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1. RESUMENES

1.1 CASTELLANO

Las técnicas basadas en la medida de fluorescencia tienen cada vez un papel mas
destacado en distintos d&mbitos de la ciencia y la tecnologia. Para su utilizacion se
requieren con frecuencia sondas fluorescentes, moléculas cuyas propiedades emisivas
dependen de forma muy sensible del medio en el que se encuentren. En esta tesis se ha
estudiado el comportamiento de la sonda fluorescente proflavina. La sonda se caracterizo
mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis y fluorescencia en distintos medios y se
ha investigado también la influencia de la concentracion de proflavina. Se ha concluido
que tanto la forma neutra como la protonada forman agregados diméricos en etanol y en
agua a concentraciones bastante bajas. La interaccion entre las unidades de proflavina del
dimero es débil e independiente de la carga de la molécula.

Se ha estudiado la desactivacion de la fluorescencia de la proflavina por aniones
inorgéanicos y tioureas. La desactivacion por aniones ocurre a través de un mecanismo
que incluye la formacion de un exciplejo de menor rendimiento cuantico de fluorescencia,
cuya constante de equilibrio de formacion se incrementa con su caracter de transferencia
de carga. En el caso de las tioureas, la desactivacion ocurre probablemente por
transferencia electronica, tras el encuentro de la tiourea con la proflavina excitada, y por
la formacion de un complejo no emisivo entre la proflavina y la tiourea en estado
fundamental.

Por ultimo, se ha analizado el comportamiento de la proflavina con los macrociclos
4-sulfocalix[6]areno y 4-sulfocalix[4]areno, asi como con la proteina seroalbumina
bovina. Se han encontrado complejos proflavina/macrociclo en estado fundamental de
estequiometria 1:1 y 1:2, cuyos espectros y constantes de equilibrio han sido
determinados. También la proteina forma un complejo con la proflavina, cuyos espectros
y constante de equilibrio han podido determinarse, habiéndose comprobado que la
proflavina complejada emite desde distintos estados de relajacion.

Palabras clave: Dimerizacion, desactivacion de fluorescencia, transferencia electronica
fotoinducida, calixarenos, seroalbumina bovina.
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1.2 GALLEGO

As técnicas baseadas na medicion da fluorescencia tefien un papel cada vez mais
destacado en diferentes campos da ciencia e da tecnoloxia. A mitdo son necesarias sondas
fluorescentes para o seu uso, moléculas cuxas propiedades emisivas dependen moi
sensiblemente do ambiente no que se atopan. Nesta tese estudouse o comportamento da
sonda fluorescente de proflavina. A sonda caracterizouse por espectroscopia de absorcién
UV-Vis e fluorescencia en diferentes medios e tamen se investigou a influencia da
concentracion de proflavina. Concluiuse que tanto a forma neutra como a protonada
forman agregados diméricos en etanol e auga a concentracions bastante baixas. A
interaccion entre as unidades de proflavina do dimero € débil e independente da carga da
molécula.

Estudouse a desactivacion da fluorescencia de proflavina por anions inorgénicos e
tioureas. A desactivacion do anion prodicese a través dun mecanismo que inclie a
formacion dun exciplexo de menor rendemento cuéntico de fluorescencia, cuxa constante
de equilibrio de formacién aumenta co seu caracter de transferencia de carga. No caso
das tioureas, a desactivacion prodicese probablemente por transferencia electrénica,
despois do encontro da tiourea coa proflavina excitada e pola formacion dun complexo
non emisivo entre a proflavina e a tiourea en estado fundamental.

Finalmente, analizouse o0 comportamento da proflavina cos macrociclos
4-sulfocalix[6]areno e 4-sulfocalix[4]areno, asi como coa proteina da albumina sérica
bovina. Atoparonse complexos proflavina/macrociclo no estado fundamental de
estequiometria 1:1 e 1:2, cuxos espectros e constantes de equilibrio foron determinados.
A proteina tamén forma un complexo coa proflavina, cuxos espectros e constante de
equilibrio foron asimismo determinados, e comprobouse que a proflavina complexada
emite desde diferentes estados de relaxacion.

Palabras chave: Dimerizacion, desactivacion de fluorescencia, transferencia electronica
fotoinducida, calixarenos, seroalbumina bovina.
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1.3 INGLES

Techniques based on the measurement of fluorescence have an increasingly prominent
role in different fields of science and technology. Fluorescent probes, molecules whose
emissive properties depend very sensitively on their environment, are often required for
the use of these techniques. In this thesis, the behaviour of a fluorescent probe, proflavine,
has been studied. The probe was characterized by UV-Vis absorption spectroscopy and
fluorescence in different media, and the influence of the proflavine concentration has also
been investigated. We concluded that both the neutral and protonated proflavine form
dimeric aggregates in ethanol and in water at fairly low concentrations. The interaction
between the proflavine units of the dimer is weak and independent of the charge of the
molecule.

The deactivation of proflavine fluorescence by inorganic anions and thioureas has been
studied. Anion deactivation occurs through a mechanism that includes the formation of
an exciplex with a lower fluorescence quantum vyield, whose formation equilibrium
constant increases with its charge-transfer character. In the case of thioureas, the
deactivation probably occurs by electron transfer upon the encounter of the thiourea with
the excited proflavine, and by the formation of a non-emissive complex between thiourea
and proflavine in the electronic ground state.

Finally, the behaviour of proflavine with the 4-sulfocalix[6]arene and 4-
sulfocalix[4]arene macrocycles has been analysed, as well as with the bovine serum
albumin protein. We found that ground-state proflavine/macrocycle complexes of 1:1 and
1:2 stoichiometry are formed, whose spectra and equilibrium constants have been
determined. The protein also forms a complex with proflavine, whose spectrum and
equilibrium constant have also been determined. We stablished that proflavine complexed
with the bovine serum albumin protein emits from different relaxation states.

Keywords: Dimerization, fluorescence quenching, photoinduced electron transfer,
calixarenes, bovine serum albumin.






2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En las dltimas décadas se ha incrementado de modo notable el uso de la fluorescencia
para estudiar distintos fendmenos quimicos o biologicos. Un ejemplo sefialado lo
constituye la proteina de fluorescencia verde, cuyo descubrimiento y desarrollo fue
reconocido con el Premio Nobel de Quimica en 2008. La introduccion del gen que la
codifica en un organismo vivo se utiliza para estudiar multitud de procesos biol6gicos,
como por ejemplo la expresion de proteinas, el desarrollo embrionario, etc.

Otra importante aplicacion de la fluorescencia esta en el campo de la microscopia. Los
avances en este campo han llevado al desarrollo de técnicas especializadas que han
permitido la investigacion de moléculas individuales y han conseguido sobrepasar el
limite de difraccion. El progreso en estas técnicas, que ha merecido la concesion del
Premio Nobel de Quimica en 20142, ha conseguido cambiar nuestra vision de muchos
procesos quimicos o bioquimicos, pues suministra informacion al nivel de moléculas
individuales que con frecuencia queda oculta al realizar las medidas convencionales
promediadas sobre un gran conjunto de moléculas®*,

El disefio y caracterizacion de sustancias fluorescentes esta de plena actualidad, dadas
las amplias aplicaciones en diversos campos. Cuando las sustancias a estudiar no
presentan fluorescencia, es habitual utilizar sondas fluorescentes que puedan unirse
convenientemente al sistema objeto de estudio para investigar sus propiedades. Estas
sondas se utilizan en multiples areas, desde la secuenciacion comercial de ADN® al
estudio quimico de la formacion de complejos y estructuras supramoleculares® o la
caracterizacion de organulos celulares’.

La utilidad de las sondas fluorescentes deriva de la gran sensibilidad de la
fluorescencia a las propiedades del entorno de la especie emisiva. Si esta especie presenta
una afinidad selectiva por un lugar especifico en una estructura compleja, a partir de sus
caracteristicas fluorescentes pueden deducirse las propiedades del entorno de la sonda®.

Una sonda fluorescente que se viene utilizando desde hace afios es la 3,6-
diaminoacridina o proflavina, que es objeto de estudio en este trabajo. En disolucién
acuosa neutra, esta especie se encuentra mayoritariamente en forma cationica, protonada
en el N aromatico (Figura 2.1).

\ \
— + 2
HoN ‘ N ' “NH, HoN ‘ r}l ‘ “NH,

H

Figura 2.1. Estructura de la proflavina neutra y protonada.

La proflavina se ha utilizado desde principios del siglo XX como agente desinfectante
y como colorante para la tincion de muestras bioldgicas. Se conoce desde hace afios que
forma complejos con el ADN, lo que se relaciond con sus propiedades bacteriostaticas®.
Medidas iniciales de intensidad y tiempos de vida de fluorescencia proporcionaron
informacion relevante para conocer el modo de interaccion?®, e iniciaron un amplio campo
de investigacion con la utilizacion de la proflavina y especies relacionadas como sondas
fluorescentes para estudiar las caracteristicas de la union al ADN*!. Hoy en dia se sabe
que la proflavina interacciona con el ADN formando complejos de intercalacion entre sus
pares de bases, favorecidos por la interaccion entre los grupos aromaticos (m-w
stacking)'2. Ademas, se ha propuesto que este tipo de moléculas podrian haber jugado un
papel clave en el ensamblaje y replicacion de los polimeros precursores de los actuales
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ADN y ARN en las primeras etapas de la vida en la Tierra, e incluso haber influenciado
la seleccion de nucleobases como consecuencia de su capacidad para formar estructuras
mas estables con esta clase de moléculas®®. Por otra parte, la capacidad de la proflavina y
otros derivados de la acridina para intercalarse en el ADN e inhibir las enzimas
topoisomerasa y telomerasa ha estimulado la investigacion sobre su uso medicinal,
habiéndose demostrado su capacidad de actuacion como anticancerigenos,
antibacterianos y antiprotozoarios®*.

La proflavina tiene también amplio uso en reacciones de transferencia electronica
fotoinducidas. Asi, por ejemplo, se ha demostrado su capacidad para actuar como
fotosensibilizador para la produccion de hidrégeno a partir de agua'®, o para la
regeneracion inducida por luz visible de la forma activa de cofactores enzimaticos para
biocatalisis'®. Algunas investigaciones han mostrado la complejidad de sus equilibrios
acido-base y redox en estados excitados!’!®, pero existen pocos estudios acerca del
mecanismo de desactivacion de su fluorescencia por diferentes especies, y la posible
intervencion de procesos de transferencia electronica en el proceso.

La proflavina pertenece a un grupo de colorantes fluorescentes solubles en agua que
actian como huéspedes para anfitriones macrociclicos en medio acuoso. La
caracterizacion de estos complejos esta de plena actualidad, dada su utilidad para
determinar la localizacién y modo de interaccion del anfitrion en el huésped, asi como las
caracteristicas termodindmicas y cinéticas del proceso de complejacion. Ademas, se
utilizan también como indicadores para estudiar la complejacion de especies no
fluorescentes, utilizando metodologias de desplazamiento®.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general de esta tesis doctoral es
dilucidar los mecanismos de interaccion de la proflavina en estado electrénico
fundamental y excitado con distintos compuestos y caracterizar las propiedades
espectroscopicas de la proflavina y de los complejos formados con diferentes especies.
Este objetivo puede dividirse en los siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizar el comportamiento fotofisico de la proflavina en diferentes medios
mediante espectroscopia de absorcion Vis-UV y fluorescencia. Se estudiara la
influencia del disolvente y la acidez sobre los espectros de absorcion y
fluorescencia, con objeto de determinar las propiedades espectroscopicas de la
proflavina neutra y protonada. También se investigard la influencia de la
concentracion de proflavina para dilucidar su posible dimerizacion.

2. Analizar la desactivacion de la fluorescencia de la proflavina por distintos
compuestos: aniones inorganicos, ureas y tioureas. A partir de medidas espectrales
de fluorescencia en estado estacionario y con resolucion temporal, se estudiara la
cinética y mecanismo de la desactivacion, asi como la posible implicacion de
procesos de transferencia electrénica en el mecanismo de quenching.

3. Determinar el mecanismo de complejacion de la proflavina con macrociclos. Se
investigara la estequiometria y las caracteristicas fluorescentes de los complejos
formados con calixarenos, asi como la cinética de su formacion y las constantes de
velocidad y equilibrio.

4. Conocer la interaccion de la proflavina con la proteina seroalbumina bovina. Se
determinaran las propiedades espectroscopicas del complejo formado y su
equilibrio de asociacion. Se establecera la cinética de los procesos de desactivacion
del complejo en el estado excitado.
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3.1 ASPECTOS GENERALES DE LA FLUORESCENCIA

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica utilizada en muchas disciplinas que
abarcan desde la quimica y la ciencia de materiales a la biologia y la medicina, y sus
aplicaciones no paran de crecer. Asi, se emplea la fluorescencia, por ejemplo, para obtener
informacion estructural y dindmica de proteinas y otras macromoléculas, para identificar
las bases en la secuenciacién del ADN, o en la deteccion de células cancerigenas y
anomalias genéticas.

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia, que consiste en la emision de luz desde
un estado electronico excitado, alcanzado mediante la absorcion de radiacion, al estado
electrénico fundamental, teniendo ambos estados la misma multiplicidad®®. EI proceso se
suele visualizar mediante un esquema de niveles de energia, que se conoce como
diagrama de Jablonski?®222 (ver la Figura 3.1), en el que se representan el estado
electronico fundamental de una molécula (So) y los distintos estados electronicos
excitados singlete (Si, S2,...) y triplete (T1, T2,...), junto con los niveles de energia
vibracional de cada uno de estos estados. En el diagrama, se muestran los distintos
procesos que experimenta una molécula desde que esta es excitada hasta que se produce
su desactivacion al estado fundamental.

La absorcion de radiacion UV-Vis es un proceso muy rapido (10° s) que conduce una
molécula a un nivel vibracional dado del estado electrénico Si 0 bien de un estado
electrénico superior (S, Ss...). Se observa en la Figura 3.1 que, si se alcanza el estado Sz,
la molécula excitada pierde la energia vibracional (por colision con las moléculas del
disolvente) en un proceso no radiante llamado relajacion vibracional que ocurre en
1012-101% s, terminando en el nivel vibracional mas bajo de S;. A continuacion
experimenta un proceso no radiante llamado conversion interna (10! -10° s), que lleva
a la molécula desde el nivel vibracional méas bajo de S; a un nivel vibracional excitado
del estado S1 de la misma energia, seguido de relajacion vibracional, alcanzando el nivel
vibracional fundamental de S:.

La emisidn espontanea de radiacion desde el estado S a distintos estados vibracionales
de So se denomina fluorescencia y ocurre en una escala de tiempos de
101°-107 s. Ademas de la fluorescencia, puede tener lugar un cruce entre sistemas
(1012-10% s), proceso isoenergético en el que se produce un cambio de espin, llevando a
la molécula hasta un nivel vibracional excitado del estado triplete T1. Posteriormente, la
relajacion vibracional conduce al nivel vibracional fundamental del estado T1. La emision
espontanea desde el estado triplete Ty al estado So se denomina fosforescencia y es un
proceso mas lento (10-10 s) que la fluorescencia porque se trata de una transicion no
permitida.

El tiempo de vida de fluorescencia representa el tiempo promedio que la molécula pasa
en el estado excitado antes de regresar al estado fundamental, y viene dado por la inversa
de la suma de sus constantes de velocidad de desactivacion radiante y no radiantes
(conversion interna y cruce entre sistemas).

Salvo raras excepciones, no se observa fluorescencia desde S; (ni desde estados
electronicos superiores) porque la diferencia de energia ente So y S1 es mucho menor que
entre S; y So. Como consecuencia, en Sz la desactivacion no radiante (relajacion
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vibracional y conversién interna) es mas rapida que la fluorescencia. Por ello, tanto si la
molécula es excitada al estado S1 como a un estado electronico superior, la emision se
produce normalmente desde el nivel vibracional mas bajo del estado S; (regla de Kasha®)
y, como consecuencia, el espectro de fluorescencia es generalmente independiente de la
longitud de onda de excitacion. Ademas, dado que tras la absorcion de radiacion se
produce una pérdida de energia previa a la emision, los espectros de fluorescencia siempre
aparecen a mayor longitud de onda que los de absorcién. Por otra parte, el espaciado entre
los niveles de energia vibracionales suele ser semejante en So y Sz por lo que, cuando se
representa en escala de energia, un espectro de fluorescencia suele ser imagen especular
de la banda de absorcion So— S:.

Sz- IC
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= Ic ‘l & ISC - =
""E f—
S, T, X Is¢c =
‘ ABSORCION || FLUORESCEMNCIA || FOSFORESCENCIA
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Figura 3.1. Diagrama de Jablonski?'.

El espectro de fluorescencia de una sustancia depende de su estructura molecular. Las
sustancias fluorescentes, o fluoréforos, tipicas son hidrocarburos aromaticos como el
naftaleno o el antraceno para los que las transiciones electrénicas de menor energia son
de tipo © = 7", aunque si presentan heterodtomos en el anillo aromatico pueden ser de
tipo n > n". La naturaleza y posicion de los sustituyentes sobre los anillos aromaticos
modifican la posicién del espectro de emision de estas moléculas, por lo que cada
fluoréforo presenta un espectro de fluorescencia caracteristico. Esto, junto con la gran
sensibilidad de la fluorescencia, hace que muchas técnicas analiticas dispongan de
sistemas de deteccion por fluorescencia.

La emision de muchas moléculas depende del medio en el que esta presente el
fluoréforo. La interaccion entre el fluor6foro y las moléculas del disolvente puede
modificar la diferencia de energia entre So y Si. Asi, al aumentar la polaridad del
disolvente, los espectros de emision de las moléculas polares pueden mostrar un
desplazamiento al rojo (batocrémico), si el estado S; se estabiliza mas que el S, o0 bien al
azul (hipsocrémico), si ocurre lo contrario. Por otra parte, la fluorescencia de las
moléculas que presentan grupos acidos y basicos puede verse condicionada por el pH del
medio. Esto hace que muchas sustancias fluorescentes puedan suministrar informacion
del microentorno en el que se encuentran.
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La emision de fluorescencia puede verse afectada también por la presencia de otras
especies en disolucion. La adicion de una segunda especie Q al medio en el que se
encuentra una molécula fluorescente M puede provocar una disminucion de la intensidad
de fluorescencia de M”, efecto que se conoce como quenching de fluorescencia. El
mecanismo del quenching puede ser de dos tipos?3. El quenching colisional o dindmico
implica que, durante el tiempo de vida del fluoroforo excitado, el quencher Q colisiona
con M” provocando su desactivacion, por lo que la intensidad y el tiempo de vida de
fluorescencia de M™ disminuyen. Este proceso esta controlado por difusion si el proceso
es muy efectivo y frecuentemente se debe a una reaccion de transferencia electrénica,
protonica o de energia entre M” y Q.

El descenso de intensidad de emision en presencia de Q puede ser originado también
por la formacion de un complejo no fluorescente en el estado fundamental entre My Q.
Esto provoca una disminucion de la concentracion de M en el estado fundamental, y por
tanto de M", a medida que aumenta la concentracion de Q, pero el tiempo de vida de
fluorescencia de M* permanece constante. Se trata en este caso de un quenching estatico.
Ambos tipos de quenching pueden tener lugar simultaneamente.

3.2 TRANSFERENCIA ELECTRONICA FOTOINDUCIDA

La excitacion electronica provoca un cambio en la densidad electronica de las
moléculas, por lo que su reactividad en el estado excitado es muy distinta a la que tenian
en el estado fundamental. En particular, la capacidad de una molécula para actuar como
dador o aceptor de electrones se ve incrementada, por lo que en el estado electrénico
excitado se observan procesos de transferencia electronica que no ocurren en el estado
fundamental®*2° Las reacciones de transferencia electronica fotoinducida (PET) son clave
en fendmenos tan importantes como la fotosintesis, en la que la luz solar induce una serie
de reacciones de transferencia electronica en cascada, acopladas a una transferencia
protdnica, que permiten almacenar energia que es utilizada para sintetizar ATP, y tienen,
entre otras, aplicaciones tecnoldgicas en sensores luminiscentes?® o en células solares
organicas?’.

En una reaccion de transferencia electronica fotoinducida, la especie excitada puede
ser tanto el dador como el aceptor de electrones y la reaccion conduce a la formacion de
los iones radicales D** y A*" a través de uno de los procesos?.

ID"+A—> D"+ A
'A"+D—> A~ +D*

Como ya se ha indicado en el apartado 3.1, el proceso PET provoca un quenching de
fluorescencia en la molécula excitada. La Figura 3.2 muestra el diagrama de orbitales
moleculares del dador y aceptor de electrones para el caso en el que la especie excitada
sea el aceptor. Se observa que, tras la excitacién de un electrén del orbital HOMO al
LUMO de A, se genera un hueco en el HOMO del aceptor, por lo que la transferencia
electronica de D a A" estd muy favorecida respecto al proceso hipotético en el estado
fundamental. Ademas, dado que la reaccion implica un intercambio de electrones entre
A"y D, es necesario que haya un solapamiento de los orbitales de ambas especies, para
lo que A*y D deben estar en contacto?*. Como consecuencia de ello, la velocidad méaxima
del proceso estara controlada por la difusion de los reactivos. El requerimiento de que el
dador y el aceptor de electrones estén proximos para que tenga lugar el quenching de
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fluorescencia por PET se puede utilizar para monitorizar la dindmica conformacional en
macromoléculas %°.

Figura 3.2. Representacion esquematica de un proceso de transferencia electrénica.

En muchas reacciones de transferencia electronica fotoinducida la aproximacién de D
a A" conduce directamente a la formacion de los iones radicales D** y A*~. En otros casos,
la reaccion PET transcurre a través de un complejo excitado intermedio (DA)”
denominado exciplejo, en el que la carga esta compartida entre el dador y el aceptor, y
que puede ser o no fluorescente®®3!, Un ejemplo lo constituye el complejo formado por
el antraceno excitado y la N,N-dietilanilina. El espectro de emision de un exciplejo
aparece con frecuencia a mayor longitud de onda que el correspondiente a la molécula
excitada. Al aumentar la polaridad del disolvente, disminuye la diferencia de energia S:-
So para el exciplejo, por lo que su banda de emisién se desplaza al rojo y su rendimiento
cuantico de fluorescencia disminuye.

De acuerdo con la termodindmica, para que la reaccion de transferencia electronica
fotoinducida tenga lugar, el valor de la energia de Gibbs estandar de la reaccion, AG?,
debe ser negativo. Se puede estimar el valor de AG? para la reaccion ‘A" + D — A* + D**
si se conoce el valor de los potenciales estandar de reduccion de los radicales, E°(D**/D)
y E°(A/A*), asi como de la energia de la transicion electrénica 0-0, Eoo, del aceptor (o del
dador, si esta es la especie excitada) a partir de la ecuacion de Rehm-Weller?>32;

AG® = N, e[E°(D**/D) — E°(A/A)] + E. — Eqq (3.1)

donde E. tiene en cuenta la energia de interaccion electrostatica (de Coulomb) del par
ionico resultante de la reaccion y generalmente es negativa.

De acuerdo con la ecuacion (3.1), si la molécula excitada es un aceptor de electrones,
el proceso PET sera tanto mas favorable cuanto mas bajo sea el valor del potencial de
reduccién E°(D**/D) correspondiente al dador. Las moléculas aromaticas dadoras de
electrones tipicas en las reacciones PET son aminas como la dimetilanilina, capaces de
ceder electrones a una gran variedad de hidrocarburos aromaticos polinucleares. En el
caso de los aceptores de electrones, estos tienen sobre el anillo aromatico sustituyentes
que retiran carga, como los grupos ciano o nitro.

Generalmente las reacciones de transferencia electronica se estudian en el marco de la
teoria clasica de Marcus?3232 que predice que el valor de la energia libre de activacion
para la reaccion, AG; , depende del cuadrado de AG?, y la constante de velocidad para la
transferencia electronica kte viene dada por la expresion de Arrhenius:

krg = A exp[—AG//(kgT)] (3.2)
donde A es un factor preexponencial y kg la constante de Boltzmann.

El modelo predice que la representacion de Inkrg frente a AG? es una parabola en la
que se observan dos regiones. En la region “normal” Inktg aumenta al reducirse el valor
de AGy hasta alcanzar el valor de Inkgr correspondiente al control por difusion. Esta
dependencia ha sido corroborada experimentalmente para multitud de sistemas. Si AGy
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sigue disminuyendo (AGy<<0), la constante de velocidad ktg debe comenzar a descender
(region “invertida”) como consecuencia de que AG;7 aumenta de nuevo, aungue se ha
observado experimentalmente que la constante de quenching por PET permanece
constante en estas condiciones?®,

3.3 PROFLAVINA

Entre los derivados de la acridina de mayor importancia destacan las aminoacridinas,
y en particular la 3,6-diaminoacridina o proflavina (ver Figura 2.1). Estas especies han
sido bastante estudiadas, particularmente en los campos de la biologia y de la medicina.
La razdn por la que las aminoacridinas despiertan tanto interés es debido a su importante
actividad biologica. Browing descubrio las valiosas propiedades antibacterianas de la
proflavina en 1913, mientras que los investigadores Mauss y Mietzsch describieron las
propiedades antimaléricas de algunas aminoacridinas en 1930%*. Mas recientemente, la
proflavina y otros derivados de la acridina se siguen investigando por sus propiedades
antitumorales, antibacterianas y antiprotozoarias, utilizindose algunos de ellos en
tratamientos de quimioterapia4>>%,

La naturaleza de la interaccion de los derivados de la acridina, en especial las
aminoacridinas, con 4cidos nucleicos ha hecho que sean objeto de numerosos estudios.
Diaminoacridinas como la proflavina, acriflavina y naranja de acridina son muy utilizadas
para la tincion de ndcleos de células, pudiéndose utilizar incluso con células vivas®’. En
fecha reciente también se ha propuesto su uso como agente de contraste fluorescente para
citologias rapidas en los puntos de atencion médica, demostrandose su utilidad para el
andlisis de células cancerosas en la cavidad oral®,

La proflavina, al igual que otros derivados de la acridina, se compleja con el ADN y
el ARN, principalmente por un mecanismo de intercalacion, provocando el
desenrollamiento de la doble hélice y afectando de ese modo a numerosos procesos
bioldgicos como la replicacion y la transcripcion®4%4142 | a estructura plana de tres
anillos que conforman la proflavina tiene una gran importancia en los procesos de
intercalacion, mientras que los dos grupos amino contribuyen a la interaccion
electrostatica con los grupos fosfato presentes en el ADN“,

Estudios realizados utilizando difraccion de rayos X y Teoria del funcional de la
densidad (DFT) han puesto de manifiesto que los grupos amino de la proflavina tienen
caracter hidrofilico**#°. Ademas, dichos estudios han mostrado que los grupos CH de la
proflavina muestran un comportamiento hidrofobico cuando la molécula esta intercalada
o fijada al ADN“®.

Las propiedades espectroscopicas y fotofisicas de la proflavina han sido descritas por
varios autores*’#849051 ' Algunas investigaciones han concluido que la proflavina forma
dimeros en disolucién a concentraciones superiores a 10 mol dm, asi como grandes
agregados a concentraciones superiores a 102 mol dm 4752535455 Sin embargo, otros
autores han discutido esas conclusiones, afirmando que los cambios espectrales
corresponden a equilibrios &cido-base®®.

Las propiedades acido-base de la proflavina en estado electronico fundamental y
excitado han sido también objeto de interés, ya que la basicidad del N aromatico se
incrementa notablemente en el primer estado singlete excitado, dando lugar a su
protonacion en condiciones experimentales adecuadas'®®”*8, Tras la protonacion, se ha

11
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propuesto que la molécula excitada cede un protén de uno de los grupos amino
primarios®.

3.4 CALIXARENOS

Los calixarenos son una clase de oligémeros ciclicos formados por la condensacion de
un fenol, sustituido en la posicion 4, y un formaldehido®®. Pueden adoptar distintas
conformaciones dependiendo del tamafio y sustituyentes del macrociclo®®1®2, En la
conformacién rigida, los anillos fenolicos se disponen formando un cono con los grupos
hidroxilo situados en el borde inferior y los sustituyentes del anillo fendlico en el borde
superior, dotando al calixareno de una cavidad interior cuyo tamafio depende del nimero
de mondmeros fenolicos. Esta propiedad hace que los calixarenos puedan actuar como
moléculas anfitrion tanto de otras moléculas como de iones, por lo que se pueden utilizar
como catalizadores y sensores.

La incorporacion de una molécula huésped al hueco del calixareno esta condicionada
por el tamafio de la cavidad y la naturaleza de la interaccion entre el huésped y los grupos
sustituyentes de los bordes del macrociclo. La utilizacion de sondas fluorescentes como
huéspedes permite obtener informacion sobre la naturaleza de las interacciones y el
mecanismo de la complejacion del calixareno con la sonda®.

La solubilidad de los calixarenos en distintos medios depende de los sustituyentes de
sus anillos fendlicos. Los derivados solubles en agua tienen gran interés y entre ellos
destacan los calixarenos sulfonados introducidos por Shinkai®*% (ver Figura 3.3). Estos
derivados estan cargados negativamente en su borde superior debido a sus grupos
sulfonato, lo que los hace muy adecuados para complejar cationes fluorescentes. Se ha
observado que con frecuencia estas sondas experimentan un quenching de fluorescencia
cuando se complejan con el calixareno, lo que se atribuye a una transferencia electronica
desde los grupos hidroxilo fendlicos del calixareno al cation excitado®.

El calixareno con cuatro mondémeros, 4-Sulfocalix[4]areno, presenta una
conformacién de cono, mientras que los derivados con 6 y 8 anillos presentan un mayor
nimero de conformaciones®®. Algunos de estos derivados como los 4-
Sulfocalix[6]arenos, tienen tendencia a formar complejos huésped/calixareno de
estequiometria 2:1, porque se disponen en conformaciones alternadas.

4-Sulfocalix[4]areno 4-Sulfocalix[6]areno 4-Sulfocalix[8]areno
X =CH,

Figura 3.3. Ejemplos de calixarenos sulfonados.

Se han preparado también otros calixarenos solubles en agua de caracter cationico, por
ejemplo, con grupos (trimetilamonio)metilo en el borde superior®, asi como derivados
sin carga®’, que se asocian con aniones y moléculas neutras respectivamente.

Ademas, se han desarrollado calixarenos funcionalizados con un fluoréforo, para su
aplicacion, por ejemplo, como sensores fluorescentes®,

12
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3.5 SEROALBUMINA BOVINA (BSA)

Las seroalbliminas son las proteinas mas abundantes del sistema circulatorio®.Su
principal funcion es el transporte de acidos grasos, una gran variedad de metabolitos y
medicamentos como por ejemplo anticoagulantes, tranquilizantes y anestésicos’™. Un
farmaco ha de poder enlazarse a la proteina para que pueda ser transportado por ella, por
lo que el estudio de los factores que determinan la asociacion de las seroalbiminas con
diversos tipos de moléculas es un campo de gran interés en quimica, biologia y farmacia’*.

La proteina BSA, que tiene un tamafio de 66382 Da, ha sido una de las mas
investigadas porque su secuencia muestra una homologia del 80 % con la correspondiente
a la seroalbimina humana (HSA). La estructura primaria de ambas seroalbiminas es bien

conocida y su estructura terciaria ha sido determinada mediante cristalografia de rayos-
X72’73.

La BSA esta formada por 582 amino&cidos. Su fluorescencia intrinseca esta originada
por sus 20 residuos tirosinicos y sus dos triptéfanos localizados en las posiciones 134 y
212 (ver Figura 3.4). El triptdfano 134 se situa en superficie de la proteina, mientras que
el triptofano 212 se encuentra encerrado en una cavidad hidrofobica, en un entorno similar
al del triptéfano 214 de la seroalbimina humana (HSA)™.

