirémetro dOSpticoe (Comisidn Nacional de Energia Atédmica) para

diferentes voltajes apvlicados:

Valtaje (V) Temperatura (K)
2,95 2393
3,% 142
4,5 2213
E1 bulbo se montd en un soporte y se enfocd la imaaen

del filamenta sobre la ranura de entrada del monocromador de

emisidn. E1 wvoltaje se eligid en funcidn de la intesidad de la
respuesta del sistema, obteniéndose la dptima para 4,5 V.

El monocromador de emisidn se barrid entre 220 y 2300 nm

una velocidad de barrido de 460 nm/min, factor de

amortiguacidn  iagual a 2, la amplificacidn X4 y las ranuras
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correspondientes de 2,5 nm.

Como o no s posible anular el sistema de referencia

n

interna, que es el que corrige las sefal respecto de las
variaciones de Ic, se cCorrieran diversos espectros
correspondientes a la emisidn del filamento de tungsteno
variande la posiciédén del monocromador de excitacién para cada

uno de estos espectros de emisidn.

S.6.—- CALCULD DE LA DISTRIBUCION ESPECTRAL DEL FILAMENTO DE

TUNGSTEND Y DE LOS FACTORES DE CORRECCION

A partir de la temperatura del filamento, se calcula la

energlia espectral (E) seadn la ley de Planck

=

Ey = (C1D €4)/exp(C2/AT) (10)
donde C1 = (5,673.10 watt/em? . k) (1S, ozt sl

c2 =1

4325.10 JHE

emimsividad del tunastens en funcidn de A

€

Emisividad espectral del tunastenc a 2200 K [194]

G) 0,454 0,461 0,441 0,443 0, 4=4 O,41% 0,400
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B .6 ..
Los  factores de correccidn, h} ,5¢ calculan dividiendo
la eneraia espectral E por el reaistro de la respuesta mono—

cromador — fotomulticlicador M3

K =E /M (11)
P

Para correair un espectro de emisidn, se multiplica el

(]

€
valor de la altura del registro por K, con 1o cual se convierte
la intensidad aparente en unidades de enerafia relativa.

Si se quiere expresar en cwantos relativos por

intervaln de longitud de onda, se debe multiplicar por )@
Q
K =|v.:).>\ (12)
donde EK:] = cuantos/s.cm?.nm.

La +figura 2.2 muestra la distribucidn espectral de la
lampara de tunasteno en funcidn de Ta longitud de onda (E)); la
respuesta del sistema monocromador —  fotomultiplicador (M)
cuandoe se ilumina 1a ranura de entrada con el filamento de
tunagstenoe y los factores de correccidn HZ? para cada longitud de
onda.

Estos factores de correccidn pueden utilizarse a partir
de 400 nm, ya nAaue por debajo de esta zona nuestra lampara de
turnasteno tiene una emisividad practicamente nula.

For otroe lado, puede verse aque recién a partir de 720
nm  1os  factores de correccidn commienzanm a crecer rapidamente,

cosa qgque no ocurria con Yos antiguons fotomultiplicadores del
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tipao 1P22, cuya  respuesta disminuia abruptamente por encima de

600 nm.

Los rendimientos cuanticos de las diferentes cumarinas

seran calculados después que se hayan determinado todas las

especies que intervienen en el equilibrio A4&cido base en el

estado excitado (capitulo 4).

100[

80

(2]
o

(cuanTos.s . cm2pm™)

- &

Q
K\

20

Figura 3.2




CAPITULG 4

ANAL ISIS ESPECTRAL DE LAS CUMARINAS



ANALIZIZ ESPECTRAL DE LAS CUMARINAS

Como ya se menciond en el capfitule 1, las cumarinas
sufren reaccicones A4cido  base y procesﬁs de fototautomerizacidn
en el estado excitado. Estos fendmenos se analizan utilizando
las técnicas descriptas en los capitulos anteriores, y con los
resultados obtenidos se postulan l1os mecanismos de excitacidn

que se¢ describen en esta seccifn.

Las sustancias obtenidas en ¢l1 laboratoric de productos
naturales de JTa Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA)

fueron, figura 4.1:

2=H—-1-benzopiran—-2—-ona o cumarina (L)
7-hidroxicumarina o umbeliferona L

G—metoxi—-7—-hidroxicumarina o escopoletina (5)

Fara iniciar los estudins absorciométricos Yy

Fluorescimétricos se  prepararon soluciones de estas sustancias

metancol anhidro  (secado y  destilado sobre I — Mga) en una
-4 =
concentracidn 22,0010 M. Para los analisis absorciométricos
-5
se ytilizaron soluciones 2,0.10 M mientras que para el
-4
flunrescimétrico, la concentracidn fue 2,0.10 M.

Las propiedades absorciométricas de cada sustancia en

metanal se resumen en 1a tabla I.
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Figura 4.1
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Tabla If Longitudes de onda de absorcidn (nm) y absortividad

molar de las cumarinas en metannol.

cumarina umbeliferona escopoletina
210 ¢ 10400 242 @ 3380 205 ¢ 36100
213 ¢ 11500 252 ¢ 2630 227 : 15100
#272 . 3600 *524 : 15300 252 @ 5270
#310 @ 1900 3380 : 700 260 = 4880
214 ¢ hombro 297 = S370

#3446 2 12800

402 ¢ 1120

# bandas de absorcidén mas dtiles para el analisis absorciomé-

trico

Los espectros de absorcidn no se modifican cuando se
los obtiene en solucidn acuocsat 20% agua @ 10%4 metanol.
En l1a biblicgraffia solo se registran algunos de los

valores mencionados en 1a tabla I [155-1521].



4.2.— CARACTERISTICAS LUMINISCENTES

l.- Cumarina

Durante mucho  tiempo se considerd gque la Z-H-1- benzo-

piran-2-ona (C) era una sustancia que en solucidn no presentaba

!

Yakatan [1621

b

luminiscencia alguna [199-1411, Recién en 197
trabaj6 con scluciones fuertemente Acidas (acido sulfdrico, Ho =
-10) y encontréd que la cumarina  fluoresce en ese medio
aproximadamente en 400 rmm. Un estudio de la intensidad de
fluosrescencia en funcidn de la concentracidn de sulfdrico sirvid
para evaluar las constantes de acidez del estadoe excitado,
mientras que por absorcicometria  evaludé dicha constante en el
estadoe fundamental. Los wvalores informados son pK(S ) 6 pK# =
1

-5,3 y pK(zo)= -=-7,4. Desde ese momento hasta 1a actualidad, no
existe ningodn otro estudioc sobre 1la  luminiscencia de este
compuesto.

Nuestras investigaciones mostraron los siguientes
resultadns.

Frimeramente se realizaron los espectros de excitacidn
y de emisién de la solucidn metanolica, tigqura 4.2. En base a
las longitudes de onda de absorcidn se irradiéd la solucidn con
energfa de ZZO0  nm. El espectro de emisidn obntenido consta de

una  dnica  banda  wmuy intesa cuyo max o esta en Z2¥1 nm y que no

(]

corresponde al solvente.
For 1o  tanto se encontrd una transicidn radiativa, que

se postula  que pertenece a 1a forma neutra de la cumarina y que

ny esta informada en Ta bibliogratia.
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Para comprobar esta aftirmacidn, se montd una
experiencia que se basa fundamentalmente la reaccidn de

hidrélisis de la cumarina en medino alcalino [14631:

H H
- Ch
PO — ©§=C/ coo O;OD#(H
H “H H co

cis trans

o

Se compard la intensidad de fluorescencia de una
solucidn de cumarina a pH = 7 en metanol con otra de igual
concentracidn a pH = 12Z. Después de exponer esta dltima solucidn
durante 2 horas a radiacidén WV de una  lampara de Wood, se
realizé el espectro de emisidn, excitando al igual que antes con

A = Z20 nm. Ademas de observar la disminucidén de la intensidad
de la banda en 291 nm, aparecid la banda a 500 nm, correspon-—
diente al products de la hidrélisis de 1a cumarina, con lo que
se¢ corrobora que la transicidn en 291 nm corresponde a 1a forma
neutra de la misma.

Es importante ver que si se utiliza como longitudes de
onda  de excitacidn 272 y 210 nm, no se observa ningdn tipo de

sefMal fluoarescente: [FOexc=272 dem=271) = S. If( X exc = 220,

o

0.

Yem = 291) =S5; If(lexc = 220, kem = 291) = 1
Fara poder abhservar otra transiciéen  radiativa es
necesario transformar a la cumarina newtra en el correspondiente

catidn. Asi, trabajande en Acido percldrico (2), el espectro de

f

absorcidn muestra corrimients batocrdmico mazx s de
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absorcidén en 32 y 35 nm.e Nosotros postulamos que  este
corrimiento batocrémice se deberia a un  Aaumentoe en 1a

conjugacidn por resonanciacs

Analogamente hay un importante corrimiento batocrémico
en el espectro de emisidn, estando el maximo en 450 nm. EI
espectro de excitacién muestra un maAximo agudo en 318 nm. La
banda en 36% nm que se observa en absorcidén, no aparece en el
espectrao de excitacidn.

Debido a westa escasa luminiscencia, la cumarina no
recibié atencidn por parte de los investigadores., En cambio los
derivados de la cumarina, especialmente aquellos con
sustituyentes en la posicidn 7, son ampliamente estudiados

debido a sus propiedades fluorescent

(]

s y su amplio uso para la

obtencidén de laseres de colorantes.

II.- 7-hidraoxicumarina o umbeliferona

Las propiedades Tuminiscentes de la 7-hidroxicumarina

vienen estudiando desde la década del ‘50 y adn hoy se

discuten 1los equilibtrios involucrados en el estado fundamental y
en el estado excitado.

Dade que 1a wumbeliferona posee cxhidrilo
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estructura, es ldgice decir que esta sustancia presentara un
comportamiento acido base debido a este sustituyente, ademis del
que ya menciconamos anteriormente en el carbonilo del anillo
cumarinico.

Los espectros de absorcién (excitacidn) y emisidén,
figura 4.3, muestran los siguientes maximos en los ambitos de pH

que se mencionant

medio Aexcitacidén (nm) Aemisidén (nm)
Ho = -6 345 430
pH = 0 L3 400

325 473
pFH = 10 366 4573
metanol 325 i)

En los espectros de excitacién se observa a Ho= -4 una
banda cuyo maximo esta en 245 nm, a medida gque el pH aumenta
esta banda se corre hacia el azul, alcanzandose el maximo en 225

entre Hoe= -4 y pH 5. Ya en pH alcalino ( 7) hay un nuevo
corrimients batocrémico con maAxime en 244 nme Estos corrimientos
espeétra]e- se¢ observan también en los espectros de absorcidn.

For otro lado, los espectros de emisi6fn  siguen wun
comportamients diferente. En soluciones fuertemente acidas hay

una dnica banda de emisidén en 241 nm. A medida que el pH aumenta

se¢ whserva un corrimiento batocrémico (a diferencia de 1o que
el espectro de excitacién) y entre pH O y 1 se
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Figura 4.3.
(a) Espectros de excitacibén de la 7-hidroxicumarina.

1) Ho =-6; 2) Ho =-4; 3) pH 7,7; 4) pH 11

(b) Espectros de emisidédn de la 7-hidroxicumarina.

1) Ho ==6; 2) lo ==4; 3) pH 0; 4) 2 pH 11




-92~

observan dos bandas: una muy intensa en 472 m y otra de mucha
menor  intensidad en 400 rmm. Este dltimoe se presenta cCcomo una
barnda solapada <con la de mayor intensidad. Para pH comprendidos
entre 2y 11 se observa siempre una dnica banda en 452 nm y cuya
intensidad crece con el pH de la solucidn.

Tante para 1os espectros de excitacién como para los de

]

emisién, se observa un aran sclapamiento de las bandas.

E1 espectroe en metanol anhidro de la umbeliferona
muestra wuna banda de emisidén Fluorescente en 293 nm, mientras
que el correspondiente espectre de excitacidén reponde a las
caracteristicas espectrales de las soluciones acunsas de Ho= -2
a pH S Qexc.max. = 225 nm).

%i ahora se agrega a la solucidn metandlica, acido

perclérico (c) tal gque su concentracidn sea aproximadamente 1 M
y se registra el espectro de emisitn, se ve que l1a banda en 393
nm disminuyd notablemente su intensidad, apareciendo una banda
muy ancha cuyo maximo esta en 424 rm, la cual presenta un hombro
pronunciadoe en 920 nm. Este 0ltimo no se observa practicamente
en solucitn acuosa.

De acuerdo el comportamients  cualitative vy
cuantitative observado, se puede concluir que los equilibrios
acido base qgue tienen lugar este compuesto no  ocurren
simultaneamente en ambos estados, sino gque la basicidad de cada
sustituyente varfia seaqidn se encuentre Ta molécula en el estado

@zitadoe en ¢l fundamental. Este fendmeno se conoce desde que
Weller estudid las propiedades Aacido base de 1os  fenoles
[27,14473.

Muchos autores intentaron explicar este comportamiento
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base a los espectros de absorcidn y de emisidn, ayudandose

con las titulaciones fluorescimétricas (141,162, 1465-14671.

Similarmente, se ha estudiade la 4-metil-7-hidroxi-—
cumarina, que presenta propiedades parecidas a 1a
7-hidroxicumarina, si bien la primera fue ampliamente estudiada
debido a su poder "laseante" [1462-1711.

llna de las dificultades encontradas en este estudio es
¢l solapamiento de los espectros de emisién de las diferentes
especies. Varios autores han propuesto diversos métodos para
aobtener las contribuciones espectrales individuales de 1a banda
fluorescente principal [147,172-1741.

En este trabajo, se wtiliza la Espectrometria de
Luminiscencia Sincrénica (ELS), que fue descripta en el capitule
2, para estudiar el comportamiento luminiscente de 1la

7-hidroxicumarina en funcidn del pH, y se mostrara que

n
n

posible asiagnar diferentes bandas a cada una de las especies.

m
@*

Fara ajustar el pH  (Ho) se utiltizaron soluciones de

Acido  perclérice cuya acidez varfia desde Ho = -4 hasta pH 5

3
para 1os pH comprendidos entre & y 2 se utilizaron soluciones

reguladoras de fosfato didcido de potasio y, para las soluciones

de pH mayosr que se empled hidrdé=ido de potasio. E1 Acido
clorhidrico se descartd para ¢l ajuste de acidez (1443, debido a
que medin fuertemente acido no se observa ninguna sefial
luminiscente, decir, que actda  como  inhibidore de  1a
fluorescencia para la especie o especies que estan presentes en
medio dcido. Incluso, se compara  la  intensidad de

fluorescencia de l1la solucidén a pH 2,5 (HZ1), la emisidn
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correspondiente en 455 nm disminuye, aproximadamente, un 0%

respecto de la solucidn cuye pH se ajustd en 3,5 con Acido
perclérico. Los aspectos cualitativos mo cambian st se utiliza

Aacido clerhidrice en lugar de perclérico, entre pH O y S.

Las concentraciones de las soluciones de 1a
umbeliferona se e¢eligieron de manera tal de minimizar el efecto
de autoabsarcién.

Varions autores han explicade g¢stas diferencias en los
espectros de excitaciden y de emisidn en base al equilibrio que
se muestra en la figura 4.4 [16&5-1471].

Estos equilibrios pueden justificarse de la siguiente
manera. A pH mayor que 2 no  se oéserva corrimiento en la
longfitud de onda de absorcién y dée emisidn, por 1o tanto y

dadas las caracteristicas estructurales, la dnica especie

]

posible en ese medio es 1a  forma ANIONICA (A7), tanto en el
estadoe  fundamental comde en el primer estado excitadeo. A medida
que el pH disminuye, el espectro de emisidn no cambia adn a pH
2, sin embargo el espectro de absorcidn cambia notablemente a
partir de pH 7s hay corrimienta hipsocrémico de
aproximadamente 40 nm. El espectro de absorcidn entre pH -1 y S5
es iqual al que se obtiene en metanol neutro. La banda de
absorcién en este dltimo medio corresponde a 1a forma NEUTRA (N)
de 1a umbeliferona, dJado que existe poca probabilidad  de
enzontrar especies idnicas en tal medio C1446,1471.

estos resultados podemos decir gqued "el oxhidreilo

es mas 3cido en el estado excitado que en el fundamental”.

E1 espectro de absorcidn de la especie neutra permanece
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inalteradeo, adn a elevadas concentraciones de Acido percldérico
(Hw = -4), embargo el espectray de emisidn cambia

notablemente.

A pH 1 se observa una banda intensa en 472 nm y una mas
pequeta (muy solapada) alrededor de 400 mm. Esta dltima
corresponde a la especie newutra, dado que responde a2 la misma
longitud de wonda de emisidn gque en metanol neutro (3932 mm). EI
corrimiente batocrémico de 7 nm con el aumento de la polaridad
del solvente (metanol -—-—-2 agua) indica que se deba a un
sistema 77 ——=277 %,

La banda de resonancia que aparece en 472 nm tieme que
deberse, por suposicidén, a un sistema . de alta conjugacidn como
se postula en la forma TAUTOMERA (T). Otros autores le asignan a

este tautémero wuna estructura de tipo zwitterion [14Z2,17113:

Esta especie podria  ogenerarse, bien a través de 1a
tforma newutra o a partir de la anidnica, ya sea por un mecanismo
prototrépicao (fotoenolizacidn) el primer caso, o por
protonacidn del carbonile del anidn en el segqundo.

A medida que aumenta la acidez, se aobserva un

corrimiento  hipsocrémico, X\ em.mas = 420 nm, que asignamos a la
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forma ZATIONICA (C2%). El espectro de absorcidn a Ho = —6& muestra
una banda en 435 nm gque se asiant a la misma especie, pero en el
estadoe fundamental.

La especie catidnica de l1a umbeliferona en el estado

@

excitado no estia documentada en la biblicarafia publicada hasta
el momento. Esto se explica en base a que no hay trabajos que
hayan wutilizade concentraciones de AaAcido tan elevadas. Una
transicidén similar ocurre en la 4-metil—-7-hidroxicumarina [1771].
De estas observaciones resulta que: "el carbonilo es
mas basico en el estado excitado que en el fundamental".
Por 1o tanto cuando se aumenta la acidez, la secuencia

que siguen las especies es:d

a) ESTADOD FUNDAMENTAL

AT === N —==2 ' (1)
b) ESTADD EXCITADD ()
A#T ——=1 TH# <==3 N# ———3 D =)
La especie tauwtdémera no observa en el estado
fundamental ya que no hay cambio en los espectro de absarcidn

entre pH O y Z. En general, estas tautomerizaciones ocurren via

la absorcidén previa de up cuante de radiacidn (fototautomeri-

zacidén).

III.- G-metoxi—-7-hidro=icumarina o escopoletina

Dade que la literatura no se describe el comporta-
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miento absorciométrico de la escopoletina con el pH, coms en el
caso de la wumbeliferona, se estudiaren los espectras de

absorcidén de la misma en un amplic ambito de pH (Ha).

1) Ambite de pH entre 5 y 11.

En este Aambito se estudia el equilibrin aAcido base del
oxhidrilo fendlico, que es el sustituyente que puede
experimentar tal equilibrieo entre estos valores de pH. Los
espectrous de absorcidén se observan en la figqura 4.5.

Entre pH S y 6 la banda principal de absorcién se
encuentra en 342 nm, mientras que otra banda de menor
envergadura se encuentra en Z%3 nm.

A pH mayor o igual que 3 no se observa ninguna de las
dos  bandas anteriores, siendo ahora la banda principal de

absorcidén la que se encuentra en 2846 nm.

En los espectros se pueden observar 2 puntos
isosbésticos, uno en 254 nm y el otro en Z20 nm.

A pH 7 se puede observar la presencia de ambas bandas

de absorcidn.
En base a este comportamiento postulamos que 1a banda
242 fim corresponde a la especie NEUTRA (N) de 1la
escopoletina, mientras que la ubicada en 3246 nm corresponde a la

especie ANIONICZA (A~) seqdun el siguiente equilibrio:

CH-0 gt CH 20
o), = "ol
HO o) ~0 o

0 + H*
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Figura 4.5. Espectros de absorcibén de la escopoletina,

1) pH 5; 2) 6; 3) 7; 4) 7,5; 5) 8; 6) 9,2; 7) 10; 8) 11.
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Los valores de absorbancia a cada longitud de onda se

resumen en la tabla II.

Tabla II
pH A(342 nm) A(Z226 nm)
5,0 0,533 © 0,035
t,0 0,520 0,050
7,0 0,443 0,310
7,5 0,400 0,533
8,0 0,353 0,703
2,2 0,295 0,353
10,0 0,295 0,870
11,0 0,295 0,233

2) Ambitoe de acidez entre pH 1 y Ho = -4,

E1l espectro de l1a escopoletina a pH 1 es igual al que
se obtiene a pH 95, que corresponde a la forma neutra, figura
4,6, La absorcidn de las bandas en 242 292 y 2523 nm practica-
mente no cambia hasta Ho = —4.

A partir de Ho = -5 se observa que la banda en 258 nm
practicamente desaparece. Sobre las otras dos bandas se ve un
corrimienty batocrémico una disminucidn de l1a absorcidn en
la banda de 292 nm Yy un aumento en 7a banda principal que se

encuentra aproximadamente en 350 nm. A Ho = -6 solo se observa
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Figura 4.6. Espectros de absorcidén de la escopoletina.

1) Ho =-6; 2) =5; 3) -4; 4) -3,2; 5) =2,5
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cambiios observados postulamos
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una absorbancia

Jue la

una dnica banda de abtsaorcidn en 265 nm
mayor gque la banda en 342 nm.
En base a estos
banda en 245 nm pertenece a la especie que denominamoes CATIONICA
(z %) y que corresponde a la proteonacion

siguiente reaccidns:

del

), = ol
HO 0 :H + H* HO ogl®)

En estos espectros no  se

carbaonilo,

seqgrin la

observa 1a presencia de un

punte  isosbéstico neto. Los valores de absorbancia se detallan
en la tabla III.
Tabla III

Ho A(3E4 nm) ACZ94 nm)

5,2 0,685 Q,0%0

-5,0 0,550 0,200

4.0 0,45% 0,230

-2,2 0,375 0,260

2,5 0,365 0,260
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La absorbancia en 242 nm noe puede evaluarse porque

practicamente se mantiene constante.

%) Espectros de excitacién y de emisidén en metanol anhidro.

Esta solucidn presenta wuna dnica banda de emisidn en
424 nm que coincide con la que aparece en la biblicagra¥ffa C1273].
E1l espectroe de emcitacidn correspondiente es igual al espectro
de absorcidn.

i comparamos los  espectros  de la umbeliferona,
observamos que, la adicidn del arupo metoxi en 1a posicidn & del
anillo bencénico produce un corrimiento batocrdémico, 1o que se
Justifica ya gque se le esta adicionando un arupoe croméforo. Sin
embargo, el espectro de excitacién es mas complejo que el de la

umbeliferona, ya que aparece una banda en 294 nm.

4) Espectros de e=citacidn y de emisidn en solucidn acuosa a

diferentes pH.

Los ambitos de acidez empleados varfian desde pH O hasta
rH 11 y desde Ho = —& hasta —-0,2: ajustados con Acido percldrico
o hidréd=ido de gﬁdiﬂ comda ya se indicéd anteriormente.

Los espectros obtenidos se muestran en la figura 4.7.

Los espectros de excitacidn de las soluciones cuys pH (Ho) estan

i son analogos a los gque se observan en

comprendidno  entre -2y
metanol anphidro, gue como ya se dijo son iguales a 1os espectros

de abswrcifn. La banda de mayor intensidad aparece en 242 nm y
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(a) Espectros de excitacién de la escopoletina.

(b) Espectros de emisién de la escopoletina,




~105-

otra de menor intensidad pero muy bien definida aparece en 294

fnm.

A medida que ¢l pH se eleva

n

, Se observa un corrimiento
batocrémice de la banda principal y la desaparicién de la banda
secundaria. El maximoe de excitacién se situa ahora en 370 nm
para seluciones de pH mayor que £.

31 por el contrario la solucidn se acidifica, también
se wobserva un corrimiento batocrémico de la banda de 342 nm y la
desaparicidén dJde Ta banda en 294 rm. Pero ahora el corrimiento es
menos prongnciade y la banda se sitida en 271 mm para soluciones
de Ho menor que —4.

Los espectros de emisidn muestran wun comportamiento
diferente. En primer lTugdar, la banda de emisidén que en metanol
aparece en 424 nm no se observa en solucifn acuosa. Cuando el pH
de la solucitén esta comprendide entre —0,2 y 1, 1a emisidn se
observa en 435 rmm. A medida que el pH aumenta la banda
fluorescente se corre hacia el rojo y a partir de pH 4 se la
observa en 443 nm.

Zi acidific-. s 1a solucidn, nuevamente se observa un
corrimiento batocrdmico,  pero ahora, de igual maanitud que el
anterior y para Ho menores gque -5 la banda de emisién se observa
en 442 nm.

Hay 4que destacar gque a Ho = -4 la sefial es inestable y
sy intensidad decae rapidamente con el tiempo.

En ningdn momento  se  observd emisidn fluorescente en
lenaitudes de aonda altas cowr en ¢l caso de la umbeliferona. La

intensidad de las bandas crece con el pH de Ta solucidn.
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De los espectros de emisién en metanol anhidrwo podemos
concluir que  la banda en 424 nm corresponde a la especie NEUTRA
(N#) de 1a escopoletina, ya que en ese medio nno hay probabilidad
de que existan especies iénicas [1271].

La especie que esti absorbiendo también corresponde a
la ferma NEUTRA (N) dado que el espectro de excitacién es igual
al de absorcidén en metancl y al de las soluciones acuosas de pH
menor que S5 y Ho mayor que —4.

Los espectros en solucidén acuosa a diferentes pH dan
mayor informacidén.

La wvariacidn de 1a loenyitud de anda de los maximos de
emisidn indicaria 1Ta existencia de dos equilibrivs en el estade
excitado.

Une de ellos corresponde al equilibrio Acido base del

oxhidrileo fendlico entre la especie NEUTRA y la ANIONICA (A7) y

@l otro al equilibrio acido base del carbonilo entre N y ct.
Es decir que el equilibria  Acido base del estado
excitade puede representarse como en 1a  figura 4.2. Este

diagrama se justifica seaqdn los siguientes hechos experimen-—

tales:

@

.- EI espectra  de emisidn de las soluciones cuyos pH (Hao)

zesta comprendide entre -0,5% y 1,0 carresponde a la especie

?

I

NELUITRA ya que @5 amalogo al que se obtiene en metanol anhidro,

aungue &1 maximo estld desplazado batocrdmicamente en 11 nm. Este

corrimientns se  debe al cambio en la polaridad del solvente, ya
que wunra  disminucidn  en la polaridad (agua ——2F metancl) produce

- R . - i
un  corrimients batocrédmico en las transicionesT —=2T# [1779, 1221,
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Ademas corresponde a la forma neutra ya que la sefial desaparece
al acidificar o alcalimnizar la solucién.
2.— Se postula gque al alcalinizar la sclucidn y aparecer un
corrimienta batocrdémico, 1o 4que ocurre es un  cambio en 1a
estructura de la especie emisora gue podria  deberse a la
formacidn Jde un anidn.

2.— Dado qgque cuando se acidifican las scoluciones con Acido

perclérico, se¢ observa wun nuevo corrimiento batocrdmico en los

(3

[

spectro de emisidn, se postula gue ocurre un cambio en la
estructura de la molécula que permite un mayor solapamiento de
los orbitales de los crométoros, es decir,una mayor conjugacioén.

ser el CATION (CFr#), cuyo maximo de

n

La forma responsable pued

emisién aparece en 462 nm.
Debido a que los anchos de banda medio son

relativamente aqarandes, figura 4.7, el solapamiento entre las

bandas de emisifn de N# y A¥ y N# y CF

#* no permite 1a evaluwacidn
directa de las intensidades de fluorescencia de las especies

individuales.
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4.3.— APLICACION DE LA ESPECTRIMETRIA DE LUMINISCENCIA

SINCRONICA

I.—- 7-hidroxicumarina o umbeliferona

Se realizaron los espectros de emisién sincrénica
correspondientes a los siguientes AX:10; 20; 20; S50; &0s 73; S0,
P0; 1073 132 y 154 mnm, algunos de los cuales incluyen la dife-—
rencia entre los maximos de emisidén y de excitacidén. Los valores
de las intensidades obtenidas se detalilan en '1a tabla IV.

De los anilisis de estos espectrous surge que los que se
obtuvieron utilizande un O\ de Z0 y &5 nm son los que presentan
mayor resolucién, y por lo tante son los que se usan para el

analisis espectral.

1) Espectraos sincrénico  con &) = 45 nm.

Los espectros sincrdnicos de emisidn de 1a umbeliferona

obtenidos conm las soluciones cuyes pH  varianm entre 1 y 11,
utilizandas un OX = 45 nm, se¢ observan en la fioura 4.9,

Estos espectros muestran tandas bien definidas, cuyas
intensidades crecen decrecen oconforme  varia la acidez del

medic. Esta mayor resolucién respecta de 1a que se abtiene con

los espectros  de convencionales, permite estudiar el
comportamients de tres especies diferentes de manera simul tanea,

tanto en ¢l estadeo excitado Ccomo en ¢l fundamental.



Tabla IV. Intensidades de emision sincronica de la umbeliferona en funcien
del pHy del AN .
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\)
pH (Ho

-5 404

10

(2,4)

398

20

(7,7

30

403

(18)

469 (0,42) 477 (0,36) 488 (0,24)

-4
-2
0,0
362
1,0 457
49
507
2,0
3,5
5,5
413
456
469
7,7 493
528
464
11,0 416
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
455

368
432
463
479
515

363
465
479

368
458
479

38
464
479

362
370
421
480

419
478

(0,4)
(0,34)
(0,52)

(0,70)
(0,64)
(0,26)

(1,08)
(0,74)
(0,29

(1,1
(0,2)
(0,52)
(1,1)
(0,34)

(0,78)
(0,65)
(1,21)

(0,50)
(0,90)
(1,46)

(0,54)
(1,26
(1,38)

(0,18)
(0,18)
(10,6)
(2,4)

(16,0
(2,8)

375
440
470
489
527

376
423
485

424
490

(2,4)
(0,3)
(0,5)
(0,9)
(0,25)

(12,5)
(27)
(2,0)

(41,0)
(2,0)

392 (58)

385 (5,8)
450 (0,3)
484 (0,4)
507 (0,5)

438 (91)

60

417 (84)

389 (7,5)
456 (0,5)
517 (0,4)

442 (128)

419

410

409

397

395
402
487
524
409

397
412

414
397

415
395
445

445
415

445

65

(95,6)

{58)

(24)

(9,5)

(8,3)
(8,2)
(0,5)
(0,4)
(8,0)

(6,7)
(8,0)

(9,6)
(7,2)

(10,0)
(4,4)
(2,0)

(144)
(3,0)

(220)




Tabla IV. Intensidades de emision sincronica de 1a umbeliferona en funcion

del pH y del a. (Continuacion)

-111-

73 80 90 107 132 154

424 (109) 427 (114) 431 (114) 444 (94) 444 (53) 489 (45)

451 (133)
414 (36) 457 (82)
403 (11,1) 866 (60)

403 (9,6) 424 (21,5) 433 (39) 442 (77,5) 438 (119) 474 (111)
418 (13)

457 (160)

456 (213)

457 (217)
448 (165) 453 (182) 452 (190) 4463 (163) 474 (109)
454 (76)
428 (166} 454 (182) 460 (162) 476 (96) 428 (7,0)
460 (24)

494 (51)
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Figura 4.9
Espectros sincrénicos de emisibén de la umbeliferona.

A= 65 nm.