O Trp-214 o Trp-212

HSA BSA

Figura 3.4. Representacion de la estructura tridimensional de la HSA y BSA74,

La molécula de BSA tiene forma de corazon debido al modo en que se ensamblan sus
tres dominios helicoidales (I, 11 y 111) en su estructura tridimensional. Cada uno de esos
dominios tiene a su vez diez hélices y esta dividido en seis hélices antiparalelas y cuatro
subdominios unidos mediante 17 puentes disulfuro™.

Las moléculas aromaticas se asocian a la BSA en dos posiciones de enlace situadas en
los subdominios 1A y 1A, El subdominio 11A es el de mayor amplitud, y su capacidad
de unidn es debida en su mayor parte a interacciones hidrofdbicas. EI I11A es mas estrecho
y de menor flexibilidad que el 1A y se enlaza mediante interacciones hidrofobicas,
electrostaticas y enlaces por puentes de hidrogeno’®.

La fluorescencia intrinseca de la BSA se debe fundamentalmente a sus dos residuos
de triptéfano, ya que la tirosina tiene un rendimiento cuantico de fluorescencia muy
inferior. El triptéfano es un derivado del indol (ver la Figura 3.5). Su espectro de emision
en agua tiene el maximo en torno a 350 nm, pero muestra una gran dependencia con la
polaridad del disolvente y se ve afectado también por la formacion de enlaces de
hidrogeno del indol con el disolvente y otras especies préticas. Ademas, la presencia de
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otras moléculas en el medio puede provocar quenching de fluorescencia del triptéfano,
frecuentemente por transferencia electronica o bien de energia del triptofano excitado al
quencher.

H

NH,

Figura 3.5. Estructura molecular del triptéfano.

La gran sensibilidad de la fluorescencia del triptéfano al entorno en el que se encuentra
hace que este sea un fluoréforo adecuado para obtener informacion estructural y dinamica
de proteinas. Asi, la monitorizacion de la fluorescencia del triptéfano de la BSA en
presencia de una serie de sustancias bioactivas ha permitido adquirir datos sobre la
interaccion de estos farmacos con la BSA™.

14



4. TECNICAS Y METODOS EXPERIMENTALES

4.1 MATERIALES

En esta tesis se trabajo con la sonda proflavina (3,6-Diaminoacridine hydrochloride)
de la firma Aldrich, con una pureza del 95%. Se prepararon disoluciones stock de dicha
sonda en etanol (Scharlau para espectroscopia) de concentracion ~10* mol dma partir
de las que se prepararon disoluciones diluidas con la concentracion de PF adecuada para
realizar las medidas de absorcion y fluorescencia (~10° y 10 mol dm respectivamente).

En este trabajo se utilizaron los siguientes disolventes: metanol (Alfa Aesar), etanol
(Scharlau), 1-propanol (Aldrich), dimetilsulfoxido (Alfa Aesar) y acetonitrilo (Scharlau),
todos los disolventes son de grado espectroscopico o para cromatografia. El agua utilizada
fue Agua Milli-Q® obtenida a partir de agua potable pasando por un sistema de
purificacion de agua ultrapura de Merck Millipore, saliendo siempre agua con una
conductividad aproximada de 18.2 mol dm= Q cm a 25°C. Se comprob6 que los
disolventes utilizados no presentaban absorcion ni fluorescencia en las condiciones de
trabajo experimentales. Ademas, se utilizaron disoluciones acuosas de NaOH (Aldrich) y
acido perclorico (60% Avristar) cuando fue necesario modificar el pH del medio.

Se ha empleado también nitrito sodico (Emsure ACS, Reag), tiocianato sédico
(Panreac) del 98% de pureza, azida sodica (Sigma Aldrich) del 99% de pureza, yoduro
sodico (Sigma Aldrich), bromuro de sodio (Scharlau), cloruro sodico (Sigma Aldrich) y
sulfato de quinina (Vorquimica). Las tioureas usadas fueron la tetrametiltiourea (Fluka
AQG), la 1,3-dimetiltiourea (Merck), metiltiourea (Merck) y tiourea (Merck).

Los macrociclos 4-Sulfocalix[6]areno hidratado (Acros Organics) con una pureza del
95% y el 4-Sulfocalix[4]areno (Sigma Aldrich) con una pureza del 97% y seroalbimina
bovina (BSA) de la casa comercial Sigma Aldrich, del 98% de purezay pH 7.

4.2 MEDIDAS DE ABSORCION UV-VIs

Para recoger espectros de absorcion, hemos utilizado un espectrofotometro de doble
haz de la marca Varian modelo CARY 3E (ver Figura 4.1) que permite recoger espectros
de absorcion entre 900 y 190 nm, con una resolucion espectral maxima
de 0.2 nmy en un intervalo de absorbancias comprendido entre 1x10™y 3.
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Figura 4.1. Esquema optico del espectrofotometro UV-Vis Varian modelo Cary 3E.

El espectrofotometro esta provisto de dos fuentes de luz, una lampara hal6gena para
la region del visible, y otra de deuterio para la region del ultravioleta. La seleccion de la
longitud de onda se realiza mediante el uso de un premonocromador y un monocromador,
que cuenta con rendijas de ancho variable entre 0.2 y 4 nm. Un chopper divide el haz de
excitacion en dos para hacer incidir la radiacion sobre la muestra y la referencia. Un
segundo chopper, sincronizado con el primero, permite seleccionar de forma alterna la
radiacion procedente de la muestra o la referencia, que llega a un tuvo fotomultiplicador
que actlia como detector.

El modo normal de operacion se describe a continuacion. El primer paso consiste en
registrar la linea base llenando la cubeta de la muestra y la referencia con el disolvente.
A continuacidn, se vacia la cubeta de la muestray se llena con la disolucion que queremos
medir. Para ambas medidas, linea base y muestra, empleamos las mismas condiciones
experimentales: el equipo se configuro para que el cambio entre las fuentes de excitacion
se produjese a 360 nm, se emplearon rendijas de 1 nm, y se promedié la sefial durante 1
segundo en pasos de 0.5 nm.

4.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE ESTADO ESTACIONARIO

Los espectros de excitacién y emision que se presentan en esta tesis han sido
registrados con un espectrofluorimetro Spex, modelo Fluorolog-2 FL340 E1 T1. El
esquema éptico se muestra en la Figura 4.2. El equipo se compone de una lampara de
xenon de 450 W que emite en continuo, un monocromador de excitacion y otro de emision
(ambos estan equipados con rendijas variables y un poder de dispersion 1.5 nm/mm) y un
contador cuantico para poder registrar la sefial de la referencia. Dispone ademaés de dos
tubos fotomultiplicadores, uno para la muestra y otro para la referencia, que emplea como
detectores.
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El modo usual de operacidn se describe a continuacion. El primer paso seria hacer el
calibrado del monocromador de excitacion, registrando el espectro de la ldmpara de xenon
e identificando la posicion a la que aparece el pico de 467 nm caracteristico del xenon.
Para medir las muestras empleamos absorbancias lo méas bajas posibles y siempre
menores que 0.05. Generalmente seleccionamos rendijas de 1.25 mm para la excitacion
y de 0.5 mm para la emision, un tiempo de adquisicion de 1 segundo y pasos de 0.5 nm.
Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm de camino Optico con las cuatro caras pulidas. La
deteccion se realizo a 90 grados respecto al haz de excitacion.

La técnica de fluorescencia en estado estacionario permite registrar dos tipos de
espectros: de emision y de excitacion. Los espectros de excitacion se obtienen fijando el
monocromador de emision en una determinada longitud de onda y detectando la
intensidad de fluorescencia a distintas longitudes de onda de excitacion. Para obtener el
espectro de emision se fija el monocromador de excitacion a una longitud de onda y se
registra la intensidad de fluorescencia en un intervalo de longitudes de onda de emision.

Los espectros de excitacion se registraron en el modo S/R (sefial/referencia) para evitar
obtener espectros distorsionados por la dependencia de la intensidad de la lampara de Xe
con la longitud de onda. Los espectros de emision correspondientes a una serie también
se recogieron en el modo S/R para que la intensidad de emision registrada fuera
independiente de la oscilacion de la intensidad de la lampara de Xe durante el tiempo de
medida de los espectros de la serie.

Por ultimo, tras obtener los espectros empleamos funciones de correccion (especificas
para el espectro de excitacion o emisién), que corrigen la diferencia del camino optico
hacia los detectores de la muestra y la referencia (excitacion), y la dependencia con la
longitud de onda de la transmision de los monocromadores (excitacion y emision) y de la
sensibilidad del detector (emision).
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450 W

[ =1
sl S
-.‘L__‘.‘
\—_".'.:::_.\
|
==
¥
® - ~_i
e
|
LA PMT
X ; R enfriado
I\
— o — -} Iy - =
< F T \’f -5
1 S *“ \!
| I— I ! I
7 V! LA
i Al
X Y

Figura 4.2. Esquema optico del espectofotometro de fluorescencia Spex Fluorolog-2 FL340 E1 T1.
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4.4 MEDIDAS DE TIEMPOS DE VIDA DE FLUORESCENCIA

Los tiempos de vida de fluorescencia se midieron mediante la técnica de recuento de
fotones individuales correlacionado con el tiempo (TCSPC: Time-Correlated Single-
Photon Counting) con un espectrometro de la marca Edimburgh Instruments modelo FL-
900CD, totalmente computerizado de manera que permite el control de los dispositivos
del aparato y el posterior tratamiento de los datos mediante el método de deconvolucion.

Se utiliz6 como fuente de excitacion un laser de diodo de 370 nm de la firma
PicoQuant. La resolucion temporal del equipo es de ~ 50 ps.

La luz laser esta polarizada, por lo que las medidas se realizaron a angulo magico
(44.7° respecto a la vertical) para evitar el efecto que tendria la despolarizacion en los
decaimientos de la sonda. Se registraron los decaimientos de fluorescencia hasta alcanzar
5000 cuentas en el maximo.

441 Técnica de recuento de fotones individuales correlacionado
con el tiempo (TCSPC)

En esta técnica se mide el tiempo que tarda en llegar al detector el primer foton emitido
por una muestra tras el pulso de excitacion que originé ese fotdn, de modo que se registra
un solo foton (o ninguno) por pulso y este esta ligado temporalmente a su pulso de
excitacion, de ahi el nombre del método.

La Figura 4.3 muestra un esquema de un equipo de TCSPC. La muestra se excita con
una fuente de luz pulsada, que puede ser proporcionada por una lampara de destello, un
diodo o un laser. El pulso de luz no solo se utiliza para excitar la muestra, sino que
simultaneamente este es detectado por el fotomultiplicador de inicio, que en ese instante
proporciona una sefial eléctrica que dispara el convertidor tiempo-amplitud (TAC)
poniendo en marcha el “cronémetro”. El TAC genera un voltaje que aumenta linealmente
con el tiempo hasta que se detiene cuando llega el primer foton emitido por la muestra al
fotomultiplicador de parada, parando el “cronémetro”, y permanece inactivo mientras se
prepara para el siguiente pulso de excitacion. De este modo, el voltaje generado sera
proporcional al intervalo de tiempo entre los pulsos de inicio y parada. El analizador
multicanal (MCA) realiza entonces la conversion del voltaje acumulado a tiempo y
almacena una cuenta en el canal de tiempo que le corresponde.

Para registrar el decaimiento de fluorescencia de la muestra es necesario excitar la
misma muchas veces, generalmente hasta que se detectan 5000—10000 cuentas en el canal
del méximo. Se obtiene asi un histograma (ver Figura 4.3) que representa el decaimiento
de fluorescencia.
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Figura 4.3. Esquema del instrumento de recuento de fotones individuales correlacionado
con el tiempo y fundamento de la formacion del histograma de probabilidades.

Una ventaja importante de este método es que el recuento de fotones obedece a una
distribucion de Poisson, lo que simplifica mucho el analisis de datos, ya que para esta
distribucion esta perfectamente definida la desviacion estandar, siendo igual a la raiz
cuadrada del nimero de cuentas. Ademas, dado que el método se basa en el recuento de
fotones individuales, la técnica es muy sensible.

A la hora de realizar un experimento de TCSP hay que tener en cuenta que la
frecuencia a la que se detectan los fotones emitidos no puede ser superior al 2 % de la
frecuencia de excitacion, para evitar el efecto denominado “pile-up”. Si tras un pulso de
excitacion llega al fotomultiplicador de parada méas de un fotdn solo se va a detectar el
primero, el de tiempo mas corto, ya que cuando llega el segundo fotén el TAC estara
inactivo. En este caso se obtendria una curva de decaimiento desplazada a tiempos mas
cortos que los reales (“pile-up”).

45 DETERMINACION DE RENDIMIENTOS CUANTICOS DE FLUORESCENCIA

El rendimiento cuéntico de fluorescencia ¢r de una sustancia es el cociente entre el
numero de fotones emitidos y absorbidos por esa sustancia, 1o que equivale a la relacion
entre la intensidad de luz emitida, I, y absorbida, 1,:

0p = 1 (41)

Se puede determinar ¢r evaluando el nimero total de fotones emitidos por la muestra
problema tras la absorcién de I, pero es mas sencillo utilizar el método relativo, que
consiste en comparar la emision de la sustancia problema X con la de una sustancia R de
valor de ¢r conocido que actia como referencia. Para ello se prepara una disolucion de X
y otra de R, ambas lo suficientemente diluidas para que se cumpla que A < 0.05 a la
longitud de onda de excitacion A (la misma para ambas disoluciones), y se registran sus

19



SONIA GONZALEZ FERNANDEZ

espectros de absorcion, A continuacion, se recogen los espectros de emision de Xy R a
esa longitud de onda de excitacion, utilizando el mismo equipo, y bajo idénticas
condiciones instrumentales (rendijas, voltaje de los fotomultiplicadores, etc.). El area bajo
el espectro de fluorescencia corregido de cada especie es proporcional al producto
I x ¢ Y la constante de proporcionalidad es la misma para X'y R, ya que se han utilizado
las mismas condiciones instrumentales para registrar los espectros. Ademas, I% se
relaciona con la intensidad de luz incidente I} y la absorbancia A* a la longitud de onda
de excitacion A mediante la ecuacion (4.2):

I;=15(1-10"") (4.2)

Teniendo en cuenta que, en las condiciones del experimento, I% es la misma para X y
R, el cociente entre las areas de los espectros de emision de X y R seré:

‘ ., A
Areaemision (X) ng _1-10"% ¢.(X)

h = X
Areaemision (R) ng 1-—10-4 (R

(4.3)

donde A% y A% representan las absorbancias de X y R respectivamente a la longitud de
onda de excitacion 4, y ¢.(X) y ¢(R) son sus rendimientos cuanticos de fluorescencia.

El término de indices de refraccion n/n% es una correccion que es necesario introducir
si la disolucion de la sustancia problema y la referencia tienen disolventes distintos.

Si conocemos el rendimiento cuantico de fluorescencia de R podemos calcular
directamente el rendimiento cuantico de X utilizando la ecuacion (4.4):

Area emisién (X) 1 — 1074k n%

(I)F(X) N q)F(R) X = 2

X
Areaemisién (R) 1 —10-2% ni

(4.4)

Una de las disoluciones estandar mas cominmente empleadas es el sulfato de quinina
en &cido sulfarico diluido. El rendimiento cuéntico de fluorescencia absoluto para el
sulfato de quinina en acido sulfarico 1 mol dm™ fue determinado por Melhuish”’,
obteniendo un valor de 0.508 con una concentracion de 5 x 102 mol dm?,
correspondiéndole a dilucion infinita un valor para el rendimiento cuantico de 0.546 a 25
°C y de 0.533 a 20 °C. Otras sustancias que pueden ser empleadas como referencia son
por ejemplo el antraceno o la rodamina B. Para poder registrar los espectros de
fluorescencia de la sustancia problema y el estandar utilizando las mismas condiciones
del espectrofluorimetro, conviene elegir una sustancia de referencia que emita en la
misma region del espectro y tenga un rendimiento cuantico de fluorescencia del mismo
orden de magnitud que la sustancia problema a estudiar.

En esta tesis, se han determinado los rendimientos cuanticos relativos de la proflavina
utilizando como sustancia de referencia el sulfato de quinina en disolucion acuosa de
acido percldrico 1 mol dm3, cuyo rendimiento cuantico, como ya se indicd, tiene un valor
de 0.546 a 25 °C.

En las figuras siguientes (Figura 4.4 y Figura 4.5) se muestran los espectros de
absorcion y emision del sulfato de quinina en acido perclorico 1 mol dm. En cada
disolvente en el que se determind el rendimiento cuantico de fluorescencia de la
proflavina, se seleccion6 una longitud de onda de excitacion lo méas proxima posible a los
maximos de absorcion tanto de la sustancia de referencia como de la PF.
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Figura 4.5. Espectro de fluorescencia para el sulfato de quinina en disolucion acuosa de acido
perclérico 1 mol dm,

4.6 RELACION ENTRE LOS ESPECTROS DE ABSORCION Y EXCITACION

Cuando se registra un espectro de excitacion, se mide la intensidad de fluorescencia a
una longitud de onda dada en funcion de la longitud de onda de excitacion A. Hemos visto
anteriormente que la intensidad de fluorescencia es proporcional a la intensidad de luz
absorbida I (ecuacion (4.1)) y que a su vez I% viene dada por la ecuacion (4.2), que se
puede reescribir como:

I =1} (1 — e72303x4") (4.5)

donde la intensidad de luz incidente I% es constante, puesto que los espectros de excitacion
se han registrado en el modo S/R.

La ecuacion anterior se puede simplificar si la disolucion es lo suficientemente diluida
para que se cumpla que 2.303 x A* < 0.1. En ese caso, el término exponencial se puede
aproximar por un desarrollo en serie de Taylor, y truncar la serie en el término de primer
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grado, obteniéndose la ecuacion (4.6). Esta ecuacion nos indica que, si la absorbancia de
la disolucidn es baja (A < 0.05), la intensidad de luz absorbida a cada A sera directamente
proporcional a la absorbancia a esa longitud de onda y entonces el espectro de excitacion
del fluordforo tendra la misma forma que su espectro de absorcion.

I}~ 1} A* (4.6)

La comparacion de los espectros de excitacion y absorcion normalizados permite
obtener informacion sobre el niUmero de especies quimicas presentes en la disolucién, por
lo que es un procedimiento habitual cuando se mide fluorescencia. Asi, cuando los
espectros de excitacion y absorcion no coinciden, podemos concluir que existe al menos
otra especie quimica en disolucion, que puede ser una impureza, pero también otra forma
del fluordforo, por ejemplo, una forma protonada o desprotonada del mismo, un
tautomero, un dimero, etc.

4.7 TRATAMIENTO DE DATOS

En esta tesis se ha utilizado frecuentemente el método de analisis de componentes
principales, que se describe a continuacidn, con el fin de determinar el nimero minimo
de componentes necesarios para poder reproducir una serie de espectros, de absorcion o
emisién, o de decaimientos de fluorescencia de la PF en la que se varia un parametro. A
partir de esta informacidn, se han propuesto modelos de comportamiento de la PF y las
ecuaciones derivadas de los mismos han sido ajustadas a los datos experimentales
mediante un andlisis global de componentes principales ejecutado con Matlab R2012a
para Windows. EIl resto de los ajustes se realizaron con el programa comercial
Sigma-Plot 10.0, que utiliza del algoritmo de Marquardt como método de minimizacion.

4.7.1 Andlisis de componentes principales (PCA) vy analisis global
de componentes principales (PCGA)

El analisis de componentes principales (PCA) es una técnica estadistica basada en el
algebra de matrices que es muy utilizada en distintas areas cientificas porque permite
determinar el namero minimo de componentes, llamados componentes principales, que
son necesarios para reproducir un conjunto de datos experimentales, reduciendo asi la
dimensidn del sistema experimental.

En esta tesis, se han registrado series de espectros de absorcién y fluorescencia en las
cuales se ha ido modificando una variable (por ejemplo, el pH de la disolucion o la
concentracion de un reactivo). La aplicacion del método PCA al conjunto de espectros
experimentales permite averiguar el nimero minimo de componentes espectrales
necesarios para reconstruir todos los espectros de la serie. Generalmente un componente
espectral coincide con el espectro puro de una especie quimica, pero si la contribucion
espectral de dos especies quimicas a los espectros de una serie muestra la misma
dependencia con la variable externa, ambas especies generaran un Unico componente
espectral combinacion de los dos espectros puros.

Supongamos que hemos obtenido una serie de s espectros, cada uno de ellos con
valores a [ longitudes de onda, y construimos una matriz de datos experimentales Y,
(dimensidn [ x s) en las columnas contienen los distintos espectros (ecuacion (4.7)).
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Y11 - Yis
Y, = (4.7)
l\;s yl,l yl,s

De acuerdo con el analisis PCA, si el sistema tiene ¢ componentes principales se puede
generar la matriz teorica de espectros Y, como producto de la matriz V., formada por ¢
autovectores, y la traspuesta de la matriz de coeficientes de esos autovectores ZT (donde
el superindice T indica la traspuesta de la matriz Z):

Vi1 o Vi Z11 P Zis
Y, =V, - ZT = « o )88 (4.8)
“ “ ) .
IXs Ixc €Xs Vg - Ve Ze1 ¢t Zeg

La matriz V, representa la base minima de vectores linealmente independientes y
ortonormales que permite generar la matriz de espectros Y.

El primer paso para obtener la base minima de vectores es construir la matriz cuadrada
y simétrica Y, - YT, llamada matriz de correlacion, y obtener los autovalores i y sus
autovectores V; resolviendo la ecuacion de valores propios:

vi.y,-YI'= A VT (4.9)
sl TIXT sXs sxi

donde la matriz V contiene los autovectores V;, y los elementos Ai de la matriz diagonal
A son los autovalores correspondientes a los autovectores V;, ordenados de mayor (A1) a
menor valor. En este punto hay que analizar cuéntos autovalores son realmente necesarios
para poder reproducir la matriz experimental Y,. El resto de autovalores solo reflejan el
ruido y errores instrumentales. Una vez conocido el nimero minimo de componentes (c)
se puede truncar la matriz de autovectores V y obtener la matriz tedrica de espectros Y; a
partir de la matriz reducida V.. (ecuacion (4.8).

ElI PCA nos permite determinar el nimero de componentes espectrales independientes
necesarios para generar los espectros experimentales de la serie, sin embargo, los
autovectores no tienen significado fisico. Sabemos que cada espectro de absorcion
experimental debe ser igual a la suma del producto del coeficiente de absorcién molar de
cada componente y su concentracion. Analogamente, cada espectro de emision vendra
dado por la suma del producto del espectro de emisién de cada componente por su
contribucion. Si se ha hecho una hipotesis sobre el modelo que explica el comportamiento
experimental observado, se pueden derivar las expresiones matematicas de los
coeficientes que multiplican los espectros componentes y realizar un analisis global de
componentes principales (PCGA)’®. EI método PCGA combina el analisis global no lineal
con el andlisis de componentes principales, y permite obtener no solo el nimero de
componentes espectrales independientes, sino también los espectros componentes y los
valores de los parametros involucrados en el modelo planteado.

De forma general, podemos decir que la matriz tedrica de espectros Y, debe ser igual
al producto de la matriz de espectros componentes E. y la traspuesta de la matriz de
coeficientes de esos espectros CT:
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€1 - C1c €11 ¢ Cis
Y,=E.-CT = .« || & & (4.10)
“ () v :
IXs Ixc €XS €11 - €c Cc1 ¢ Ccs

Resolver el problema planteado implica encontrar la matriz de espectros E. (y de
coeficientes) que cumplen la ecuacion anterior. Para ello, hay que tener en cuenta que la
matriz E,. esta relacionada con la de autovectores V. mediante una matriz de rotacion R:

E. =V, -13;1 (4.11)

“ [
IXc Ixc €Xc

donde R~1 es la inversa de la matriz R.

Analogamente, la matriz de coeficientes de los espectros componentes C cumple:

cC=12 R (4.12)

s ot
sXc SXC cXc

Por lo tanto, dado que se conocen V. y Z, para obtener E. y C hay que determinar la
matriz de rotacion R.

Los elementos de la matriz C dependeran de la variable que induce el cambio en los
espectros (pH, concentracion de reactivo, etc) y de los parametros del modelo (constantes
de equilibrio, constantes cinéticas, etc.). El analisis PCGA consiste en generar una matriz
inicial C utilizando valores estimados de los parametros del modelo, que después se
optimizan mediante un ajuste no lineal por minimos cuadrados, lo que permite obtener
las matrices Cy E..

Se ha utilizado también el analisis PCGA para descomponer series de decaimientos de
fluorescencia en sus componentes. El procedimiento es analogo al descrito para los
espectros.

4.7.2 Determinacion de tiempos de vida de fluorescencia.
Método de deconvolucién.

En un experimento ideal, la fuente de excitacion proporcionaria un pulso
infinitamente corto (funcion ), de modo que la concentracion de moléculas excitadas
seria maxima en el instante inicial y se registraria directamente el decaimiento de la
fluorescencia D(t). Las fuentes de luz pulsada no cumplen esta condicion, de modo que
se excitan moléculas del fluoroforo durante todo el intervalo de tiempo que dura el pulso
de excitacion. Salvo que el tiempo de vida de la molécula excitada sea muy superior a la
anchura del pulso de excitacion, la excitacion con un pulso con perfil temporal L(t)
generara una funcion repuesta F(t) que es el producto de convolucion de L(t) y D(t)":

F(t) = f tL(t’) D(t—t") dt' (4.13)
0

El analisis de datos utilizado para obtener los parametros cinéticos asociados al
decaimiento de fluorescencia se basa en el método de reconvoluciones iterativas por
minimos cuadrados. Para poder realizar la optimizacion, es necesario suponer un modelo
de decaimiento para el fluoréforo excitado y registrar no solo la respuesta del sistema
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F(t) sino también la sefial correspondiente al perfil temporal del pulso de excitacién, L(t).
Generalmente, se admite que D(t) viene dado por una suma de exponenciales:

D(t) = Z ozel” /) (4.14)
i

donde o; es el factor preexponencial correspondiente a cada tiempo de vida de
fluorescencia t;. Para realizar el ajuste hay que estimar valores iniciales para las
amplitudes «; y los tiempos de vida t;, con los que se calcula un valor inicial de D(t),
que, junto con la sefial del pulso de excitacion L(t), permite obtener la funcion respuesta
tedrica F,(t) mediante la ecuacion (4.13). Los valores de «; y T; se van modificando en
un andlisis lineal por minimos cuadrados en el que se minimiza el valor de x2:

Lo [ — BT’
X _Z - (4.15)

donde N es el niumero de puntos experimentales y o; la desviacion estandar del dato i,
que para una distribucién de Poisson viene dada por:

O = +/ F(tl) (416)

El valor de 2 depende del nimero de datos del decaimiento de fluorescencia, por lo
que generalmente se normaliza dividiéndolo por el numero de grados de libertad del
sistema:

XZ

N—-L
donde L es el numero de parametros ajustables. El valor e Xﬁ informa sobre la calidad del
ajuste, siendo 1 su valor éptimo (aunque se considera aceptable si se encuentra en el
intervalo 0.8 — 1.2)%°. A la hora de decidir si el modelo propuesto es adecuado, no es
suficiente con fijarse en el valor de x%, sino que hay observar también la representacion

de los residuos ponderados R(t;) (ecuacion (4.18)), que deben mostrar una distribucién
aleatoria en torno a cero.

X% = (4.17)

R(ti) — Ft(tl) F(tl) (418)
Oj

Hay que indicar que el tiempo de respuesta de los fotomultiplicadores depende de la
longitud de onda de los fotones que recibe. Esto representa un problema porque el perfil
temporal del pulso de excitacidon se recoge a distinta longitud de onda (generalmente
a Aexc) que los decaimientos de fluorescencia. Ademas, con frecuencia interesa realizar
un analisis global de los decaimientos obtenidos para un conjunto de longitudes de onda.
Para corregir este efecto es necesario incorporar un parametro 6 (“shift”) en las
exponenciales de la funcién a optimizar (ecuacion (4.19)), que permite desplazar las

curvas de decaimiento en el eje de tiempos.

D(t) = Z aie<%4ir8) (4.19)

i
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5. CARACTERIZACION DE LA PROFLAVINA:
ESPECTROS DE ABSORCION

5.1 SERIE DE ABSORCION EN MEDIO ACIDO

Se registraron los espectros de absorcion de la proflavina en agua en medio acido (ver
Figura 5.1). En ausencia de acido perclorico la primera banda de absorcion de la
proflavina muestra el maximo a 445 nm. En la Figura 5.1 se observa que, al aumentar la
concentracion de protones en el medio, la absorbancia a 445 nm disminuye y aparece un
hombro a mayores longitudes de onda (~ 490 nm). Ademas, se observan varios puntos
isobesticos (por ejemplo, en torno a 469 nmy 372 nm en la primera banda de absorcion),
lo que nos indica que existe un equilibro acido-base en el estado fundamental entre dos
especies.

04 T T T T T T T T T T T T T T T T T

Absorbancia

1200 300 400 500

Longitud de onda/nm

Figura 5.1. Espectros de absorcién de la proflavina en agua en medio acido en el intervalo de HCIO4
de 0 a 1.59 mol dm3, [PF] = 7.56 x 10" mol dm™3.

El espectro de absorcion que se obtiene cuando la concentracion de acido es 0 debe ser
debido a la forma de la proflavina protonada en el N del anillo aromético, P, que al
disminuir el pH puede protonarse en un grupo —NH: para dar la forma dicationica DC,
como se muestra en el Esquema 5.1.

X X
—
® 2 ® + Pz
'|“ NH i NH; 'i‘ NH;
H H

NH2 3
DC P
pKaZ \ \
~—
H a4
NH; N NH,
N

Esquema 5.1. Equilibrios acido-base de la proflavina y estructuras correspondientes a las especies
DC, P y N implicadas en los mismos.
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De forma simplificada, se puede representar el equilibrio acido-base de la proflavina
en medio neutro-acido de la siguiente forma:
DC —/—— P + H'

Su constante de acidez Ka1 es una constante macroscopica que vendria dada por:

_ [P][H*]
al — [DC]

(5.1)
Por otra parte, la concentracion inicial de proflavina a, es la suma de las

concentraciones de DC y P (ecuacion (5.2)).
ap, = [DC] + [P] (5.2)

Despejando [DC] de la ecuacion (5.1) y sustituyendo el resultado en la ecuacion (5.2)
se obtiene:

Ka1a

P =+

(5.3)
La sustitucién de la ecuacion (5.3) en la ecuacion (5.1) conduce a la expresion para
[DC].

P ag[H"]

La absorbancia a cualquier longitud de onda, A*, vendré dada por:

AN = Al + A} (5.5)
donde A} y A% son las absorbancias del dication y el cation P respectivamente.

En toda la serie se cumple la ley de Lambert-Beer, por lo que la absorbancia de DC y
P se puede expresar como:

Abc = £ 1[DC] (5.6)
A} = €51[P] (5.7)

donde ). y €} son los coeficientes de absorcién molar de la forma dicatiénica (DC) y
del catién (P) y | el espesor de la cubeta.

Sustituyendo las ecuaciones (5.6) y (5.7) en la ecuacion (5.5), obtenemos:
A = e} 1[DC] + e} 1[P] (5.8)
Agrupando términos llegamos a la expresion siguiente, que sera la ecuacién a la que
ajustemos nuestros datos experimentales:
_ Koy + B [H]

s R T ] 62

donde o* y B* representan las absorbancias a la longitud de onda A que tendria la
proflavina si se encuentra totalmente como P y DC respectivamente.
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En la Figura 5.2 se representa el valor experimental de la absorbancia frente a la
concentracion de &cido perclérico a diferentes longitudes de onda, asi como el ajuste de

la ecuacion (5.9) a estos datos.

Absorbancia

>oe

260 nm
444 nm
493 nm
235 nm
281 nm
360 nm

[HCIO,] / mol dm”

Figura 5.2. Variacion de la absorbancia de la proflavina con la concentracion de acido perclérico

a 260 nm, 444 nm, 493 nm, 235 nm, 281 nm y 360 nm y ajuste de la ecuacién (5.9) a esos datos.