1) pH 1 (x10); 2) 2 (x8); 3) 5,5 (x7); 4) 7,7 (x0,5)
5) 11 (x0,3)
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La banda con maximoe en 395 rm muestra una disminucidén

en su intensidad cuando ¢l pH se eleva, mientras que la banda en

()

412 nm aumenta su  intensidad con €l pH. A pH S,5 aparece una

7
nueva banda de emisidén sincrdnica situada en 445 nm, cuya
intensidad también aumenta con el pH.

i comparamos el  espectro. de  fluarescencia de wuna
selucién a pH 95,5 cuando se la excita con longitud de onda de
322 nm, figura 4.3(b, espectro 4), con el espectro sincrénico de

la misma solucidén, +igura 4.9 (espectro 2), se ve como se ha

7

ganado resolucién @ informacidn que permite estudiar  las

i

(]

s

]

transiciones de las diferentes espe , tal como se demostrara
en las secciones siguientes.

Cuando la acidez del medio aumenta notablemente, es
decir varia desde pH hasta Ho = =4, las bandas de emisidn
sincrfnicas que hemos mencionado desaparecen, y se¢ observa una
dnica banda cuyo maximo  varia entre 400 y 420 nm, correspon—

diendos l1a de mayor longitud de onda a la solucién de mayor

acidez, figura 4.10.

Z) Espectros sincrénicas con AN = 20 nm.

Cuando se wtiliza una diferencia entre la longitudes de
onda  de excitacidn y de emisidn de 20 nm, los espectros sincrd-
mas complejos, pero se obtiene una mejor resolucidn,

figura 4.11.
Cuande se analiza la solucidn de Ho = -4, se observa

una dUnica  sefial 292 nme =1 ahora nos movemos hacia el otro
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Figura 4.10

Espectros sincrénicos de emisibén de la umbeliferona.
A= 65 nn,

1) Ho =-6; 2) Ho ==2; 3) pH O
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Figura 4.11

Espectros sincrbnicos de emisidén de la umbeliferona.
AN\ = 20 nm.

1) Ho =-6 (x10); 2) -2 (x50); 3) pH O (x50); 4) 2 (x50)
5) 5,5 (x50); 6) 7,7 (x5).
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extremo en la escala de pH, vemos que para las soluciasnes cuyo
pH es superior a 7, aparece wuna banda en 421 nmy la que se
encoentraba en 392 nm desaparece completamente.

Entre estos dos wvaloares de acidez, se observa un
sistema de dos bandas de emisién. La banda mas aguda ubicada en
6P nm alcanza sy maxima intensidad a pH O, mientras que las
kandas con maximo en 44% y 479 nm muestran un aumento en la
intensidad con el pH.

Fara un mejor analisis de estas sefiales, se representd

qraficamente la intensidad de flucrescencia en funcidn del pH.

Z) Relacién entre Ya intensidad de la sefal sincrdnica y el pH.

Fara wun mejor anilisis de las sefiales sincrdnicas

obtenidas, [ representd araticamente Ta intensidad de

W

fluorescencia sincrénica relativa (RZSEI) en funcidn del pH (o
Hed . La REEI es la intensidad sincrédnica a un dado pH divididoe
la intensidad sincrénica correspondiente a un pH tal que existe
una dnica especie bien que el valor de dicha intensidad es

maxima, figqura 4.12.

CURVA A: corresponde a As,em = 445 nm;.03\= &Snm.,
Ya que en el estado excitado la dnica especie que existe en

soluciones de pH mayor que 4 es la anidnica (A#T), 1o que se

deduce por la constancia en la  longitud de onda de emisidn
cuands  se  aumenta el pH, tal como se explicd en la seccidn 4.2

II,1a «curva A representa la distribucidn de la especie anidnica
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pH (Ho)

Figura 4.12
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de Ta wumbeliferona en el estado fundamental. Dicho en otras
palabras, la variacién observada en la seffal sincrénica a esta
longitud de onda se¢ debe a un cambio de la especie absorbente y

d

3
I
@

la especie emisora. For 1o tantno, la transicién que

corresponde a esta banda la asignamos como AT —=2> A¥ .,

CURVA B: corresponde a)ds,em = 242 nmg AX = 20 nm.

Esta curva debe analizarse en tres secciones separadas, ya que
son varias las especies responsables de esta sefal.

La =zona comprendida entre pH 4 y 10 correspeonde a 1a
especie neutra en el estado fundamental. Esto se explica de l1a
siguiente manera:s ya mencionamos anteriormente que  1a dnica
especie que puede encontrarse en el estado excitado, a pH mayor
que 4, es A% . Como la intensidad correspondiente a esta) s,em
crece cuando el pH  disminuye (entre pH 10 y 4), nos esta
indicando que la especie absorbente esta aumentands en concen-—

tracidn. Ecsta

]

specie corresponde a la forma neutra (N), gue se
torma a partir de la protonacidn del oxhidrilo fendlico de la
especie A de la umbeliferona, tal como se explico en la seccidn

.2 II. FPFara esta porcidn de la curva la transicidn involucrada

La sequnda porcidn de la curva se analiza entre pH 1 y
4. La variacidn de la sefial sincradnica con €1 pH nos 1indica l1a
distribucidn de la especie neutra en el estado emcitado (N*).,
Esta asignacidn se realiza en base a Jos siguientes hechos

experimentales: 1a posicidn del mAximd de excitacidn (absorcidn)



varfia cuanda 1a acidez

esta indicando que es

absorbiendo. En este caso c

como  se explicd anteriorment

sefal nes  esta indicando un

que para pH mayores que 4 en

por 1o tanto el cambico que

ponde a la protonacidn del

0

el estado  excitado. Es

sincrénica 1a disminpucid

concentracidn de la  especie

transicién se le

Entre pH O =

de la intensidad sincrénica r

de la siguiente manera:l

estadno la

m
n
I

fundamental,
decaimienta d

disminucién de

justificamos postulandoe que,

medio fuertemente acide se

cumarina, como ya se demostrd

conduce a 1a fFormacitn del

estado excitado (C+*)7 y por

de M,

CURVA Bt

corresponde

Esta banda puede ser estudiad

cambia entre

slempre

asigna a M —=I

-4 se
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rpH % y Ho ==4_, 1o que nos

la misma especie la que esta

arresponde a la especie neutra, tal

¢. Por 10 tante, la variacién en la

cambico en ¢l estado excitado. Vimos

el estado excitado sdlo existe A#HT,

se observa a pH menor que 4 corres-—

hidrilo fendlico de la umbeliferona

decir, que el aumento en la sefal

n del pH se debe a un aumento en la

emisora, N3+, Por 1o tanto, esta

N,

cbserva una disminucidén marcada

elativa. Este fendmeno se justifica

ya mencionamos anteriormente que en el

N.

Coma Conse—

w

predominante es

debe corresponder a una

emisora  (N#).Esta desaparicidn la

el carbaoapilo de la umbeliferona en

protona al igual que 1o hace la

en la seccicnd.2]. Esta protonacidn

catidn e Ta umbeliferona en el

1o tanto disminuye la concentracidén

a s, en = 45 nm.

a entre pH 1 y 4. Su comportamiento
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¢s analego al de la curva B para el mismo ambite de pH. Sélo que

aqui, puede estudiarse para toda 1a escala de acidez poraque
dada que se esta  trabajandao un O mayer, la resolucién

espectral es menor y el solapamients entre las bandas aumenta y
hace imposible obtener wun wvalor aceptable de la intensidad,
figura 4.2. Por lo tanto, la transicién invelucrada es analoga a

la descripta anteriormente, es decir, N —=I» N,

CURVA D:f carresponde 2 As,em = 397 nmy A\ =20 nm.
Esta banda sé&lo puede ser observada cuandoe se¢ analizan las
soluciones cuya acidez se encuentran entre Ho = -6 y —4.
La transicidn responsable de esta sefial es ot —> Ccts. Esto se
justifica observando los espectros de absorcién (excitacidn) y
emisién, figqura 4.2. E1 corrimiento batocrdmico de la banda que
se encuentra en 225 nm hasta 245 rm esta indicandoe un cambio en

la

w

specie absorbente, 1a gque se asignd como la forma protonada
de la umbeliferona en el estado fundamental (CY). E1 corrimiento
hipsocrédmico de  la banda en 4532 hasta 431 nm, también indica wun
cambico de la especie emisora, que no puede ser la forma neutra,
ya gue ésta emite en 400 nm, por 1o tante, debe corresponder a

la especie catifdpnica en el estado excitado (ot .

De manera analoga caracterizan Tas transiciones
correspondientes a las As,em. 40%; 412 y 419 con O = &Snm.
Las bandas correspondientes a las As,em 445 y 479 nm con D= =0

rm, no pudieron hasta el momento ser asignadas con presicidn. En

primer intento puede decirse que corresponden a las mismas
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transiciones que dan origen a la banda conhzs,em. en 412 nm

con AOX= 65 nm, tabla V.

Tabla V. Longitudes de onda de emisién sincrénica, tedricas y

experimentales y las especies postuladas invelucradas

en cada transicidn

MHnm) As,em (nm) N#exc (nm) Htem (nm) So 81
eXfre tebr.

395 =94 IS 400 N N

40% 405 325 430 N ct

65 412 413 325 453 N A~

419 412 345 4321 ct ct

445 440 bk 453 A- A-

6P 36 IES 400 N N

297 293 245 431 ot ot

20 465 4460 445 453 #*N A~

#A- A~

47% 473 459 479 #*N A=

#A~ A~

# De acuerdo con ¢l pH de trabajo.
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La explicacidén sobre la curva T se da mas adelante.
Estas asiaganaciones se corroboran mediante el calculo
matematico de laAs,em seadn la férmula desarrollada por Lloyd,

y que hemos deducido en el capitulo 22

Ns,em = Thkexc. Atem / (Ntexc + M#em — O)) (3)

L2s valores experimentales estan en perfecto acuerdn

los datos obtenidos matematicamente, tal como se muestra en

la tabla V. Esto indica gque nuestras asignaciones son correctas,

y que la ecuacidén 2 se cumple para este sistema dentro del error
experimental.

La deduccidn de la ecuacidn s¢ hizo en base a la

suponsicidén de gue los espectros de emisidn sonm gaussianos, tal

comax  se menciond en ¢l capitule 2.4, Para verificar que nuestros

spectraos siguen e¢@se comportamiento, se generaron los espectros

W

tedricos  segdn la distribucidn de Gauss, utilizando como para-

metros  ipiciales  l1os  max e de emisidn y los apnchos de banda
experimentales. Luegn se compard mediante un progarama de compu-—

tadora la posiciden e intensidad de cada punto tedrico con el
correspondiente valor experimantal. Lus espectros de emision
experimentales se¢ aproximan a una distribucidén Je Gauss en mas
del 274 en cada caso. Las tablas con los valores obtenidos y el

proarama utilizadon se describen en ¢l apéndice A.

Pégina 123 omitide, por srror en ls numeracién



II.- t—metoxi—-7-hidro=icumarina o escopoletina

Siguiendo la metodologia aplicada 1a umbeliferona para
el estudin de sus propiedades en el estado excitado, se aplice
la técnica de fluorescencia sincrdnica a la soluciones de
escopoletina preparadas con diferentes valores de pH (Ho).

Se analizaron espectros de emisifn sincrdnica
utilizande diferentes O 105 203 230; S0s 65 y 139 nm y los
valores correspondientes a la emisidn sincrédnica se describen en

la tabla VI.

1) Espectros sincrédnicos con OX= 10 nm

En zste caso, los espectros obtenidos con un intervaloe

¢
@

de Jongitud de onda de 10 nm presentan la mejor resolucidn y son

la fuente de mayor informacidn.

La figura 4.12 muestra l1os espectros sincrénicos
coarrespondientes a  las soluciones de escopaletina cuyo pH esta
)

comprendido entre 1 y =

Las scoluciones de 1< pH <& muestran wuna banda de

emisién  en nm, <=uya maxima intensidad se alcanza para pH 1.
Cuande se trabaja a un pH inferior, entre 1 y 4, aparece ademis
atra banda en 422 fm  gque sufre wun corrimmiento batocrdmico

cuoando el pH de la solucidn es mayor que &, ubicandose en 432

rm. Su intensidad aumenta conforma crece el pH de la solucidn.



Tabla VI. Intensidades sincronicas de emision de 1a escopoletina en funcion
del pH y delad.
X 10 20 30 50 65 139
pH (Ho)
403 (1,14) 416 (3,16) 423 (6,50) 437 (15,7) 485 (14,4)
-6 412 (1,33) 479 (0,30) 4%0 (0,33) 495 (7,7
468 (0,22)
410 (1,24) 413 (3,44) 423 (7,3) 432 (20,2) 480 (26,8)
=5,79 468 (0,30) 478 (0,34) 438 (0,22)
408 (0,24) 411 (1,89) 409 (4,59) 430 (13,4) 480 (25,7)
=5,05 412 (0,73) 415 (2,02) 488 (0,29)
46% (0,32) 478 (0,31)
406 (0,28) 350 (0,09) 411 (1,8) 424 (8,0) 476 (22,0)
-3,98 469 (0,29) 403 (0,71) 498 (0,26)
413 (0,82)
473 (0,26)
387 (0,13) 359 (0,13) 393 (1,93) 422 (8,73) 426 (18,5) 398 (0,67)
-2,34 400 (0,20) 398 (0,62) 489 (0,22) 436 (15,7)
469 (0,31) 472 (0,28) 474 (29,0)
388 (0,43) 395 (1,40) 402 (3,8) 416 (3,4) 400 (2,0)
-1,97 394 (0,47) 477 (0,42) 428 (0,46) 439 (21,0)
469 (0,49) 474 (34,5)
389 (0,70) 395 (230) 400 (2,4) 412 (17,2) 400 (3,0)
-1,47 292 (0,74) 478 (0,56) 487 (0,47) 437 (22,8)
449 (0,74) 473 (35,2)
05 (0,09)
399 (1,24) 295 (3,40) 400 (7,8) 413 (23,0) 400 (4,25)
-1,0 392 (1,20) 479 (0,52) 487 (0,45) 437 (27,0)
469 (0,68) 472 (37,0}
506 (0,14)
337 (2,0) 293 (9,89) 401 (12,7) 410 (36,0) 400 (7,8)
-0,53 463 (0,95) 477 (0,69) 489 (0,3) 436 (38,5)
473 (47,2)
289 (2,63) 395 (7,05) 299 (1S,4) 410 (42,2) 3%8 (9,9)
-0,22 463 (1,0) 479 (0,7) 485 (0,6) 434 (40,0)
564 (0,18) 471 (51,5)
387 (2,80) 395 (7,45) 400 (16,6) 408 (46,6) 400 (11,0)
0,0 449 (1,13) 477 (0,85) 488 (0,60) 435 (44,5)
506 (0,2) 471 (58,0)
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Tabla VI. Intensidades sincronicas de emision de la escopoletina en funcion

del pH y delax. (Continvacion)

ax

pH (Ho

0,52

1,0

2,0

3,0

4,0

3,0

6,0

7,0

3,0

9,0

363
469
306

338
420
468

388
470
507

387
422
470
506

388
422
468
06

324
420
467
505

385
432
457
506

336
431
463
504

432
463

429
467
505

10

(3,18)
(1,08)
(0,2

(2,73)
(1,25)
(1,17)

(2,8)
(1,47)
(0,27)

(1,40)
(0,883)
(13,0)
(1,5)

(1,50}
(0,98)
(14,7)
(1,8)

(1,50)
(0,9)
(16,0)
(1,8)

(1,14)
(1,09)
(2,30)
(0,51)

(0,55)
(6,95)
(2,70)
(1,25)

(17,1)
(2,56)

(19,1)
(11,0
(4,4)

393
478

394
432
473

395
480

393
432
479
515

394
432
478
15

392
432
479
S15

93
440
480
51

w3
249
420
Stb

436

436
4,7

20

(9,0)
(0,85)

(7,5)
(1,42)
(0,95)

(7,55)
(1,20)

(4,03)
(1,16)
(11,4)
(1,17)

(4,40)
(1,30)
(12,5)
(1,3)

(4,33)
(1,47)
(13,6)
(1,42)

(2,83)
(2,35)
(0,58)
(0,18)

(0,55)
(44,2)
(0,58)
(0,18)

(42,5)