En la Tabla 5.1 se recogen los valores de K,; obtenidos del ajuste de
la ecuacion (5.9) a los datos de absorbancia frente a la [HCIO4] representados en la Figura

5.2.
Tabla 5.1. Valores de K1 obtenidos a diferentes longitudes de onda.
A/ nm K,1/ mol dm-3
235 1.20(5)
260 0.85(5)
281 1.21(5)
360 1.40(2)
444 0.99(5)
493 1.00(1)

El valor promedio de la constante de equilibrio es de: K;; = 1.11(8) mol dm™.
Por lo tanto, se obtiene que pK,;= -0.04(7), en concordancia con el valor
bibliografico®®? (~0.2). A la vista del valor obtenido para el pK,, esta claro que
a[HCIO4] = 1.593 mol dm, concentracion mas alta de la serie de espectros de absorcion,
el cation de la proflavina aun no se ha protonado totalmente, por lo que el espectro
registrado en estas condiciones de acidez no corresponde a DC sino a la suma de las

contribuciones de P y el dication.
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5.2 SERIE DE ABSORCION EN MEDIO BASICO

Se han registrado los espectros de absorcién de la proflavina en medio basico
(Figura 5.3). A lo largo de toda la serie experimental se observa como al aumentar la
concentracion de base en el medio la banda a 445 nm, debida a P, va desapareciendo y
simultaneamente surge una nueva banda a ~ 400 nm cuya forma permanece invariante a
partir de [NaOH] ~ 1x102 mol dm,

0.4

©
w

0

Absorbancia
o
N

0.1

300 400 500
Longitud de onda/ nm

Figura 5.3. Espectros de absorcion de la proflavina en agua en medio basico en el intervalo
de concentracién de NaOH de 0 a 1.15 x 103 mol dm-3. [PF] = 7.5 x 10 mol dm-3,

En esta serie de absorcion en presencia de diferentes concentraciones de base en el
medio se observa también la aparicion de varios puntos isobésticos, que reflejan la
existencia de un equilibrio &cido-base en el estado fundamental con dos especies
implicadas.

El espectro de absorcion que se obtiene cuando la concentracion de NaOH es cero
corresponde, como se indicé anteriormente, a la forma cationica P de la proflavina, que
en presencia de NaOH debe perder el H unido al nitrogeno del anillo aromético dando
lugar a la forma neutra N (ver Esquema 5.1). El espectro que se registra cuando la
concentracion de base es 1.15 x 10" mol dm™ ha de corresponder por tanto a la forma
neutra N de la proflavina).

El equilibrio &cido-base se puede representar como:

P + OH N + H0
donde la constante de equilibrio vendra dada por:
K= (5.10)
[P] [OH"]

La concentracion inicial de proflavina ag es constante en la serie y serd la suma de las
concentraciones de Ny P:

ag = [N] + [P] (5.11)
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Despejando [N] en la ecuacién (5.10) y sustituyendo el resultado en la ecuacion (5.11)
se obtiene la expresion para la concentracion de P, ecuacion (5.12):

[P]

dp

= T¥K[OH] (5:12)

La concentracion de N se obtiene facilmente sustituyendo la ecuacion (5.12) en la
(5.10):

K [OH7]
[N] = T+K[OH] (5.13)
La absorbancia a cualquier longitud de onda, A*, vendra dada por:
A = A} + Ay (5.14)

donde A% y A} son las absorbancias de la forma neutra y protonada respectivamente a
cada longitud de onda.

En toda la serie se cumple la ley de Lambert-Beer, por lo que la absorbancia total A*
se puede expresar como:

A =5 1 [P]+ X 1 [N] (5.15)

donde €} y €5 son los coeficientes de absorcién molar de la forma neutra (N) y del catién
(P), y I ya ha sido definida anteriormente.

Sustituyendo las expresiones para las concentraciones de P y N en la ecuacion (5.15)
Ilegamos a la expresion siguiente que sera la ecuacion a la que ajustemos nuestros datos
experimentales:

K o + B* K [OH]
1+ KJ[OH]

(5.16)

donde o y B* son las absorbancias que se obtendrian a A si la sonda estuviese totalmente
como P o bien como N respectivamente.

En la Figura 5.4 se representa el valor experimental de la absorbancia frente a la
concentracion de NaOH a diferentes longitudes de onda, asi como los valores optimizados
mediante el ajuste de la ecuacion (5.16) a estos datos.
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Absorbancia
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0.0 2.5¢-4 5.0e4 7.56-4 1.0e-3
[NaOH] / mol dm™

Figura 5.4. Variacion de la absorbancia de la proflavina con la concentracion de NaOH a 284 nm, 395
nm y 445 nm y ajuste de la ecuacion (5.16) a esos datos.

En la Tabla 5.2 se recogen los valores de K obtenidos con del ajuste de
la ecuacion (5.16) a los datos experimentales de la Figura 5.4.

Tabla 5.2. Valores de K obtenidos a diferentes longitudes de onda.

A/ nm K/(103 mol-' dm?3)

284 9.3(2)
395 10.5(2)
445 17.4(4)

De los datos de la Tabla 5.2 se obtiene un valor promedio de K:
K = 12(3) x 10% mol* dm®. Tal y como hemos planteado el equilibrio que tiene lugar en
medio basico, la constante de basicidad K, seria la inversa de la constante K:
Kp = 8(2) x 10° mol dm=. Del valor de Kp y teniendo en cuenta que pKa + pKp = 14,
concluimos que el pKa tiene un valor de: pKa= 9.9(2) (el valor bibliogréfico
es de 9.65)%183, Si se conocen las energias correspondientes a las transiciones 0-0 de la
forma neutra y el catién se puede estimar el valor del pKa. correspondiente al estado
excitado pK;, a partir de la ecuacion del ciclo de Forster®:

pKi =pK, +2.1x103 cm x (¥y — Vp) (5.17)

donde ¥y y Vp representan las energias (en cm™) de las transiciones electrénicas 0-0 de N
y P respectivamente.

No es posible obtener las transiciones 0-0 del espectro de absorcion de la proflavina,
porque las bandas de N y P no muestran estructura vibracional. Sin embargo, se puede
estimar ¥y — Vp como la diferencia entre los nimeros de onda de los maximos de
absorcion de N y P (25320 cm™ y 22470 cm™ respectivamente). Sustituyendo estos
valores y el pK,, (9.9) en la ecuacion (5.17) se obtiene que pK}, =16. Este aumento
de ~ 6 unidades del pK,, tras la excitacion electronica implica que la especie N es mucho
mas basica en el estado excitado que en el fundamental.
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De acuerdo con los valores del pKai (-0.04) y pKa2 (9.9) obtenidos para esta sustancia,
la forma protonada P es estable en un amplio intervalo de pH, de modo que para obtener
la especie P en disolucidn acuosa sera suficiente disolver la PF en agua sin necesidad de
utilizar un tampon de pH.

Finalmente, en la Figura 5.5 se recogen los espectros de absorcion de las tres formas
de la PF: N, Py, en el caso del dication, de DC+P puesto que, como ya se indico, no se
ha alcanzado la acidez suficiente para protonar totalmente el cation P.

o
~

Absorbancia

|

300 400 500
Longitud de onda/nm

Figura 5.5. Comparacion de los espectros de absorcion de la las especies N, P y DC+P
de la proflavina.

5.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE PROFLAVINA

Las acridinas tienen tendencia a formar agregados en disolucion al aumentar su
concentracion en la misma®86878889 | 3 presencia de dimeros y otros agregados ademas
del mondémero puede modificar el comportamiento fluorescente de la sonda, por lo que
es necesario determinar si el cation y la forma neutra de la PF dan lugar a la formacion
de agregados y, de ser el caso, en qué condiciones ocurre este proceso. Con este objetivo,
en este capitulo se lleva a cabo un estudio detallado de la influencia de la concentracion
de la proflavina en los espectros de absorcion de la sonda, tanto para el cation como para
la forma neutra, en agua y etanol.

53.1 Agua

Se registro el espectro de absorcion de la PF en agua (ver Figura 5.6), condiciones en
que esta presente como forma protonada P, en una serie en la que se ha ido incrementando
progresivamente la concentracion de dicho compuesto, desde 2.02 x 10° a 6.86 x 10°
mol dm?,

La Figura 5.6 muestra que a medida que aumenta la concentracion de PF en el medio,
la absorbancia de P se ve incrementada y el maximo de absorcion de dicha especie,
situado en torno a 445 nm, parece no cambiar su posicion.
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6.86 x 10°

[PF] / mol dm™

Absorbancia

550

Longitud de onda / nm

Figura 5.6. Espectros de absorcion de proflavina en agua en el intervalo de concentracion

de PF 2.02 x 106 — 6.86 x 10> mol dm™3.

Para comprobar si la relacion existente entre la absorbancia de la proflavina y su
concentracion es lineal, se ha representado la absorbancia frente a la concentracion de
proflavina a diferentes longitudes de onda (ver Figura 5.7).
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Figura 5.7. Dependencia de la absorbancia experimental de la proflavina con la concentracion
de PF en agua a diferentes longitudes de onda. Las lineas representan la funcién polinémica

de orden 2 ajustada a los datos.

Podemos observar en la Figura 5.7 que a todas las longitudes de onda mostradas no
hay una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion de PF y para reproducir
los datos experimentales es necesario utilizar una funcién polindmica de orden dos.
Ademas, en cada grafica de la Figura 5.7 se muestran datos de absorbancia a dos
longitudes de onda: una para la que los valores de absorbancia son altos (eje izquierdo) y
otra para la que esos valores son bajos (eje derecho), y se aprecia que ambas series de
datos se superponen. Esto permite descartar que la curvatura observada (desviacion de la
ley de Lambert-Beer) sea originada por trabajar a una absorbancia demasiado alta.
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La no linealidad entre la absorbancia y la concentracion de la sonda debe ser debida a
la agregacion de la PF. Dadas las bajas concentraciones de esta sustancia
(< 10* mol dm®) supondremos que se forma Gnicamente un tipo de agregado dimérico
constituido por dos moléculas de forma P de la PF que denominamos PD.

El equilibrio correspondiente a la asociacion de dos moléculas de P para formar una
molécula de forma protonada dimérica PD viene dado por:

KPD
2P =——= PD

La constante de dimerizacion Kpp serd igual a:

[PD] X

Kpp = P2~ (ag = 2002 (5.18)

donde x es la concentracién de dimero y a, la concentracién total de PF.

Desarrollando el cuadrado del binomio del denominador de la ecuacion (5.18) y
reagrupando términos llegamos a la siguiente ecuacion de segundo grado:

4Kppx? — x(1 + 4ayKpp) + Kppag? = 0 (5.19)
Despejando x y resolviendo la ecuacion (5.19) se comprobd que la solucion correcta
es:
o~ (0 + 4Kppag) — /1 + BagKep (5.20)
8Kpp
La absorbancia a cualquier longitud de onda vendra dada por:
AN = AN+ AL (5.21)
donde A} y A}, son las absorbancias del cation y del dimero respectivamente.
Asumiendo que tanto P como PD cumplen la ley de Lambert-Beer se obtiene:
A = €} (ag — 2x) + ebp x (5.22)

donde &3 y £, son los coeficientes de absorcién molar del cation y del dimero catiénico
respectivamente.

Reagrupando términos en la ecuacién (5.22) obtenemos la ecuacion:

A* =ela, —x (28}15 - s%D) (5.23)

Dado que la variacion que se observa en los espectros de absorcion de la Figura 5.6
es consecuencia de la modificacion de la concentracion de PF (a,), la ecuacion (5.23)
revela que son necesarios dos componentes espectrales (con distinta dependencia de la
concentracion a,) para poder reproducir cualquier espectro de absorcion experimental de
la serie: el espectro del mondmero (gp) y un segundo espectro (2ep — €pp) que €s
combinacion de los de P y PD.
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Se ha aplicado el método de analisis de componentes principales (PCA) a la serie de
espectros de absorcion de la proflavina en el intervalo 200 — 550 nm para obtener las
matrices de autovectores y de coeficientes que reproducen los espectros experimentales.

Los dos primeros autovectores (V1Y V2) y los coeficientes de esos autovectores (Z1 y
Z>) resultantes del analisis estan representados en las Figura 5.8(a) y Figura 5.8(b)
respectivamente. Se observa en la Figura 5.8(a) que V1 presenta la forma del espectro de
absorcion del catién de la PF, con un coeficiente de participacion Z: (ver Figura 5.8b) que
aumenta significativamente y de forma no lineal con la concentracién de la sonda. Por el
contrario, el autovector V> (ver Figura 5.8b) muestra un coeficiente de participacion casi
nulo, lo que sugiere que V2 representa fundamentalmente la contribucion a los espectros
del ruido y otros errores instrumentales. La Figura 5.8(c) muestra los espectros
experimentales y calculados a partir de V1 y Z; para algunas de las concentraciones de
proflavina de la serie espectral. Se puede apreciar que un componente es capaz de generar
la serie de espectros experimentales con un grado de concordancia muy bueno, por lo que
es innecesario considerar el autovector V.
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Figura 5.8. Resultados de la aplicacion del método PCA a la serie de espectros de absorcion de la PF
en agua: a) Representacion de los dos primeros autovectores Vi y V2 en funcion de A;
b) Coeficientes Z{ y Z, (asociados a los autovectores V1 y V;) frente a la concentracion de PF y
c) Espectros de absorcion experimentales (gris) y calculados a partir del autovector V4 (negro) para
las concentraciones de PF: 2.02 x 10 mol dm-3 (1), 8.79 x 10® mol dm3 (2), 2.02 x 10> mol dm™
(3), 3.36 x 10> mol dm3 (4) y 4.64 x 10-> mol dm-3 (5).
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Hemos visto que, de acuerdo con el modelo propuesto, los espectros de absorcion
experimentales son el resultado de la combinacion de las contribuciones espectrales del
cation y el dimero. Sin embargo, el anéalisis PCA indica que un solo componente
reproduce todos los espectros experimentales, por lo que se puede concluir que el espectro
de absorcion del agregado debe ser igual al del cation monomérico (a cualquier A se
cumple que g5, = €3). El hecho de que el cation y el agregado catidnico tengan el mismo
espectro de absorcion permite descartar que el agregado sea un dimero donde las dos
moléculas de PF catidnica se disponen con sus planos moleculares paralelos (tipo
“sandwich”), porque en ese caso la interaccion m—m resultante provocaria una
modificacion del coeficiente de absorcion molar del cation de la PF, y sugiere que la
agregacion debe ser el resultado de una interaccion débil entre la parte positiva de una
molécula de P y un grupo -NH: de la segunda molécula de P. Al incidir la radiacion sobre
un agregado dimérico solo una de las unidades de PF es excitada, por lo que la
concentracion efectiva de moléculas de P que pueden absorber luz se reduce debido a la
agregacion.

De acuerdo con lo anterior, teniendo en cuenta la igualdad &3, = €} la ecuacion (5.23)
queda:

A =€} (ap— %) (5.24)

Segun la ecuacion (5.24), cada espectro de absorcion de la serie es el producto del
espectro del monomero €p por un coeficiente (concentracion) a, — x, donde a su vez x
es funcion de a, y Kpp, como se refleja en la ecuacion (5.20). Se ha ajustado la ecuacién
(5.24) a los espectros de absorcién experimentales utilizando el método PCGA. La
optimizacion ha proporcionado el espectro del cation monomérico (y del dimero, ya que
ambos son iguales) de la PF que se muestra en la Figura 5.9(a) asi como los coeficientes
experimentales y tedricos representados en la Figura 5.9(b) y un valor de la constante de
agregacion: Kpp = 2.4(1) x 10* mol* dm®,
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Figura 5.9. Resultados del analisis PCGA de la serie de espectros de absorcion de la proflavina
en agua: a) Espectro puro obtenido para P y PD y b) Coeficientes experimentales y teéricos (calculados
por el modelo) en funcién de la concentracion de PF.

El valor obtenido para el coeficiente de absorcion molar del cation monomérico a 445
nm (maximo de la primera banda) fue 4.07 x 10* mol dm?® cm, concordante con el
publicado para el cation de la proflavina ((3—4.2) x 10* mol™* dm®cm™)*"%% Por otra parte,
la constante de dimerizacion del cation de la PF 2.4(1) x 10* mol™ dm?® es semejante a la
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correspondiente al naranja de acridina®% (6.8x10%-1.05x10* mol? dm?®), molécula
similar a la proflavina, pero con sustituyentes -N(CHz)2 en lugar de grupos amino. Sin
embargo, el valor de la constante de agregacion es claramente superior que el obtenido
para la PF en estudios previos*"°283%0 (300-500 mol* dm?®). Los distintos autores no
realizaron un estudio detallado a concentraciones de la sonda inferiores a ~10* mol dm,
probablemente porque la forma del espectro de absorcién de la PF no cambia en
disoluciones con concentraciones de sonda tan bajas. Asi, para obtener la constante de
dimerizacion realizaron las medidas de absorbancia a concentraciones de PF que
generalmente no bajan de 10* mol dm=y llegan hasta 0.01 mol dm= y observaron un
desplazamiento del espectro de absorcion a menor longitud de onda al aumentar la
concentracion de PF que atribuyeron a la formacion de un dimero que debe ser de distinta
naturaleza que el agregado detectado en este trabajo.

La Figura 5.10 muestra la contribucién de los espectros de P y el agregado PD al
espectro de absorcién experimental a varias concentraciones de PF. Se puede apreciar
como para [PF] =5.71 x 10 mol dm™ la concentracion del dimero es muy baja, mientras
que para la concentracion mas alta de sonda (6.86 x 10° mol dm=) hay cantidades
semejantes de mondémero y dimero. Esta informacion es relevante para los estudios de
fluorescencia que se describiran posteriormente. Dado que las medidas de fluorescencia
generalmente se realizan en condiciones de A < 0.1 se podra despreciar la contribucion
del dimero en esos experimentos.
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Figura 5.10. Descomposicion de algunos de los espectros de absorcion de la proflavina en agua. Se
muestran el espectro experimental, las contribuciones de P y PD y el espectro teérico suma de ambas
contribuciones para las concentraciones de sonda: 5.71 x 10¢ mol dm3 (a), 2.02 x 107
mol dm-3 (b), 4.20 x 103 mol dm™3 (c) y 6.86 x 10-> mol dm-3 (d).
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5.3.2 Aguaen medio basico

La Figura 5.11 muestra el espectro de absorcion de la proflavina en agua con una
concentracion de NaOH 0.010 mol dm™® en el intervalo de concentracion
de PF 1.52 x 10 — 6.91 x 10™ mol dm™, En estas condiciones de acidez la PF esta como
forma neutra y, como se aprecia en la figura, la absorbancia aumenta con la concentracién
de la sonda, pero el maximo de absorcion (~395 nm) parece no cambiar su posicion.
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Figura 5.11. Espectros de absorcion de la proflavina en agua basica en el intervalo de concentracion
de PF 1.52 x 10— 6.91 x 10> mol dm3, [NaOH] = 0.010 mol dm.

La representacion de la absorbancia frente a la concentracion de la sonda a diferentes
longitudes de onda (ver Figura 5.12) muestra, analogamente a lo observado en medio
neutro, una relacion no lineal incluso a valores de absorbancia menores de 0.1, siendo
necesario un polinomio de orden dos para reproducir los datos experimentales. Los
mismos argumentos expuestos para explicar la desviacion de la linealidad de la
absorbancia del cation al aumentar la concentracion de PF permiten proponer que la forma
N también sufre un proceso de agregacién para formar un dimero neutro ND con
constante de equilibrio Knp:

Kxp
2N =—=ND

Partiendo de la expresion para la constante de equilibrio de agregacion Knp y
Siguiendo la misma secuencia de pasos descritos previamente para la agregacion del
catién, se deduce que la absorbancia a cualquier longitud de onda vendra dada por:

A = g} a, —x (28%‘1 - sftm) (5.25)

donde e} y el representan los coeficientes de absorcion molar de N y ND
respectivamente, a, es la concentracién total de PF y X la concentracion de complejo
(ecuacion (5.26)).

1+ 4Kypag) —+/1 +83yK
x=( ND20) olND (5.26)
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Figura 5.12. Dependencia de la absorbancia experimental de la proflavina en agua bdasica
con la concentracion de PF a diferentes longitudes de onda. Las lineas representan
la funcién polindmica de orden 2 ajustada a los datos.

Se analizé la serie de espectros de absorcion en el intervalo 200-550 nm mediante el
método PCA. La Figura 5.13(a) muestra los dos primeros autovectores (V1 y V>) de la
matriz mientras que sus coeficientes (Z1 y Z2) se representan en la Figura 5.13(b). Al igual
que se obtuvo anteriormente para el cation, se aprecia que el coeficiente correspondiente
al segundo autovector es despreciable, por lo que se compararon los espectros
experimentales con los calculados asumiendo que un solo componente (V1) es suficiente
para reproducir la serie espectral. Como ejemplo se muestran en
la Figura 5.13(c) los espectros experimentales y calculados para varias concentraciones
de PF. La buena concordancia entre ambos espectros a lo largo de la serie pone de
manifiesto que un Unico componente espectral es capaz de reproducir los espectros
experimentales, por lo que podemos concluir que, también para la forma neutra, el
agregado tiene el mismo espectro de absorcion que el mondémero y por tanto la
absorbancia a cualquier longitud de onda vendra dada por:

AM =g} (ap — %) (5.27)
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Figura 5.13. Resultados de la aplicacion del método PCA a la serie de espectros de absorcion de la PF
en agua basificada: a) Representacion de los dos primeros autovectores V1 y V; en funcion de A; b)
Coeficientes Z; y Z, (asociados a los autovectores Vi y V;) frente a la concentracion de PF y
c) Espectros de absorcion experimentales (gris) y calculados a partir del autovector V (negro) para
las concentraciones de PF: 1.52 x 10 mol dm-3 (1), 8.43 x 10® mol dm3 (2), 1.85 x 10> mol dm™
(3), 3.45 x 10> mol dm3 (4), 5.14 x 10> mol dm3 (5) y 6.91 x 10-5> mol dm-3 (6).

Una vez demostrado que solo hay un componente espectral, la aplicacion del método
PCGA utilizando la ecuacion que relaciona la absorbancia con la concentracion de PF
(ecuacion (5.27)) permitio obtener el espectro de la forma neutra (y del dimero, ya que
son iguales) recogido en la Figura 5.14(a) asi como los coeficientes experimentales y
tedricos en funcion de la concentracion de PF (ver Figura 5.14b), que muestran una buena
concordancia, y la constante de agregacion: Kyp = 2.8(2) x 10* mol* dm?. Este valor es
muy similar al obtenido para el cation (2.4(1) x 10* mol* dm?), por lo que la carga de la
sonda no parece ser un factor determinante en el proceso de agregacion de la PF.
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Figura 5.14. Resultados del andlisis PCGA de la serie de espectros de absorcion de la proflavina
en agua basificada: a) Espectro puro obtenido para N y ND; b) Coeficientes experimentales y teéricos
(calculados por el modelo) en funcién de la concentracion de PF.

Se ha representado en la Figura 5.15 el espectro de absorcion experimental a varias
concentraciones de PF junto con las contribuciones de N y ND derivadas del modelo. Se
observa que de nuevo hay concentraciones analogas de N y ND a la concentracion mas
alta de PF (6.91x10° mol dm™), pero la presencia de dimero es muy baja a la
concentracion mas baja analizada (5.06x10° mol dm3).

Cr r 1 1T §y r T T T _§ T T T T ] 1057 T T 1 7 T T 7
= Monoémero = Monomero
T @ Dimero i @ Dimero
I Abs exp 7 Abs exp
o i — Absteor |7 ©0.70 ~ Abs teor
2018 g
£ g
S I}
z 2
< <035
0.09
0.00 H

300 400 500
Longitud de onda / nm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T
2.0 .
@ —— Monomero @ I M9nomero
Dimero 2.55 Dimero
15 Abs exp Abs exp
c —— Abs teor o Abs teor
_cg < 1.70
o
S 1.0 5]
3 3
< <
05 0.85
0_0\‘| O.ool.l PR R B | 1 S
300 400 500 300 400 500
Longitud de onda / nm Longitud de onda /nm

Figura 5.15. Descomposicion de algunos de los espectros de absorcion de la proflavina en agua basica.
Se muestran el espectro experimental, las contribuciones de N y ND y el espectro teorico, suma de
ambas contribuciones, para las concentraciones de sonda: 5.06 x 10°¢ mol dm3 (a),
1.85 x 103 mol dm™3 (b), 4.30 x 10> mol dm3 (c) y 6.91 x 105 mol dm3 (d).
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5.3.3 Etanol

5. Caracterizacion de la proflavina: espectros de absorcion

Se estudio también el proceso de dimerizacion de la PF en etanol. Para ello se
registraron los espectros de absorcion de la proflavina en este disolvente (ver Figura 5.16)
variando la concentracion de la sonda desde 2.17 x 10 a 6.55 x 10 mol dm3,
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300 400
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Figura 5.16. Espectros de absorcion de la proflavina en etanol en el intervalo de concentracion
de PF 2.17 x 10¢ — 6.55 x 10-> mol dm3,
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Al igual que ocurria en las series realizadas en agua, al aumentar la concentracion de
PF se produce un incremento de la absorbancia del cation de la PF (ver Figura 5.16) y no
se aprecia que ese aumento de absorbancia vaya acompariado de una modificacion del
espectro. Ademaés, como ya se habia observado en agua, la absorbancia no guarda una
relacién lineal con la concentracion de PF (ver Figura 5.17). Sin embargo, en etanol la
curvatura de los datos a determinadas longitudes de onda es menos acusada que en las
series gque se realizaron en agua. Ademas, contrariamente a lo que ocurria en agua, las
curvas no se superponen para algunos de los pares de longitudes de onda representados
(ver por ejemplo las de 400 nm y 460 nm en la Figura 5.17). La pequefia diferencia
observada parece indicar que en etanol existen dos especies con espectros diferentes. Al
igual que en agua, se propone que dos moléculas del cation de la PF se agregan para dar
lugar al dimero cationico PD. De acuerdo con este modelo, la dependencia de la
absorbancia a cualquier longitud de onda con la concentracion de PF vendra dada, como
para el agua, por:

A =gy ag—x(2e} — epp) (5.28)
donde x es funcion de a, y Kpp Yy viene dado por la ecuacion (5.20).

Con el fin de dilucidar cuantas componentes son necesarias para reproducir la serie de
espectros experimentales de la Figura 5.16 se aplicé al método PCA a dichos espectros
en el intervalo 200-550 nm. En la Figura 5.18(a) se han representado los dos primeros
autovectores obtenidos, V1 y V2, mientras que la Figura 5.18(b) muestra sus respectivos
coeficientes, Z1 y Z», en funcién de la concentracion de PF. A la vista de los valores de
Z» se infiere que un solo componente es suficiente para reproducir la serie de espectros
de absorcion experimentales. Esto se ve corroborado por la buena concordancia
observada (ver Figura 5.18(c)) entre los espectros de absorcion experimentales y los
teoricos calculados a partir de V1 y Z:1. De acuerdo con este resultado, también en etanol
el espectro del agregado del cation de la PF debe ser igual que el del cation monomérico
(edp = &b en la ecuacion (5.28)), por lo que se cumple:

A =€l (ap — %) (5.29)

Una vez conocida la ecuacion del modelo, se utilizé el método PCGA para obtener el
espectro puro del cation P (y del dimero), y los coeficientes tedricos (a, — x),
dependientes del valor de Kpp, y experimentales que mejor reproducen la serie de
espectros de absorcion. El espectro obtenido para P se recoge en la Figura 5.19 (a),
mientras que la buena coincidencia entre los coeficientes experimentales y tedricos se
aprecia en la Figura 5.19(b). El ajuste proporcioné un valor para la constante de
agregacion: Kep = 2.08(3) x 10* mol! dm? muy semejante al obtenido en agua
(2.4(1) x 10* mol'* dm?).
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Figura 5.18. Resultados de la aplicacion del método PCA a la serie de espectros de absorcion de la PF
en etanol: a) Representacion de los dos primeros autovectores Vi y V; en funciéon de A;
b) Coeficientes Z; y Z, (asociados a los autovectores Vi y V;) con la concentracion de PF y
c) Espectros de absorcion experimentales (gris) y calculados a partir del autovector V4 (negro) para
las concentraciones de PF: 6.67 x 10°® mol dm-3 (1), 1.47 x 10> mol dm-3 (2), 3.82 x 10> mol dm-3 (3),

5.52 x 105 mol dm"® (4) y 6.55 x 10" mol dm™3 (5).
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Figura 5.19. Resultados del analisis PCGA de la serie de espectros de absorcion de la proflavina
en etanol: a) Espectro puro obtenido para P y PD y b) Coeficientes experimentales y teéricos
(calculados por el modelo) en funcién de la concentracion de PF.
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Finalmente, la Figura 5.20 muestra los espectros de absorcion experimentales junto
con las contribuciones de P y PD a los mismos y el espectro tedrico, suma de las
contribuciones, para algunas de las concentraciones de PF de la serie. Se aprecia el
aumento de la concentracion de dimero al incrementar la concentracion de PF y la buena
concordancia entre los espectros experimentales y tedricos.
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Figura 5.20. Descomposicion de algunos de los espectros de absorcion de la proflavina en etanol. Se
muestran el espectro experimental, las contribuciones de Py PD y el espectro teérico suma de ambas
contribuciones para las concentraciones de PF: 1.47 x 10-5 mol dm-3(a), 3.14 x 10-5 mol dm3 (b), 4.50
x 1073 mol dm (c) y 6.55 x 10-> mol dm-3 (d).

5.3.4 Etanol en medio basico

La Figura 5.21 recoge los espectros de absorcion de la proflavina en etanol en
presencia de una concentracion de NaOH 8 x 10° mol dm™ para el intervalo de
concentracion de PF 1.58 x 10 — 6.57 x 10 mol dm. Como en agua basica, el aumento
de concentracion de PF da lugar a un incremento de absorbancia de la forma N de la PF,
pero no se observa que la forma del espectro cambie significativamente.
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Figura 5.21. Espectros de absorcion de la proflavina en etanol basificado en el intervalo
de concentracion de PF 1.58 x 10 - 6.57 x 10> mol dm3. [NaOH] = 8 x 103 mol dm-3.
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Figura 5.22. Dependencia de la absorbancia experimental de la proflavina en etanol basificado
con la concentracion de PF a diferentes longitudes de onda. Las lineas representan la funcién
polinémica de orden 2 ajustada a los datos.
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De nuevo se puede observar (ver Figura 5.22) que los datos de absorbancia—[PF] no
muestran una dependencia lineal, sino que se ajustan a un polinomio de orden 2 y ademés
la desviacion de la ley de Lambert-Beer ocurre tanto a valores de absorbancia altos como
bajos. La analogia entre el comportamiento observado para la especie N en etanol y agua
nos permite proponer que también en etanol dos moléculas de N dan lugar a la formacion
del agregado ND. La dependencia de la absorbancia con la concentracion de PF, a,,
deducida anteriormente para el caso del agua, sera:

AN =gl ag —x (2e} — ekp) (5.30)
donde x depende de a, y Knp de acuerdo con la ecuacion (5.26).

En la Figura 5.23 se muestran los resultados de aplicar el analisis de PCA a los
espectros de absorcion de la Figura 5.21. Se han representado solo los dos primeros
autovectores, V1 'y V2 (parte a), y sus coeficientes de participacion, Z1 y Z» (parte b). El
hecho de que el coeficiente Z, del autovector V. sea casi nulo y que los espectros
experimentales muestren una buena concordancia con los calculados a partir Gnicamente
del componente V1 (ver parte ¢ de la Figura 5.23) permite concluir, como para el agua,
que un solo componente es suficiente para reproducir los espectros experimentales de la
serie y que por lo tanto el agregado ND tiene el mismo espectro de absorcion que N. De
acuerdo con esto, la ecuacion (5.30) se convierte en:

A = g} (ap — %) (5.31)

Una vez definido el modelo de agregacion y conocida la ecuacion tedrica que liga la
absorbancia con la concentracion de PF (ecuacién (5.31)) se utilizé el método PCGA para
obtener el espectro de N y el agregado (Figura 5.24a) asi como los coeficientes
experimentales y tedricos (concentraciones) en funcién de la concentracion de PF (Figura
5.24b). Se observa en la Figura 5.24(b) que hay una buena concordancia entre los
coeficientes experimentales y tedricos, lo que confirma el modelo propuesto.
La optimizacion condujo a un valor para la constante de dimerizacion:
Knp = 2.5(1) x 10* mol™ dm®. La constante de agregacion obtenida es muy semejante a
la correspondiente al cation en etanol (2.08(3) x 10* mol* dm®), por lo que, como ocurria
en agua, la carga de la PF no parece jugar un papel relevante en el proceso de dimerizacién
de la sonda.
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Figura 5.23. Resultados de la aplicacion del método PCA a la serie de espectros de absorcién
de la PF en etanol basificado: a) Representacion de los dos primeros autovectores V1 y V; en funcion
de A; b) Coeficientes Z1 y Z; (asociados a los autovectores Vi y V;) con la concentracién de PF y
c) Espectros de absorcion experimentales (gris) y calculados a partir del autovector V (negro) para
las concentraciones de PF: 4.75 x 10" mol dm3 (1), 1.90 x 10”3 mol dm3 (2), 4.59 x 10-3 mol dm (3)
y 6.57 x 10> mol dm-3 (4).
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Figura 5.24. Resultados del andlisis PCGA de la serie de espectros de absorcion de la proflavina
en etanol basificado: a) Espectro puro obtenido para N y ND y b) Coeficientes experimentales
y teodricos (calculados por el modelo) en funcién de la concentracion de PF.
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Finalmente, se muestra en la Figura 5.25 el espectro de absorcion experimental a varias
concentraciones de PF junto con las contribuciones de Ny ND y el espectro teérico (suma
de las contribuciones) calculados a partir del modelo. Se aprecia en la figura la buena
concordancia entre los espectros de absorcion experimental y calculado a todas las
concentraciones de PF y que la contribucion del agregado es muy baja para [PF] < 1x107
mol dm3, pero es significativa a medida que la concentracion de PF aumenta por encima
de ese valor.
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Figura 5.25. Descomposicion de algunos de los espectros de absorcion de la proflavina en etanol
basificado. Se muestran el espectro experimental, las contribuciones de N y ND y el espectro tedrico
suma de ambas contribuciones para las concentraciones de PF: 4.57 x 10 mol dm™ (a), 1.90 x 10
mol dm (b), 4.59 x 10> mol dm3 (c) y 6.57 x 10> mol dm-3 (d).

5.4 ESPECTROS DE ABSORCION DE LA PROFLAVINA EN VARIOS DISOLVENTES

La Figura 5.26 muestra los espectros de absorcion de la proflavina en agua, etanol,
metanol, 1-propanol, acetonitrilo y dimetilsulfoxido. Como se discutio en
el apartado 5.1, la especie responsable de los espectros en todos los disolventes es la forma
protonada P.
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Figura 5.26. Espectros de absorcion de la proflavina en diferentes disolventes.

[PF]1=1.72 x 10> mol dm-3,

Para poder realizar la comparacion de los distintos disolventes se han representado los
espectros de absorcion normalizados en el maximo (Figura 5.27) y se han recogido en la
Tabla 5.3 los méaximos de la primera banda de absorcion en los distintos disolventes junto
con el valor de la constante dieléctrica relativa er a 25 °C de cada uno de ellos. Se observa
que a medida que aumenta la polaridad del disolvente, la banda de absorcion de P se
desplaza ligeramente hacia longitudes de onda menores (hacia el azul), excepto para el
dimetilsulfoxido. El espectro obtenido en DMSO es el que muestra el maximo a mayor
longitud de onda (464 nm) a pesar de que este disolvente es mas polar que los alcoholes
y el acetonitrilo. Esto sugiere que el dimetilsulfoxido da lugar a alguna interaccién
especifica con el cation de la proflavina.

Tabla 5.3. Longitud de onda del maximo de la primera banda de absorcién de la proflavina en agua,
metanol, etanol, 1-propanol, acetonitrilo y dimetilsulféxido junto con el valor®*de la constante

dieléctrica relativa & de cada disolvente a 25 °C.

Disolvente Mte/ nm &
Agua 445 78.36
Dimetilsulféxilo 464 46.45
Acetonitrilo 451 35.94
Metanol 456 32.66
Etanol 458 24.55
1-propanol 459 20.45
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6. CARACTERIZACION DE LA PROFLAVINA:
ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

6.1 FLUORESCENCIAEN ESTADO ESTACIONARIO EN DISTINTOS DISOLVENTES

6.1.1 Agua

Los espectros de emision y excitacion (normalizados en el maximo) de la proflavina
en agua se muestran en la Figura 6.1. Se observa una Unica banda de emisién (en torno a
510 nm) y de excitacion y ambos espectros fueron independientes de las longitudes de
onda de deteccidn, lo que implica que hay una sola especie tanto en el estado fundamental
como en el excitado. Ademas, el espectro de excitacion se superpone con el de absorcién
de la forma P de la proflavina, por lo que la especie que se excita es dicho cation. Por otra
parte, vemos que la banda de emision se solapa con su espectro de excitacion, debido a
P, lo que nos indica que la excitacion de P conduce a P*, que emite fluorescencia.
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Figura 6.1. Espectros de absorcidon, excitacion y emision, normalizados en el maximo,
de la proflavina en agua y agua basificada. [PF]=5.74x10"¢ mol dm-3, [NaOH]~1x10-3 mol dm-3.

Para obtener los espectros de fluorescencia en condiciones en que la PF estd como
forma neutra, se afiadio a la disolucion de dicha sonda en agua y en los otros disolventes
estudiados la cantidad de NaOH que fue necesaria para obtener el espectro de absorcién
de N. Con el fin de garantizar que la forma P de la proflavina se hallaba totalmente
desprotonada se comprobd ademas que el espectro de absorcion permanecia constante al
incrementar mas la concentracion de sosa. Los espectros de excitacion y emision
obtenidos en estas condiciones (Figura 6.1) fueron invariantes con la longitud de onda de
deteccidn y presentan una sola banda, por lo que podemos decir que tanto en el estado
fundamental como en el excitado hay una Unica especie. Ademas, el espectro de
excitacion coincide con la banda de absorcion de la forma neutra de la proflavina por lo
que debe corresponder a N. La banda de emision, con maximo en torno a 517 nm, apenas
se solapa con el espectro de excitacion de N, dando lugar a un desplazamiento de Stokes
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respecto a su espectro de excitacion significativamente mayor que el observado en medio
neutro. Esto indica que la especie emisora es diferente que la que se excita, por lo que la
forma neutra debe sufrir algin cambio estructural en el estado excitado. En el apartado
5.2 se estimo que el valor del pK,, de la proflavina (9.9) aumenta unas 6 unidades en el
estado excitado (pK;, ~ 16), indicando que la forma neutra es mucho mas basica tras la
excitacion electronica y tendra tendencia a protonarse en el estado excitado en presencia
de especies proticas. Teniendo en cuenta esto, y que el espectro de emision registrado tras
excitar N es casi coincidente con el del cation P*, se llega a la conclusion de que, tras la
excitacion, la especie N es protonada por el agua en el N del anillo aromatico para dar el
cation. El pequefio desplazamiento observado entre el espectro de P” obtenido tras excitar
N (agua bésica) y el registrado para P* en agua tras la excitacion directa de P se debe a
que una pequefia fraccion de moléculas de P* se desprotonan en el grupo -NH. en
presencia de los iones OH—, conduciendo a un zwiterion, que emite a mayor longitud de
onda que la forma protonada®®.

6.1.2 Etanol

Los espectros de emision y excitacion de la proflavina en etanol se muestran en la Figura
6.2 junto con el espectro de absorcion de P en el mismo disolvente. Los espectros en
etanol y etanol basificado exhiben las mismas caracteristicas generales que los obtenidos
en agua y agua basificada respectivamente. Por ello, los mismos argumentos expuestos
en el apartado 6.1.1 permiten concluir que la excitacion de P en etanol neutro conduce a
la emision de P*, cuya banda de emisidn se sitlia en torno a 494 nm. Analogamente, en
etanol basificado la especie que se excita es la forma neutra, que, como en disolucién
acuosa, debe protonarse en el estado excitado para dar P*. Ademas, P“se desprotona en
parte para dar el zwiterién, de modo que la banda de emision obtenida, con maximo a
~505 nm, corresponde a la emision de ambas especies.
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Figura 6.2. Espectros de excitacion y emision, normalizados en el maximo, de la proflavina
en etanol y etanol basificado junto con el espectro de absorciéon del catién de la PF en etanol.
[PF]=5.60x10¢ mol dm3, [NaOH]~1x103 mol dm-3.
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6.1.3 Metanol

La Figura 6.3 recoge los espectros de emision y excitacion de fluorescencia de la
proflavina registrados en metanol. La analogia entre estos espectros y los obtenidos para
P en etanol permite asignar los espectros de la Figura 6.3 también al cation, cuya banda
de emision se sitla en torno a 496 nm.
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Figura 6.3. Espectros de absorcion,

excitacion y emision, normalizados en el

de la proflavina en metanol. [PF]=5.25x10% mol dm-3,

6.1.4 1-Propanol

maximo,

En la Figura 6.4 se han representado los espectros de absorcion, emision y excitacion
de fluorescencia de la proflavina en 1-propanol. Al igual que para los otros alcoholes
estudiados, los espectros obtenidos se deben al cation de la proflavina, que en
1-propanol muestra una banda de emision con maximo en torno a 495 nm.
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6.1.5 Acetonitrilo

Los espectros de absorcion, emision y excitacion de fluorescencia de la proflavina en
acetonitrilo se recogen en la Figura 6.5. Se observa que de nuevo los espectros registrados
muestran caracteristicas anélogas a los obtenidos en agua y alcoholes por lo que
corresponden también al cation. Se aprecia que en acetonitrilo la banda de emision se
sita a ~497 nm.
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Figura 6.5. Espectros de absorcion, excitacion y emision, normalizados en el maximo,
de la proflavina en acetonitrilo. [PF]=5.52x10% mol dm-3,

6.1.6 Dimetilsulfoxido

La Figura 6.6 muestra los espectros de absorcién, emision y excitacion de
fluorescencia de la proflavina en dimetilfulfoxido (DMSQO) y DMSO basificado. Como
en el resto de los disolventes estudiados, los espectros registrados en DMSO
corresponden al cation de la proflavina, que presenta una banda de emision con maximo
a~ 505 nm.
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Figura 6.6. Espectros de absorcidon, excitacion y emision, normalizados en el maximo,
de la proflavina en DMSO y DMSO basificado. [PF]=4.55%10¢ mol dm3, [NaOH]~1x10-3 mol dm-3.
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En DMSO basificado (Figura 6.6) la banda de emision registrada, con maximo a ~436
nm, muestra un gran desplazamiento hacia el azul respecto al espectro de emision del
cation en este mismo disolvente. Esto indica que, contrariamente a lo que ocurria en agua
y etanol basificados, en DMSO la forma N” no se protona en el estado excitado para dar
el cation, como era de esperar dado que el DMSO es un disolvente aprotico, por lo que se
detecta la emision de N*. Ademas, las bandas de excitacion y emision obtenidas para N
apenas se solapan y el espectro de excitacion de N muestra un gran desplazamiento al
azul con respecto a los obtenidos en agua y etanol (Figura 6.1 y Figura 6.2
respectivamente). Esto podria ser debido a una fuerte interaccion especifica de la
proflavina con el DMSO, probablemente enlace de hidrégeno entre los grupos amino y el
oxigeno del DMSO.

En la Figura 6.7, se muestran los espectros de emision, normalizados en el méaximo,
de la forma P” de la proflavina en los distintos disolventes para poder analizar el efecto
del disolvente en dichos espectros.
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Figura 6.7. Espectros de emision de fluorescencia, normalizados en el maximo, de la forma P de la
proflavina en diferentes disolventes.

Observamos que los espectros de emision de P* en metanol, etanol y 1-propanol son
practicamente coincidentes y el maximo del espectro de emision aumenta ligeramente en
el orden: alcoholes (495 nm) < acetonitrilo (497 nm) < DMSO (505 nm) < agua
(510 nm), orden en el que se eleva la constante dieléctrica & de estos disolventes
(ver Tabla 5.3). Esto pone de manifiesto que el espectro de emision de P* muestra un
desplazamiento al rojo al aumentar la polaridad del disolvente.

6.2 RENDIMIENTO CUANTICO DE FLUORESCENCIA DE LA PROFLAVINA
EN DISTINTOS DISOLVENTES

Se han determinado los rendimientos cuanticos de fluorescencia de la proflavina en 1-
propanol, etanol, metanol, acetonitrilo y agua empleando como sustancia de referencia el
sulfato de quinina disuelto en &cido perclérico 1 mol dm® de acuerdo con el
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procedimiento experimental descrito en el apartado 4.5. Los valores obtenidos en los
diferentes disolventes estudiados, que corresponden a P, se muestran en la Tabla 6.1.

Los datos de la tabla muestran que el rendimiento cuéntico de fluorescencia de P*
disminuye a medida que aumenta la polaridad del disolvente. El valor obtenido para el
rendimiento cuéntico de fluorescencia de la proflavina en agua coincide con el obtenido
por Melhuish*® a bajas concentraciones de proflavina.

Tabla 6.1. Valores de los rendimientos cuanticos de fluorescencia de la proflavina en distintos
disolventes.

Disolvente [0) [PF] / mol dm-3
1-Propanol 0.52 5.33x10°¢
Etanol 0.48 5.60x10¢
Acetonitrilo 0.41 5.52x10¢
Metanol 0.39 5.25%x10¢
Agua 0.33 5.74x10°¢
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7. DESACTIVACION DE LA EMISION DE
FLUORESCENCIA DE LA PROFLAVINA POR
DIFERENTES COMPUESTOS

7.1 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE DIFERENTES  ANIONES
EN LA FLUORESCENCIA DE LA PROFLAVINA

7.1.1 Espectros de emision

Se registraron los espectros de emision de fluorescencia de la proflavina variando la
concentracion de las sales sodicas de yoduro, bromuro, cloruro, azida, nitrito y tiocianato.
En todos los casos, al afiadir anion, el espectro de emision de fluorescencia va
disminuyendo en intensidad sin que varie su posicién, siendo el quenching mas efectivo
en el caso de yoduro y tiocianato, mientras que el menos efectivo fue el cloruro (Figuras
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Figura 7.1. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de Nal entre 0 y 0.068 mol dm3, [PF] = 2.57x10°¢ mol dm3. b) Espectros
de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion de Nal es 0
(linea gris) y cuando es igual a 0.068 mol dm (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también
los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
Nal (linea azul) y cuando la concentracion del mismo es de 0.068 mol dm-3 (linea rosa), Aemis = 510
nm y el espectro de absorcion de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.2. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de NaBr entre 0 y 0.504 mol dm3, [PF] = 2.80x10¢® mol dm3. b) Espectros
de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion de NaBr es O
(linea gris) y cuando es igual a 0.504 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también
los espectros de excitaciéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
NaBr (linea azul) y cuando la concentracion del mismo es de 0.504 mol dm™3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcién de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.3. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de NaCl entre 0 y 1.084 mol dm3, [PF] = 3.25x10® mol dm3. b) Espectros
de emisiéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracién de NaCl es O
(linea gris) y cuando es igual a 1.084 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también
los espectros de excitaciéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
NaCl (linea azul) y cuando la concentraciéon del mismo es de 1.084 mol dm-3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcion de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.4. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de azida sédica entre 0 y 0.056 mol dm3, [PF] = 2.51x10°¢ mol dm3. b) Espectros
de emisiéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracién de azida es O
(linea gris) y cuando es igual a 0.056 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también
los espectros de excitaciéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
azida (linea azul) y cuando la concentracion de la misma es de 0.056 mol dm3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcién de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.5. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de nitrito sédico entre 0 y 0.786 mol dm-3, [PF] = 2.83x10°¢ mol dm-3. b) Espectros
de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracién de nitrito es O (linea
gris) y cuando es igual a 0.786 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también los
espectros de excitaciéon de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
nitrito (linea azul) y cuando la concentracion del mismo es de 0.786 mol dm3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcién de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.6. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de tiocianato sédico entre 0 y 0.13 mol dm3, [PF] = 2.59x10° mol dm3.
b) Espectros de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion
de tiocianato es O (linea gris) y cuando es igual a 0.13 mol dm3 (linea negra), Aexc = 445 nm.
En b) se presentan también los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo
cuando no hay presencia de tiocianato (linea azul) y cuando la concentracion del mismo es
de 0.13 mol dm™3 (linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcion de la proflavina en agua
(puntos blancos).

En todos los casos observamos que los espectros de emision de fluorescencia
normalizados en el maximo cuando la concentracion de quencher es cero y cuando la
concentracion del quencher es la mas alta de las estudiadas son coincidentes, no se
observa ningun cambio espectral. De la misma forma vemos que los espectros de
excitacion de fluorescencia cuando la concentracion de quencher es cero y cuando la
concentracion es alta coinciden y ambos espectros son coincidentes con el espectro de
absorcion de la proflavina en agua. Sélo se observa un pequefio cambio en el espectro de
excitacion a longitudes de onda menores de 400 nm en el caso del nitrito
(Figura 7.5). Esto es debido a la absorcion de este ion en esa zona, pues presenta un
maximo a 350 nm. Al absorber parte de la radiacion excitatriz, la proflavina resulta
excitada en menor medida, disminuyendo por tanto la intensidad de fluorescencia. Este
efecto de filtro interno resulta despreciable a partir de 400 nm, pues la absorcion del nitrito
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se hace ya muy pequefia, y por tanto esta circunstancia no tiene efecto alguno en la
fluorescencia cuando se excita en el maximo de absorcion de la proflavina a 445 nm.

En las Figuras 7.7 a 7.12, se muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia (F)
de la proflavina con la concentracion de los diferentes aniones, presentada en la forma
habitualmente conocida como representacion de Stern-Volmer, a través del cociente Fo/F,
siendo Fo la intensidad de fluorescencia en ausencia de quencher. En estas graficas puede
observarse que los quenchers mas efectivos (yoduro y tiocianato) presentan una
dependencia lineal de Fo/F con su concentracion en el intervalo de concentraciones
investigadas, pero el resto de los aniones muestran curvaturas mas o menos acentuadas.

F IFyth

0.00 0.02 0.04 0.06 0.000 0.005 0.010
[Nal] / mol dm™ [Nal] / mol dm™

Figura 7.7. Influencia de la concentracion de yoduro sédico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros)
y de tiempos de decaimiento largos 1o / T (circulos grises), en ausencia y presencia de yoduro.
Se incluye también el ajuste lineal del cociente de intensidades (linea negra). La concentracion de
proflavina en estado estacionario es igual a 2.57x10°¢ mol dm3y para medidas de tiempos de vida es
igual a 4.10x10® mol dm3. Emisiéon a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.8. Influencia de la concentraciéon de bromuro sédico en la fluorescencia de la proflavina en
agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros) y de
tiempos de decaimiento largos 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de bromuro. Se incluye
también el ajuste lineal obtenido a las concentraciones mas bajas de desactivador (linea negra). La
concentracion de proflavina en estado estacionario es igual a 2.80x10¢ mol dm-3y para medidas de
tiempos de vida es igual a 4.17x10¢ mol dm™3. Emisién a 510 nm y excitaciéon a 445 nm.
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Figura 7.9. Influencia de la concentracion de cloruro sédico en la fluorescencia de la proflavina en
agua. Representaciéon del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros) y de
tiempos de decaimiento largos 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de cloruro. Se incluye
también el ajuste lineal del cociente de intensidades (linea negra). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 3.25x10® mol dm3y para medidas de tiempos de vida es igual a 4.16x10"
¢ mol dm=3. Emisién a 510 nm y excitaciéon a 445 nm.
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Figura 7.10. Influencia de la concentracion de azida sédica en la fluorescencia de la proflavina en
agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros) y de
tiempos de decaimiento largos 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de azida. Se incluye
también el ajuste lineal del cociente de intensidades obtenido a las concentraciones mas bajas de
desactivador (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en estado
estacionario es igual a 2.51x10°¢ mol dm3y para medidas de tiempos de vida es igual a 4.13x10¢ mol
dm3. Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.11. Influencia de la concentracion de nitrito sédico en la fluorescencia de la proflavina en
agua. Representaciéon del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros) y de
tiempos de decaimiento largos 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de nitrito. Se incluye
también el ajuste lineal obtenido a las concentraciones mas bajas de desactivador (linea negra).
La concentracion de proflavina en estado estacionario es igual a 2.83x10® mol dm3y para medidas
de tiempos de vida es igual a 4.26x10® mol dm. Emisién a 510 nm y excitacién a 445 nm.
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Figura 7.12. Influencia de la concentracion de tiocianato soédico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros)
y de tiempos de decaimiento largos to/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de tiocianato.
Se incluye también el ajuste lineal obtenido para el cociente de intensidades (linea negra). La
concentracion de proflavina en estado estacionario es igual a 2.59x10¢ mol dm-3y para medidas de
tiempos de vida es igual a 4.21x10°¢ mol dm-3. Emisién a 510 nm y excitacion a 445 nm.

7.1.2 Tiempos de vida de fluorescencia

Se registraron los decaimientos de fluorescencia de la proflavina en agua variando las
concentraciones de los distintos desactivadores. Ajustando una funcion biexponencial a
los datos obtenidos se consigue una buena reproduccion (Figuras 7.13 a 7.17). En las
Tablas 7.1 a 7.6 se recogen los datos de tiempos de decaimiento y amplitudes de las
exponenciales a diferentes concentraciones de quenchers. Como se aprecia en estas
tablas, la contribucién de la exponencial de menor tiempo de decaimiento es en general
muy pequefia, aunque se observa una mayor contribucion a concentraciones mayores de
desactivador. Por esta circunstancia, los tiempos de decaimiento mas cortos estan sujetos
a una gran incertidumbre. En las Figuras 7.7 a 7.12 se han representado los cocientes to/t
correspondientes al tiempo de decaimiento mas largo, apreciandose que siguen una
tendencia diferente a las intensidades de fluorescencia y observandose en varios casos
una dependencia no lineal.
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Figura 7.13. Decaimiento de la fluorescencia y funcion biexponencial de ajuste para la proflavina
4.17x10¢ mol dm= en agua con una concentracion de bromuro sédico de 0.057 mol dm=3.

La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.
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Figura 7.14. Decaimiento de la fluorescencia y funcién biexponencial de ajuste para la proflavina
4.16x10® mol dm3 en agua con una concentracion de cloruro sédico de 0.94 mol dm3.

La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.
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Figura 7.15. Decaimiento de la fluorescencia y funcion biexponencial de ajuste para la proflavina
4.13x10® mol dm3 en agua con una concentracion de azida sédica de 0.025 mol dm3.
La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.
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Figura 7.16. Decaimiento de la fluorescencia y funciéon biexponencial de ajuste para la proflavina
4.21x10® mol dm en agua con una concentraciéon de tiocianato sédico de 0.023 mol dm3,
La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.
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Figura 7.17. Decaimiento de la fluorescencia y funcion biexponencial de ajuste para la proflavina
4.26x10® mol dm3 en agua con una concentracién de nitrito soédico de 0.079 mol dm3.
La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.

En las tablas siguientes (Tablas 7.1 a 7.6) se recogen los tiempos de vida de
fluorescencia de la proflavina obtenidos a distintas concentraciones de los diferentes
haluros. El tiempo de vida se reduce a medida que aumenta la concentracion de haluro en
el medio, salvo en el caso del cloruro que apenas hay variacion del tiempo de vida.

Tabla 7.1. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones de
bromuro sddico, excitando a 445 nm y recogiendo la emision a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre
paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste 2.

[NaBr] / mol dm-3
0
8.97x1073
0.0179
0.024
0.03
0.038
0.044
0.050
0.057
0.064
0.074
0.083
0.092
0.101
0.11

T1/ ns

T2 /ns

B1 (%)
0.082 (100)
0.083 (99.4
0.082 (99.3
0.083 (99.2
0.082 (99.1
0.083 (99.0
0.083 (99.1
0.082 (99.0
0.083 (99.0
0.084 (98.9
0.085 (98.8
0.084 (98.7
0.085 (98.8
0.083 (98.7
(

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
0.084 (98.6)

B2
0.141
0.079
0.139
0.141
0.146
0.088
0.139
0.126
0.134
0.182
0.145
0.122
0.074
0.157

1.02
1.00
1.01
0.98
0.97
1.03
1.01
1.01
0.95
1.07
1.01
1.00
0.99
1.06
1.05
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Tabla 7.2. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones
de yoduro sédico, excitando a 445 nm y recogiendo la emisién a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre
paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste 2.

[Nal] / mol dm-3 T1/ns T2/ ns B1 (%) B x2

0 4.973(4) _ 0.098(100) _ 1.03
2.02x103 4.374(3) 0.084(3) 0.102(99.7) 0.005 1.04
3.11x10°3 4.092(3) 0.19(5) 0.103(99.7) 0.006 1.00
4.05x103 3.905(4) 0.21(5) 0.098(99.3) 0.006 0.98
6.08x10°3 3.556(4) 0.35(4) 0.100(98.7) 0.007 0.99
7.25%10°3 3.345(5) 0.54(6) 0.101(98.3) 0.008 0.97
8.03x10°3 3.254(4) 0.65(6) 0.102(97.7) 0.009 0.95
1.01x10°2 3.027(5) 0.78(6) 0.101(97.2) 0.009 0.94
1.22x102 2.803(5) 0.79(5) 0.100(99.9) 0.010 0.94

Tabla 7.3. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones
de cloruro sédico, excitando a 445 nm y recogiendo la emision a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre
paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste 2.

[NaCl] / mol dm-3 T1/ ns T2/ ns B1 (%) B x2

0 4.966(4) A 0.099(100) _ 1.05
0.010 4.946(4) 0.081(8) 0.097(99.5) 0.031 1.02
0.068 4.888(4) 0.085(9) 0.099(99.5) 0.027 0.99
0.127 4.843(4) 0.075(7) 0.097(99.5) 0.034 0.98
0.179 4.800(4) 0.077(8) 0.098(99.5) 0.031 0.97
0.239 4.767(4) 0.055(5) 0.098(99.5) 0.046 1.01
0.298 4.736(4) 0.093(9) 0.099(99.5) 0.026 1.05
0.357 4.706(4) 0.078(8) 0.100(99.5) 0.032 1.01
0.417 4.676(4) 0.070(6) 0.099(99.5) 0.036 1.00
0.476 4.653(4) 0.072(7) 0.099(99.5) 0.034 1.00
0.533 4.631(4) 0.072(7) 0.099(99.4) 0.036 1.00
0.593 4.610(4) 0.092(9) 0.098(99.4) 0.028 0.98
0.650 4.593(4) 0.078(7) 0.098(99.4) 0.034 1.01
0.712 4.567(4) 0.069(7) 0.100(99.5) 0.036 1.01
0.773 4.550(4) 0.069(6) 0.098(99.4) 0.037 1.09
0.830 4.529(4) 0.071(7) 0.100(99.5) 0.034 1.03
0.886 4.518(4) 0.072(7) 0.099(99.4) 0.035 1.01
0.941 4.504(4) 0.098(9) 0.096(99.4) 0.027 0.99
1.004 4.482(4) 0.067(7) 0.098(99.4) 0.037 1.05
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Tabla 7.4. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones
de azida sédica, excitando a 445 nm y recogiendo la emision a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre

paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste y2.

[Azida] / mol dm™

0
1.45x1073
2.90%103
4.35x1073
5.79x103
6.10x103
7.24x103
8.14x10°3
8.82x10°3

0.010
0.012
0.013
0.014
0.016
0.017
0.019
0.020
0.022
0.025
0.029

T1/ns

4.968(3)
4.620(4)
4.328(3)
4.072(3)
3.841(3)
3.845(4)
3.648(4)
3.572(4)
3.482(4)
3.328(4)
3.193(4)
(4)
(4)
(6)
()
(6)
()
(6)
(6)
(

ul

3.104(4
2.970(4
2.958(6
2.804(3
2.843(6
2.670(5
2.696(6
2.710(6
2.770(8)

T2/ ns

1.72(6)
1.37(4)
1.89(6)
1.91(5)
1.86(4)

B1 (%)

0.096 (100)
0.096 (99.8)
0.095 (99.6)
0.097 (99.4)
0.097 (99.6)
0.095 (99.2)
0.096 (99.1)
0.095 (99.1)
0.094 (98.7)
0.093 (98.3)
0.093 (98.0)
0.092 (97.1)
0.093 (97.7)
0.082 (89.3)
0.089 (96.5)
0.077 (85.2)
0.085 (92.2)
0.057 (67.0)
0.041 (49.6)
0.024 (32.3)

B
0.002
0.002
0.003
0.002
0.003
0.004
0.004
0.005
0.006
0.006
0.007
0.007
0.017
0.009
0.022
0.014
0.040
0.059
0.075

1.02
1.04
1.03
1.04
0.97
0.97
0.92
0.95
0.95
0.94
0.95
0.94
0.97
0.93
0.96
1.00
0.91
0.93
1.03
1.06
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Tabla 7.5. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones
de nitrito sédico, excitando a 445 nm y recogiendo la emisién a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre
paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste y2.

[Nitrito] / mol dm-3 T1/ns T2/ ns B1 (%) B; D
0 4.961(4) _ 0.087 (100) _ 1.03
2.04x103 4.809(4) 0.021(4) 0.086 (99.6) 0.091 0.99
3.21x103 4.742(4) 0.08(2) 0.104 (98.4) 0.013 1.02
4.17x103 4.660(4) 0.015(4) 0.087 (99.7) 0.142 1.06
6.21x1073 4.538(4) 0.014(3) 0.087 (99.7) 0.143 1.03
6.42x1073 4.546(3) 0.11(3) 0.104 (97.7) 0.008 0.98
8.25x1073 4.437(3) 0.018(4) 0.088 (99.6) 0.116 1.02
9.93x103 4.378(3) 0.12(2) 0.103 (97.4) 0.009 1.04
0.010 4.338(3) 0.014(3) 0.087 (99.7) 0.169 1.00
0.013 4.209(3) 0.020(3) 0.086 (99.5) 0.112 0.98
0.016 4.086(4) 0.025(4) 0.087 (99.4) 0.078 0.99
0.021 3.941(3) 0.020(3) 0.087 (99.5) 0.104 1.01
0.026 3.787(3) 0.016(5) 0.087 (99.6) 0.142 0.93
0.032 3.624(4) 0.010(3) 0.088 (99.7) 0.185 0.96
0.040 3.446(6) 0.022(3) 0.086 (99.4) 0.093 0.98
0.045 3.349(3) 0.08(1) 0.107 (97.7) 0.018 0.92
0.051 3.225(3) 0.06(1) 0.105 (98.1) 0.021 0.95
0.060 3.074(4) 0.06(1) 0.106 (98.0) 0.023 0.92
0.070 2.946(3) 0.29(2) 0.106 (91.1) 0.007 0.97
0.079 2.842(3) 0.49(1) 0.104 (85.2) 0.007 0.91
0.088 2.731(3) 0.18(2) 0.105 (93.9) 0.011 0.93
0.098 2.670(3) 0.95(2) 0.104 (73.7) 0.007 1.01

Tabla 7.6. Tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua a distintas concentraciones
de tiocianato sédico, excitando a 445 nm y recogiendo la emision a 510 nm. Se muestran también los
factores preexponenciales B y el porcentaje de participacion de la primera exponencial (entre
paréntesis), asi como el parametro de bondad del ajuste 2.