(48,0)
9 (9,4)

516 (1,20)

400
439

399
440

401
490

400
441
488
324

444
489
526

400
442
487
524

442

442
489

30

(20,0)
(0,63)

(16,0)
(1,5)
(0,70)

(16,6)
(1,0

(8,9)
(1,70)
(9,25)
(0,88)

9,5)
(1,75)
(10,1
(0,94)

(9,25)
(2,12)
(10,9)
(1,0)

(6,07
(4,6)

(1,07
(0,27)

(4,60

(34,5)
(2,25)

(85,0)

(100)
(7,5)

410
509

409
450
508

408

408
460
507

410
440
507
544

403
459
507

408
447
308

410
450
508

449

452

30

(55,7)
(0,53)

(45,5)
(1,33)
(2,67

(46,1)

(25,0)
(2,17)
(5,33)

(26,8)
(2,17)
(5,66)
(0,5)

(25,8)
(3,01
(6,3

(17,6)
(12,5)
(1,0)

(14,5)
(91,0
(4,0)

(227)

(263)

65

139

417 (88,0) 398 (13,5)

417

417

420
474
522

431
454

(69,0

(74,0

(41,5)
(2,0)
(3,2)

(32,5)
(18,5)

0 (23,3)
5 (131,7)

435 (55,0)
473 (48,0)

398 (12,0)
435 (43,5)
472 (63,5)

398 (10,7)
438 (52,9)
474 (115)

397 (6,4)
436 (38,6)
474 (108)

97 (7,1)
436 (42,8)
473 (122)

39 (6,6)
438 (44,2)
472 (122)

493 (107)
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Tabla VI. Intensidades sincronicas de emision de 1a escopoletina en funcion
del pH y delaX. (Continuvacion)

N8> 10 20 2 50 65 139
pH (Ho)

433 (19,0) 440 (49,2) 442 (100) 451 (271) 500 (101)
10,0 469 (10,2) 480 (8,3) 488 (7,5)
506 (4,25) S17 (3,06)

432 (17,5) 438 (43,9) 441 (91,2) 452 (243) 500 (98,5)
11,0 470 (9,25) 479 (7,7) 489 (0,25)
507 (3,8) Si6 (2,77)
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100 [ Figura 4.13
Espectros sincrénicos de
I emisién. AX = 10 nm.
f 1) pH 1; 2) 3; 3) 4;
(a.u) 4) 6; 5) 8
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i ahora observamos la  figura 4.14 que caorresponde a
los espectros sincrdnicos de las soluciones de escopoletina en
medico fuertemente Aacido (Ho comprendide entre -6 y —1), vemos
que Tas espectros se complican pera  pueden analizarse
perfectamente gracias a gque s¢ mantiene una buena resolucién.

En primer lujgar se observa que continda apareciendo la
banda en 322 nm que aparecia en Ta figura 4.13. A medida que la
acidez crece, la intensidad de 1l1a banda disminuye hasta
desaparecer.

En las soluciones mas Acidas —6&4< Ho <-4 se observa una
banda «con maximo en 412 nm y cuya intensidad crece con la acidez
del medio.

En todos los espectros de estas soluciones, tanto a pH

Acido como alcalinag, se oabserva ademas una banda muy aguda en

470 nm cuya intensidad crece con el aumento de pH.

2) Relacién entre la intensidad sincrénica y el pH

Fara wun anialisis mas sencillio de los datos de la inten-—
sidad sincrénica  de emisidn a diferentes pH (Ho), se representd
araficamente la intensidad de fluorescencia sincrdnica relativa

(RZEI) en funcidn del pH, tal como se hizo para 1a umbeliferona

(apfituloe 4.2(32)), Ffiagqura 4.15.

CIIRVA A: corresponde a)ls,em = 422/422 nm.
Zeguin los espectros de emisidn convencional a pH 32 se observa

una  Onica banda de emisidn en 462 nm y que sdlo varia su



50 —

=136~

Figura 4.14

Espectros sincrbnicos de
emisién, AX10 nm.

1) Ho =-6; 2) =5,8; 3) =5;
4) -2,8; 5) -2; 6) -1
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intensidad «cuando la solucidn se alcaliniza. Como ya se expliced
anteriormente, esta banda corresponde a la especie anidnica en
el estadoe emcitado (A¥7). For 1o tantw, la variacién de la RSEI
para esa A\ s,em corresponde a un cambio en la especie que esta

absorbiendo.  Segdn los  espectros de  absorcidn (figura 4.7),

entre pH 4 y 11 tiene lugar el equilibrio acido base del
oxhidrila fendlicoe en ¢1 estado fundamental, tal como se explicé

en la seccifn 4.2 III. De estas observaciones se concluye que?

-,

la transicidén involucrada es AT ——2 A #,

CIURVA B: corresponde a Xs,em 322 nm.
Esta «curva presenta un aspecto mucho mas complejo gque 1a curva
anterior y su  forma denota l1a presencia de tres equilibrios
diferentes. La curva se¢ analiza por partes:
i) RSEI vs pH para pH 2
ii) REEI vs pH para 1<pH<4

1iii) RZEEI vs pH para —-Z2<pH(H2)<0O,5

i) Fara wun mejor analisis de esta seccidn se normalizé
la «curva de distribucidn respecto del valor de RSEI a pH 4,
obteniendose la CURVA E7.

De la misma manera que se explicéd para la curva A, para
este ambito de pH sdle existe la especie A¥ en el primer estado
exZitado.  PFor 1o tante, la variacidn de la sefal sincrdnica con
el pH representa 1a curva de distribucidn de las especies neutra
y aniépica en el estado fundamental. Es decir, la curva BY es la

imagen especular de la curva Ay la diferencia radica en que
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cuanda  se  analiza  la  sefal sincrénica cuya s,em es 4227422,
estamos siguiends a la especie apidnica mientras que cuando

segquimas la sefial en 8% estamos evaluando a la especie neutra.

ii) Como ya discutimos anteriormente, en este ambito de
pH s6lo existe la especie neutra en el estadoe fundamental. Por
lo tante, esta variacién en la intensidad sincrdnica nos esta
indicands que hay un cambio en el primer estado excitado. Este
cambio corresponde al  equilibrico Aacido base deld oxhidrilo
fendlico de la escopoletima. 2O sea que, a medida que el pH
disminuye, la sefal crece porque aumenta l1a concentracidn de la
especie neutra en el estado excitado respecto de la
concentracidn de la especie anidnica.

iii) A partir de pHLO,S se¢ observa una disminucidn de
la sefMal sincrdnica relativa. Este fendmeno se justifica de la
siguiente manera! ya mencionamos anteriormente gque en el estado

fundamental, la especie predominante s la neutra. Come

P

consecuencia, €1 decaimiento de la sefal debe corresponder a una

disminucidn de la especie emisora (N3) postula  que el
carbonilo de la escopoletina se  protona en medio fuertemente

dcido, tal como 1o hacenm la cumarina y la umbeliferona, para dar
a la especie catidnica (ct y por- 1o tante  la

caoncentracian de N¥* disminuye.

v

CURVA 0 corresponde a As,em = 412 nm.
Esta sefal puede ser detectada en soluciones fuertemente acidas,

Ho <=2, Dado oque los espectros de emisidén convencionales no
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muestran cambio alauno  en la lIopgitud de wonda para  las
soluciones de  Hao =3, nos estia indicando que no hay ninagdn

cambio en la estructura de la molécula en el estades excitado
para este ambito de pH, y tal como se explicé en la curva B
(iii), la especie predominante es la catidénica.

Consecuentemente, la wvariacidn de la sefial sincrénica
con la acidez del medis se¢ debe al equilibrio acido base del
carbonilo en el estado fundamental. Es decir que la sefal crece
porgue  al’ aumentar la concentracidn de  protones, aumenta la

concentracidn de cF que es la especie absorbente.

e

De manera anialoga a comd se realizd con la umbelife—
rona, se calcularon 1os  valores tedricas de las longitudes de
onda de emisidn sincrdmica, wtilizandoe los  valores de  las
longitudes de onda de exmcitacidn y de emisidn obtenidas de los

espectros de fluorescencia convencional. Los datos obtenidos se

resumen en la tabla VII. También se verificd en este caso que
las bandas de emisién de las diferentes especies de la

escopuletina se apro=iman a una distribucidn de Gauss, apéndice

A.

0]

@ wobserva wuna perfecta concordancia entre los valores
experimentales y los calculados tedricamente, 1o que demuestra
que las aproximaciones y suposiciones realizadas en la deduccidn

de la ecuacidn (3) del capitulo & se cumplen satisfactoriamente.



=135-
Tabla VII. Longitudes de onda de emisién sincrénica tedricas y

experimentales y las especies postuladas involucradas

en cada transicién. O = 10 Pm.
Ns,em (nm) MN#exc(nm) Astemnm) So S,l
exXp. tedtr.
322 387 =41 425 N N
412 416 371 462 ct ct
4227432 423 390 463 A— A~

La banda que aparece en todoes los espectros sincrénicos
en 470 nm no pudo ser adn identificada, pero se cree que guarda
la misma relacién gque l1a banda que aparece en 479 m en los

espectros de la umbeliferona.
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4.4.- EVALUACION DE LO%Z RESULTADCE EXFERIMENTALES

1.- CONSTANTES DE ERUILIBRIO A PARTIR DE LOS DATOS

ABSORCIOMETRICOS

Calculo de las constantes de acidez de la é-metoxi-7-—-

hidroxicumarina en el e¢stado fundamental.

i) Utilizando 1os valores de absarbancia de la tabla II, se
calculd l1a constante de acidez para el equilibrio acido base
entre la especie neutra y la anidnica de la escopoletina en el
estado fundamental a partir del punto medio de la curva de
absorbancia vs pH, figqura 4.16¢. Dadoe que 1a absorbancia de las
especies involucradas en el equilibrio se relacionan con la

constante de acidez seqin 1a expresion [24,1320]:

1ogL(XT)/(HX)] = pH = pk = ToglAXT)/AHX) ] (4)

linealizaron las «curvas de absorbancia vs pH tantoe para la

absorcidén del anmidn coa para la de la especie neutra.
Los wvalores correspondientes a la linealizacidn de la
curva de absorbancia para‘> = 2286 nm se detallan en la tabla

VIII y se representan araficamente en la figura 4.17(A).
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Tabla VIII. Linealizacién de la curva de absorbancia ( 2246 nm)

vs pH.

pH A(N) ACA™T) loa(N/A™)
6,5 0,750 0,020 00,9208
7,0 0,365 0,275 00,3127
7,5 0,240 0,500 =-0,1675
3,0 0,175 0,665 -0,579¢8
2,5 0,020 0,760 -0,%9777

Los valores obtenides a través de 1a rearesidn lineal son?

R = 0,9959 ordenada al origen (a) = 46,94
pendiente (b) = -0,937%

Cuando y = 0 = = pk(Se) = 7,4 = 0,1

=i descartamos <1 punto para pH 4,5 (figqura 4.17) los

paramentros de la reagresidn lineal se modiftican?

@

R = 0,999 a = 4,29 B = —0,35&7
7 ?

Con estos valores pl(ZSo0) resulta ser 7,34 £+ 0,09,

2i ahora evaluamos la absorbancia de la especie neutra
242 nm, podemos obtener la curva de absorbancia  vs pH
complementaria a2 la anterior, figura 4.14. Los valores obtenidos

para la linealizacidn de dicha curva se detallan en la tabla IX
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y se representan graticamente en la fiagura 4.17(B).

Tabla IX. Linealizacién de 1a curva de absorbancia (342 rm)

ve pH.

pH A(N) A(AT) 1og(N/A)
6,5 0,195 0,045 0,63268
7,0 0,150 0,090 00,2218
7,5 0,110 0,120 -0,0726
3,0 0,070 0,170 -0,323854
3,5 0,030 0,210 -0,3451

Descartando 1los puntos correspondientes a pH 6,5 y 8,5
tenemos:

R = 0,999 a = 4,48 b = -0,6072

Por 1o tanto el pK(50) = 7,37 £ 0,05,

Coms date ampalitico tomo el de menor error, por lo
tanto, la wconstante de acidez para el equilibrio aAcido base en
el estado fundamental entre la especie neutra y la anidnica de

la escopoletina resulta ser:

pE(Sa) = 7,27 £ 0,05
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ii) De la misma manera, se¢ evaluaron las curvas de
absorbancia vs Ho para Tas longitudes de onda correspondientes a
la especie rcatiénica (XN = 344 nm) y la neutra (A= 294 nm),
cuyos valores se describen en la  tabkla III, con ¢l fin de
obtener el  pk(Zew) para la transicién N —=> Ct. La figura 4.1%2
muestra Tas curvas para ambas longitudes de onda.

De esta representacidn no puede calcularse el valeor del
pE(Z0) para la reaccién Acido base. del carbonilo ya que en
ningdn moments se alcanza un valor constante de la absorbancia.
Peros puede estimarse que si a partir de Ho =—-& la absorbancia se
mantiene constante , el pE(So) estaria alrededor de —-4,5, que es

valor razonable para esta constante y gque como se demostrara
mias adelante, coincide con el valor obtenido a partir de las

mediciones fluorescimétricas.

2.— CONSTANTES DE ERUILIBRIC A FPARTIR DE LIS DATOS

FLUOREZCIMETRICOS

Las constante de equilibrio para las reacciones
N === A" + H' (5)
Yy
+
=== N + H (&)
fueron evaluadas tante en el estado  excitado el

fundamental.
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La fluorescencia sincrénica se utilizé para evitar los

problemas de los procedimientos de deconvolucién.

RELACIDN ENTRE LA ZENAL SINCRONICA Y LA CONCENTRACION DE LAS

DIFERENTESZ ESPECIES

Para un equilibrio del tipo

kjq .
HX <===> H  + X~ (7)
ke
la constante de acidez Ka = (H+)(X‘)/(HX), puede ser escrita
como
1ogL (XD /(HX)1 = pH — pKa (8)
donde
(XT)/(HX) = [Is,em relativa (X7)1/CLIs,em relativa (HX)1 (?)
La igualdad (9) surge a través de las expresiones de la
intensidad sincroénica de emision y su relacién con la

concentracién (ecuacion 4, capitulo 2):

Is,em (Oexc,hem) = K.C.d.Ex()\exc).Em(Dem)

La intensidad sincrénica de emisién relativa es el

cociente entre la intensidad sincrénica de emisidén en un dado pH
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y la intensidad sincrédnica de emisidén correspondiente al pH en

el cual todas las moléculas de l1a especie fluorescente estan en

la misma forma y su concentracidn es Co.

Is,em,rel= [K.C.d.Ex(Dexc)Em(Dem) J/[K.Co.d.ExDexxc)Em(Oem)] (10)

Dado que la especie que se analiza es la misma, todos

los parametros excepto la concentracidn son igquales, resultando

que:

Is,em,rel = C / Co (11)

Por 1o tanto, el cociente de las intensidades sincrdé-—
nicas de emisidén relativas da directamente 1l1a relacién de
concentracién entre las especies involucradas en el equilibrio

acido base (ec.9).

Reemplazando 1a igualdad (9) en 1a ecuacién (8) se

obtiene:

log{LIs,em,rel (X7)] / [Is,em,rel (HX)1} = pH — pKa (12)

y araficando log{lIs,em,rel (X7)]1 / C(Ils,em,rel (HX)1} vs pH, se

puede evaluar las constantes de acidez.
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2.I1.- Calculo de las constantes de acidez de la

7-hidroxicumarina.

De la curva A correspondiente a lads,em = 445 nm y A
= 65 mm de l1a wumbeliferona, figura 4.12, puede evaluarse la
constante de equilibrio K1 /K_.1 , que corresponde al valor del
pK(So) para la disociacidén del oxhidrileo fendlico.

Aplicandoe la e¢cuaciétn (12) se obtienen los resultados

descriptos en la tabla X.

Tabla X

pH Is,em (N) Is,em (A7) 1030 (AT /(N)]
7,25 0,28 0,12 -0,865
7,50 0,21 0,19 -0, 629
7,75 0,50 0,50 0,000
7,58 0,26 0,74 0,454
2,00 0,19 0,81 0,629

Los valores de la regresién lineal son:
R = 0,994 a = -2,02 b =2,61
Por lo tanto, para y = 0, x = 7,74,
La constante de acidez para el equilibric Acido base
entre la especie neutra y catidénica de la umbeliferona, en el

estado fundamental, puede expresarse comol
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pK(Se) = 7,74 £ 0,06

Los datos de la bibliografia indican wvalores que

oscilan entre 7,75 y 8 [164-1671.

De 1la «curva B”, figura 4.12, que corresponde a As,em =

395 nm y AX = 45 nm, puede calcularse el valor de la constante

de acidez para la disociacién del oxhidrilo fendélico de la

umbeliferona en el estadu excitado, pK(S ). Aplicando 1los
1

datos de la tabla XI a l1la ecuacién (12), se obtienen los

siguientes resultados:

Tabla XI

pH Is,em (N) Is,em(A™) 1090 (AT)/(N)]
0,25 2,55 0,33 -0,362
0,50 2,25 0,65 -0,539
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 l1a regresién lineal son:
R = 0,999 a =1,07 b = 0,96
y por lo tanto cuando y = 0 x = 1,12,

Es decir que, 1a tconstante de acidez para ¢l equilibrio
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acido base entre la especie neutra y l1a anidnica de 1a

umbeliferona en el estado excitado puede expresarse como?

pK(s )

1,12 £ 0,05

En la bibliografia se encuentran valores que oscilan

entre 0,7 yv 2 dependiendo del método de medicidn [166—-1671.

En realidad, la expresion (12) debe aplicarse teniendo
en cuenta los tiempos de vida media y las constantes
individuales de 1los procesos de disociacidn y ascociacién, como
as{ también, de los procesos de inhibicidén o de otros fendmenos
competitivos con el equilibric acido base.

+

As1{, cuandn se esta excitando a la especie BH , o sea
N en nuestro casco, la expresifn correcta que debe aplicarse es
la dada por la ecuacién (23) del capftulo 1, de donde si los
tiempos de vida media son iguales, entonces el logaritme de la
pendiente de dicha ecuacidén da el pk(Z ).

Dtra condicién que debe cumé]irse para que ¢1 punto de
inflexifén coincida con el pkK(S ) es que K & >> 1, 1o cual
indica que el equilibrio protaliiico ocurre cwi mas rapidez que
la desactivacidn radiativa, cualguier otro tipo de proceso
competitivo, tal como se explicéd en el capftule 1.7,

Apliquemns entonces 1a ecuacitn (22) del capitule 1 a

la reaccion de discociacidn del oxhidrilo de 1a umbeliferona en

el estadoe excitado. Lus valores de relacidén de intensidades
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entre las diferentes especies se obtiene de la tabla XI.
Los resultados de la regresién lineal indican que:d
R = 0,999% a = 0,0235 B = 12,92
y €l log b = 1,11.
Suponiendo que Jlos tiempos de vida media de las
diferentes especies son aproximadamente iguales, entonces la
constante de equilibrio para la disociacidn del fenol se expresa

como

y la ordenada al origen a = k GO,= 43 > 1.

1
En la tabla V vemos que con as,em = 412 nm y O = &5
nm, puede seguirse la transicién N# ——2 A%, es decir que un

grafico de Is,em,rel vs pH da 1l1a curva complementaria a B,
figura 4.19. Aplicando los datos obtenidos en este grafice a la
ecuacidn (28) del capitule 1, se obtienen 1l1os resultados

descriptos en la tabla XII.

S -
9& Aem412nm
¢
10
BJ
0,5

Figura 4.19
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Tabla XII

pH (H) I(A™) I(N) I(N)/I(A™) 1egC(N)/(A™) ]
0,5 0,31 0, 60 3,40 5,67 -0,75

1,0 0,10 1,05 2,95 2,51 -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 0,33 0,45

A partir del anialisis de la regresidén lineal se obtiene:
R = 0,995 a=1,10 b = 14,95
y si calculamos el logaritmo de b y suponemos que6u=gk-, surge

que la constante de acidez puede expresarse como

pkK(s ) = 1,17 £ 0,03
1

Se¢ puede observar que los tres valores que hemos
calculado para la misma constante de disociacidén del ohxidrilo
de la umbeliferona en el estado excitado, a través de diferentes
curvas y de diferentes ecuaciones, coinciden perfectamente
dentro  del error  experimental, 1o Que nos indica que las
supousiciones realizadas se cumplen dentro de dicho error.

€i aplicamos la ecuacidén (12) a la curva corres-—
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pondiente a Ns,em 412 (figura 4,19), es decir que calculamos el
valor de la constante a través del punto medio de 1a curva de
titulacidn fluorescimétrica, obtenemos los siguientes

resultados:

R = 0,998 a = —-0,96 b = 0,48
por 1o tanto cuando y = 0, x = 2,03 1o que nos indica que ¢l
valor para el pK(S ) para el equilibrio N¥ —-=> A% de la
umbeliferona seria ' 2,0. Este wvalor no coincide con  los

anteriormente calculados. Esto se justifica porque k %o no es
1
mucho  mayor que 1, condicién necesaria para gque el punto medio
de la curva de intensidad vs pH coincida con el pk, tal como se
demostrd en el capftule 1.7.
La constante de acidez puede evaluarse mediante ¢

calculo que involucra parametros espectroscdpicos, seqdn el

método desarrollado por Weller [2]:

pK(S ) = pK(Sn) - CAEN) - AE(A™))/Z,302RT] (13)
1
donde QAE(N) y QDE(AT) son las separaciones de los niveles
energéticos entre el estado fundamental y el estado singulete
excitade de las tormas neutra y anidnica, respectivamente, las
cuales se obtienen como el promedio de las energias entre el

miaximo de asbsorcidén y ¢l maximo de emisidn, lueqo?

=

-

pE(S ) = pK(Se) - 2,117.10 (AD) (14)

que es igual a la expresidn (&) descripta en el capitulo 1.
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De las tablas I y V pueden obtenerse las longitudes de
onda de absorcidn y de emisidn de las especies Ny A y con el
pK(Za) calculade anteriormente, aplicamos la ecuacién (14) para
calcular el pkK(5 ), que resulta ser 1,00 £ 0,09,

Este v;lor esta en perfecto acuerdo con los resultados

experimentales obtenidos a través de la titulacidn

fluorescimétrica.

La otra reaccién protolitica que puede sufrir la
umbeliferona es la protonacién del oxigeno del carbonilo, tanto
en el estadoe fundamental como en el excitado.

Este equilibrioc es mas dificil de evaluar debido a que
es necesario trabajar en medio fuertemente acido donde pueden

ocurrir otros procescos competitivos, como ser la inhibicién por

protén.

Volviendo a la curva B de 1a figura 4.12 que
corresponde a As,em = 269 nmy AX= 20 nm, entre Ho = -4 y pH 1,
habfamos dicho gque se podia evaluar el equilibrio N# + HY —3 ca

en el estado excitado. En ese aAmbito de acidez estamos excitando

a la especie neutra, ya que el espectro de absorcién no cambia.
S1 analizamos la expresinn que relaciona los

rendimientous cuanticos de N y C con la concentracidn de

protones, obtenemos:

+

(@/B0)IC /WMaIN = k B(H I/ (1 + k ) (15)
2 1 ©

Como desconocemos si k &, >> 1, no puedo despreciar
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el 1 frente a k ZSC+ Y, por 1o tanto, no pueds calcular el

pE(s ) como el logaritmos de l1a pendiente de la ecuacidn (15).

1
Zi aplicamos  la ecuacidn (12), 1o que es equivalente a
decir que el puato media de la «curva de titulacidn
fluorescimétrica coincide Con el pkE(sS ), obtenemos l1os
1

resultados descriptos en la tabla XIII.
Tabla XIII

Ha IF(N) ¢z lTagC(N) /7 (2")2

-0,% L, D5 1,45 0, LS5

-1,0 S, 45 2,95

-1,5 4,320 =,70 0,065

-2,0 z2,10 4,20 =0, 199
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El analisis de los parametros de la rearesién lineal conduce

a los siguientes valores:

R = 0,272 a = 0,%1 b= 0,355
por 1o tanto, cuandos  y = = =1,423y es decir, que la

constante de acidez para l1a protonacién del carboniloe de la
umbeliferona en el estado excitado puede representarse comot

FE(S ) = —1,63 £ 0,05

La Ds,em = 407 nm y ON&S nm fue identificada como
correspondiente a la  transicidn N —=I: o' . Debido a que en ¢l
entornay de Ho = -4 comienza a aparecer la especie catidnica en
el estadoe fundamental, dande  worigen asi a la banda de As,em =
419 nm y Ad= £S5 nm y Jue ademias comienza a contribule la especie
tautémera (cuyo equilibrio se  discute mas adelante), no es
posible  obtener wun grafico de Is,em vs Ho para esta longitud de
anda sincrénica. Por 1o tanto, el valor de pkE(OZ ) antes

1
hallado es el dnico gue puede informarse.

En la bibliocgrafia no se encuentra ningdn valor para
esta constantes sin embargo se ha determinado 1a constante de
acidexz para ¢sta reaccitn en 1a 4-metil-7-hidroxicumarina,
siendos igual a —-4,1 (1421, Este dltime datoe no es confiable ya

que 1o abtuve en Acide sulfdrice  concentrado, donde Tos

n

mismos autores dicen que las especies no son estables, 1o qu

(o]

verifican el constante cambio de Tos espectros de absorcidn

y 1a no existencia de un punto isosbéstico neto.
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La protopacian del carbonile en el estado fundamental
oourre  en un medio mas Acido que en el estado excitado. Como los
valores de Is,em correspondientes aJds,em = 412 nm y O) = 45 nm
(N == ) no alcanzan un valor maximo en acids percldrice (o),
entonces se puede calcular el pE(So) mediante la titulacidn
fluorescimétrica o la técnica absorciométrica.

Zin embargo, como se conocen las longitudes de onda de
absorcitén y de emisidén de la especie catidnica y neutra, y el

TRECE )

1
manera el pk(So), que resulta ser =-5,4 £ O, =,

, Pbodemos aplicar la ecuacidn (14) y estimar de esta

Este wvalor tampoco encuentra en 1a biblicgrafia |

al igual que en el  caso  anterior, para la 4-metil-7-

hidro=icumarina resulta ser —-5,0 [142],

A través de los calculos de estas constantes de acide:z

”n

¢ concluye que? el oxhidrilo fentlico de la umbeliferona en el
estade excitado es mucho mas Acido que en el estadoe fundamental,
ya que su pE disminuye, aproximadamente, seis drdenes de
magnitud.

For el contrarie, el oxigens  del carbonileo es mas
basico en ¢l estado excitado gque en el fundamental, si bien este
cambio no  es  tan abrupto como el anterior, considerando que l1a
variacidn del pk es de alao mas de tres drdenes.

Estos resuyltados estan en total acuerdo con  1os
encontrados  por Weller [271 para el oxhidrilo del naftol y con

los encontrados por Ireland C121]1 para los carbonilos,
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hidroxicumarina.

Los cAlculos de las constantes de acidez para Jla
escopoletina  se realizaron de manera analooga a los descriptos en
la seccitn anterior para la umbeliferona.

La constante de acidez para el equilibrio aAcido base
entre la especie neutra y la anidnica de la escopoletina en el
estadoe fundamental se puede calcular a partir del punto medio de
la curva A (figura 4.15).

Aplicandos la ecuacidn (12), se obtienen los resultados

detallados en la tabla XIV.

Tabla XIV

pH If(N) If(A™) TaaL(N) /(A=) 1
b, S 2,25 1,20 0,337
7,0 o, 25 3,19 0,295
7,5 2,75 =, 70 -0, 152
7,7 65 6,75 -0, 406
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Los parametros de 1a reqresidn lineal suont

R = 0,72 a = 7,%0 L= —-1,0%8
Cuando y = 0, = 7,293 es decir, que la constante de acidez
para la disociacidn del oxhidrile de la escopoletina en el

estado fundamental puede representarse como:

pK(S0) = 7,29 £ 0,06

Esta misma constante puede evaluarse a través de la
curva B (figura 4.15) utilizando los datos de Ta tabla XV.

Esto es pogible dado que 1a curva B corresponde a la
distribucidn de 1l1a especie neutra en el estadoe fundamental,
mientras que l1a ocurva A da la distribucidn de 1la especie
anidnica en el mismo estado, es decir, san curvas
complementarias, y el valor del pK(So) se obtiene a partir de la

interseccitn de ambas curvas.
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Tabla XV

pH If(N) If (A7) ToaL(N)/(A=)1]
6,0 7,20 1,75 0,614
6,5 5,75 3,15 0,261
7,0 4,75 4,20 0,053
7,5 3,85 S,10 -0,122
5,0 Z,05 6,50 -0,527

Los parametros de la regresidn lineal son:
R = 0,%9 a = 3,79 b = -0,53
For 1o tanto, cuando y = O, x = 7

,1l5 es decir, que l1a constante

de acidez para el oxhidrilo resulta sert

pE(Se) = 7,1 = 0,2

Comparands 1os valores obtenidos absorciométricamente y
fluorescimétricamente (zurva A), se obkserva gque no hay
diferencia significativa, ya que los intervaleos de confianza

para un ?0% de certeza se superponen en un Ambito amplio.

La misma reaccifn anterior wocurre en el estado
excitado, y 1 valor de la constante de acidez puede evaluarse a

partir de la curva B (figura 4.15) entre pH 1 y 4.
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Comy se trata de una reaccidén en el primer estado
excitado, Yy la especie que esti siendo excitada corresponde a la
forma no disociada de la escopoletina, podemos aplicar Vos datos

de la tabla XVI a la ecuacidn (22) del capitule 1.

Tabla XVI
(H*%) If(N) If(A™) IF(N)/IFC(A™)
0,014 4,70 0,35 2,55
0,010 4,05 1,20
0,050 2,95 2,30 1,22
0,003 2,00 2,25 0,62
0,002 1,20 4,05 0,320

Los parametros obtenidos conm un intervalo de confianza del

Y0 7 sont

R = 0,993 a = -0,57 b = 2,92
Segin  1a ecuacion 2%) del capitulo 1, si los tiempes de vida

media de la especie neutra y anidnica scon iguales, el loa b es
igual al pk(z ). Asi,
1

pE(S ) = 2,59 + 0,09
1

Otra forma de calcularlo es a través del valor del punto

medio de 1a curva de titulacidn fluorescimétrica.
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Aplicands  los  valores de la  tabla XVI a la ecuacidn (12), se
obtienen los siguientes resultados:

R = 0,99

ol

4)

a = 2,7

-,

b = —-1,5%
For 1o tanto, cuando y = 0, x = 2,365 es decir, que la constante
de acidez para la discciacién del oxhidrileo fendlice de la

escopoletina en el estado excitado puede describirse como:

pE(E ) = 2,36 £ 0,03
1
Fuede verse que dentroe del error experimental, los

valores obtenidos presentan una excelente concordancia.

Si analizamos 1a curva B (figura 4.15) para pH < 0,5,
podemos  calcular la constante correspondiente a la protonacidn
del carbonilo de la escopoletina en ¢l estado excitado.

En este caso, como la especie que estld siendo excitada

corresponde a2 la  forma  protonada, no se puede aplicar la
ecuacidn (22) del capituls 1, vy por la misma razdn que se
menciond para l1a umbelifercona, tampoco  podemos aplicar  la
ecyacitn (15).