[Tiocianato] / mol dm-3 T1/ns

0 4.957(4) _ 0.102 (100) _ 1.01
1.70x103 4.635(4) 0.092(2) 0.103 (99.7) 0.014 0.96
3.40x10°3 4.353(4) 0.25(6) 0.103 (99.7) 0.006 1.04
4.80x10 4.208(4) 0.27(6) 0.102 (99.6) 0.006 1.06
6.79%103 3.919(4) 0.64(8) 0.099 (99.0) 0.006 0.98
8.13x103 3.817(4) 0.61(8) 0.102 (99.1) 0.006 0.95
0.010 3.577(5) 0.50(7) 0.102 (99.2) 0.006 0.92
0.012 3.485(5) 0.45(5) 0.100 (99.0) 0.008 0.91
0.015 3.222(4) 0.52(5) 0.101 (98.6) 0.009 0.91
0.019 2.956(4) 0.60(6) 0.102 (98.2) 0.009 0.89
0.023 2.706(4) 0.57(5) 0.100 (97.9) 0.010 0.89
0.028 2.487(4) 0.43(4) 0.100 (98.0) 0.012 0.84
0.034 2.294(4) 0.45(4) 0.102 (97.5) 0.013 0.81
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7. Desactivacion de la emision de fluorescencia de la proflavina por diferentes compuestos

A continuacion, se analizaran los resultados descritos anteriormente, relativos a la
extincion de la fluorescencia de la proflavina por los distintos aniones, y se propondra un
mecanismo capaz de explicar esos resultados. La fluorescencia de la proflavina se ve
disminuida por la presencia de los distintos desactivadores estudiados. Estos hechos nos
llevan a pensar que la desactivacion de la fluorescencia pudiera estar causada por la
formacion de un exciplejo.

7.1.3 Modelo de desactivacion

Como se ha visto en las Figuras 7.7 a 7.12, las representaciones de Stern-Volmer de
intensidades y tiempos de fluorescencia no son, en general, lineales, y ain en aquellos
casos en los que si lo son (desactivacion por yoduro o tiocianato), no coinciden las
pendientes de las rectas de intensidades y tiempos. Esto indica que el mecanismo de
desactivacion de la fluorescencia por los aniones no es un quenching dindmico simple,
que implicaria un comportamiento lineal coincidente para intensidades y tiempos de vida
de fluorescencia®. Nos planteamos entonces que el mecanismo de desactivacion
transcurriera a través de un exciplejo intermedio, E*, que podria emitir fluorescencia. En
el modelo que proponemos (Esquema 7.1), la proflavina (P) en el estado excitado
reacciona con el desactivador o quencher (Q) para formar un exciplejo intermedio (E*)
que emite fluorescencia.

Y
P P+ Q

Esquema 7.1. Modelo de desactivacion de la proflavina por aniones (quencher, Q), con formacién
de un exciplejo intermedio (E*).

Para comprobar si el modelo propuesto en el Esquema 7.1 permite explicar los datos
experimentales, vamos a deducir en primer lugar la ecuacion que representa la
dependencia de la intensidad de fluorescencia en estado estacionario con la concentracion
de quencher. Para ello, escribimos las expresiones que representan las concentraciones en
estado estacionario de la proflavina excitada y del exciplejo.

_ Ia + kZ [E]Zs

[Plss = ko 1 K, [Q) (7.1)

. _ ki[Pls[Q]

[Elss = Ktk (7.2)

En estas ecuaciones, l. representa la velocidad de absorcion de fotones por la
proflavina (moles absorbidos por unidad de volumen y tiempo). Sustituimos el valor de
[E]ss €n la ecuacion (7.1) y obtenemos:
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Kok [Pl5s[Q]
k, T k.

kp + kl [Q]

I, +

[Plss = (7.3)

De la ecuacion (7.3) se deduce que la concentracion de proflavina excitada en el estado
estacionario viene dada por la siguiente expresion:

Ia(kz + ke)
Plss = 7.4
Pl = 00 + 1) + kR 74
La expresion anterior puede escribirse también:
Iy
[Plss =17 B[Q (7.5)
donde:
k.k
=L (7.6)

B=—
kp(ke + kZ)

Sustituyendo la expresién de la concentracion de proflavina excitada en estado
estacionario —ecuacion (7.5)— en la ecuacion (7.2), llegamos a:

Iakl [Q]
_ kp (ke + kZ)

Elss =
Como es sabido, en situaciones de baja absorbancia (valores inferiores
aproximadamente a 0.05, condiciones en las que se realizaron las medidas de espectros
de fluorescencia), la intensidad de luz absorbida puede considerarse proporcional a la

concentracion de la especie que absorbe®. Asi, la intensidad de luz que absorbe la
proflavina a una determinada longitud de onda puede expresarse como:

I, =1,2.303 Epla, (7.8)

(7.7)

donde €p es el coeficiente de absorcion molar de la proflavina a la longitud de onda
incidente, | es la longitud de paso de luz en la cubeta, I, es la intensidad de la radiacion
incidente y a, es la concentracion de proflavina en el estado fundamental. Si sustituimos
el valor de la en las ecuaciones (7.4) y (7.7) obtenemos las siguientes expresiones:

. 12303 €plag (k; + ko)

_ 7.9
7 Kkp(ke + ky) + kekq[Q] 79
Iy 2.303 €p 1agk, [Q]
k, (ke + k5)
(E]:, = i - B[Qi (7.10)

Sabemos que los espectros de fluorescencia, tanto de la proflavina como del exciplejo
(Fry Fe), estan relacionados con sus respectivas concentraciones en el estado estacionario
segun las expresiones:
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Fp = Xp kr"[P]és (7.11)

Fg = Xg kr[E]ss (7.12)

donde kP y kE son las constantes radiantes de desactivacion de la proflavina y del

exciplejo, respectivamente, y xpy Xg Son dos vectores que incluyen las intensidades
relativas de emision de fluorescencia de P y E a cada longitud de onda.

Sustituyendo las expresiones de las concentraciones de estado estacionario en las
ecuaciones (7.11) y (7.12), obtenemos:

P
1
Fp = xp — 1[,2.303 Eplayg———— (7.13)
P Pkp 0 P 01+B[Q]
Fp = EIZSOSSIa& (7.14)

La relacion kﬁ’/kp representa el rendimiento cuéantico de fluorescencia de P (¢F) en
ausencia de desactivador, mientras que el cociente k& /k, representa la eficiencia cuantica
de fluorescencia del exciplejo (n®) cuando su disociacion para regenerar los reactivos
fuera despreciable y desapareciera Unicamente por sus procesos de desactivacion
radiantes y no radiantes. Asi, las relaciones anteriores pueden escribirse:

Fr = xp $°1,2.303 € 1 a, (7.15)

1
1 + B[Q]

B[Q]

Fr = E1,2303 €6 lag—————
E= Xel” lp P aOl+B[Q]

(7.16)

El espectro de fluorescencia de la proflavina en ausencia de desactivador, al cual le
llamaremos espectro puro Fp, se obtiene en la expresion 7.15 a concentracion cero de
desactivador:

FY = xp $F 1,2.303 €p 1 a, (7.17)

El término equivalente en la ecuacion (7.16), que denominaremos espectro puro del
exciplejo FY , representaria el espectro de fluorescencia que se obtendria para el exciplejo
cuando cada foton absorbido diera lugar a una molécula de exciplejo y este se desactivara
directamente al estado fundamental sin disociarse:

FY = xgnt 1,2.303 & 13, (7.18)

A partir de estas definiciones, las ecuaciones (7.15) y (7.16) pueden escribirse:
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Fp=F _ (7.19)
P~ 7P 1 4+ B[Q] '
_ B[Q]
Fg = F2 T+ B[ (7.20)

El espectro de fluorescencia de la disolucién de proflavina en presencia de quencher
vendra dado por:

L po Bl

F=Fp+F;= §—1+B[Q]

Fo T g1 BIQ] (7.21)

En las ecuaciones anteriores, los cocientes dependen Gnicamente de los valores de las
constantes de velocidad y de la concentracion de quencher, y vienen a representar los
coeficientes de participacion de cada una de las especies fluorescentes en la emision de
la disolucidn. Asi pues, podemos escribir:

F=F) Cp+Fj Cg (7.22)

siendo Cp y Ce los coeficientes de participacion de cada especie en el espectro de
fluorescencia de la disolucion:

1
Cp = TTB[Q (7.23)
__ BIQ]
CE = TB[Q] (7.24)

Puesto que hemos visto que no se aprecian diferencias espectrales al aumentar la
concentracion de los distintos desactivadores (Figuras 7.1 a 7.6), sino que tan solo se
observa disminucion de la intensidad, suponemos que el espectro del exciplejo no es
diferenciable del de la proflavina, al menos en las condiciones de medida estudiadas, es
decir, xg = xp. Este hecho se ha encontrado en otros muchos casos®. De las ecuaciones
(7.17) y (7.18) deducimos:

rlE
F = FFg = o, F) (7.25)
donde ®r = n&/¢" es una constante que representa la relacion de rendimientos cuanticos
del exciplejo y la proflavina. Sustituyendo la ecuacion (7.25) en la (7.22), obtenemos:

F=F Cp+ &, F Cg (7.26)
Asi, el espectro de fluorescencia de la disolucion vendra dado por:

o po LT @B[Q]

P 17 B[Q] (7.27)
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Esta ecuacion implica que, a cualquier longitud de onda de emision, el cociente de la
intensidad de fluorescencia en ausencia (Fo) y en presencia (F) de quencher vendra dada
por:

Fo  1+B[Q]
F 1+ ®,B[Q] (7:28)

Esta es la ecuacion que utilizaremos mas adelante para comprobar si puede reproducir
los datos de intensidad de fluorescencia de la proflavina en presencia de distintos
desactivadores. En el caso de que la relacion de rendimientos cuanticos &, sea muy
pequefia (cuando el rendimiento cuéntico de fluorescencia del exciplejo es mucho menor
que el de la proflavina), se verificaria 1 > @®,.B[Q] lo que implica una dependencia lineal
del cociente Fo/F con la concentracion de quencher. Esto es lo que se observo en el caso
de dos de los desactivadores més efectivos, los iones yoduro y tiocianato (véanse las
Figuras 7.7 y 7.12). Es logico que eso suceda, pues los desactivadores mas efectivos
incrementaran probablemente la velocidad de los procesos de desactivacion no radiantes
del exciplejo y por tanto disminuiran su rendimiento cuantico de fluorescencia.

Tras haber derivado las ecuaciones que representan la intensidad de fluorescencia de
las disoluciones de proflavina en presencia de desactivadores segun el mecanismo
propuesto, vamos a deducir a continuacion la dependencia de los tiempos de decaimiento
de la fluorescencia con la concentracién de quencher. De acuerdo con el modelo
propuesto en el Esquema 7.1, las velocidades de desaparicion de la proflavina excitada y
del exciplejo vienen dadas por:

d[p*
- [dt ] = (kp + kl[Q])[P*] - kz [E*] = X[P*] — kZ[E*] (729)
d[E"] * * * *
——qr = (ke +k)[E] - ki [QI[P*] = Y[E"] =k, [Q][P7] (7.30)
siendo:
X = kp +kq[Q] (7.31)
Y =k;tke (7.32)

La solucion de este tipo de sistema de ecuaciones diferenciales viene dada por unas
ecuaciones en las que las concentraciones de las especies excitadas obedecen a una
funcion suma de dos términos exponenciales dependientes del tiempo:

[P*] = PPe(-2D 4 pY e(-220 (7.33)
[E*] = EQe"2Y 4 EJe(22 (7.34)

Las derivadas de las ecuaciones anteriores vienen dadas por:

d P* -A 7
] E*
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Sustituimos las ecuaciones (7.33) a (7.36) en (7.29) y (7.30), obteniendo:
2 2 2
XZ ple Mt — Z A Ple Mt —k, z Efe™Mt=0 (7.37)
i=1 i=1 i=1

2 2 2
Yz Ele Mt — Z A Ele Mt — k. [Q] Z Ple At =0 (7.38)
i=1 i=1 i=1

1

A continuacion, vamos a desarrollar los sumatorios y agruparemos las exponenciales,
Ilegando a:

(XPY —A; PP — Kk, ED)eCMY 4+ (X PP — A, PY —k, E9)e(*22Y =0 (7.39)
(YE? — ME — Ky [QIPD)e™MY + (YES — 25 B — kq[Q] PV =0 (7.40)
Para que las expresiones (7.39) y (7.40) sean iguales a cero a cualquier valor del tiempo

es necesario que los factores preexponenciales de cada una de las dos exponenciales por
separado sea igual a cero, quedando el siguiente sistema de ecuaciones:

XPP—MPP—Kk,E? =0
01 101 2 10 (741)
YE; —MEf —kq[QIP =0
XPY) -2, P)—k,E2 =0
02 202 2 20 (742)
YE; -2, E3 —k[Q] P’ =0

Expresando de forma matricial el sistema de ecuaciones (7.41) y (7.42) llegamos a:

X—=2% -k PP _

Esta ecuacion matricial (7.43) tiene dos soluciones: una de ellas seria P? y E? igual a
cero y la otra posible solucién seria que el determinante de la matriz de coeficientes sea
cero:

X—=% —k,

Tkl Yoa =0 i=12 (7.44)

Resolviendo el determinante se obtiene la siguiente ecuacion de segundo grado:
A — X+ YA+ XY =k k,[QD) =0 i=1,2 (7.45)

Las dos soluciones de la ecuacién (7.45) vienen dadas por:

= X+Y) +/(X+Y)2 — 4XY + 4k,k,[Q]

| > i=1,2 (7.46)
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Dado que (X +Y)% — 4XY = (X — Y)?, resultan las siguientes expresiones para los
tiempos de decaimiento:

= {=1,2 (7.47)

1
TN TX+Y+Z

donde Z viene dado por:

Z = (X—=Y)?2 + 4k;k,[Q] (7.48)

La Ecuacion (7.47) implica que los dos tiempos t1 Yy 12 son iguales, teniendo cada uno
de ellos dos posibles valores, que llamaremos ta Yy .

2
BT XTY+Z (7.49)

__ 7.50
Y Y —7 (7.:50)

De acuerdo con estas ecuaciones, las especies excitadas muestran un decaimiento
biexponencial, con un tiempo ta y un tiempo t. Tomando Z como el valor positivo de la
raiz en la ecuacion (7.47), se verificara ta < to.

Una vez desarrollado el modelo propuesto, procede ajustar las ecuaciones obtenidas a
los datos experimentales para comprobar si son capaces de reproducirlos adecuadamente.
Para ello, se han ajustado globalmente las ecuaciones (7.28) y (7.50) a los datos
experimentales de cociente de intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia de
quencher (Fo/F) y tiempos de decaimiento de fluorescencia. Puesto que Tty es el tiempo
mas largo, identificamos este tiempo con el de la primera exponencial en los decaimientos
experimentales (Tablas 7.1 a 7.6), que es la mayoritaria en los decaimientos. Como ya se
ha comentado, la pequefiisima contribucién de la segunda exponencial en la mayoria de
los decaimientos que se han medido determina su gran incertidumbre, y por tanto hemos
optado por no considerar esos valores para los ajustes. En las Figuras 7.18 a 7.23 se
muestran los datos experimentales de Fo/F y 1o/t obtenidos para los distintos aniones
(representando t el tiempo de decaimiento de la primera exponencial, de contribucion
mayoritaria, y el 0 la ausencia de quencher), asi como las funciones de ajuste obtenidas
mediante el ajuste global. En todos los casos se observa una reproduccion adecuada de
los datos experimentales con el conjunto Unico de constantes para cada desactivador que
se recogen en la Tabla 7.7. Las mayores desviaciones se observan en el caso del ion
nitrito, lo que puede deberse a que a las altas concentraciones alcanzadas de este ion
podrian aparecer efectos secundarios no contemplados en las funciones de ajuste (efecto
salino, por ejemplo, ya que no se mantuvo constante la fuerza idnica de la disolucion).
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Figura 7.18. Influencia de la concentracion de yoduro sodico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.57x10® mol dm= y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.10x10® mol dm-3, Emisiéon a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.19. Influencia de la concentracion de bromuro soédico en la fluorescencia de la proflavina en
agua. Representaciéon del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.80x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.17x10® mol dm3. Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.20. Influencia de la concentracion de cloruro sédico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracién de proflavina en
estado estacionario es igual a 3.25x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.16x10® mol dm3. Emision a 510 nm y excitacién a 445 nm.
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Figura 7.21. Influencia de la concentracién de azida soédica en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.51x10® mol dm= y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.13x10® mol dm3, Emisién a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.22. Influencia de la concentracion de nitrito sédico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.83x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.26x10° mol dm-3. Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.23. Influencia de la concentracién de tiocianato sodico en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.59x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.21x10® mol dm-3. Emisiéon a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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En la Tabla 7.7 se muestran los valores de las constantes obtenidos del ajuste global
de las ecuaciones de intensidades y tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en
presencia de distintos desactivadores. En el caso de la azida, se han calculado respecto a
la concentracién de azida no protonada, que suponemos es el desactivador efectivo, ya
que el pKa de la azida protonada tiene un valor de 4.75 y por tanto se encuentra protonada
en parte en nuestras condiciones de medida (disolucién acuosa de pH = 5.9 por disolucion
del CO; del aire)®’. Se observd que en los casos del yoduro y del tiocianato existia
correlacion entre los pardmetros, razon por la cual se fijé el valor de la constante ki en 18
mol™* dm? ns%, valor tipico de un control por difusion que pudo optimizarse en el caso de
la azida. Si se fijaban valores inferiores, se obtenia una peor reproduccién de los
resultados experimentales.

Tabla 7.7. Constantes de velocidad obtenidas en los ajustes globales de intensidades y tiempos de
decaimiento de fluorescencia de la proflavina en agua en presencia de diferentes desactivadores,
valores de los potenciales estandar de electrodo de los desactivadores en disolucion acuosa y energia
libre estandar de la reaccion de transferencia electrénica de los aniones a la proflavina protonada en
su primer estado electrénico excitado.

Parametro

kp/ns! 0.2051(9)  0.2000(10)  0.2000(6)  0.1993(12) 0.2038(10)  0.2019(2)
ki/mol! dm? ns"* 2.44(12)  17.7(1.5) 182 182 3.7(3) 0.09(5)
ka/ns™! 0.015(12) 0.09(3) 0.077(5) 0.33(2) 0.10(6) 0.05(5)
ke/ns™ 0.41(3) 0.45(2) 0.55(2) 0.55(3) 0.62(7) 0.238(5)
@, 0.127(4)  0.059(9) 0.060(2) 0.59(12)
K12/(102mol* dm?) 1.6 2.0 2.3 0.55 0.37 0.02
E°(X*/X")/V P 1.04 1.33 1.35 1.61 1.96 2.432
AG2/ev < -1.06 -0.77 -0.75 -0.49 -0.14 +0.34

2 Valor fijo. P Valores referidos al electrodo normal de hidrogeno (NHE) Ref. 98. < Calculado con
E°(ProflavinaH*/ProflavinaH*) = - 0.50 vs NHE (Ref. 99) y energia de excitacion de la proflavina Eqq = 2.60
ev.

Es conocido que la proflavina protonada excitada acta frecuentemente como un
agente oxidante!®. Es probable, por tanto, que el proceso de quenching de su
fluorescencia por los aniones estudiados incluya una transferencia electronica del anién
a la proflavina excitada. La espontaneidad del proceso puede estimarse mediante el
calculo de la variacion de energia libre estandar AG? por aplicacion de la ecuacion de
Rehm-Weller!01192103 "va comentada en el informe bibliografico, ecuacion (3.1). Esta
ecuacion permite calcular AG? para un proceso de transferencia electrénica entre dos
especies (un dador D y un aceptor A), una de ellas electrénicamente excitada y la otra en
estado fundamental:

AG? = N, e[E°(D**/D) — E°(A/A)] + E. — Eqgo (3.1)

En la ecuacién anterior, € es la carga elemental, E°(D**/D) y E°(A/A*") son los
potenciales de reduccién estandar en estado fundamental del dador y del aceptor,
respectivamente, E,, es la energia de la transicion 0—0 de la especie excitada, y Ec
corresponde a la variacion de energia en el proceso debido a la interaccion electrostatica
entre los reactivos (D, A) y entre los productos (D**, A*7)?:

Zpe-Zpe+€?  Zpzpe?

Ec = EC(D.+,A._) - EC(D'A) = 41‘[808 d - 41‘[808 d
r r

En la ecuacion anterior, z representa la carga eléctrica de cada especie, €, es la
constante dieléctrica del vacio, ¢, la constante dieléctrica relativa del disolvente y d la
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distancia entre el dador y el aceptor. En nuestro caso, los reactivos son especies cargadas,
la proflavina protonada (aceptor A) y el anion (dador D), por lo que los productos de la
reaccion de transferencia electronica son especies radicalarias sin carga y el término
culémbico correspondiente a los productos vale cero. Para calcular el término
correspondiente a los reactivos, E.(D, A), necesitariamos conocer la distancia de reaccion,
d. Este término energético suele valer en torno a —0.06 eV en acetonitrilo'®’, por lo que
en agua tendra un valor aproximado de —0.03 eV, de acuerdo con las constantes
dieléctricas relativas de los dos disolventes (Tabla 5.3). Esta correccion, por tanto, es muy
pequefia, e incluso habria de ser modificada teniendo en cuenta la energia de solvatacion,
que suele tener signo contrario®®’. Por esta razén, no tendremos en cuenta este término
para el calculo de AG. Para aplicar la ecuacion (3.1) necesitamos conocer el potencial de
reduccion de la proflavina protonada en estado fundamental, que se ha determinado como
—0.74 V vs SCE®, es decir — 0.50 vs NHE4, Ademas, la energia de excitacion de la
transicion 0—0 de la proflavina protonada la estimamos como la media de los maximos
de la primera banda de sus espectros de absorcion (445 nm) y emision (510 nm),
resultando en una longitud de onda aproximada para el transito 0—0 de 477.5 nm, que
corresponde a una energia de AE,, = 2.60 eV.

Siguiendo el procedimiento que acaba de resefiarse, se calculo la variacion de energia
libre estandar del proceso de transferencia electrénica de cada uno de los aniones a la
proflavina excitada. Los valores obtenidos (Tabla 7.7) muestran que el proceso de
transferencia electronica es espontaneo para todos los aniones excepto para el ion cloruro.
Dado que para este ion el efecto de quenching observado es muy pequefio, los calculos
que acabamos de resefiar parecen indicar que la transferencia electronica puede estar
implicada en el proceso de desactivacion de la fluorescencia de la proflavina en medio
neutro o &cido por los aniones investigados. Debemos indicar, finalmente, que los
calculos anteriores son aproximados, por cuanto el potencial de reduccion de la proflavina
se ha estimado mediante voltametria ciclica, sin correccion al estado estandar®®, y ademas
la estimacion de la energia de la transicion 0—0 es también aproximada por la media de
los méximos de absorcion y emision.

Para analizar la influencia de los procesos de transferencia electrénica en el quenching
observado, en la Tabla 7.7 hemos ordenado los aniones por orden creciente del valor del
potencial estandar de electrodo E°(X*/X") de la semirreaccion:

X+e 85X

Los valores de potencial estandar de electrodo mostrados en la Tabla 7.7 indican que
el ion nitrito es el compuesto que cede electrones mas facilmente, seguido por los iones
azida y yoduro, mientras que el ion cloruro es el que menor tendencia muestra a donar
electrones. Experimentalmente se observa (Figura 7.24) que el ion yoduro es el que
muestra una mayor efectividad de quenching, seguido de cerca por los iones azida y
tiocianato. El ion nitrito muestra una curvatura mayor en los valores del cociente de
intensidades Fo/F. El ion cloruro es, con gran diferencia, el desactivador menos eficiente.
El analisis de las constantes de velocidad obtenidas (Tabla 7.7) nos permitira profundizar
en las causas de las diferencias observadas.
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Figura 7.24. Influencia de la concentracion de diferentes desactivadores anidnicos en el cociente
de intensidades de fluorescencia de la proflavina en agua, en ausencia y presencia de desactivador.
Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.

En la Tabla 7.7 puede observarse la invariabilidad de los valores obtenidos
para la constante de desactivacion de la proflavina (kp) en agua. Por su parte,
la constante de velocidad de reaccién entre la proflavina excitada y el desactivador (k1)
se incrementa desde los desactivadores poco eficientes cloruro y bromuro hasta los mas
eficientes, tiocianato, azida y yoduro. El valor de ki para estos tres aniones
(1.8-:10'° mol* dm?® ns?) muestra el valor esperado para un proceso bimolecular muy
rapido, cuya velocidad esta controlada por la difusion de los reactivos en el seno de la
disolucion!®>1%, para el ion nitrito, sin embargo, esta constante resulta unas siete veces
inferior (Tabla 7.7).

A través de los valores obtenidos de las constantes ki y ko para los diferentes aniones
puede calcularse la constante de equilibrio de formacion del exciplejo (K12) en cada uno
de los casos:

K12 = (751)

Los valores de Ki» mostrados en la Tabla 7.7 y su representacion gréfica en
la Figura 7.25 revelan una tendencia al aumento de la constante de equilibrio de formacién
del exciplejo al incrementarse la capacidad de ceder electrones del desactivador. Este
hecho indica claramente la contribucién a la estabilizacion del exciplejo de la
transferencia de carga del desactivador a la proflavina.

82



7. Desactivacion de la emision de fluorescencia de la proflavina por diferentes compuestos

log K, / mol™ dm®

E°/vV

Figura 7.25. Valores del logaritmo de la constante de equilibrio de formacion del exciplejo, obtenidos
en el estudio del quenching de fluorescencia de la proflavina por diferentes aniones, representados
frente al potencial estandar de electrodo del desactivador.

Los valores de la constante de desactivacion del exciplejo ke no muestran una
correlacion con la capacidad donadora de electrones de los desactivadores (Tabla 7.7),
pues los valores extremos aparecen para los dos aniones de menor potencial estandar de
electrodo, el cloruro (ke =0.238 ns 1) y el bromuro (ke =0.62 ns?). Esto puede deberse a
que la magnitud de la transferencia de carga tiene efectos diferentes sobre las velocidades
de los procesos radiantes y no radiantes que contribuyen a la desactivacion del exciplejo.
El incremento de la transferencia de carga lleva consigo un aumento de la constante de
desactivacion no radiante y una disminucién de la constante de desactivacion radiante en
los exciplejosi®2. Este hecho puede explicar que no se haya detectado la emision del
exciplejo para yoduro y tiocianato, pues presentan valores altos de sus constantes de
desactivacion ke, y deben presentar a su vez un valor bajo de la constante radiante por la
notable contribucion de la transferencia de carga. Por su parte, el exciplejo del ion
bromuro presenta una constante de desactivacion ke mayor que la de yoduro y tiocianato,
pero la constante de desactivacion radiante debe ser también mayor que para esos
exciplejos, razén por la que podria apreciarse su emision. Ademas, a la desactivacion del
exciplejo puede contribuir también el cruce intersistemas hacia el estado triplete. Este
proceso debe verse favorecido por el efecto de atomo pesado, principalmente para
bromuro y yoduro, que favoreceria el acoplamiento espin-érbita y con ello la
desactivacion no radiante. Este efecto podria contribuir al alto valor observado para ke en
el caso del ion bromuro, pero sin embargo no se pone claramente de manifiesto para el
ion yoduro. En definitiva, las contribuciones radiantes y no radiantes a la desactivacion
del exciplejo varian de diferente forma con la extension de la transferencia de carga y el
tamanio de los desactivadores, lo que hace dificilmente predecible su efecto sobre ke. Esta
misma circunstancia puede explicar también la falta de correlacién de la relacion de
rendimientos cuénticos @, del exciplejo y la proflavina con el potencial estandar de
electrodo de los desactivadores, ya que al valor del rendimiento cuantico contribuyen
tanto las constantes de desactivacion radiantes como no radiantes.

Como conclusién, podemos decir que la desactivacion de la proflavina por diferentes
aniones transcurre a través de un exciplejo, cuya constante de equilibrio de formacion se
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incrementa a medida que aumenta su caracter de transferencia de carga, observandose un
incremento de dos Grdenes de magnitud en el valor de esa constante entre el desactivador
mas ineficiente (ion cloruro) y el mas eficiente (ion yoduro). La eficiencia del quenching
se ve también modulada por el valor de las constantes de desactivacion radiantes y no
radiantes del exciplejo, que varian con la extension de la transferencia de carga y el
tamafio de los quenchers. No obstante, estas constantes varian solamente un factor de 2.6
entre sus valores extremos, por lo que podemos afirmar que el valor de la constante de
equilibrio de formacion del exciplejo es el factor principal que contribuye a la mayor o
menor efectividad de los diferentes desactivadores de la fluorescencia de la proflavina.

Conclusiones en la misma linea que las aqui descritas se han publicado para otras
especies con N cuaternarios aromaticos que sufren quenching de fluorescencia por
aniones. Asi, por ejemplo, el quenching del ion N-metilquinolinio y derivados por varios
aniones parece transcurrir por varias vias paralelas, incluyendo un complejo excitado no
fluorescente con transferencia de carga, transferencia electronica directa y quenching por
efecto de atomo pesado®®. También para el naranja de acridina protonado se ha propuesto
un mecanismo de quenching por haluros que incluye un complejo excitado intermedio de
transferencia de carga, acompafiado también en el caso del yoduro por la existencia del
complejo en estado fundamental®. No obstante, debemos sefialar que en ninguno de estos
estudios se llevo a cabo un anélisis cuantitativo detallado como el aqui realizado. También
en otros casos de reacciones de transferencia electrénica endergonica o ligeramente
exergénica se ha demostrado que la reaccion transcurre de forma preferente a través de
exciplejos intermedios®’.

7.2 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE DIFERENTES UREAS Y TIOUREAS
EN LA FLUORESCENCIA DE LA PROFLAVINA

7.2.1 [Espectros de emision

Se registraron los espectros de emisién de fluorescencia de la proflavina variando la
concentracion de diferentes tioureas (tiourea, metiltiourea, 1,3-dimetiltiourea y
tetrametiltiourea). En las Figuras 7.26 a 7.29 se aprecia que, en los cuatro casos, al afiadir
tiourea, el espectro de emisidn de fluorescencia va disminuyendo en intensidad sin que
varie su posicion ni forma. Esto se aprecia mejor en las graficas en las que se presentan
los espectros normalizados de la proflavina sin afiadir tiourea y a la concentracién maxima
de tiourea. En todos los casos se aprecia coincidencia espectral.

84



7. Desactivacion de la emision de fluorescencia de la proflavina por diferentes compuestos

3 or [Tiourea] / mol dm™ i o 1.0 F  Excitacion 025
§ i 0 s IO Absorcion
g 08 go08 0.20
El E a
€06 S 0.6 015 &
g g 5
5 04 $ 0.4 0.10 <
3 3
e e
g 0.2 202 0.05
£ £

0.0 e 0.0 0.00

500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650

Longitud de onda / nm Longitud de onda/ nm

Figura 7.26. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentraciéon de tiourea entre 0 y 0.17 mol dm3, [PF] = 2.55x10 mol dm3. b) Espectros
de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion de tiourea es 0
(linea gris) y cuando es igual a 0.17 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan también
los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay presencia de
tiourea (linea azul) y cuando la concentraciéon de la misma es de 0.17 mol dm3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcién de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.27. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de metiltiourea entre 0 y 0.172 mol dm3, [PF] = 2.76x10°® mol dm-3. b) Espectros
de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion de metiltiourea
es 0 (linea gris) y cuando es igual a 0.172 mol dm (linea negra), Aexc = 445 nm. En b) se presentan
también los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo cuando no hay
presencia de metiltiourea (linea azul) y cuando la concentracién de la misma es de 0.172 mol dm-3
(linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcion de la proflavina en agua (puntos blancos).
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Figura 7.28. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de 1,3-dimetiltiourea entre 0 y 0.20 mol dm3, [PF] = 3.34x10¢ mol dm3,
b) Espectros de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion
de 1,3-dimetiltiourea es 0 (linea gris) y cuando es igual a 0.20 mol dm-3 (linea negra), Aexc = 445 nm.
En b) se presentan también los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo
cuando no hay presencia de 1,3-dimetiltiourea (linea azul) y cuando la concentracién de la misma es
de 0.20 mol dm3 (linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorciéon de la proflavina en agua
(puntos blancos).
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Figura 7.29. a) Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua y variando
la concentracion de tetrametiltiourea entre 0 y 0.05 mol dm3, [PF] = 3.19x10¢ mol dm3.
b) Espectros de emision de fluorescencia normalizados en el maximo cuando la concentracion
de tetrametiltiourea es O (linea gris) y cuando es igual a 0.05 mol dm3 (linea negra), Aexc = 445 nm.
En b) se presentan también los espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo
cuando no hay presencia de tetrametiltiourea (linea azul) y cuando la concentracion de la misma
es de 0.05 mol dm3 (linea rosa), Aemis = 510 nm y el espectro de absorcion de la proflavina en agua
(puntos blancos).

En todos los casos observamos que los espectros de emision de fluorescencia
normalizados en el méximo cuando la concentracion de desactivador es cero y cuando la
concentracion del mismo es la mas alta de las estudiadas son coincidentes, no se observa
ningun cambio espectral. lgualmente vemos que los espectros de excitacion de
fluorescencia cuando la concentracién de desactivador es cero y cuando la concentracién
es alta coinciden y ambos espectros son coincidentes con el espectro de absorcion del
catién de la proflavina en agua. En resumen, al afiadir tioureas a una disolucién acuosa
de proflavina se observa una disminucion de la intensidad de fluorescencia, pero sin
cambio alguno en los espectros de excitacion y emision.

En las Figuras 7.30 a 7.33, se representa la variacion de la intensidad de fluorescencia
de la proflavina en presencia de tioureas en la forma de la representacion de Stern-
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Volmer. El cociente Fo/ F (donde Fo representa la intensidad de fluorescencia en ausencia
de tioureas) muestra una dependencia no lineal con desviacion positiva, mas acusada en
la dimetil y tetrametiltiourea.
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Figura 7.30. Influencia de la concentracion de tiourea en la fluorescencia de la proflavina en agua.
Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo/ F (circulos negros) y de tiempos de
decaimiento 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de tiourea. Se incluye también el ajuste
lineal obtenido para los tiempos (linea gris). La concentracion de proflavina en estado estacionario es
2.55%10°¢ mol dm=y para medidas de tiempos de vida es igual a 4.18x10°¢ mol dm-3. Emisién a 510
nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.31. Influencia de la concentracion de metiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros)
y de tiempos de decaimiento to / T (circulos grises), en ausencia y presencia de metiltiourea. Se
incluye también el ajuste lineal obtenido para los tiempos (linea gris). La concentracién de proflavina
en estado estacionario es igual a 2.76x10°® mol dm3y para medidas de tiempos de vida es igual a
4.15x10° mol dm3. Emision a 510 nm y excitacién a 445 nm.
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Figura 7.32. Influencia de la concentracion de 1,3-dimetiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo/ F (circulos negros) y de
tiempos de decaimiento 1o/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de 1,3-dimetiltiourea. Se
incluye también el ajuste lineal obtenido para los tiempos (linea gris). La concentracion de proflavina
en estado estacionario es igual a 3.34x10°® mol dm3y para medidas de tiempos de vida es igual a
4.17%10¢ mol dm3, Emisién a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.33. Influencia de la concentracion de tetrametiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de intensidades de fluorescencia Fo / F (circulos negros)
y de tiempos de decaimiento to/ T (circulos grises), en ausencia y presencia de tetrametiltiourea. Se
incluye también el ajuste lineal obtenido para los tiempos (linea gris). La concentracién de proflavina
en estado estacionario es igual a 3.19x10 mol dmy para medidas de tiempos de vida es igual a
4.17x10°¢ mol dm-3. Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.

Se ha investigado también la influencia de la metilurea sobre la fluorescencia de la
proflavina. Se registré el espectro de fluorescencia de la proflavina en agua en presencia
de diferentes concentraciones de metilurea. Se  observa que la intensidad de
fluorescencia permanece practicamente invariable al ir aumentado la concentracion de
metilurea (ver Figura 7.34) apreciandose incluso un pequefio incremento de la intensidad
de fluorescencia de la proflavina y no una disminucion como en el caso de las tioureas.
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Intensidad relativa de fluorescencia

500 550 600 650

Longitud de onda / nm

Figura 7.34. Espectros de emisién de fluorescencia de proflavina en agua, en presencia de metilurea
en el intervalo de concentracion de la misma de 0 a 1,29 mol dm3, [PF] = 3.27x10¢
mol dm3, Aexc=445 nm.

7.2.2 Tiempos de vida de fluorescencia

Se midio el decaimiento de la fluorescencia de la proflavina en agua con distintas
concentraciones de las cuatro tioureas estudiadas. Los decaimientos han sido
reproducidos perfectamente por funciones monoexponenciales en todos los casos.
En la Figura 7.35 se muestra un ejemplo.
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Cuentas

10
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ponderados

Figura 7.35. Decaimiento de la fluorescencia y funcion monoexponencial de ajuste para
la proflavina 4.15x10¢ mol dm-3 en agua con una concentraciéon de metiltiourea de 0.047 mol dm-3.
La muestra se excita a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm.
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En las Tablas 7.8 a 7.11 se recogen los tiempos de vida de fluorescencia de la
proflavina obtenidos a distintas concentraciones de las diferentes tioureas. El tiempo de
vida se reduce a medida que aumenta la concentracion de tiourea en el medio.

Tabla 7.8. Valores de tiempos de vida de fluorescencia t y del parametro de bondad del ajuste y?2
obtenidos para la proflavina en agua a distintas concentraciones de tiourea. La muestra se excita a
445 nm y se recoge la emision a 510 nm. [PF] = 4.18x10°¢ mol dm™3.

[Tiourea] / mol dm3 t/ns x2

0 4.959(3) 1.03
4,97x103 4.333(3) 1.01
0.0100 3.868(4) 0.99
0.0149 3.487(4) 0.96
0.0200 3.189(4) 0.96
0.0250 2.928(3) 0.94
0.0300 2.705(4) 0.93
0.0348 2.520(4) 0.93
0.0398 2.400(4) 0.92

Tabla 7.9. Valores de tiempos de vida de fluorescencia T y del parametro de bondad del ajuste y?
obtenidos para la proflavina en agua a distintas concentraciones de metiltiourea. La muestra se excita
a 445 nm y se recoge la emision a 510 nm. [PF] = 4.15x10° mol dm3.

[Metiltiourea] / mol dm-3 t/ns ¥2
0 4.965(4) 1.04
2.61x103 4.663(4) 1.05
5.86x103 4.359(3) 1.01
7.82x10°3 4.174(3) 1.04
0.0107 3.932(3) 0.99
0.0143 3.666(3) 1.03
0.0179 3.431(3) 0.93
0.0215 3.224(3) 0.93
0.0251 3.058(3) 0.99
0.0290 2.928(3) 0.99
0.0325 2.781(3) 0.97
0.0360 2.660(3) 0.91
0.0400 2.538(6) 0.88
0.0437 2.442(4) 0.89
0.0470 2.343(5) 0.84
0.0510 2.248(5) 0.90
0.0547 2.172(6) 0.94
0.0580 2.106(7) 0.88
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Tabla 7.10. Valores de tiempos de vida de fluorescencia t y del parametro de bondad del ajuste y?
obtenidos para la proflavina en agua a distintas concentraciones de 1,3-dimetiltiourea. La muestra se
excita a 445 nm y se recoge la emisién a 510 nm. [PF] = 4.17x10¢ mol dm-3,

[DMT] / mol dm-3 t/ns i

0 4.972(4) 1.05
6.04x1073 4.302(4) 1.02
0.0120 3.790(3) 0.99
0.0180 3.386(3) 0.95
0.0240 3.058(3) 0.90
0.0300 2.797(3) 0.94
0.0360 2.570(3) 0.92
0.0420 2.380(3) 0.95

Tabla 7.11. Valores de tiempos de vida de fluorescencia t y del parametro de bondad del ajuste 2
obtenidos para la proflavina en agua a distintas concentraciones de tetrametiltiourea. La muestra se
excita a 445 nm y se recoge la emisién a 510 nm. [PF] = 4.17x10¢ mol dm-3,

[TMT] / mol dm-3 T/Ns 2

X
0 4.961(4) 1.03
1.46x1073 4.794(4) 1.15
2.93x10°3 4.641(4) 0.98
4.39x10° 4.496(3) 1.02
8.34x10°3 4.168(3) 1.06
0.0129 3.878(3) 1.04
0.0159 3.705(4) 1.01
0.0189 3.550(3) 1.01
0.0219 3.410(3) 0.93
0.0250 3.265(3) 1.05
0.0290 3.155(3) 0.99
0.0320 3.039(3) 1.00
0.0360 2.941(3) 0.97
0.0390 2.838(3) 0.99
0.0427 2.754(3) 0.97
0.0460 2.691(3) 0.92
0.0497 2.624(3) 0.99

En las Figuras 7.30 a 7.33 se representa la variacion de los tiempos de vida y de la
intensidad de fluorescencia de la proflavina en presencia de tioureas en la forma de la
representacion de Stern-Volmer. El cociente de tiempos de vida to/t (siendo 1o el tiempo
de vida de fluorescencia en ausencia de tioureas) muestra una dependencia lineal con la
concentracion de cualquiera de las tioureas, a diferencia del cociente Fo/ F, que muestra
una dependencia no lineal.

A continuacion, se analizaran los resultados descritos anteriormente, relativos a la
extincién de la fluorescencia de la proflavina por las distintas tioureas, y se propondra un
mecanismo capaz de explicar esos resultados.
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7.2.3 Modelo de desactivacion

En las Figuras 7.30 a 7.33 se aprecia una dependencia lineal del cociente de tiempos
de vida 1o/t con la concentracion de todas las tioureas investigadas. Ello parece indicar
que el proceso de desactivacion de la proflavina excitada por las tioureas es un proceso
de quenching dindmico. Sin embargo, la gréafica no lineal del cociente de intensidades de
fluorescencia Fo/F respecto a la concentracion de las tioureas indica que el proceso es mas
complejo. La desviacion positiva de la grafica de Stern-Volmer podria ser debida a la
existencia de un proceso de complejacion en el estado fundamental, tal como se presenta
en el Esquema 7.2.

k

Desactivacion
p* + U > P¥-U ——mm

no radiante

K
P + U = =~  PU

Esquema 7.2. Modelo de desactivacion de la proflavina (P) por tioureas (U), con formacion
de un complejo en estado fundamental (PU) y desactivacion no radiante en el estado excitado.

En el Esquema 7.2 planteamos que la Unica especie emisora en las disoluciones de
proflavina con tioureas es la proflavina libre. El comportamiento monoexponencial de los
decaimientos de fluorescencia apoya esta hipotesis. Proponemos entonces que la
interaccidn con la tiourea provoca la desactivacion de la proflavina sin producir nuevas
especies emisoras. Por otra parte, la invarianza de los espectros de excitacion y emision
de fluorescencia con la concentracion de tiourea indica asimismo que el complejo que se
propone en estado fundamental tampoco debe tener tiene una emision significativa.

Para comprobar si el modelo propuesto es capaz de reproducir los resultados
experimentales obtenidos, deducimos a continuacién la ecuacién que representa la
influencia de la concentracion de tiourea sobre la intensidad de fluorescencia de la
proflavina.

El equilibrio de formacién de un complejo propuesto en estado fundamental implica
la siguiente relacion entre sus concentraciones (dado que se utilizan concentraciones
relativamente bajas, suponemos que las actividades son practicamente iguales a las
concentraciones):

K [PU] (7.52)
[P][U]

Si llamamos a, a la concentracion de proflavina total en la disolucion, debe

verificarse:

ag = [P] + [PU] (7.53)

Combinando las ecuaciones (7.52) y (7.53) obtenemos facilmente las concentraciones
de proflavina libre y complejada en la disolucién:

[P]

dp

= TK[U] (754)
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py) = 2ok 1Y (7.55)
1+ K]JU] '
En estas ecuaciones, [U] representa la concentracion de tiourea total en la disolucion,
que puede considerarse igual a la de tiourea libre, dado que el gran exceso de
concentracion de tiourea frente a proflavina implica que la concentracion de tiourea
complejada es despreciable frente a la de tiourea libre.

Por su parte, la concentracion de proflavina excitada en estado estacionario bajo
iluminacién continua vendré dada por:

Iy
[Pls

ss = m (7.56)

donde Ia representa la velocidad de absorcion de fotones por la proflavina (moles
absorbidos por unidad de volumen y tiempo).

En situaciones de baja absorbancia (valores inferiores aproximadamente a 0.05,
condiciones en las que se realizaron las medidas de espectros de fluorescencia), la
intensidad de luz absorbida por la proflavina a una determinada longitud de onda es
proporcional a su concentracion® y puede expresarse como:

I, =1, 2.303 € 1 [P] (7.57)

donde I, es la intensidad de la radiacién incidente, €p es el coeficiente de absorcion molar
de la proflavina a la longitud de onda de trabajo y | la longitud de paso de luz en la cubeta.
Combinando las ecuaciones (7.54), (7.56) y (7.57) se obtiene:
Ip 2303 Ep 1 a
Plss = 0] X Tkl
9] 1

(7.58)

El espectro de fluorescencia de la proflavina (Fp) depende de la concentracién de esta
especie en el estado excitado segun la ecuacion:

Fp = Xp kr [Plss (7.59)

en la cual kf es la constante de desactivacion radiante de la proflavinay xp un vector que
incluye las intensidades relativas de emision de fluorescencia de la proflavina a cada
longitud de onda. Sustituyendo (7.58) en (7.59), se obtiene facilmente la siguiente
expresion:

kP 1

Fp = Xp k—r 1,2.303 €p 1 a, -
P (1 + o [U]) (1+K[UD
P

(7.60)

Como sabemos, la relacion krp/kp representa el rendimiento cuantico de fluorescencia
de P (¢) en ausencia de desactivador. Asi, la relacion anterior puede escribirse:

1

(1 + lﬁ—; [U]) 1+ K [U])

Fp = xp ¢ 1,2.303 Ep 1 3, (7.61)

En ausencia de desactivador, el espectro de fluorescencia de la proflavina (F?) viene
dado por:
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FY = xp $P 1,2.303 Ep 1 a, (7.62)

A partir de las dos Gltimas ecuaciones puede escribirse la siguiente expresion, que
representa el espectro de fluorescencia de la disolucion que se obtendria a cualquier
concentracion de tiourea:

1

(1 + llz—; [U]) 1+ KU

Fp= F)

(7.63)

La ecuacion (7.63) implica que, a cualquier longitud de onda de emision, el cociente
de la intensidad de fluorescencia en ausencia (Fo) y en presencia (F) de quencher estaria
descrita por la siguiente ecuacion cuadrética en la concentracion de tiourea:

—=(1+—[U] (1 +K[U]) (7.64)
F kp
que puede escribirse también:
Fo _ Ky kg 2
=1+ (kp + K) [U] + , K [U] (7.65)

Como puede apreciarse en la ecuacion (7.65), el cociente de intensidades en ausencia
y presencia de desactivador viene dado, segin este modelo, por una ecuacién cuadrética
respecto a la concentracion de tiourea, que explicaria la desviacion positiva de los datos
experimentales respecto al comportamiento lineal de la ecuacion de Stern-Volmer
(Figuras 7.30 a 7.33).

Para completar el analisis del mecanismo de desactivacion de la proflavina por ureas,
resta deducir la dependencia de los tiempos de vida de fluorescencia con la concentracion
de tioureas. De acuerdo con el mecanismo propuesto en el Esquema 7.2, la velocidad de
desaparicion de la proflavina excitada viene dada por:

d[P]*
I (i + LD P (7.66)
Esta ecuacion puede escribirse:
d[P]*
— % = (kp + k4 [U]) dt (7.67)

La integracién de la ecuacion (7.67) proporciona el siguiente resultado para la
dependencia temporal de la concentracion de la proflavina excitada tras un impulso de
luz muy corto:

[P]"
—In P = (kp + Kk, [U]) t (7.68)

En la ecuacion anterior, [P]* representa la concentracion de proflavina excitada en
cualquier instante de tiempo tras la excitacion, mientras que [P]*® representa la
concentracion inicialmente excitada por el pulso de luz. Despejando la concentracion a
cualquier tiempo:

[P]* — [P]*O e—(kp+k1[U])t (769)
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La ecuacion (7.69) indica que la concentracion de proflavina excitada debe disminuir
con el tiempo segin una funcion monoexponencial, tal como se encontrd
experimentalmente en el estudio del quenching de la fluorescencia de la proflavina por
tioureas.

El tiempo de vida t de la proflavina excitada, segun la ecuacion (7.69), decrece a
medida que aumenta la concentracion de tiourea:

1

Ademas, llamando 7o al tiempo de vida de la proflavina en ausencia de tiourea,
1
T = k_p (7.71)

deducimos que el cociente de tiempos de vida de la proflavina en ausencia y presencia de
tiourea debe ser una funcion lineal de la concentracion de tiourea:
D_qjifpy 7.72
7 =14y (U] (7.72)
La dependencia lineal que predice la ecuacion (7.72) coincide con el comportamiento
experimental observado para los tiempos de vida de fluorescencia (Figuras 7.30 a 7.33).

Para comprobar la validez del modelo propuesto, procedimos a realizar para cada
tiourea un ajuste global de las ecuaciones (7.65) y (7.70) a los datos experimentales del
cociente de intensidades de fluorescencia Fo/F en el maximo de emisién (Figuras 7.30 a
7.33) y de los tiempos de vida de fluorescencia (Tablas 7.9 a 7.12), determinados en
presencia de distintas concentraciones de cada tiourea. Los resultados obtenidos se
muestran en las Figuras 7.36 a 7.39. Puede apreciarse la buena concordancia de los
valores calculados con los experimentales, tanto de las intensidades como los tiempos de
vida de fluorescencia, utilizando el Unico conjunto de valores optimizados de constantes
de velocidad y equilibrio que se muestran en la Tabla 7.12. La buena calidad de los ajustes
puede apreciarse también en las Figuras 7.40 a 7.43.
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Figura 7.36. Influencia de la concentracién de tiourea en la fluorescencia de la proflavina en agua.
Representacion del cociente de Fo / F (circulos negros), el cociente to / t (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.55x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.18x10® mol dm3, Emisiéon a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.37. Influencia de la concentracion de metiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 2.76x10® mol dm= y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.15x10® mol dm-3, Emisiéon a 510 nm y excitacion a 445 nm.
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Figura 7.38. Influencia de la concentracion de 1,3-dimetiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises) y
el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentraciéon de proflavina en
estado estacionario es igual a 3.34x10°¢ mol dm-3y para medidas de tiempos de vida es igual a 4.17x10"
6 mol dm3. Emision a 510 nm y excitacion a 445 nm.

35 15—
o FIF
3.0 - 14
it ]
% 25 Mete i %13
N4 b W
> ] >
S 1 =
= 2.0 - o 1.2
15 4 1.1
1'0‘:: METERIN BTSRRI NSNS SN T S SN SRS N N A |:I 10‘ 1 1 TR B L TR N 1 I B
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.000 0.004 0.008 0.012
[Tetrametiltiourea] / mol dm? [Tetrametiltiourea] / mol dm?®

Figura 7.39. Influencia de la concentracion de tetrametiltiourea en la fluorescencia de la proflavina
en agua. Representacion del cociente de Fo/ F (circulos negros), el cociente 1o/ T (circulos grises)
y el ajuste global para ambos (linea negra y gris respectivamente). La concentracion de proflavina en
estado estacionario es igual a 3.19x10® mol dm3 y para medidas de tiempos de vida es igual
a 4.17x10® mol dm3. Emision a 510 nm y excitacién a 445 nm.
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En las Figuras 7.40 a 7.43 se representan graficamente los tiempos de vida de
fluorescencia obtenidos para la proflavina en agua con distintas concentraciones de las
cuatro tioureas estudiadas, asi como el ajuste global de las ecuaciones (7.65) y (7.70).
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Figuras 7.40 y 7.41. Tiempos de vida de fluorescencia experimentales y calculados (obtenidos
mediante ajuste global de las ecuaciones (7.65) y (7.70) de la proflavina en agua con distintas
concentraciones de tiourea(izquierda) y metiltiourea (derecha)).
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Figuras 7.42 y 7.43. Tiempos de vida de fluorescencia experimentales y calculados (obtenidos
mediante ajuste global de las ecuaciones (7.65) y (7.70) de la proflavina en agua con distintas
concentraciones de 1,3-dimetiltiourea (izquierda) y tetrametiltiourea (derecha)).

Tabla 7.12. Constantes de velocidad y equilibrio obtenidas en los ajustes globales de intensidades y
tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en agua en presencia de diferentes tioureas y valores
de las energias de ionizacion (El) de las tioureas en fase gaseosa.

1,3-

Parametro Tiourea Metiltiourea dimetiltiourea Tetrametiltiourea
kp/ns™! 0.2050(25) 0.1985(14) 0.2073(29) 0.2047(9)
ki/mol-' dm3 ns" 5.63(16) 5.105(82) 4.71(18) 3.845(58)
K/(mol' dm?3) 1.70(25) 3.22(18) 5.91(44) 12.00(41)
El/ev? 8.5 8.29 8.17 7.82
2 Ref. 108

Los valores de kp, la constante de desactivacion de la proflavina, optimizados en el
ajuste global de intensidades y tiempos de vida de fluorescencia de la proflavina en
presencia de tioureas, coinciden perfectamente con el valor determinado en ausencia de
tioureas (valor promedio de 0.204 ns™ obtenido en los ajustes, frente al valor promedio
0.201 ns* obtenido en la medida directa).
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Los valores obtenidos de la constante de desactivacion de la proflavina excitada
por las tioureas toman valores altos (ki entre 3.8 x 10° mol? dm® sty 5.6 x 10°
mol™* dm?® s, Tabla 7.12), que indican un valor préximo al control por difusion®. Los
valores obtenidos son un poco més bajos que el méximo obtenido para los aniones,
también controlado por difusion (1.8 x 10 mol! dm?® s, Tabla 7.7) lo que puede
explicarse facilmente teniendo en cuenta que la proflavina estd protonada y tiene carga
positiva, por lo que la velocidad del proceso de encuentro en disolucién con los aniones
tiene un valor superior al de las especies neutras debido a la atraccién electrostatica. Ya
en estudios del quenching de la fluorescencia de la proflavina por el ion yoduro y por la
aliltiourea mediante técnicas de estado estacionario se habia propuesto un control por
difusion del proceso, basdndose en la influencia de la viscosidad en la eficiencia del
quenching®.

Valores similares de la constante de quenching ki (entre 3.2 x 10° mol dm® sty
4.7 x 10° molt dm® s?) se han encontrado también en el estudio del quenching de
derivados de la acridina por distintos compuestos tioorganicos neutros (aminoacidos y
acidos carboxilicos) en disolucion acuosa®'l. En ese trabajo se comprobd que cuando una
acridina con carga positiva era desactivada por un quencher de carga negativa, la
constante de quenching aumentaba proporcionalmente al producto de las cargas, lo que
indicaba que la difusion era el factor principal de control de la velocidad del proceso.

En la Tabla 7.12 parece apreciarse una disminucion de la constate de velocidad k; al
ir aumentando el nimero de sustituyentes metilo en la tiourea. Dado el control por
difusion del proceso, este hecho seguramente refleja el aumento del tamafio de la tiourea,
lo que provoca una disminucion de su velocidad de difusion, asi como un aumento del
factor estérico, si el proceso de desactivacion requiere una orientacion especifica de los
reactivos. En estudios de transferencia de carga entre el antraceno excitado y la N,N-
dietilanilina se pudo demostrar que la reorientacion molecular relativa entre los reactivos
era esencial en el proceso'*?.

A pesar de la disminucion de la constante de velocidad de reaccion de la proflavina
excitada con las tioureas al aumentar el nimero de metilos, la efectividad observada del
quenching sigue la tendencia inversa (véase la Figura 7.44). Esto es debido a que la
constante de equilibrio K de formacion del complejo no fluorescente entre la proflavina
en el estado fundamental y la tiourea muestra un claro incremento al aumentar el nimero
de metilos sustituyentes (Tabla 7.12). Este hecho puede ser debido a que la estabilizacion
del complejo tenga un importante componente de transferencia de carga. A mayor nimero
de metilos, mayor facilidad para ceder electrones tiene la tiourea (véanse los valores de
energias de ionizacion que se incluyen en la Tabla 7.12), y por tanto, mayor tendencia a
formar complejos de transferencia de carga. En la Figura 7.45 se representa el logaritmo
de la constante de equilibrio de complejacion frente a la energia de ionizacion de las
tioureas en fase gaseosa. La correlacion obtenida apoya la propuesta de que estos
complejos resultan estabilizados por transferencia de carga desde las tioureas a la
proflavina.
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Figura 7.44. Influencia de la concentracion de diferentes tioureas sobre el cociente de intensidades
de fluorescencia en ausencia y en presencia de tiourea a 510 nm.
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Figura 7.45. Valores del logaritmo de la constante de equilibrio de formacién del complejo entre la
proflavina y las tioureas en el estado electronico fundamental, representados frente a la energia de
ionizacién en fase gaseosa de las tioureas (T: tiourea; MT: metiltiourea; DMT: 1,3-dimetiltiourea;
TMT: tetrametiltiourea) (valores en la Tabla 7.12).

La comparacion de los mecanismos propuestos para explicar la desactivacion de la
proflavina por aniones y tioureas (Esquemas 7.1 y 7.2) parece indicar una mayor
tendencia a formar complejos en el caso de las tioureas (se observa el complejo en estado
fundamental para las tioureas, pero no para los aniones), junto a una mayor efectividad
de los procesos de desactivacién no radiantes. Asi, aunque la constante de velocidad de
reaccion de la proflavina excitada con los aniones azida, yoduro y tiocianato es mayor
que con las tioureas, la efectividad del quenching en estado excitado es mayor para estas
ultimas, al no observarse ni el proceso de regeneracion de los reactivos, ni la emision de
un exciplejo. Esto indica una gran efectividad de la desactivacion no radiante para los
complejos de encuentro de la proflavina excitada con las tioureas. Por otra parte, también
el hecho de que no se observe emision alguna de los complejos proflavina-tioureas
existentes en estado fundamental indica la gran efectividad de la desactivacion no
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radiante. Si un complejo en estado fundamental absorbe un fotdn, se desactivara de forma
muy efectiva por procesos no radiantes, impidiendo la emision de fluorescencia.

No podemos conocer con detalle la naturaleza de los procesos no radiantes tan
efectivos en los complejos de encuentro de la proflavina con tioureas, pero los hechos
apuntan a que puede tratarse de una transferencia electrdnica. El Unico valor publicado
que hemos encontrado para el potencial de reduccion de la tiourea es igual a
E((NH2)2CS**/(NH2).CS) = 1.074 V en acetonitrilo referido al electrodo normal de
hidrogeno®!3, Este valor fue obtenido por voltametria ciclica, pero la publicacion no
especifica si el sistema se comporta como reversible. Esta circunstancia, y el hecho de
que el potencial se ha obtenido en acetonitrilo, hace que no podamos considerar este valor
como una medida del potencial estandar directamente comparable con los potenciales de
los aniones que aparecen en la Tabla 7.7. Su valor aproximado, sin embargo, parece
indicar que la tiourea podria tener una capacidad reductora similar a la de los aniones mas
efectivos de la Tabla 7.7. Los hechos experimentales apuntan a que incluso podria ser
superior, dada la gran efectividad de la desactivacion.

Otro hecho que apunta también a la transferencia electrénica como causa de la
desactivacion del estado excitado de la proflavina por tioureas es el hecho de que la
metilurea no produce desactivacion de la fluorescencia de la proflavina. La intensidad de
fluorescencia de la proflavina incluso aumenta muy ligeramente al incrementarse la
concentracion de metilurea hasta 1.3 mol dm™3, tal como se muestra en la Figura 7.34. La
diferencia de comportamiento entre la metilurea y las tioureas investigadas es debido
probablemente a la inferior capacidad para ceder electrones de las ureas respecto a las
tioureas. El potencial de reduccién de la urea vale E((NH2)2CO**/(NH).CO) = 3.104 V
en acetonitrilo referido al electrodo normal de hidrégeno*, mucho mayor que el de la
tiourea (1.074 V) medido en las mismas condiciones, lo que refleja la gran diferencia en
la capacidad de ceder electrones entre ambos compuestos. Es bien conocido que esto se
debe a la superior habilidad del &tomo de azufre respecto al oxigeno para estabilizar un
catién radical, pero también un anién o un radical, que se hace todavia méas notable en el
caso de las amidas y ureas debido al enlace mas débil C=S respecto al C=013,

Los valores de la constante de equilibrio K de formacion de los complejos proflavina-
tioureas en estado fundamental son entre uno y dos 6rdenes de magnitud inferiores a los
obtenidos para los complejos de la proflavina excitada con los aniones mas eficientes
como desactivadores (véanse valores en las Tablas 7.7 y 7.12). Si la transferencia de carga
es un factor decisivo para la estabilidad de los complejos, este hecho es debido
probablemente a la mayor capacidad de transferencia de carga de la proflavina excitada
respecto a la misma especie en estado electronico fundamental.
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8. COMPORTAMIENTO DE LA PROFLAVINA
CON MACROCICLOS

8.1 4-SULFOCALIX[6]ARENO (SCX6)

8.1.1 Serie de absorcion

Se han registrado los espectros de absorcion de la proflavina en presencia
de 4-sulfocalix[6]areno (SCX6) 1.19 x10° mol dm™ (ver Figura 8.1), en el intervalo de
concentracion de la sonda de 0-5.4x10"° mol dm.

2_5 T T T T | | T T T T | | T T T T | | T T

Absorbancia

[PF1/M

0.5
0.0 ——— 1
200 300 400 500
A/ nm

Figura 8.1. Espectros de absorcion de la proflavina en agua en presencia de SCX6 para el intervalo de
concentracion de PF 0-5.4x105 mol dm. [SCX6] = 1.19 x 10-> mol dm-3,

En la Figura 8.1 se puede observar que el espectro de absorcion del SCX6
([PF] = 0 mol dm) muestra una banda situada en torno a 210 nm mientras que
la absorbancia del calixareno es despreciable a A > 330 nm. A medida que aumenta la
concentracion de PF la banda situada a 445 nm, que corresponde a la forma catiénica de
la PF, va aumentando su absorbancia.

El SCXG6 tiene densidad de carga negativa en el borde superior debido a sus 6 grupos
sulfonato, por lo que puede asociarse con la PF, que se encuentra en su forma protonada
P, dando lugar a un complejo 1:1, que llamaremos COM para simplificar la notacion, de
acuerdo con el equilibrio:

K

—e——

P + SCX6 ~—— COM

La constante de complejacion K seria igual a:

o _lcomy X ©.1)
~ [PI[SCX6]  (ap — x)(bo — ) '

donde x es la concentracion de complejo y ao y bo representan las concentraciones totales
de PF y SCXG6 (esta tltima constante en la serie) respectivamente.
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Dado que las concentraciones ao y bo son del mismo orden de magnitud, no se puede
despreciar la x en ninguno de los términos del denominador. Reagrupando términos en la
ecuacion (8.1) y simplificando llegamos a la siguiente ecuacion de segundo grado:

1
XZ + X (_ao - bo - E) + aobo =0 (82)

Despejando x y resolviendo la ecuacion (8.2) se comprob6 que la solucion correcta era
la siguiente:

(30 +bo + %) — (a0 by — %) — 4agby

X = > (8.3)

La absorbancia a cualquier longitud de onda A vendra dada por:
AN = A} + Alcxe + Atom (8.4)

donde A}, AX.xe Y Akowm SON las absorbancias del cation de la PF, el SCX6 y el complejo
respectivamente a la longitud de onda A.