For 1o tanto, l1a dnica forma de calcularlo s a través
de la ecuacién (12) y los datas que se representan en la tabla

XVII
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Tabla XVII

pH (Ha) If(N) 1£(ch) 1agL(N)/7(chHa
0,0 g,k 1,2 0,335
-0,5 6,1 3,7 0,217
-1,0 2,7 6,1 -0,217
-1,5 z,0 7.8 -0,591

Los valores obtenidos del anialisis de la regresidén lineal

R = 0,992 a = 0,78 b = 0,95
Cuando y = 0, = = =0,8:s es decir, que la constante para la
protonacidén del carbonilo de Ta escopoletina en el estado

excitado puede expresarse como?

pE(s ) = =0,8 £ 0,2

La curva de 1a figura 4.15, representa  la

distribucidn de la especie catidnica en el estado fundamentals

por 1o tanto, el punto medio de dicha curva corresponde a la
constante de acidez para la reaccidn de protonacidn  del
carbonila en €1 %Zo. Los valores de intensidad de flucrescencia

sincrénica para cada valor de Ho se describen en Ta tabtla XVIII.
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Tabla XVIII

Hao If(N) 1£(ch) ToegL(N) Z7(z"2
-5,5 0,30 ¥, 00 -1,051
-5,0 2,70 6,70 -0, 37¢&
-4.,5 5,20 4,460 0,05%
-4,0 7,70 2,10 0,564
Efectuando el anilisis de regresidn lineal, obtenemos 1los

siguientes valores:

R = 0,726 a = 4,31 b = 1,06

]

?

FPor 1o tante, si y =0, = = -4, L3 es decir, que la constante de
acidez para el equilibrio acido base del carbonile de 1la

escopoletina en el estade fundamental puede expresarse comod

pE(S0) = 4,6 £ 0,2

Estas mismas constantes pueden calcularse a través de
las ecuacicnes (12) y (14) del ciclo de Farster y Weller [32,291].

A partir de los datos de las tablas I y V y del valor
del pk(Sa), nobtenide absorciométricamente (7,37) se obtiene que

el pk(S ) para la disociacidn del oxhidrilo fendlice de la
1
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escopoletina es 2,0 x O,Z2.

i en cambieo, utilizamos el pE(Sa) obtenido a partir de
1a «curva de titulacidn fluorescimétrica (7,29), el pK(So) es
igual a 1,% + 0,3,

Estus valores son concardantes con  1os obtenidos

experimentalmente, dentro del error experimental.

Para calcular 1a constante de acidez correspondiente al
carbonile en el estado fundamental, utilizamos el valor del
pK(3 ) obtenido a partir de las «curvas de intensidad

1
sincrénica relativa en funcidn de Ho (-0,32). De esta manera el

pk(50) es igual a -4,4 £ 0,5,
Este dltimo dato concuerda -perfectamente con el
estimade a partir de los datos absorciométricos, capitulo 4,

seccifn 4.1(ii).

En l1a tabkla XIX se resumen los valores obtenidos para

Tas diferentes constantes de acide=z.

2.-FORMACION DEL FOTOTAUTOMERD DE LA 7-HIDROXICUMARINA EN EL

ESTADD EXCITADD

Como ya se¢ menciond anteriormente, la seccidn
4.2.11, cuando se trabaja en el entorno de pH O,y se irradia con
longitud de onda de 225 nm, aparece una banda muy intensa en 472

nma.



Tabla XIX.

EQUILIBRIO 7-HIDROXICUMARINA 6-METOXI-7-HIDROX ICUMARINA
pK(S0) N <==) A~ + H* 7,74 £ 006 b 7,37 £ 0,052
7,29 £ 0,06 b
pK(S0) Ct ¢==> N + H* -5,4£0,3¢ ~-452
-46+0,2b
-4,6+0,5¢
pK(S) N G==> A™ + Wt 1,12 0,05 b 2,59 1 0,09
1,00 £ 0,09 € 2,36 £ 0,03 b
2,0+£0,3¢
pK(Sy) CF ¢==> N + HH -1,63 1 0,05 P -0,6+0,2Pb

a = absorciometrico

b = titulacion fluorescimetrica

[a}
1

= calculado a traves del ciclo de Forster y Weller.
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Como el espectrs  de absorcidn no cambia en ese ambito

de pH, decir

,» mantiene Ta forma del espectro correspondiente

[
n

a la especie neutra, se concluye que la especie responsable de

)

esta emisidn, denominada TAUTOMERD (T), séle existe en el estado
excitado. Esto puede explicarse en base a les cambios abruptos

en la acidez de los grupos funcionales de la molécula.

A4

hp

—_

H H
%»* L
K H
) H

T

el carbonilo es mas basico y el axhidrilo aumenta
sy acidez en el estado excitado, entonces al excitar la molécula
s¢ produce uwna transferencia de protén intramolecular, dandeo
origen al zwitterion.

Existen aran cantidad de autores que intentan explicar
este comportamients utilizande la 4-metil-7-hidroxicumarina,
inzlusos aplicande Tos métodos mias modernos, como 1a técnica de
fluorescencia resuelta en el tiempo E1é,142,167—1691171,178,
132-1251,

Los espectros de emisidn gque se realizaron en metanaol
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anhidro newtro, muestran una banda en 2932 nm correspondiente a
la especie neutra y no hay evidencia de minguna otra especie. 5i
a esta solucidén se le aaregan unas gotas de acido percldrice
(), la emisidtn de 1a banda en 32?3 nmm disminuye vy,
simultaneamente aparece una banda intensa en 454 nm, que ademas,
presenta un hombro muy pronunciade en SZ0 nm.

A medida que la concentracién de AaAcido percldrico
aumenta, la emisidn en 3293 nm disminuye y la de 436 nm crece,
perdiéndose en  parte la sefial en 520 nm, que presumiblemente,
sea enmascarada por el solapamiento entre ambas bandas, ya que
la banda en 486 nm presenta un ancho de banda medic espectral de
40 nim.

Con estos resultados podemos decir que las especies

responsables de la emisidtn en 424 mm y, tal vez, en SZ20 nm,

M

necesitan de un medic mas polar que el dado por el metanol
anhidro, proebablemente, debido a que la transferencia del protén
desde el oxhidrilo  hasta el carbonilo se produce mediante un
puente de moléculas de agua, cuandoe la umbeliferona es excitada
(1471, y ademis el medio polar favoreceria 1a estabilizacidn de

1a ie cargada.

I

S P
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La emisidn en 220 nmm se observa también en la
4—metil-7-hidroxicumarina 122,121, Hasta el momento, minguna
estructura o especie le fue asignada a dicha transicién, pero se
propone  que la  especie responsable de la  transicidén es un
EXIPLEJID en el estado excitado y que se genera a partir del
zwitterion o del tautdmero.

Estoe fue propuesto en base a los dates obtenidos por
espectroscopia  resuelta en el tiempsy y €1 mecanismo general

postuladn es [122] @

(Y#) 4———— (X#)

“~T__ - C====T *» ====T A~
&2 (e S (ART) (A7)

Sin embarqgo, este mecanismy no se ajusta a nuestras
observacinones experimentales, ya que (T#) se observa adn a Ho =
-1, es decir, a dos drdenes de magnitud del pkK(E ) para la

1
disociacidn del oxhidrilo, o sea, donde puede considerarse que

(A%~ ) existe, e@s totalmente despreciable. Por 1o tanto,

proponemos ¢l siguiente esquema:
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En el esquema anterior hemos supuesto que (Y#) se forma
a partir de (T#), ya Qque no disponemos  del instrumental
necesario para corroborarlo o refutarlo.

Analizandy el espectr

®
[}

v de excitacidn de la especie N y
los de emisién de T# y A#*~ | puede buscarse ¢l AN mas apropiado
para intentar resolver la banda compleja que se observa en 472

nm y poder obtener asi una mayor informacidén sobre el tautédmero,

figura 4.20.

21

lI

Si wutilizames O DX tendremos que el
monocromador de emisidn estara en 472 nm, mientras que el de
excitacidn estara en 270 nm, o sea, éen un minimo de absorcidng
por otro lado, cuandos el monocromador de emisidn esté en 453 nm,
que corresponde a2 la longitud de onda de emisidén de la especie
anidnica, la longitud de onda de excitacidn correspondera a 235
nm, Qque es una 2ona de absorcidn intensa.

La demostracidn experimental de este analisis tedrico
se¢ observa en los espectros de la figura 4.21.

La acidez de las soluciones analizadas varia desde Ho =
-4 hasta pH = 7.

Lous espextros muestran dos maximos: uno en 5513 nm, Qque
corresponde a la excitacidn de la especie neutra y a la emisidn

de la especie anifnica, y otro en 5929 nm, correspondiente a la

o

excitacifdn de la forma neutra y a la emisidn del tautdmero.
Fara correborar que ninguna de las dos sefMales
pertenecen a la transicidn N ——-=2 N#, se barrid el espectro

sincrénice  de wuna  solucidn metandlica, la que s6lo esta
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= 218 nm

JAY)

Figura 4.

20
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100 —
Figura 4,21

If Espectros de emisién sincrénica.
(a.u.) 4 O%= 220 nm.

l) Ho =—6; 2) -4 3) -2'8
4) =1; 5) pH 0; 6)5.

50

460 ¢ 540 620
Aem(nm)



-169-
presente la forma neutra, tal como se explicd anteriormente. En
dicho espectrao, ny se¢ observaron ninguna de las dos sefales
antes descriptas.

La curva ©C de la figura 4.12, representa la intensidad
sincronica  relativa (RSEI) en funcidn del pH, parafks,em = 529
nm y AN = 220 nm. Dicha curva tienme un comportamiento similar a

la curva B d

m

la misma +figura (distribucién de la especie
neutra), 1o cual ldgice ya que el tautédmero se genera a
través de un mecanismo prototrdpico gue involucra 1a disociacién
del oxhidrilo y la protopacidn del carbonilo.

51 representamos la RZEI en funcidn del pH (Ho) para

Ns,em = 513 nm y &K = 220 nm, se obtiene la figura 4.22.

La <curva 1 corresponde a la distribucidn de T con el

EH, peros  si-tomamos el valor de Is,em desd

(1]

@ el cero, estariamos

@
@

suponiendo que el solapamients es nulo, 1o cual no es cierto
dado que las bandas son muy cercanas. Si a cada banda le
trazamos su  correspondiente linea de base, el grafico se
transforma en la curva 2 (o curva © de la figura 4.12).
La curva 3 corresponde a)ds,em = 513 nm y AN = 220 nm.
puede ver gque entre Ho = -4 y pH = 0,5 hay una =zona que
corresponde a la distribucidn de  la especie N#, mientras que
entre pH 1 y S, corresponde a A% . A partir de pH 5, la curva no
se¢ mantiene constante, ya que la concentracidén de la especie N
el estade  fundamental disminuye (especie que estia siendo

excitada).
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Figura 4,22



-171-
S1 tomamos como Is,em la altura medida desde la 'irnea

e bhase para -ada banda, entonces sélo observaremns la

transirclén N ——=2 N# (1inea punteada).

4. - COMPORTAMIENTO FLUORESCENTE DE LA ESPECIE CATIONICA UF

LA A-METOXI-7-HIDROXICUMARINA

Tal como se dijo en 4.2.I1I1I, la intensidad de la bhanda
dJe emisifén fluorescente que se bserva en 4467 nm a Ho = y
que corresponde a la especie catifnica de la &L-metwwi—-7-hadr v
cumarina, disminuye rapidamente con el tiempa.

Fara analizar este comportamiento se trabtajd, tanta en

absarciometr {fa  como en fluorometr{a, con una solucidédn peralav oo

~h
(Ho = =46), cuya concentracidn era £,0.10 M en escopaletina.
Nada que para la teonica absorciomeétri:
concentras es sumamente baja, se utilizaren cubetas de

dJe S,0 om de pasao SHptico. Los espectros que se muestran en la
figura 4.2% se aobtuvieron respecto de un blancoe de a.oido
perclérico (o).

EY anpalisis flucrescimétrice consistid en sequir el
voampartamiento luminiscente de la solucién cuands  esta
irrradiada con longitud de onda de 270 nm, figura 4,24.

Tanto los espectros de absaorcidn como los de emisidn,
se¢ reglstrarcon durante un periodo de 100 minutos, a intervaluos
de a 4 minutos,

ED analisis se efectudé en paralelo con salucinnes de
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Espectros de absorcibén de la escopoletina en HPIO (c)
en funcién del tiempo.
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Figura 4.24

Espectros de emisibén de la escopoletina en HC10 (c)
en funcién del tiempo. 4

1) 2 min.; 2) 7; 3) 14; 4) 32; 5) 47; 6) 62; 7) 98.
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umbelrfer ona vy o vumarina.

RECALTATI S DRTENTINS:

1 A Aot mmestra Voo cupertrae de absorcifn de la

srnpeleting e perclfricn (2) en fundien del tiempa.

Ve el o poaede abicer vat e Qe el e de abasoacoran
VLS die ) trempo 1Al gque 1a absarbane
Fron ctra lada, Ya absorbancia del hombro ubicade en 315

Aumenta cure ¢ tiempn, haciéndns  rada ver mas definrdo, Eote
e b tiene Ta mism: maanlitad  que la disminucifn de la
alvoar bane ta de la banda princapal.

La  figura 4.24 muestra los espectros  de emisién ;n
Frunedfin il tiempo. E1 ma«<ime en 44 nm disminuye su intensidad
dee Tl ecvens 1a con el tiempo.

[ IEXEN espectros Je absar y de emisian  de 1a

umbiea 11 Fer ama y dde la cumarina muestran cambios

intensidad Cun el transcursa del tiempo.

L darsminge’ de la absorbanc 270 rm oy de 1a
Flunresee 4L mm (N e 270 nm) en funciédn del tiempa,

representa en las fiquras 4.25 y 4,24,

lLa  escopaletina  sufre  una transformacién cuandos se
snitra Acido  percldarica (), 1o que se refleja en una

~16n Jde la sefal fluarescente.
Este cambia se 1o atribuimas a  la demetilacidn del

arupa metoxilo para generar un arupe axhidrileo. Esta reaccifdn es
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(PR IR R Y N vbiraos prodoctos praturales  [1:E%9]) y se la

uti1laiza con propéaltoes sintéticos.

Siquiendo el mecanisme general, la reaccidn puede
erer i de manera simplificada como se muestra en la figura
4.237.

[rent (I tantao, el produacta que aparece en Acidn
perclérica () la &,7-dihidroxicumarina. Seqdn los datos de

la  bthlaaegrartfa L1P0O),  este compuesto presenta una banda de

emisifn fluw ¢cscente entre 440 vy 470 nm para pH 2 4.

Flara corroborar que el productoe  obtenidoe es la
sy Zedihetdr i camarina, calentéd a retlujo 0,2 ml de wuna
-4

solve aftae o meland v a 2,010 M esiopoletina con 20 ml de
Avidn perclérico (2) a una temperatura de 9% grados 2 en bafin de
agua, durante tres horas.

De la solucién resultante se obtuvieron los espectros
de absorcidn y  de emisian.  E) primera (figura 4.22 (a)) es
cempletamente  diterente al de la solucidn ariginal, es decir
tiempo de mezclar los  reactives (t = O minutoes), figura 4,238
(L) . vheervan  ahora Jdos masimos bilen detfinidos, el de mayor

abecwruian de encuentra en H210 nmoy el de menor en ESA nim.

l..a tluorescente anarce nm ocuando la
salus twZita con una lenaitud de onda de F10 rim (ma de

absorcitn).

Ademis, se midid la intensidad de +tluorescencia a las
longitudes de onda de excitacién de las especies protonadas de
la cumarina ( X exc = 312 nm), de la umbeliferona () exc = 430

nm) y de la propia escopoletina () exc = 370 nm), obteniédose un
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vl o andlogo al el blanes de Aacida perclérico, lo que indica
la ausene ta e estas especies.

alicuouta de l1a solucidn Acida demetilada, ¥

alcaling e tiasta pH coluridan de hidréx=ido de sodio, en
ba¥e  de  hieln y agqitacidén constante,  para disminuir el

efecto del calor de pneutralizacidn.
l.a solu resultante mostrd un espectro de emisidn
A4LO pm o vnanda ce ercita con radiacidén de 28& nm,
que  corresponde a la foena de absorcién de la forma neutra de la
L,7-dihideasicumarina (190].
Faor 1o tanto, las conclusiones de esta adltima

Afrer1ens 1a sons

1) N1 tratar wuna solucifdn de escopoletina con Acido
poerclaricn (), se¢ obtiene como  products de la  reaco

Go,7-dihidroa<icumarina.
i1) Froure analogfa con la umbeliferona, la cumarina y la misma
egcitopirletina, s¢ admite que en esa solucidn se encuentra la

forma protonada en el grupo carbonilo del mencionado producto de

HO

HO 0 QbH

111) Los espectros de absorcidén y de emisién obtenidos de la

mezizlas de reaccidn corresponden a esta especie, la que no se
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encuentra  documentada hasta el presente en la biblieograffa. Sus
iter{feticas espectrales sont
Nabs = 210 y 3%46 nm

Aem = 30 m (D exc = 310 nm)

N achserva emisién cuando la solucidn se excita con radiacidn
hes gimilar al s ompoerliamienta Je Ja cumlrihc, Aque sdnla
emite  cuanda la excita a 220 nm y no fluoresce cuando se la
irradis las longitudes de onda de sus otros dos max jos de

abear

1v) kN tratamient.o Avi1de perclarico (c) no  genera
cumarina  ni umbeliferona  como suiproductes de la reaccidn, ya
e e leotaran las especies vatifinicas de estas sustancias
a  través  de la tévcnica fluarescimétrica. Tampoco se observa la
emisitn  correspondiente a  la escoapoletina en ese media, con 1o

que € Yuye que la conversién fue cuantitativa.