Asumiendo que se cumple la ley de Lambert-Beer, de la ecuacion (8.4) se obtiene:

A = €} x1x [P] + €hcxe X 1 X [SCX6] + e8opm X 1 X [COM] (8.5)

donde €}, e2cxe Y €2om SON los coeficientes de absorcion molar de P, SCX6 y COM
respectivamente.

Sustituyendo [P], [SCX6] y [COM] por su valor llegamos a la siguiente expresion:

A7L = 8%(30 7 X) + E}S\CXG(bO 75 X) + EéOM X (86)

Reagrupando términos obtenemos la ecuacion:

o A AL A A
A = epag + edcxebo — x(eb + 8cxe — SCOM) (8.7)

De acuerdo con la ecuacion (8.7), en ausencia de complejacién (x = 0) la absorbancia
aumentaria linealmente con la concentracién total de proflavina (ap) con una pendiente
&8, pero a medida que se forma el complejo el aumento de A* con ao es menor que el dado
por la recta anterior como consecuencia del término negativo, por lo que en la
representacion de A frente a A debe aparecer una curvatura hacia abajo.

En la Figura 8.2 se ha representado la absorbancia experimental frente a la
concentracion de proflavina a 260 nm, 400 nm, 440 nm y 470 nm. Se observa claramente
que la dependencia de la absorbancia con ao no es lineal, sino que muestra una curvatura
hacia abajo, lo que soporta la hipétesis de que hay complejacion de la sonda con el SCX6.

Se ha comprobado si las ecuaciones (8.3) y (8.7) se ajustan a los datos experimentales
de absorbancia-[proflavina]. Primero se ha realizado un ajuste global
de las ecuaciones (8.3) y (8.7) a los datos de absorbancia correspondientes a la primera
banda de absorcion: intervalo 350-550 nm, lectura de un punto cada 10 nm.
En la Figura 8.2 se ha representado el valor optimizado de la absorbancia frente a la
concentracion de PF, ap, a 410 nm, 440 nm y 470 nm, poniéndose de manifiesto que las
ecuaciones (8.3) y (8.7) ajustan perfectamente los datos experimentales.
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Figura 8.2. Absorbancia de la PF en presencia de SCX6 en funcion de la concentracién de PF
a diferentes longitudes de onda y ajuste de las ecuaciones (8.3) y (8.7) a los datos experimentales.

El ajuste global proporciona ademas los valores de €}, Aoy ¥ €20y €n el intervalo de
longitud de onda analizado (ver Figura 8.3) y de la constante de complejacion K, cuyo
valor fue: K = 7(1) x 10° mol* dm®,
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Figura 8.3. Representacion de los valores de &}, ei.ys v &}y obtenidos del ajuste global de
las ecuaciones (8.3) y (8.7) a los datos experimentales de absorbancia-[proflavina] a diferentes
longitudes de onda de la primera banda de absorcion de la PF.
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En la Figura 8.3 se observa que la primera banda de absorcion obtenida para el cation
complejado COM, es muy semejante a la de P libre, mientras que el SCX6, como era
esperado, no muestra absorcion apreciable en ese intervalo de longitud de onda. Hay que
indicar que, a pesar de la buena coincidencia entre la absorbancia experimental y
calculada (Figura 8.2), el ajuste ha proporcionado un valor para €p, en el maximo
(ver Figura 8.3) muy inferior al obtenido en el capitulo 5 (4.07 x10* mol* dm® cm™,
ver Figura 5.9) y al bibliografico (3 — 4.2 x10* mol* dm?® cm™)#"%,

Seguidamente se ha repetido el analisis global para los datos correspondientes a la
segunda banda de absorcion de la proflavina: intervalo 205-320 nm, leyendo un punto
cada 5 nm. La buena calidad del ajuste se aprecia en la Figura 8.2, que muestra los datos
experimentales de absorbancia frente a la concentracion de proflavina a 260 nm asi como
los proporcionados por la optimizacion. La Figura 8.4 recoge los valores de €3, edcys v
e} omObtenidos del ajuste global de las ecuaciones (8.3) y (8.7) a los datos experimentales
de absorbancia correspondientes a la segunda banda de absorcion. Se percibe en la Figura
8.4 que el espectro del complejo muestra las contribuciones de P (banda situada a ~255
nm) y SCX6 (hombro a 285 nm y region en torno a 210 nm).
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Figura 8.4. Representacion de los valores de &3, ek ys ¥ €toy Obtenidos del ajuste global
de las ecuaciones (8.3) y (8.7) a los datos experimentales de absorbancia-[proflavina] a diferentes
longitudes de onda de la segunda banda de absorcion de la PF.

La optimizacién condujo a un valor para la constante de asociacion K
de 1.71(8) x 10° mol* dm?3. Vemos que este valor de K es significativamente diferente
que el obtenido del ajuste de los datos de la primera banda de absorcion de la PF
(7(1) x 10° mol* dm?®). Ademés, como ya se ha mencionado anteriormente, el valor
obtenido para ep en el maximo de la primera banda de absorcion es significativamente
inferior al que le corresponde a P. Estos hechos sugieren que el modelo de asociacion del
SCX®6 con P no es tan sencillo como el que hemos propuesto. El estudio de la influencia
de la concentracion de SCX6 sobre la fluorescencia de P, que se aborda a continuacion,
puede proporcionar informacion relevante sobre el proceso de complejacion.
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8. Comportamiento de la proflavina con macrociclos

8.1.2 Serie de fluorescencia

Se registraron los espectros de emision de fluorescencia de la PF, a Aexc = 445 nm, en
agua en presencia de SCX6 (ver Figura 8.5) aumentando progresivamente la
concentracion del calixareno en el intervalo de 0 a 5.83 x 10° mol dm™ para una
concentracion de PF constante de 2.3 x10° mol dm,
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Figura 8.5. Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua, en presencia de SCX6
en el intervalo de concentracién 0 — 5.83 x 103 mol dm3. [PF] = 2.3 x 10°* mol dm™. Aexc = 445 nm.

Observando la Figura 8.5 vemos como a medida que aumenta la concentracién de
SCXG6 la intensidad de fluorescencia de la PF, debida al catién P*, va disminuyendo y
parece que el espectro de emision se desplaza ligeramente hacia el rojo.
El desplazamiento observado para el espectro de emision de la PF en presencia de SCX6
indica que hay dos especies emisoras distintas en disolucion.

Por otra parte, en la Figura 8.6 se han representado los espectros de excitacion de la
PF sin SCX6 y cuando la concentracion de SCX6 es 4.33 x 10" mol dm, asi como el
espectro de absorcion de la PF en agua. Observamos que ambos espectros de excitacién
son distintos, por lo que hay dos especies distintas en el estado fundamental. El espectro
de excitacion obtenido cuando la concentracion de SCX6 es cero se superpone con el
espectro de absorcién de P, en concordancia con el hecho de que a pH neutro el cation es
la forma estable de la proflavina. Sin embargo, el espectro de excitacion obtenido para
una concentracion de SCX6 de 4.33 x 10" mol dm esta ligeramente desplazado al rojo
respecto al registrado en ausencia de SCX6, lo que indica que existe alguna interaccion
entre Py el SCX6. Como se discutio en el apartado 8.1.1, dada la estructura de las especies
Py SCXB6, se produce una interaccion electrostatica entre las cargas negativas de los 6
grupos sulfonato del SCX6 y la positiva de P que da lugar a la formacién de un complejo
entre ambos.

105



SONIA GONZALEZ FERNANDEZ

10 F
[SCX6] =0 mol dm™ = 0.25
"— [SCX6]=4.33x10" mol dm’ )
0.8 - O AbsP

0.20

0.6 0.15

Absorbancia

0.4 0.10

0.2 0.05

Intensidad relativa de fluorescencia

0.0

350 400 450 500

Longitud de onda /nm

Figura 8.6. Espectros de excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo (Aemis= 510 nm)
de la proflavina en agua en ausencia de SCX6 y para una [SCX6] = 4.33 x 103 mol dm™ junto con
el espectro de absorcion del cation P de la PF en agua.

En la Figura 8.7 se aprecia que los espectros de emision normalizados en el maximo
de la PF en agua sin SCX6 y para una concentracion de SCX6 de 5.83 x 103 mol dm™ (el
primer y ultimo espectros de emision de la serie realizada) son diferentes.
El espectro con maximo a 510 nm corresponde, como ya se indicé anteriormente, a la
forma catidnica P de la PF sin complejar. Por otra parte, la banda de emision registrada a
la concentracion de SCX6 més alta de la serie esta situada en torno a 528 nm. EI hecho
de que el espectro de emision se desplace al rojo al aumentar la concentracion de SCX6,
y por tanto de complejo, indica que la especie P emite a mayor longitud de onda cuando
esta asociada al SCX6 que cuando esta libre. Ademas, la intensidad de fluorescencia de
la proflavina disminuye apreciablemente a medida que aumenta la concentracion de
SCXG6 (ver Figura 8.5), lo que sugiere que el rendimiento cuantico de fluorescencia de la
sonda es significativamente menor cuando esta asociado al SCX6 que cuando esta libre.
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Figura 8.7. Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua normalizados
en el maximo en ausencia de SCX6 y para [SCX6] = 5.83 x 10-3 mol dm-3. Aexc=445nm.
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8. Comportamiento de la proflavina con macrociclos

De acuerdo con lo anterior, la disminucién de intensidad de fluorescencia del cation
de la PF en presencia del SCX6 es debida a un proceso de quenching estatico, puesto que
tiene lugar la asociacion de P con el SCX6 en el estado fundamental para dar un complejo
COM, que asumiremos inicialmente que tiene estequiometria 1:1, de acuerdo con el
equilibrio:

K
P + SCX6 ~~——= COM

La constante de formacion del complejo K se define de la siguiente forma:

K= [COM] .
~ [P][SCX6] (88)

donde [P], [SCX6] y [COM] representan las concentraciones de P, SCX6 y el complejo
COM respectivamente. De acuerdo con el equilibrio de asociacion se cumple que:

[P] =a, — [COM] (8.9)
donde ag es la concentracion total de PF, constante en la serie.

Despejando [P] de la ecuacion (8.8) y sustituyendo el resultado en la ecuacion (8.9) se
obtiene:

[COM] = M (8.10)
1+ K[SCX6] '

La sustitucion de la expresion para [COM] en la ecuacion (8.9) conduce a:
do

[P] = T K[SCX6] (8.11)

Las fracciones molares de complejo y P, xcom Y Xp respectivamente, resultan de
dividir las ecuaciones (8.10) y (8.11) por la concentracidn total de PF (ao):

L _KISCX] (8.12)
COM ™ 1 4 K[SCX6] '
1
(8.13)

*P = 1 ¥ K[SCX6]

Asumiendo que la fluorescencia observada es originada por la emision de P” libre y P*
asociado al SCX6 (COM®), y que no hay quenching dinamico, dado que las
concentraciones de calixareno utilizadas (< 6 x 10" mol dm) son demasiado bajas para
que se produzca el encuentro colisional entre P* y el SCX6 antes de que P~ se desactive
(t ~ 5 ns)®5H1 | intensidad de fluorescencia total a cualquier longitud de onda, F%,
vendra dada por la ecuacion (8.14).

F} = Fpxp + Feom Xcom (8.14)

En la ecuacion (8.14) F y Fioy representan las intensidades de fluorescencia que se
obtendrian a esa longitud de onda en ausencia de SCX6 y si toda la PF estuviese
complejada, respectivamente.
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Se aplico el método PCA a los espectros de emision de la Figura 8.5. El andlisis
concluyd que son necesarios dos componentes para reproducir la serie de espectros
experimentales. Los autovectores V1 y V> obtenidos se muestran en la Figura 8.8 junto
con el valor de sus coeficientes Z1 y Z> a cada concentracion de SCX6. Ademas,
en la Figura 8.9 se observa que hay una buena concordancia entre los espectros
experimentales y los calculados a partir de los dos autovectores y sus coeficientes,
lo que confirma también que dos componentes son suficientes para reproducir
los espectros experimentales de la serie.
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Figura 8.8. (a) Representacion de los autovectores Vi y V; asociados a los dos autovalores.
(b) Variacion de los coeficientes Z1 y Z; de la matriz Z con la concentracion de SCX6.
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Figura 8.9. Espectros de fluorescencia experimentales de la PF en agua en presencia de SCX6 con
concentraciones del mismo de: (1) 0 mol dm™, (2) 2.20x10* mol dm-3, (3) 7.71x10* mol dm-3, (4)
2.13x1073 mol dm3 y (5) 5.83x10-3 mol dm3, junto con los calculados a partir de los autovectores y
coeficientes de la Figura 8.8.

Con el fin de obtener los espectros puros de la proflavina libre y el complejo, asi como
la constante de asociacion, se ha realizado un andlisis global de las ecuaciones
(8.12)—(8.14) correspondientes al modelo propuesto combinado con en el método PCA.
El anélisis PCGA dio como resultado los espectros puros de P* y COM”™ vy
los coeficientes experimentales y tedricos que se recogen en la Figura 8.10 asi como
un valor para la constante de complejacion de: K = 3.0(1) x 10% mol™* dm?.
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Figura 8.10. (a) Espectros puros de P* y COM" y (b) coeficientes experimentales y calculados
resultantes del ajuste PCGA de las ecuaciones (8.12)-(8.14) (modelo de una complejacion)
a los espectros de la Figura 8.5.

En la Figura 8.10, se aprecia que el modelo propuesto no ajusta bien los datos
experimentales: a concentraciones bajas de SCX6 el descenso del coeficiente
experimental de P es mucho méas acusado de lo que predice el modelo de complejacién
1:1. Esto sugiere que a concentraciones bajas de SCX6 hay una primera complejacion
muy efectiva entre P y una molécula de SCX6 para dar un complejo 1:1, COM1, y al
aumentar la concentracion de SCX6 se produce una asociacion de P con dos moléculas
de SCX6 para dar el complejo 1:2, COM2, de acuerdo con los equilibrios:

P + SCX6 —— COMI1

P + 2SCX6 ——= COM2

Por una parte, sabemos que son suficientes dos componentes para reproducir todos los
espectros de la serie (ver Figura 8.9). Por otra parte, se observa (ver Figura 8.5) que a
bajas concentraciones de SCX6, condiciones en las que la proporcion del complejo
COM2 debe ser muy pequefia respecto a la de COM1, la intensidad de fluorescencia
disminuye, pero la forma del espectro de emisiébn no cambia, mientras que a
concentraciones altas de calixareno, situacién en la que debe predominar COM2, se
observa un desplazamiento al rojo del espectro de emisidn. De acuerdo con esto, parece
que el espectro de COM1™ debe ser igual que el de P, pero con menor rendimiento
cuéntico de fluorescencia que el de éste.

Las constantes de equilibrio de asociacion K1 y Kz son definidas de la siguiente forma:
[COM1]

_ [com2]
27 [P][SCX6]? (817

donde [P] y [SCX6] ya han sido definidas previamente, y [COM1] y [COMZ2] son las
concentraciones de los complejos COM1 y COM2. Si llamamos ao a la concentracién
total de proflavina se cumple:

[P] = a, — ([COM1] + [COM2]) (8.18)
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Despejando [P] en la ecuacion (8.16) y [COMZ2] en la ecuacion (8.17) y sustituyendo
ambas en la ecuacion (8.18) se obtiene [COML1]:

COM1] = 20K, [SCX6] 8.19
[ I= 1+ K;[SCX6] + K,[SCX6]? (8.19)
La sustitucion de la ecuacion (8.19) en la ecuacion (8.17) conduce a:
aoK,[SCX6]?
[COM2] = oKz [SCX6] (8.20)

1+ K, [SCX6] + K4 [SCX6]?

Introduciendo las expresiones obtenidas para [COM1] y [COM2] en la ecuacion (8.18)
se obtiene:

"~ 1+ K,[SCX6] + K,[SCX6]2

[P] (8.21)

Dividiendo [COML1], [COM2] y [P] entre ao se obtienen las fracciones molares de esas
especies (xcom1, Xcomz ¥ Xp):

~ K, [SCX6] -

oMt = TR [SCX6] + K, [SCX6]2 (822)

A K, [SCX6]? s

Xeom2 = 77K TSCX6] + Ko [SCX6]2 (8.23)
1

Xp = (8.24)

1+ K, [SCX6] + K,[SCX6]?

La fluorescencia total de la PF a cualquier longitud de onda, F2, vendra dada por la
suma de la emision de P”, y los complejos COM1™y COM2" de acuerdo con:

F} = F} xp + Fom1 Xcomr + Feomz Xcomz = Fa(xp + & xcom1) + Faomz Xcomz
(8.25)

donde F2, FAoum; Y Faomo Son las intensidades de fluorescencia a A que se obtendrian si
todo el cation de la PF estuviese sin complejar, asociado con una molécula de SCX6 o
complejado con dos moléculas de SCX6 respectivamente y ademas se ha supuesto que
FAomi = aF}, siendo o una constante de proporcionalidad que refleja la diferencia de
rendimientos cuanticos de P*y COM1".

Se ha repetido el analisis PCGA con las ecuaciones (8.22)—(8.25) correspondientes al
modelo de dos complejaciones. En la Figura 8.11 se han representado los espectros puros
de P"y COMZ2" asi como los coeficientes experimentales y tedricos obtenidos. Se puede
ver que hay una buena concordancia entre los valores experimentales de los coeficientes
y los calculados en todo el intervalo de [SCX6], por lo que el modelo de dos
complejaciones planteado justifica el comportamiento experimental de la sonda en
presencia de SCX6.
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Figura 8.11. (a) Espectros puros de P* y COM2" y (b) coeficientes experimentales y calculados
resultantes del ajuste PCGA de las ecuaciones (8.22)-(8.25) (modelo de dos complejaciones)
a los espectros de la Figura 8.5.

Los valores de Ki y K resultantes de la optimizacion (ver Tabla 8.1) fueron:
Ki = 9(3) x 10* mol't dm®y Kz = 1.6(5) x 10® mol? dm®. Ademas, se obtuvo un valor
para la relacion de rendimientos cuanticos de P*y COM1” (a): o = 0.74(2).

Tabla 8.1. Valores de K; y K, y a obtenidos mediante el ajuste global PCGA de las ecuaciones
(8.22)—(8.25) a los espectros de emision de la PF en presencia de SCX6.

K¢ /10* mol' dm? Kz /108 mol2dm® o
9(3) 1.6(5) 0.74(2)

El valor de Ki es algo superior al publicado para la constante de asociacion 1:1
del catién de la acridina, molécula analoga a la PF, pero sin los grupos amino, con

el SCX6 (2.5 x 10* mol* dm3)11°,

Hemos visto que la formacién del complejo 1:1 no modifica la forma ni la posicion
del espectro de P*, a pesar de que la cavidad del SCX6 es hidrofdbica, lo que sugiere que
en COML1" la sonda no esta dentro del calixareno, sino que ésta esta localizada en la
proximidad del borde superior del SCX6, con la carga positiva, que esta deslocalizada
entre el NH de la acridina y un grupo amino, orientada hacia los grupos sulfonato del
SCX6. En el caso del complejo COM2", la interaccion de la sonda con las dos moléculas
de SCX6 desplaza la banda de emision al rojo, como se aprecia en
la Figura 8.11(a), lo que nos puede hacer pensar que la sonda se encuentra dentro de la
cavidad formada por dos moléculas de SCX6. Sin embargo, teniendo en cuenta el
comportamiento del espectro de emision de P en diversos disolventes (Figura 6.7) y que
la cavidad del SCX6 es hidrofdbica, cabria esperar un desplazamiento del espectro de
emision al azul y no al rojo si la proflavina que forma parte del complejo COM2” se
encontrara dentro de la cavidad del SCX6. El desplazamiento espectral observado debe
ser originado entonces por una interaccion especifica de P* con la molécula de SCX6,
probablemente enlace de H entre un grupo amino de P” y un hidroxilo del calixareno, y
esta interaccion puede darse tanto si la sonda esta dentro como fuera del SCX6.

Por otra parte, dado que los espectros representados en la Figura 8.11 (a) corresponden
a la situacion en que toda la PF esté libre o bien formando el complejo COM2, las
intensidades que muestran estos espectros seran proporcionales a los coeficientes de
absorcion molar a la longitud de onda de excitacion (445 nm) y los rendimientos cuanticos
de fluorescencia (¢) de las especies implicadas. Asumiendo que los coeficientes de
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absorcion molar de P, COM1 y COM2 son analogos en el maximo, cabe esperar que el
valor de £** sea ligeramente inferior para COM2 (y es posible que para COM1) que para
la sonda libre ya que se observa un pequefio desplazamiento al rojo del espectro de
excitacion al aumentar la  concentracion de SCX6 en el medio
(ver Figura 8.6). A pesar de ello, esta pequefia disminucion no justifica el gran descenso
de intensidad observado en la Figura 8.11 (a) y sugiere que ¢ es significativamente menor
para la especie COM2 (y algo menor también para COML1, pues o es menor
que 1) que para la sonda libre. Este descenso del rendimiento cuantico de fluorescencia
es debido probablemente a un aumento de la constante de velocidad de desactivacion no
radiante como consecuencia de la interaccion de la sonda con el SCX6. En el capitulo 7
se comprob6 que la transferencia electrénica juega un papel determinante en la
desactivacion de la emision de la PF por distintos quenchers dadores de electrones. Dado
que el SCX6 es una molécula rica en electrones®!18, es probable que el descenso del valor
del rendimiento cuéntico observado para el complejo se deba a una transferencia
electronica del SCX6 a P”.

La existencia de un proceso de desactivacion no radiante por interaccion de la
proflavina con el SCX6 conduciria también a una disminucion del tiempo de vida de
fluorescencia de la sonda en los complejos COM1 y COM2. Las medidas de fluorescencia
resuelta en el tiempo permitirdn detectar las tres especies emisoras y evidenciar la
existencia de dos complejaciones de P con el SCX6.

8.1.3 Tiempos de vida de fluorescencia

Se midio el decaimiento de fluorescencia de la proflavina en agua a 510 nm con
distintas concentraciones de SCX6 en el intervalo 0 — 6.66 x 10 mol dm™ a una
Lexc = 370 nm y en angulo magico. Hemos visto en el apartado anterior que en presencia
de SCXG6 la proflavina da lugar a los complejos COM1 y COM2, que muestran diferente
rendimiento cuantico de fluorescencia que la proflavina libre, por lo que cabe esperar que
sus tiempos de vida de fluorescencia sean distintos. Ademas, los tiempos de vida de
fluorescencia de estas tres especies deben ser independientes de la concentracion de
SCX6 porque, como ya se menciond en el apartado anterior, a las concentraciones de
calixareno utilizadas (< 10" mol dm=) el calixareno no tiene tiempo de aproximarse a P*
antes de que éste se desactive al estado fundamental (no hay quenching dinamico).

De acuerdo con lo anterior, una funcién triexponencial deberia ajustar globalmente los
decaimientos de fluorescencia registrados en todo el intervalo de concentracion de SCX6.
Ademas, el modelo predice que el valor de los tres tiempos de vida debe ser independiente
de la concentracién de SCX6, mientras que sus amplitudes han de ser funcion de la
concentracion de calixareno, ya que esta determina la proporcion de P, COM1y COM2
presente en el estado fundamental. Se comprobd sin embargo que es necesaria una
funcién F(A,t) con cuatro exponenciales (ecuacion (8.26)) para reproducir todos los
decaimientos de emision experimentales de la serie. Cada término de la ecuacion (8.26)
es igual al producto de una amplitud a;(1), cuyo valor depende de la longitud de onda de
emision (en este caso A = 510 nm), por un término exponencial e("%/™ dependiente del
tiempo y del tiempo de vida de fluorescencia t;. La Figura 8.12 recoge los decaimientos
experimentales, el pulso de excitacion, las funciones tetraexponenciales ajustadas y los
residuos ponderados para las concentraciones de SCX6: 0, 5.33 x 10°, 2.44 x 10* vy
6.66 x 10 mol dm.

FOLt) = a; (W)eCY™ 4 a,(W)eCY™) 4 a,(W)e™) 4 3,(M)e"Y™)  (8.26)
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Figura 8.12. Decaimiento de la fluorescencia en escala lineal y logaritmica de la PF a 510 nm
en agua con las concentraciones de SCX6: (@) 0 mol dm3, (b) 5.33 x 105 mol dm3,
(c) 2.44 x 10* mol dm3 y (d) 6.66 x 104 mol dm3 junto con el perfil temporal del pulso de excitacién,
la funcion tetraexponencial ajustada globalmente a los datos y los residuos ponderados. [PF] = 4.10
x 10" mol dm™3, Aexc = 370 nm.
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La distribucion de los residuos pone de manifiesto que la funcion tetraexponencial
reproduce adecuadamente el decaimiento de la fluorescencia.

Los tiempos de vida de fluorescencia t1, T2, T3 Y 14 obtenidos del analisis global, asi
como los valores de sus amplitudes ai, a2, as y as a las distintas concentraciones de SCX6
se recogen en la Tabla 8.2.

Tabla 8.2. Resultados del ajuste global de una funciéon con cuatro términos exponenciales a los
decaimientos de fluorescencia a 510 nm de la PF en presencia de SCX6. Se muestran los valores
obtenidos para los tiempos de vida 71, 12, 73 ¥ T4, sus amplitudes a4, az, a3 y aa.

[SCX6] / mol dm™3 ai az a3 a4

0 5164.42 2.06 69.42 921.35
2.43x10°¢ 5086.36 0 102.26 1077.90
6.47x10¢ 5026.17 71.11 137.31 1049.69
1.21x103 4684.09 357.64 129.42 1261.38
2.26x107 4363.97 575.28 260.85 1247.61
3.29x107 4093.53 748.48 344.61 1249.21
4.87x10° 3820.79 965.94 389.73 1351.02
4.99x10° 3397.56 1316.50 483.72 1315.48
5.33x10°3 3521.26 1293.02 398.25 1381.17
9.98x107 2288.99 2100.49 865.85 1354.85
1.50x10# 1611.90 2374.14 1183.12 1301.39
1.99x104 1205.17 2605.19 1463.01 1450.53
2.44x10° 947.80 2694.02 1571.87 1532.56
2.94x10 658.55 2723.87 1833.97 1473.05
3.44x10 444.16 2741.48 2055.86 1549.52
3.89x10 342.43 2628.16 2158.11 1588.17
4.39x104 253.43 2588.60 2350.93 1672.86
4.89x104 153.37 2532.57 2426.42 1664.09
5.39x10* 77.611 2464.13 2552.12 1801.82
5.89x104 68.81 2246.43 2598.96 1810.15
6.66x10 0.0042 2196.99 2832.40 1884.22

Tiempo Valor / ns

T 4.989(2)

v 4.26(7)
w 1.75(2)
T4 0.117(4)

La Figura 8.13 muestra el perfil temporal de los cuatro componentes obtenidos en el
analisis global que permiten reproducir todos los decaimientos de emisién
experimentales. En la Figura 8.14 se recogen los decaimientos de fluorescencia
experimentales de la Figura 8.12 junto con las contribuciones de los cuatro componentes
y la suma de las contribuciones.
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Figura 8.13. Perfil temporal de los componentes 1, 2, 3 y 4 obtenidos mediante analisis global de
la serie de decaimientos de fluorescencia experimentales de la PF a 510 nm en presencia de SCX6.
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Figura 8.14. Decaimiento de la fluorescencia a 510 nm de la PF en agua con las concentraciones
de SCX6: (a) 0 mol dm3, (b) 5.33 x 10> mol dm3, (c) 2.44 x 10** mol dm3 y (d) 6.66 x 10"* mol dm-3
junto con las participaciones de los componentes 1, 2, 3 y 4 de la Figura 8.12 y la suma
de las contribuciones.
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Se aprecia en la Figura 8.14 que en ausencia de SCX6 el decaimiento de emision se
debe préacticamente al componente t1, con un tiempo de 4.990 ns, que es concordante con
el valor publicado para esta sonda en agua®**®!* y corresponde al cation de la PF libre
P*. Al aumentar la concentracion del calixareno la participacion de P* va disminuyendo
(es practicamente cero a la concentracion mas alta de SCX6) mientras que aumenta la de
los componentes 2 y 3, que deben corresponder a los complejos COM1 y COM2. La
asignacion de los componentes a cada especie es mas clara si se analiza la dependencia
de las amplitudes de los cuatro tiempos de vida con la concentracion de SCX6 en todo el
intervalo estudiado. Se han representado en la Figura 8.15 los valores de las amplitudes
a1, a2, az Yy as, obtenidas en el andlisis global, asi como los correspondientes a las
amplitudes corregidas (divididas por el tiempo de medida de cada decaimiento) a§, a$,
a5 y a§ en funcidn de la concentracion de SCX6. Los valores de las amplitudes a§, a$, a$
y a§ a cada concentracion de SCX6 son un reflejo de las proporciones en el estado
fundamental de las especies emisoras.

6000
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Figura 8.15. a) Representacion de las amplitudes ai, az, a3 y a4 obtenidas mediante el ajuste global
de la ecuacion (8.26) a los decaimientos de fluorescencia de la PF a 510 nm y b) las amplitudes

corregidas por el tiempo de medida de cada decaimiento af, a3, a5 y aj, en funcion de
la concentracion de SCX6.

Se ve claramente en la Figura 8.15 que el tiempo t1 (4.990(2) ns), que hemos asignado
a P® muestra una amplitud (a$) cuyo valor desciende a medida que aumenta la
concentracion de SCX6, como era de esperar debido a que la concentracion de PF libre
disminuye a medida que se produce la complejacion de P con el SCX6 en el estado
fundamental. La amplitud a$, del tiempo 12 (4.26(7) ns), es nula en ausencia de SCX6 y
aumenta con la concentracion de SCX6 hasta una [SCX6] ~ 1 x 10 mol dm™ en que a$
alcanza un valor casi constante y a concentraciones mas altas de SCX6 empieza a
disminuir lentamente. Este es el comportamiento esperado para COM1” ya que su
fraccion molar en el estado fundamental (ver ecuacion (8.22)) aumenta inicialmente con
la concentracién de SCX6, pero a medida que se incrementa la concentracion de SCX6
se favorece la formacion del complejo 1:2, COM2, por lo que la fraccion molar de COM1
pasa por un maximo y empieza a disminuir. Podemos asegurar entonces que COM1” es
la especie responsable del tiempo de vida de 4.26 ns. Por otra parte, la amplitud a§,
asociada a t3 (1.75(2) ns), es también cero cuando no hay SCX6 presente en el medio,
pero su valor aumenta progresivamente al afiadir calixareno a la disolucién, mostrando el
valor maximo a la concentraciéon de SCX6 mas alta de la serie. Esta dependencia de la
amplitud a§ con la concentracion de SCX6 es analoga a la que muestra la fraccion molar
de COM2 con la concentracion del calixareno (ver ecuacion (8.23)) y permite asignar esta
amplitud y su tiempo de vida de 1.75 ns al complejo COM2”.
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Falta por explicar la presencia del tiempo de vida t4 (117(4) ps). Este tiempo, mucho
méas corto que el correspondiente al de la PF (libre o complejada), muestra una
contribucion pequefia y practicamente independiente de la concentracion de SCX6, como
se observaen las Figura 8.14 y Figura 8.15, y no guarda relacion con el modelo propuesto.
Kumar y col.®! realizaron medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo de la PF en agua
(y otros disolventes) en escala de fs y obtuvieron decaimientos triexponenciales que
atribuyeron a la existencia de dos estados emisores de energias proximas para la PF: 1B
(estado de Franck-Condon) y *A;. Ademas del tiempo de vida de la proflavina, 4.6(2) ns,
que corresponde a la emision desde el estado *As, detectaron dos tiempos ultrarrapidos
de 1.26 ps, que atribuyen al decaimiento del estado !B junto con la dindmica de
solvatacion y la poblacion del estado A, y de 71.6 ps, que asignan a la emision desde el
estado 1B relajado. En la escala temporal de nuestras medidas de fluorescencia resuelta
en el tiempo (ps) el componente de 1.26 ps no es detectable, pero el tiempo 14, de 117 ps,
debe ser el resultado de la emision desde el estado B, relajado de la PF. Este tiempo no
se ve afectado por la asociacion de la PF con SCX6.