EXPTISTENG LA udk I MOETRAN A NECE S1DAD DE APLICAR LA
FRPLOTROTCORTA SINCRONICA EN AT TITULACIONES

FLUORESCIMETRICAS

£ el capitula 1.

se describid la técnica de la
titulac fluorescimétrica para el calculo de las constantes de
acides, Eete metodo tiene una aplicacidn limitada, a menuous que
Tos  espectroe de absorcidn y de emisidn presenten una muy buena
resalun

Cuando se aplicéd este métoda a las soluciones de
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e bt v diferentes pH, tratajando el mA=imo ole
Aullacién y de emisién para cada especie (tabla V),
ebiluvierun las curvas representadas en la figura 4.29%.

l.a  «curva 1 presenta dos puntos de inflewidn. La primera

Jroer o de seta ourva, entre pH 1 y Ho = ccorresponde a la
distribuc de la especie catidnica en el estado excitado,

mientras oque la especie absarbente es la forma neutra. =in

embiarqo, nosntros estamos irradiands con wna longitud de onda de

4 que na corresponde a la especie neutra (D abs = 225 rm),
perv  como las bandas son tan anchas, adn a 245 nm hay excitacidan

de la especie newutra.
Re:zién a partir de Ho = -4 Ya forma de la curva cambia
Jekido a que ahora si la especie catidénica esta siendo excitada.
<i suponemos que Jla <curva 1 en su primera parte ;e
aprox<ima a wuna sigmoidea, segan la 1{nea punteada, podemas
calvoular el pK(S ) para la protonacién del carbonile a partir
1

e ) punto medio de dicha curva. El valor obtenido es —1,7 que

ta de acuerdo con el calculado mediante el analisis de la

[
\f

[

sefal sincrénica (—1,43),
Por  atra parte no puede calcularse el pK(So) para la
ima  reaccién ya aue adn en la solucidn de maxima acidez no se

alcvansa un valar canstante de la intensidad de fluorescencia.

La =curva 2 corresponde a la excitacién de la espercie
neuytra y a la emisién del tautdmero. Mo se obtiene una curva
Jefinida ya que a elevada acidez, la banda del tautémerno se

solapa la del catidn, mientras que por encima de pH O se
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ceolapa con la del anifng

Lia corresponde a la transicidn Mo——-2 Ni#,
Gembsar g la representac arafira pareciese no corresponder a

N#  ya  gue eota e¢vpecte debe tener an masims &n el entorna de pH

demostramas anteriormente (figura q,:22). El
veapeorbamiend o ahiservado se euwplica facilmente. E1 monacramadon
de  emrsitn estd entocads en 400 nm, que corresponde al maximoe de
emisién de la e¢specie neutra. A pH O aparece la emisidn de la

eapecie «catitsnica (Aem = 431 nm, X\ ex:z = 325 nm), y dado que la

tntensidad e Ta eSpen T neutra es mucho menor que la de la

Foarma catienio. b que realidad estamaos observando es la
ot .

Lirrans N # . Silmplemente, la especie neutra contribuye

la  setlal la  Tona  comprersdida entre pH L oy 13 estu o

deduce de la varva 4.

L.~ curva 4 carrespande a la transicidn N —-——7 E#ﬂ oM
menclianamos  anteriormente, solo gque difiere de la anterior en su
pror tal (cantribucidn de N).

For 1o tantao, de esta curva, también se puede estimar
o pE ) para la protonacidn  del carboniloc en el estadn

1
“zitado, obteniéndose un valor de —1,7 idéntico al anterior.

e 1o dicho anteriormente, puede concluirse que:

N tan directa la técnica de titulacidn
fluarescimétrica, usandn la fluorescencia convencional, EI

solapamienta entre las diferentes bandas de emisibn de las
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voten  en una solucién a un dado pH, hacen qgue
el nen de una téonica que permita resolver dichos

1) 1o s la espeéentrometria de lTuministen.ia

i

fagee ("-1‘I'J|J ',.‘1.‘ t("‘l i."' 'l\'

Lo vitevs Lige i A matematica de espectraos.

1.0, MUY ANE M DE LXCLTALLON Y Db B ML LN

1. 7-hidro=1cumarina.

A partir de los resultados obtenidos postulames  los
seanismoes e e-citacién y de emisidn para la 7-hidrowicumarina,
Jus que ce representan en la figura 4.720.

Ecte esquema puede resumirse de la <t

En ¢l cstadn fundamental, la 7 - hidras cumarina eiste en
tree diferentes, dependrendn de 1la acider del
medin. Ellas se identificaron come las especies NEUTRA,

ANTONTTA y CNATIONTCAL

P o e bade, 1o le domas e s tatra espes e
et rearda PARTHIMERIY Dy gue et a a partier de
el a o badal
b o tantce e ar vder pen lae e Acido b
o

chtire Ny ATy Ny L tantu en el estada excitado
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Figura 4,230
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coames e el tundamental, iodican que el oxhidrilo fenelico
mae Cidoe en el estado excitado que en el fundamentat.

Fror wlra parte el varbonila ¢s mds basico en @l estado
irtadas Fetae @5 el responsable de la ftatotau-

tomer 1oava6n de ta umbeliVerona a travées de un mecanismo

La amplia vt tas i6n el ambii Lo dee toangitudes de anda de
emistifn can la acidez del medio, hacen que la umbelifero-—
fma tea un o lorante muoy difundide para la produoccidn de

14¢ cintanizables.

IT.—- &-metori-7-hidrosx Cumarina.

Los mecanismos de excitacién y de emision para la
t—metoxi-7-hidroxicumarina se describen en la figura 4.321.
Este esqguema se justifica en base a los resultados

experimentales  que hemos explicadeo en los capftuloas anteriores y

e preaeden pesmn -« e sique.
En ¢l estado fundamental existen tres espec NELUTRA,

AONTONTT Ay TATIONICA, 1o que se corroboara con las

espec bras de absarcitn.

staduo

t

EY misme equilibrio Acido base, se verifica en el

ex-zitado, si blen los ambitos de pH en l1os cuales las
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Figura 4,121
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especles coexisten son diferentes en el estado excitada
respecto del fundamental.

El analisis de las constantes de acidez en el So y 3
indican que! el oxhidriloe tentlico ee un &cido mis Faerte
en ¢l primer estado excitado que en el fundamental, mien-—
tras que se verifica el caso inversao con el carbonilo deld
anille pirdnice, 1o que esta de acuerdo con las predic-—
ciones de) ciclo de Forster.

Estos cambios son del mismo signo que los que se verifi-
van en la umbeliferona, si bien la magnitud de los cam-
bios no es la misma.

El aexhidrilo de la escopoletina en el estado excitadeo es °
menos Acido gue el de la umbelifercona, mientras que en e
estado fundamental es ligeramente mayor. Por otra parte,
el carbonile del anillo pirdnico de la escopoletina es

n el egstado

n

menos acidoe que el de la umbeliferona, tanto

#citadoe, como en el fundamental.

Estaos cambios en las canstantes de acidez de la escapole-—
tina respecta de la umbeliferona, se deben a la presencia
del grupo meto=ilo en la posicidn &,

Como el grupo metoxilo cede electrones al anilla bencéni-—
co, el protén del oxhidrilo es menas labil, 1o que se

justifica a través de las siguientes formas candnicas:



.. .
CH303 CH3
«e—D
Hom Hm\o

L.a carga negativa en la poesicidn 7, disminuye la acidez
del oxhidrilo de la escopoletina, comparada con la de la
umbiels ferona, en €l primer estado excitadon. Este efectaon
ny se ohserva en el estado furdamental, ya que la fuer:za
come donoer de electrones del metoxilo es mucho menor en
este estado.
Las propliedades acido base del carbonilo estan fundamen-—
tadas en la capacidad del oxigeno para aceptar un protdén.
Este efecto se intensifica en el estado S ya que cuan-—
do el carbonilo se ewxcita con radiacién Ué, la distribu-

zién de cargas conduce a la formacidn de

Ot

>C =D
con 1o que se Justifica el aumento de la basicidad de

este aqrupa.

Este vambio en la acidez y basicidad de los grupos fun—
cionales es el respansable de que la escopoletina no se
fototautomertice en el estado excitado.

Comoa se dijo al tratar 1a formacidn del tautdmero de 1a
umbeliferona, éste se forma a partir de una transferencia
de protén intramolecular entre el oxhidrilo y el carboni-

lo, pero en este caso, el oxhidrile de la escopoletina
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necesita un pH mas elevado para disociarse, tanto que ya
ne es factible que €l carboniln se protone. Por lo tanto,
1a escaopnletina no presenta fototautomerizacidn en el es-—
tadu excitado, y es ésta la mayor diferencia de comporta-

miento quimiceo entre ambas moléculas,

4.4L.—- MEDICION DE LOT RENDIMIENTOZ CUANTICOS DE FLUDRESCENCIA

1. Preparacién de las soluciones y condiciones

experimentales.

1) Antracenc en etanol.

Fara cantrolar si la calitracién del sistema
monccromador  de  emisidn -  fotomultiplicador daba resultados
corrrectos se deciditd medir el rendimiento cuantico de

-6
fluocrescencia de wuna solucién de antraceno 2,5.10 M en

etannl, y comparar el valor cobtenido con el gque se encuentra en
la bibklicgrafia.

Come estandar de rendimiento cudntico conocido, se
utilizd wuna solucidén de sulfato de quinina 2,0.10—6 M en
sulfarica 1,0 N, Esta solucién se preparé y se controlé
absorciométricamente siguiendo 1a técnica descripta por Fletcher
£1211. EV wvalor del rendimiento culintico de esta solucién es
0,546 [151].

Los fndices de refraccién de estas soluciones fueron

medides a 23 grados C con un Refractémetro Bellingham — Stanley

Ltd., equipado con Yampara de sodio.
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lLes  fndices de refraccidn de las distintas soluciones
se¢ dan en la tabla XX.
l.a sulucifin de sulfato quinina se excitd con
longuitud de onda de 242 nm, mientras que l1a de antraceno se
irradid 225 nm, owbteniéndose los cnrrespond}entes espectros

de emisidn.

iidYmbeliferona y escopaletina a diferentes pH.

Fara evaluar los rendimientus cuanticos de
fluorescencia de las diferentes especies en scelucitn
carrespondientes a  la wumbeliferona y a la escopoletina, se

-&
prepararan soluciones  acuosas, cuya cancentracidn era 2,0.10
M en diferentes medios de acidez.
Tanto los pH de estas solucicnes, como sus longltudes

de aonda de excitacién, sus absorbancias a esas longitudes de

onda y los {ndices de refraccidn, se dan en la tabla XX.



-192-

Tabla XX

Sustancia Solvente pH (Ho) exc A (x0,2)  np2s
HC10g -4 345 0,168 1,4023

IUIMBEL I FERONA HC10g 1 22S 0,205 1,2344
NaOH 10 264 0,208 1,3341
HC110g -6 371 0,303 1,4019

ESCOPOLETINA HZ10g 1 42 0,175 1,2344
NaCH 10 391 0,195 1,3339

ANTRACEND Etanal - - 225 0,080 1,3614

SULFATO DE HoZi0g

CITNTNA 1,0N - - 242 0,020 1,2239%
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TALTULDY DE LS RENDIMIENTOS CUANTICOS

Los espectros de emisidén de las distintas soluciones,
digirtalizaron a intervalos de S5 om, se corrigierocn los
valares de intensidad relativa, transformandolos en valores Jde
energia, y se calcularon las aAreas de estas funciones con ayuda

de un micvrocomputadar Hewlett - Packard 41 CV.
Los valores obtenidos jpara dichas aAreas se resumen en

la tabla XXT.

CTomoa no es posible obtener wuna solucidn acuosa que

contenda sflo a  1a especie neutra de la umbeliferona, sina que

zta se encuentra juntoe con la especie tautémera, fue necesario

realisar una aproximacidn aratica. Ambas tandas .se

Jecanvolucionaron gqraficamente, tal como se muestra en la figura

4.z2, donde se ha trazado 1a banda de la especie neutra de

manera Jde “ormar una  banda  gaussiana, y lTuego se la restd
punto a punto a la banda de emisifn de la especlie tautdmera.

los wvalores de las Areas obtenidas, y con los

valores de ta tahkla XX

se calcula el rendimiento cuantico de

?

e/ O ITACEN) /A=) 1. Inx/nSR1* . CArea (=) / Area (SR)1] (14)

—

T

Figura 4,32
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Tabkla XXI.

Sustancia pH (Ho) Esp. emisora Area

-5 CATIONICA 70,72

1 NEUTRA 4,70

LIMBEL IFERIINA 1 TAUTOMERA 41,30

10 ANIONICA 22,50

-4 CATIONICA 10,72

ESCOPOLETINA 1 NELITRA 62,45

10 ANIONICA 84,73

ANTRACEND - - - 20,04
EULFATO DE

DI TNTNA - - - 24,50

Reemplazandoe  l1og valores correspondientes al sulfato de
quinina (=), la ecuacidén (14), se¢ obtiene la ewpresidn
general para calcular las rendimientos cuanticos de
fluorescencias

-4
®=7,06.10 .nx>.Arealx) / A(x) (17)
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1) Antraceno

Keemplazando en la ecuacién (17) los valores
corrrespondientes al antraceno, se obtiene un rendimiento
cyantico de O, 322,

Los datos que aparecen en la bibliografia para esta
sustancia en solucién etandlica son? por el método absoluto,
0,27 [1511; 0,20 [144]; relativoe al sulfato de quinina, 0,30
(1320,1922]. tConsiderando que estos datos tienen un error del
aorden  del % al 10 %4, se puede ver que la concordancia de]ldatﬁ
obtenido con Tos mencionados es muy buena.

Estn indica que nuestra calibracidn y, por lo tanto,

1a de Tos espectros de emisidn, conduce a resultadas

oo boe,

11) Imbiel1ferona y escopoletin:

Aplivands  los  datos  de lae  tablas XX

<
ba
b
L}
[
v

eiar 17/) calculamos los rendimientas cuanticos de las

cies, y los datos obtenidos se inferman en la

[
n

diferentes esp

tabla XXIT.

Tabla XXJIT.- Rendimientos conanticos de fluorescencia.

ESFECIE Neutra Anidnica Catidnica Tautdmero
SUSTANCIA
Limbeliferana 0,029 0,425 0,534 0,253

Escopoletina 0,447 0,559 0,049 - -
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Las Jiferencias encontradas entre los valores de
foendimiento cuantice de  fluorescencia de la misma especie para
dus  sustancias, se explican en funcidn de lows equilibrios

gquimicas en ¢l estado excitado, l1os cuales fueron descriptos en
Lo A4 0%,

Zomenzando por la especiec rneutra, se¢ observa que ¢l
rendimienta cuantico es sun.amente baja para la umbeliferona.
Festa se debe a que cuando dicha especie es excitada sufre,
ademas del procesao  radiativoe de desexcitacién, dos procesos
competitives. Por un lado, se disoccia para dar la especie
anifinica, y por el otro, se tautomeriza, dando lugar a un

zwitterion.

LOIRAT AN S la escopoletina, vemos que el

rendimients  cuantico de 1a especie neutra es elevado, comparad;

el de ta wumbelitferona. La desactivacidn radiativa de esta

especlie  compilite camente el procesn de disociacidn (se
dejan de lado los procesoas de desactivacidn térmica).

Dada la similitud entre ambas moléculas, concluimos que
la reaccifn fundamental que compite 1la desactivacidén
tlucrescente de la especie neutra de 1a umbeliferona, es el
proceso de fototavtomerizacidn.

Las especies anidnicas de ambas sustancias, tienen un

n

rendimiento  cuantice muy similar. Estoe es 16gico, ya que en
medio alcaline sélo  existen dichas especies, y no se produce
ninguna otra reaccifén quimica aque comepita con la desactivacidn
radiativa de las mismas.

Los rendimientos cuanticos Je fluorescencia de las
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catianicas, difieren aprozimadamente, en un orden
magnitud, siends el mayor para la umbeliferona. Esto se debe
que  cuandos la escopoletina se encuentra en soluciédn fuertemen'e

Acida suafre wuyna demetilacidn, tal como se explicd en la seccidn

4.4.4. Esta reaccifn conduce a rapide decaimiento de ta
councentran de dicha especies COMmo consescuencia, el
rendimients cuantico baja. Esta o .minucidn no se la atribuye a

una inhibicién  por protén L1931, ya que deberfia afectar a la

umbelifernona de manera similar.

4.7.— OTRAZ AFLICAZIONES DE LA FLUORESCENCIA SINCRONICA:

Valoracitn simultanea de umbeliferona y escopoletina.

La «cumarina y sus derivados hidroxilados se encuentran
en diversas variedades de plantas y, generalmente, se las afsla
después de varios pasas separativos gue involucran e=xtracociones
con diferentes mezclas de solventes. La posterior identificacidn
y cuantificacién se realizan wutilizando técnicas tales camo

2
1DEI—RMN y 1H—RMN después de haberlas separada par
cromatografia 1iquida de alta presidn (HPLC) [1?%].

El extracte metan6lico que contiene ambas cumarinas
puede analizarse cualitativa y cuantitativamente sin separacidn
previa por HPLC si se emplea la técnica de fluorescencia
sincrdnica.

Para 1llevar a cabo esta determinacién se utilizaron las
mismas soluciones metandlicas que se describieron en la seccidn

q4.1.
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lLa figura 4.332 muestra los espectros de aksorcidn de la

Tttt ona  y  de la esrupoletina. Tal cumoe se especitica en la

tobla T, la umbeliferona tiene un mi=imo de absorcidn en 324 nm,

micvutias  que la escopoletina absaorbe en 344 nm, y «n menor grado
Gl JR7 y 2528 nm.

Zomoe  las  bandas de absorcidn son muy anchas, existe un
fuerte solapamientn de los espectros de absorcién, 1o que hace
e el Aanalisuy abwor s tométr 100 de la mez:la sea muy
dificultasa.

Ya hemas mencionade que estos compuestos son altamente
fluorescentes vy, por 1o tanto, puede suponerse que el amalisis
fluarescimétricoe  caonvencional permitiria la identificacidn vy
cuantificacidn simultanea de la umbeliferona y la escopoletina.

I~ figura 4.34 muestra l1us espectros de emisidén ~de
ambos  compuestos  cwuando se excita cada uno a su mAxima longitud
de onda  de absoro’ La umbeliferona presenta su maximo de

flunrescente en 294 nm, mientras que la escapoletina lo
hiace en 424 nm.

Nuyevamente, existe un fuerte solapamiento de las bandas
de  emiosifing, o gque se justifica debido a la similitud de sus
niveles electrénicos y vibracionales, e impide la determinacidn
directa de un componente en presencia del otro.

Este es la razén principal por la cual es necesario
alslar vada  componente  por HPLC uuanﬁ& se desea identiticar vy
cvuantificar ambas sustancias.

Tal coma se explictHd en el capitulo 2, la resolucidn de

espectro  sincrénico depende del AT por lo tanto se
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Figura 4,33
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pealroar o drver von cupertros  Je  nna mesr la  equimulan e
oo bel tha umbee 1) ber una var tando Jdrdhe parametros La me ja
sl espectral obtiene cuando se wpera Ccon un A

La +tigura 4.3% aunestra  lus  espectros sincrénices de
dicha mezcla y de las  saluciones  qQque contienen dnicamente
escopoletina o umbeliferona.

L.a banda  dJde Sl dnlca gque aparece en 371 nm
pet tenece  a la umbeli1ferona, mientras que las bandas ubicadas én

vy A0 an paravienen de la escoapatbet tna Chigura 40 3% c) .

Come  puede observarse, el solapamiento especiral es

dJesprecrab el Ndemas, la 1ntensidad de fluarescencia sincr Gnica
Cle, ¢m) P la umbeliferona e /1 nm nn esta atectada po la
le,em dde la ¢ copaletina, la gue e Jespreciable a esa langrtud

de onda.
Lo mrema ocurre para la ls, em Jde la escopoletina en

cuande ¢ la compara con la Is,em de la umbeliferona para esa

micsmma longrtud de onda.

Feta situac’ permite realizare la determinacidn
simultliane: Je ambos compuestos a traves de cCurvas e
cal il g it dadda gue las 1s,em 1independientes e fa

veelae ten o ymbic bt erona / escopaletina.

L= dJeterminacian de escopoletina en presencia dJde
umbe b Lferana no puede realizarse midiendo 1la intensidad
citer fintca sle emislian en 441 nm, Jdebido a que en esta longitud
e onda Ta tomrntseern 1 de la umbel )l ber ana nvn es despreciahble.

I ax bandas  que  dpdl ecen e J70 y 510 nim se asignan al
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510

Espectros sincrédnicos de emisién con A) = 25 nm.

a) escopoletina

b) umbeliferona

c) mezcla
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il vente, | vual n o emtle enoel Aambarto comprendards entre Loy
) censtlalrdad) alcansada [oet esta tentoa
- ,
Ly emadamente alta: puede deter tar H,0.10 M e
-4
e T terana presencia  de 22,0.10 M de escopoletina,
-7 .
mrentras  que se  puede Jdeterminar 1,0.10 M de escopaletina en
_6 .
Cler b e 0 OO M de ombeliferona.

N Ins fines de comparar la técnica sincrénica con la
abesorciométrica computarizada  se 1levd a cabo el
e los multicomponentes utilizando un espectrofotdmetro
HE: 4% 1 N equipado con una red de diodos como elemento detector.
bete scsistema de deteccién permite resolver mezclas adn
gt Los ma amos de las bhandas de absorcidn de cada uno de |lgs
vomponentes Jiflera en salamente Ionm.
Ltrbrgando dos soluciones  patron para cada componente
(.",0 vy II,H.IU—-l M), Tow resultadose obtenidos para el anali-

deo T merila egquimolar sons

-5 -2
(WD) 1,99.10 ™M i 2,00.10
-5 -
) Z,01.10 M = F,00.10
1 e Timites Je deteourtn fAara el meé Londn
&
cSpectrortotametrico atalicade 1,010 M de umbeliter ona
- b
pPresencta  de 2,010 M de esvapoletina y 4,0.10 M de

"

ecrapnleting en presencia Jde Z,0.10 M de umbeliteraona.
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1 I demwsty 6 het v amtenta  atal pAra I a

cimultanea de umbeliterana  y  escnpouletina. Eeta

Lot a, vt nas e la viomatogratta T1guirda de alta
peetmr bt ira en oan Fatng Lelenct o o y determinar

provhne boa natarales, al tirewmpo de on Separan
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esperimental.

de onda de maxima emisidn.

anchn de banda medio espectral,

b - se¢ ohtienen de la expansion en

Y

(9T #/0A) + b (A1 w/OB) + ¢ (DT #/90)
i 1 1

et

+

‘3*’5([ T @
L8

X

La condicidén se cumple tomando las primeras derivadas

e tesper bt de a, by ¢, e igualando a cero. Se obtiene avi,
sistema de ecuwaciones Aque, en este casa, es de =
vk o entemente, la matriz amp’iada Jel sistema es e 4q.

La matriz del sistema es simétrica respectn de =u
dragqunal, 1o goe simplifice Tos calenlas,

No  debemos wlvidar aque, por estar trabajando con oun
devarralla  de Taylar acotadao, las consecutivas ajustes na can
Taos  fAptimos fos mejuoures oque se¢ adaptan a una
ptevetablecida.

Fara este caso se pididh que el error entre duous calaulaos

countive, tuese menar Al 3%, De lo contrario, se recaloulan
Tus parametros  a, by ¢ hasta cumplir con Yta condi.
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vequer ida.

Algoritmo general.

El programa comienza solicitando los datos
experimentales (Imax, max, ancho de banda meqio espectral) para
segquidamente definir la funcifn gaussiana y ltas derivadas
correspondientes (l1ineas 5 a 100).

Er la linea 110 se invoca al procedimiente "Calculo", y
se¢ limpia la matriz (11ineas 1230 a 150).

Lueqgo, mediante un doble cicla, se va generando media
matriz, la que serd posteriormente replicada en forma simétrica
a la diagonal.

E1 cicle interno s6lc acepta valoares cuya diferencia
entre su  intensisdad de emisifin calculada y la experimerrtal
sean, en modulo,  menor gque la rafz cuadrada del altimo erro
cugandr ada, [le esta manera, se trabaja con datos aceptablemente
buenws, mejorandose la  convergencia y disminuyendos el error
final,

E clao mas externo va recorriendns  todas  las
Voo Ligslew de  onda experimentadas rara  realilzar el calegla
anterior (lineas 1%% a 510).

Lar ITlnean 320 a 240 (eplivan la wat {e Jiagonalimente.

Lina vez lista la matriz final, se ejecuta el

procedimiento "Simeq", encarqads de resoclver el sistema de

2
n

@cias (linea 3250) vy se efectda la correccidn de )
Rl —

parametros (linea 355).

A partir de la l{nea 240, se define el procedimienta
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"Calculo" el que, en un nuevo doble ciclo, calcula la suma de
los errores al cuadradoe (lineas 360 a 440). Ya fuera de este
doble «cicle, se comprueba si la diferencia entre el error
cuadrade actual y el de la iteracidén anterior, es menor al 1%.
De ser asi, se efectda la impresidn de l1os resultados; en caso
contrario, se eftectva una nueva iteracidn (lineas 480 a 4%0),

Finalmente, se define el procedimiento "Simeg" el que
resuelve el sistema de ecuacicones por el método de Gauss —
Jordan modificado (lineas S00 a 4£%0), y se desarroclla 1a rutina
de impresiédn (lineas =200 a 210).

Se¢ mencionan en la bibliogra¥ia programas de este tipo,

aunque en lenguaje FORTRAN IV [197,1931].



. KENM
TAUATE CE rHﬁnMETROR E“PELTRD‘
TR IC0E POR CUADRACOS MINIMOS
& REM +<» Entrada datos **+
TRINT AT 2.4, "CR RbRR LO3 DR
iz LA T OATA da
10 JnFuT InicIo - INI.“HRSTR
al>} RRnGs &
‘20 }‘.I':.L:T PRL = . MR .
TR B TITh LET «INI= LE
T . InT=.1 LET TINIaTITRA
- [ L BT RS Y S T TS RS U B K A tun -
IIERENRS 3 Xl fe 1 Jdat * v
O LET po=s¢ LeT ant =Sdde
NS I O N R CIm g 2.5
TQ CEF FH 30 szgmAECR -1 AR
In 1tav 1o
A0 (EF Fit - =Fh 2 oogln
20 (EF FHoby o =22«Fti 3140 2B
- 1E vty tat
100 (EF FR €. 1 =-g&Fli gLx1 #1:5m-
(TR SRR - =g
10 REIM <« sF e Jge 1 lera-
J ol e -
T1Q ERLL vt
1&9 FRINT lTEEﬂCIOH” LET 1¢c=1
LT ant=esid
120 ¥as 2] TaoL FOR =1 TO 4
a0 L ET 1 2Q
150 g’ R T B
1SS LET VT 2LOR ant
16Q SoR =171 T ha STEFR
A7Q LET 1= .- r+l
LEQ {0 vmILE ABS g1 =FH o900
=i 2.2
120 LET 1 1. 1l #FN 2wy 2F
Moz
ZQa LET [ 12,11 +FN Z 121 #F
[N L !
210 LET 1+ +FM z ix %F
Y e 1t ;
Sed LET 2.8 +FM B #F
LI B H
SC0 LET 13,21 +FN B #F
Iy &
cd BT S +FH e 1 #F
e
c&4S LET z2=d'1' -FN 31x]
cSa LET 1l =211 .,4142Z%FN 20X
£E0 LET ' 1 a g, dv4Z2eaFN biv)
0 LET 13 4z 2.3 +Z2%FH e 1<)
a0 LET =zu4r LET 1=1+1
299 ExIT IF =rha
2QQ LOOF
31 HE-T
Lo FOR =1 TS FOR =1 TO 3
X0 LET ) = 1y,
Z3Q HEAT 1IZ«T
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24S FEM x33xFrocedure de

ez
S15tema Jde €CUaCiCne: - -

cion del

350 FROC simeq

3SS LET ymasym+x(1,1): LET == n
+¥% (3.11 LET titastitas+x (2.1 =
QTO 11@

359 REM *xxDefinicion de proce-
dimi1etos **+

36@ CEF PROC calculo

1\'_"-712\ LET raiz=S0QR ant: LET e/ -
Q

332 FOR =<sjini TO ha 3TEP r

A9D LET im(x-1ni) - /r+ld

490 O LHILE ABS (PN @ ixi1 =gy

- N

W VBT ercCzerrc+ ABA (o9
-4 N

430 LET ~ax+r LET i=3+1

449 ExIT IF xaha

4Sd LQOF

460 NEXT «»

432 IF AB3 (gnt-€rrc) #1AQ arn
1 THEN GOTO 30

492 END PROC

S CEF PROC simenq

S1d LET m=4

S20 IF 11,1+ @ THEN S0TO €00
S32 LET k=sm-1 FOR 1=2 TO ¢

S4Q@ IF NOT x11,1:1 THEN GOTO S3Q
SS@ FOR ,=1 TO m

S6Qd LET tem== 11, 41 LET 1y

1l . LET 1l g =tem

ST HEAT ,  S0TO daa

S3Q HEXT 1

S9d FRINT "Moo may z0Lucaon
a" 3TOP

BV FOR j=2 TO m. FOR 1=2 T
51 LET Brivi-1, j=-Y1r =i i1 - H
PExorg Ll ol 1)

s20 NE!T i: NEXT

63® FOR j=2 TO m: LET B'3.,-i =
XKil. v scil, 10 NEXT

540 LET m=m-1

ESQ FOR =1 TG m FOR 1=1 T
EBD LET =11, 1 =B, 1

7@ MHEXT 1. NExXT

83& IF im-1) <@ THEN GOTS <20
5w ENC FROC

3Q9 30UND .1S,& 3O0UNG .15.3
F INKEY$="" THEN GOTO 300

810 CLS . FOR F=1 TO 2: PRINT
LONG . AT .12, "ExFER.". AT @.a¢
CALC .,

2@ REM #Anula scrolils FPORE &
692,09

830 FOR xX=INI TO HA STEF F

842 LET Iz ix-INII /R+1

88d FPRINT X, TAB 12.D1I! TRE =S.
UDS24G "auug. 88", FN b'll. NE=T »
360 FRINT "vM= “,vM XM= ".xM
THETR= ", TITR "ERRORs ',EPRL

70 LET Ele@ABS (TINI-TITA!I»l0Q

TINI LET E2sARS (XINI-xM) 100 -
I?I LET E2=AB3 1 INI-vM!I 2100 .1
N

83890 FRINT "% xXMAX= ";190-Ez .
IHR%: "L 19@-E3° "% THETRA= . 1la@-t£
390 SEM xDefine stream-outs <]
KE Z23573,18

90 ME=%T F

91@ Far £ 2387& &
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