Las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo han permitido ratificar el modelo
de dos complejaciones propuesto para la PF en el apartado 8.1.2. Asi, aunque P*y COM1”
tienen el mismo espectro de emision los tiempos de vida de fluorescencia de las tres
especies emisoras son diferentes, por lo que se pudo obtener la dependencia de la emisién
de cada una de ellas con el tiempo y las amplitudes asociadas a sus tiempos de vida, que
permitieron comprobar que éstas siguen la dependencia de las concentraciones de estas
tres especies marcadas por los dos equilibrios de complejacion.

8.2 4-SULFOCALIX[4]ARENO (SCX4)

8.2.1 Serie absorcion

La Figura 8.16 recoge los espectros de absorcion de la PF en presencia
de 4-sulfocalix[4]areno (SCX4) 2.22 x 10" mol dm en el intervalo de concentracion de
la PF 0—4.2 x 10 mol dm?.

Absorbancia

Figura 8.16. Espectros de absorcion de la proflavina en agua en presencia de SCX4, para
un intervalo de concentracion de PF 0-4.2x 10-3 mol dm-3. [SCX4] = 2.22 x 10> mol dm-3.
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Se observa en la Figura 8.16 que el SCX4 muestra una banda de absorcién con maximo
en torno a 205 nm y al incrementar la concentracion de PF el espectro de absorcion de la
sonda va aumentando su absorbancia. La Figura 8.17 muestra los datos experimentales
de absorbancia-[PF] a varias longitudes de onda. Se observa que a concentraciones bajas
de PF la absorbancia presenta una dependencia lineal con la concentracion de sonda, pero
al aumentar la concentracion de la PF se aprecia una ligera curvatura hacia abajo, por lo
que debe producirse también la asociacion de P con el SCX4. Sin embargo, esta curvatura
es claramente menos acusada que para el SCX6, lo que sugiere que la constante de
complejacion de la sonda con SCX4 es menos efectiva que con el macrociclo de mayor
tamanio.

El equilibrio de asociacion de P con el SCX4 vendra dado por:

K

P + SCX4 COM

A partir de la expresion para K y siguiendo el mismo desarrollo que para el SCX6
(ecuaciones (8.1) a (8.7)) se llega a la expresion para la absorbancia total A*:

A* = gbag + ebcxabo — X(S% + ehcxa — SéOM) (8.27)

donde €}, edcxs v €20 SON los coeficientes de absorcién molar de P, el SCX4 vy el
complejo (COM) respectivamente a la longitud de onda A, ag y bo las concentraciones
totales de PF y SCX4 respectivamente y x la concentracion de complejo, que viene dada
por la ecuacion (8.28).

2
(a0 +bo + ) = J(—ao ~by =) ~4agbe
X = (8.28)
2

Se ajustaron globalmente las ecuaciones (8.27) y (8.28) a los datos de absorbancia
correspondientes a la primera banda de absorcion de la PF (leidos en el intervalo
350 - 550 nm cada 10 nm). La buena concordancia entre los valores experimentales y los
calculados se aprecia en la Figura 8.17, que recoge la absorbancia experimental y la
funcién ajustada en funcién de la concentracion de SCX4 a algunas de las longitudes de

onda analizadas.
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Figura 8.17. Absorbancia de la PF en presencia de SCX4 en funcion de la concentracion de PF a
diferentes longitudes de onda y ajuste de las ecuaciones (8.27) y (8.28) a los datos experimentales.

Los valores de &3,ed.x, Veioy Obtenidos mediante el analisis global estan
representados en la Figura 8.18. Ademas, la optimizacion proporciond el valor de la
constante de asociacion K, que fue: K = 4.3(4) x 10* mol* dm3,

5e+4
O— &gcu
—@— ¢
de+4 P
0 O &com
5 |
+ -
mE 3e+4 .
° ]
il ]
2 2e+4 -
w ]
le+4 "
0

350 400 450 500 550
Longitud de onda / nm

Figura 8.18.Representacion de los valores de &}, ek, yetoy obtenidos del ajuste global
de las ecuaciones (8.27) y (8.28) a los datos experimentales de absorbancia-[PF] a distintas longitudes
de onda de la primera banda de absorcion de la PF.
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Se realizo a continuacion el analisis realizando un ajuste global de las ecuaciones
(8.27) y (8.28) a los datos de absorbancia correspondientes a la segunda banda de
absorcion (Figura 8.16, valores leidos de los espectros cada 5 nm en el intervalo
205 - 315 nm). Los valores de &}, ehcyx, Y ebom Obtenidos se muestran en
la Figura 8.19, en la que se observa que el espectro del complejo muestra las bandas
caracteristicas de P y el SCX4.

Se obtuvo un valor para la constante de asociacion K de: 3.4(6) x 10* mol?t dm?,
semejante al resultante del ajuste a los datos de la primera banda de absorcion
(4.3(4) x 10* mol’* dm®). A pesar de la concordancia entre ambos resultados, se puede
apreciar en la Figura 8.18 que, como ocurria en el caso del SCXB6, el espectro de absorcion
de P resultante del modelo de complejacion 1:1 muestra un coeficiente de absorcion molar
en el maximo (2.95 x 10* mol* dm?® cm®) inferior al valor que le corresponde a P (4.07 x
10* mol™* dm® cm™, ver Figura 5.9), sugiriendo que el modelo de asociacion 1:1 no es
correcto. A pesar de ello, dado que la posicion y forma del espectro de absorcién de la PF
apenas se modifican en presencia de SCX4, no se puede obtener de los espectros de
absorcion mas informacién sobre la complejacién. Los resultados de las medidas de
fluorescencia, que se discuten a continuacion, permitiran refinar el modelo.

1.3e+5|lll|llll|llll|ll

1.0e+5

7.5e+4

5.0e+4

-1 3 -
g/ mol” dm” cm®

2.5e+4

0.0

225 250 275 300
Longitud de onda / nm

Figura 8.19. Representacion de los valores de &}, €4y, v €koy obtenidos del ajuste global de las
ecuaciones (8.27) y (8.28) a los datos experimentales de absorbancia-[PF] a distintas longitudes de
onda de la segunda banda de absorcion de la PF.

8.2.2 Serie de fluorescencia

La Figura 8.20 muestra los espectros de fluorescencia de la proflavina,
a lexc = 445 nm, en agua en presencia de SCX4 en el intervalo de concentracion
0 — 1.47x102 mol dm® y con una concentracion de proflavina constante
de 4.76x10° mol dm3.
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Figura 8.20. Espectros de emision de fluorescencia de proflavina en agua, en presencia de SCX4
en el intervalo de concentracion 0-1.47 x 102 mol dm3. [PF] =4.76x10°¢ mol dm-3. Aexc= 445 nm.

Por otra parte, en la Figura 8.21 se han representado los espectros de excitacion de la
PF en ausencia de SCX4 y cuando la concentracion del mismo es de 0.0147 mol dm3, asi
como el espectro de absorcion de la PF en agua. Observamos que ambos espectros de
excitacion son distintos, lo que nuevamente nos indica que es posible que existan dos
especies distintas en el estado fundamental. El espectro de excitacion cuando la
concentracion de SCX4 es cero se superpone con el espectro de absorcion de P, esto esta
en concordancia con el hecho de que a pH neutro la forma estable de la PF es P. Sin
embargo (al igual que sucedia con el SCX6), el espectro de excitacion obtenido para una
concentracion de SCX4 de 0.0147 mol dm se encuentra ligeramente desplazado al rojo
respecto al registrado en ausencia de SCX4. En base a la estructura de las especies P y
SCX4, es probable que se produzca una interaccion electrostatica entre las cargas
negativas de los cuatro grupos sulfonato del SCX4 y positiva de P que daria lugar a la
formacion de un complejo entre ambas especies.

1.0 - T T | | T T T T | | T T T
[SCX4] =0 mol dm™ 0.25
[ —— [SCX4]=0.0147 mol dm’®
08 I O AbsP

0.20

0.6 0.15

04

Absorbancia

0.10

0.2 0.05

Intensidad relativa de fluorescencia

000994 0.00
350 400 450 500

Longitud de onda/ nm

Figura 8.21. Espectros de excitacion de fluorescencia de la PF en agua normalizados en el maximo,
Aemis=510 nm, en ausencia de SCX4 y para una [SCX4] = 0.0147 mol dm junto con el espectro
de absorcion del cation P de la PF en agua.
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El comportamiento fluorescente de la PF en presencia de SCX4 es semejante al
observado con el SCX6: al ir aumentando la concentracion de SCX4 la intensidad de
fluorescencia de la sonda va disminuyendo progresivamente. Ademas, la banda de
emision se desplaza al rojo, como se aprecia en la Figura 8.22, en la que se han
representado los espectros de emision de la PF sin SCX4 y en presencia de la
concentracion de SCX4 mas alta de la serie (1.47 x 102 mol dm™®) normalizados en el
maximo. Por tanto, la proflavina asociada al SCX4 emite a mayor longitud de onda que
la PF libre.

10 =
[SCX4 1= 0 mol dm™

— [SCX4]=0.0147 mol dm™

0.8

0.6

0.4

Intensidad relativa de fluorescencia

0.2

OO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

500 550 600 650

Longitud de onda/ nm

Figura 8.22. Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en agua, normalizados
en el maximo, en ausencia de SCX4 y para [SCX4]= 0.0147 mol dm-3. Aexc=445 nm.

Los resultados anteriores indican que, como en el caso del SCX6, tiene lugar la
formacion de un complejo, que supondremos 1:1, entre P y el SCX4. Planteamos asi para
el SCX4 el mismo equilibrio de asociacion que para el SCXG6:

K
P + SCX4 =—= COM

Siguiendo los mismos pasos que para el SCX6 (ecuaciones (8.8) a (8.14)), se obtiene
la siguiente expresion para la intensidad de fluorescencia total del cation de la proflavina,

F2, a una longitud de onda A en funcion de la concentracién de SCX4:
F3 = Fp xp + Fiom Xcom (8.29)
donde F} y F2,,, tienen el mismo significado que para la asociacion con SCX6 y las

fracciones molares de P y COM, xp Y xcom, Vienen dadas por:

1

- 8.30
*P = 1 ¥ K[SCX4] (8:30)

K[SCX4]

= 8.31
oM = 1T K[SCX4] (831)
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8. Comportamiento de la proflavina con macrociclos

En una primera etapa se realizo el analisis de componentes principales de los espectros
de emisién de la Figura 8.20. Al igual que para el SCX6 el método indica que dos
componentes, de autovectores V1 y V2 y coeficientes Z1 y Z» (ver Figura 8.23), generan
todos los espectros experimentales, como se aprecia en la Figura 8.24, que recoge los
espectros experimentales y calculados a algunas de las concentraciones de SCX4
analizadas.
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Figura 8.23. (a) Representacion de los autovectores Vi y V; asociados a los dos autovalores.
(b) Variacion de los coeficientes Z1 y Z, de la matriz Z con la concentracion de SCX4.
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Figura 8.24. Espectros de fluorescencia experimentales de la PF en agua en presencia de SCX4 en el
intervalo de concentracion 0-1.47 x 102 mol dm3 junto con los calculados a partir de los autovectores
y coeficientes de la Figura 8.23.

Se realizd a continuacion el analisis global de las ecuaciones (8.29)—(8.31) combinado
con el método PCA, lo que permitié obtener los espectros puros de P*y COM” (Figura
8.25 (a)), los coeficientes experimentales y tedricos en funcién de la concentracion de
SCX4 (Figura 8.25 (b)) y el valor de la constante de asociacion K:
K =1.41(2) x 10° mol™* dm?,
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Figura 8.25. a) Espectros puros de P y COM2" y (b) coeficientes experimentales y calculados
resultantes del ajuste PCGA de las ecuaciones (8.29)-(8.31) (modelo de una complejacion) a los
espectros de la Figura 8.20.

Como se observa en la Figura 8.25(b), el modelo propuesto no reproduce el
comportamiento experimental observado a concentraciones bajas de SCX4. Es posible
que, como para el SCX6, ademas de producirse la asociacion 1:1 entre P y el SCX4 dando
el complejo COML1, al aumentar la proporcion de calixareno respecto a la sonda se forme
un segundo complejo COM2 entre P y dos moléculas de SCX4. La formacion de los
complejos COM1 y COMZ2, con constantes de asociacion Ki y Kz respectivamente,
vendra determinada por los equilibrios:

Kl
P + SCX4 =— COMI1

~————

K
P + 2SCX4 ——2 = COM?2

S
Las expresiones de Kz y K2 son:

_ [coM1]
1= m (8.32)

[COM2] 8.33

27 [P][SCX4]2 (8:33)

De acuerdo con los resultados del analisis PCA solo hay dos componentes espectrales,

a pesar de que el modelo predice que hay tres especies emisoras: P*, COM1”y COM2".

Sin embargo, al igual que ocurria para la asociacion de la PF con SCX®6, el espectro de

emision de COM1” debe tener igual forma espectral que el de P*, pero con menor

rendimiento cuantico de fluorescencia que el de la PF libre, porque a concentraciones

bajas de SCX4, cuando se forma solo el complejo COM1, el espectro de emision baja de

intensidad, pero no cambia su forma (ver Figura 8.20). De acuerdo con esto se debe poder
reproducir la serie de espectros experimentales con los espectros puros de P*y COM2",

A partir de las definiciones de K1y K> se llega a la expresion (8.34) para la intensidad de
fluorescencia total de la proflavina FA a cualquier longitud de onda A (ver ecuaciones
(8.18) a (8.25) para el SCX®6):

F} = F} xp + Flomz Xcom1 + Feomz Xcomz = FB(xp + a xcom1 ) + Feomz Xcomz
(8.34)
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donde F3, Fom1, Faomz Y o ya se han definido anteriormente para la asociacion de la PF
con el SCX6 y las fracciones molares de P, COM1y COM2 (xp, Xcom1 Y Xcomz) SON:

1

*P T T+ K [SCX4] + K, [SCX4] (8:35)
_— K, [SCX4] (836

COML ™ 1 4 K, [SCX4] + K, [SCX4]? '
K, [SCX4]? 837)

XeoM2 = K [SCX4] + K, [SCX4]2

Se ajustaron globalmente mediante el método PCGA las ecuaciones (8.34)—(8.37) a la
serie de espectros experimentales. La Figura 8.26(a) muestra los espectros puros
obtenidos para P*y COM2". La validez del modelo se justifica por la buena concordancia
observada entre los coeficientes experimentales y tedricos en funcién de la concentracion
de SCX4 (Figura 8.26 (b)). Los valores obtenidos para las constantes de asociacion Ky y
Kz y la relacion de rendimientos cuanticos de P*y COM1", a, se presentan en la Tabla
8.3.
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Figura 8.26. (a) Espectros puros de P* y COM2" y (b) coeficientes experimentales y calculados
resultantes del ajuste PCGA de las ecuaciones (8.34)-(8.37) (modelo de dos complejaciones)
a los espectros de la Figura 8.20.

Tabla 8.3. Valores de K; y K, y a obtenidos mediante el ajuste global PCGA de las ecuaciones
(8.34)—(8.37) a los espectros de emision de la PF en presencia de SCX4.

K¢ /104 mol! dm? K2 /107 mol2 dm® o
2.2(2) 1.04(9) 0.633(5)

El valor obtenido para Kz (2.2(2) x 10* mol™ dm?®) es un poco inferior al determinado
para la asociacion 1:1 del cation de la acridina (4.45 x 10* mol! dm?
1.3 x 10° mol? dm®)!" y de la 9-aminoacridina (1.84 x 10° mol™* dm®)!*® con SCX4.
Ademas, los valores de K1 y K> para la asociacion del cation de la PF con SCX4 son
inferiores (unas 4 veces para K1 y unas 15 veces K>) a los correspondientes a la asociacion
de la sonda con SCX6 (Tabla 8.1), por lo que tanto para COM1 como para COM2 el
equilibrio para el SCX4 estd menos desplazado hacia los complejos que en el caso del
SCX®6. Esto debe ser consecuencia de que la interaccion electrostatica entre P y el SCX4
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es menos fuerte que entre P y el SCX6 ya que el SCX4 tiene menor carga negativa (4
grupos sulfonato) que el SCX6 (6 grupos sulfonato).

Por Gltimo, el hecho de que los espectros de emision de P* y COM1" sean
practicamente iguales sugiere, como para el SCX6, que es poco probable que en el
complejo 1:1 la sonda esté dentro del macrociclo. Por otra parte, como para el SCX6, el
espectro de emision del complejo COM2" esta ligeramente desplazado hacia el rojo
respecto al de P" y COM1" y su rendimiento cuéantico de fluorescencia es
considerablemente menor. Los mismos argumentos utilizados para el SCX6 nos llevan a
proponer que en el complejo COM2 existe enlace de H entre un grupo amino de P y un
hidroxilo del SCX4, pero parece méas probable que en COM2 la proflavina esté fuera del
SCX4 que formando un complejo de inclusion.

8.2.3 Tiempos de vida de fluorescencia

Se registro el decaimiento de fluorescencia de la PF en agua a 510 nm (Aexc = 370 nm
en angulo magico) en el intervalo de concentraciones de SCX4 0-1.84 x 10 mol dm,

Los resultados obtenidos son analogos a los encontrados para la asociacion de la PF
con SCX6. Al igual que se habia observado para el SCX6, se comprobd que es necesaria
una funcién F(),t) con cuatro términos exponenciales (a;(1)e("t/™) para para poder
reproducir todos los decaimientos de emision experimentales de la serie:

FOLt) = a; (W)eCY™ 4 a,(W)eCY™) 4 a,(L)e"YT) 4 4, (1)e"H/™) (8.38)

donde a;(A) representa la amplitud correspondiente al tiempo de vida de fluorescencia T;.
En la Figura 8.27 se muestran los decaimientos experimentales, el perfil temporal del
pulso de excitacion, las funciones tetraexponenciales ajustadas y los residuos ponderados
para las concentraciones de SCX4: 0 mol dm?3 219 x 10* mol dm?
6.20 x 10 mol dm=y 1.84 x 10" mol dm™. Los residuos ponderados reflejan el buen
acuerdo entre los datos experimentales y los calculados. El analisis global proporcion6
los valores de los tiempos de vida de fluorescencia t1, 12, T3 y 14, de sus amplitudes az, a,
as Yy a4 a las distintas concentraciones de SCX4 compilados en la Tabla 8.4.
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Tabla 8.4. Resultados del ajuste global de una funciéon con cuatro términos exponenciales
a los decaimientos de fluorescencia a 510 nm de la PF en agua en presencia de SCX4. Se muestran los
valores obtenidos para los tiempos de vida 11, t2, T3 y 74, de sus amplitudes a1, az, az y a4,

[SCX4] / mol dm-3
0
4.,51x107>
9.02x10°
1.35x104
1.80x10+4
2.19x104
2.66x10
3.36x10*
4.06x104
4.78x104
5.50x10*
6.20x10
6.93x10*
7.58x10*
8.28x10*
8.98x10*
9.68x10
1.04x103
1.27%x103
1.84x103

a4

213590

2563.82
2638.72
2707.60
2780.01

2920.74
2937.44
2898.50
3029.82
2859.79
3014.92
2994.42
3154.40
2927.15
2912.06
3019.17
2962.76
3056.08
3053.41
3325.23

T4
T2
T3
T4

as
31.33
13.67
72.18
59.88
99.30
87.97
134.69
298.74
371.06
515.12
648.07
922.67
959.29
1244.92
1400.78
1571.49
1619.42
1785.06
2342.40
3232.55

Tiempo Valor / ns

4.992(3)
4.04(5)
2.58(4)

0.088(2)

az
0
514.42
953.72
1520.28
1906.05
2242.74
2662.85
2907.58
3229.95
3400.28
3573.54
3476.01
3542.12
3360.62
3329.71
3216.56
3111.21
3136.40
2759.48
1628.71

ai
5205.72
4580.37
4080.15
3532.69
3093.30
2583.20
2246.01
1799.75
1355.035
1082.95
781.07
631.35
476.33
426.77
301.61
240.93
137.35
59.78
0.02
87.42
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Figura 8.27. Decaimiento de la fluorescencia en escala lineal y logaritmica de la PF a 510 nm

en agua con las concentraciones de SCX4: (a) O mol dm3,

(b) 2.19 x 10* mol dm3,

(c) 6.20 x 104 mol dm?y (d) 1.84 x 10-3 mol dm?3 junto con el perfil temporal del pulso de excitacion,
la funcion tetraexponencial ajustada globalmente a los datos y los residuos ponderados. [PF] = 4.2 x

10-¢ mol dm?3, Aexc = 370 nm en angulo magico.
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8. Comportamiento de la proflavina con macrociclos

Se ha representado en la Figura 8.28 el perfil temporal de los cuatro componentes que
reproducen los decaimientos de fluorescencia experimentales resultantes del andlisis
global. Para poder asignar los componentes a las distintas especies excitadas de la
proflavina es necesario analizar como varian las contribuciones de cada componente con
la concentracion de SCX4. En la Figura 8.29 se muestran los decaimientos experimentales
de la Figura 8.27 junto con la contribucion de los cuatro componentes y la suma de las
mismas. Las amplitudes ai, a2, a3 y as, resultantes del analisis global (Tabla 8.4) y sus
valores corregidos (divididos por el tiempo de adquisicion de cada decaimiento de
fluorescencia) a§, a$, a5 y a§ se han representado frente a la concentracion de SCX4 en
la Figura 8.30.

1 0 T T T L — T 7
HE Componente 4
I Componente 3
osl 1 Componente 2
' [ Componente 1

Componentes

5 10 15 20 25 30 35
Tiempo / ns

Figura 8.28. Perfil temporal de los componentes 1, 2, 3 y 4 obtenidos mediante analisis global
de la serie de decaimientos de fluorescencia experimentales a 510 nm de la PF en agua
en presencia de SCX4.
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Figura 8.29. Decaimiento de la fluorescencia a 510 nm de la PF en agua con las concentraciones
de SCX4: (a) 0 mol dm?, (b) 2.19 x 10 mol dm3, (c) 6.20 x 104 mol dm3 y (d) 1.84 x 10-3 mol dm?
junto con las participaciones de los componentes 1, 2, 3 y 4 de la Figura 8.27 y la suma
de las contribuciones.
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Figura 8.30. Representacion de las amplitudes a1, a2, a3 y a4 obtenidas mediante el ajuste global
de la ecuacion (8.38) a los decaimientos de fluorescencia a 510 nm de la PF en agua en presencia
de SCX4, asi como las amplitudes corregidas por el tiempo de medida de cada decaimiento a$, a3, a$
y aj, en funcion de la concentracion de SCX4.

El modelo propuesto predice que el decaimiento de fluorescencia de la PF en presencia
de SCX4 debe ser triexponencial con tres tiempos de vida, debidos a P*, COM1”" y
COM?2", independientes de la concentracion de SCX4, y amplitudes que vendréan
determinadas por la proporcion de estas especies en el estado fundamental, dependiente
a su vez de la concentracion de SCX4 presente en el medio. En la Figura 8.29 se observa
que el componente 4, con un tiempo de vida muy corto, de 88.5(8) ps (Tabla 8.4), tiene
una contribucion muy pequefia que no varia apenas con la concentracion de SCX4 y no
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8. Comportamiento de la proflavina con macrociclos

corresponde a ninguna especie del modelo planteado. Como ya se explicé en el caso del
SCX6 (apartado 8.1.3), este tiempo debe corresponder con el tiempo de vida de
fluorescencia (71.6 ps) asignado por Kumar y col.”! a la emision de la PF desde el estado
1B, relajado.

El tiempo de vida 11 (4.992(3) ns) se debe a la especie P*, como se discutid en el
apartado 8.1.3. En concordancia con el modelo propuesto, la contribucién del tiempo de
vida de la proteina libre es maxima en ausencia de SCX4 y disminuye progresivamente
al aumentar la concentracion del calixareno, como se observa en la Figura 8.29,
y lo mismo puede decirse de su amplitud corregida a§ (Figura 8.30). El tiempo 72 (4.04(5)
ns) pertenece al complejo COM1” ya que presenta una participacion al decaimiento
experimental (Figura 8.29) y una amplitud corregida a$ (Figura 8.30) que aumentan
inicialmente con la concentracion de SCX4, pero a concentraciones altas del calixareno
empiezan a disminuir. Por Gltimo, el valor de tiempo 13 (2.58(4) ns), con una contribucion
(Figura 8.29) y un valor de a§ (Figura 8.30) crecientes con la concentracion de SCX4,
debe corresponder a COM2”". Si se comparan los tiempos obtenidos para la asociacion de
la PF con los dos calixarenos se observa que el valor correspondiente a COM1” es
préacticamente el mismo con los dos macrociclos (4.26(7) ns con SCX6 y 4.04(5) ns con
SCX4). En el caso de COM2", el tiempo de vida de fluorescencia es ligeramente mas
corto en el complejo con SCX6 (1.75(2) ns) que en el complejo con SCX4 (2.58(4) ns),
por lo que el proceso de desactivacion no radiante de la PF en COM2" es mas efectivo en
el caso de la asociacion con SCX6 (con 6 grupos sulfonato) que con el calixareno de
menor tamafo (con 4 grupos sulfonato).
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9. COMPORTAMIENTO DE LA PROFLAVINA
EN PRESENCIA DE LA PROTEINA BSA

9.1 MEDIDAS DE ABSORCION

Se han registrado los espectros de absorcion de la proflavina en disolucion acuosa en
presencia de la proteina seroalbimina bovina, BSA, en el intervalo de concentracién de
proteina 0-6.67x10"° mol dm™ con una concentracion de PF 1.3x10° mol dm™. Tal y
como se muestra en la Figura 9.1 observamos que al aumentar la concentracion de BSA
la primera banda de absorcion del cation de la PF se desplaza ligeramente hacia longitudes
de onda mayores (desde 445 a 447 nm) y su absorbancia disminuye y se observan dos
puntos isobésticos, lo que sugiere que la proflavina forma un complejo con la BSA.
Ademas, aparece una banda en torno a 280 nm que se corresponde con la absorcion de la
proteina y que va aumentado a medida que aumenta la concentracion de BSA a lo largo
de toda la serie experimental.

R T T T N T I e L
-5 7 S —— [BSA] =0 mol dm* 7
6.67x10 7 L —— [BSA] = 6.67x10°° mol dm™® |
J 03 F -
© | «© r 1
2 g I ]
I [BSA] / mol dm® | g [ 1
<} ] g 02F -
2 g8 ]
< - < L J
i 01F -

" L " ] =~ = =———
300 400 500 600 350 400 450 500 550
Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm

Figura 9.1. Espectros de absorciéon de la proflavina en agua en presencia de BSA en el intervalo
de concentracion de la misma de 0 a 6.67 x 10-> mol dm™. [PF] = 1.31x10-> mol dm-3,

El equilibrio de asociacion entre el cation de la PF y la proteina BSA para dar un
complejo, COM, es el siguiente:

K
P + BSA =————— COM
(ap-x) (by-x) X

La constante de complejacion K vendria dada por la ecuacion siguiente:

K= [COM] X 9.1)
~ [P][BSA]  (ap—x)(bp —X) '

donde x es la concentracion de complejo, ag la concentracion total de proflavina, que se
mantiene constante, y bo la concentracién de BSA.

Las concentraciones ao y bo empleadas en el experimento son del mismo orden de
magnitud, por lo que el denominador de la ecuacién (9.1) no se puede simplificar.
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Desarrollando esta expresion y simplificando llegamos a la siguiente ecuacion de
segundo grado:

1
XZ + X (_ao - bo - E) + aobo == 0 (92)

Despejando x y resolviendo la ecuacion (9.2) se comprobd que la solucion correcta era
la siguiente:

(o) J(Fa0—bo— ) = abs o

2

La absorbancia a cualquier longitud de onda vendré dada por:
AN = AL+ Alop + Aoy (9.4)
donde A}, Alsay Akoy son las absorbancias de P, la BSA y el complejo
respectivamente.

Admitiendo que las tres especies que absorben radiacion cumplen la ley de Lambert-
Beer, la ecuacion (9.4) queda:

AM = g5(ag — %) + gpsa(by — %) + efom X (9.5)

donde s_é, ebea Y €2om sON los coeficientes de absorcion molar de P, la BSA y el complejo
respectivamente.

Reagrupando términos en la expresion anterior obtenemos la ecuacion:
A A A A A_ A
A* = gf ag + epsa bo + X (Bom — €5 — €Bsa ) (9-6)

En la Figura 9.2 se ha representado la absorbancia experimental a varias longitudes de
onda frente a la concentracion de BSA junto con el ajuste de la ecuacion (9.6) a los datos
experimentales, apreciandose que hay una buena concordancia entre los datos
experimentales y calculados. A continuacion, se aplicd el método PCA a los espectros de
la Figura 9.1. El analisis confirmé que son necesarios tres componentes para reproducir
los espectros experimentales. La Figura 9.3 muestra la buena concordancia entre los
espectros calculados a partir de los tres autovectores y los experimentales.
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Figura 9.2. Absorbancia experimental de la PF en funcion de la concentraciéon de BSA a distintas
longitudes de onda y ajuste de la ecuacion (9.11) a los datos experimentales.
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Figura 9.3. Espectros de absorcion experimentales (gris) y teéricos (negro) calculados mediante PCA
a partir de los tres primeros autovectores y sus coeficientes. Las concentraciones de BSA:
0 mol dm™ (1), 1.9%10-5 mol dm-3 (2), 3.49x10-5 mol dm-3 (3), 5.09%10-5 mol dm-3 (4) y 6.67x10-> mol
dm3 (5).
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La incorporacion del modelo (ecuacion (9.5)) al analisis PCA condujo a los espectros
de la proflavina libre P, la BSA y el complejo se muestran en la Figura 9.4. En el espectro
del complejo se observa la banda de absorcion caracteristica de la proteina
a ~ 280 nm mientras que la banda correspondiente a la proflavina muestra un pequefio
desplazamiento al rojo respecto a la de la PF libre. La Figura 9.5 permite constatar que
hay una buena concordancia entre las concentraciones experimentales y teoricas
(calculadas para el modelo) de P, la BSA 'y el complejo a las distintas concentraciones de
BSA estudiadas. El anélisis proporcioné un valor para la constante de asociacion de
K =3.6(2) x10* mol* dm?®. El valor de la constante de equilibrio es analogo al publicado
por Chakraborti y col.!. (5.6 x 10* mol™ dm? a 298 K) para la asociacion de la PF con
la BSA. En el caso de la seroalbtmina humana'?®® se encontré que la constante de
asociacion tenfa un valor de 6.5 x 10* mol* dm? a 293 K.
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Figura 9.4. Espectros de absorcién puros de la PF, la BSA y el complejo obtenidos mediante
el analisis PCGA de la serie de espectros de absorcion de la PF de la Figura 9.1.
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Figura 9.5.Concentraciones experimentales (simbolos) y teodricas (calculadas para el modelo)
de P, BSA y complejo en funcion de la concentraciéon de BSA obtenidos mediante PCGA.
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9. Comportamiento de la proflavina en presencia de la proteina BSA

9.2 MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE ESTADO ESTACIONARIO

Se han registrado los espectros de excitacion y emision de fluorescencia de la
proflavina en disolucion acuosa en presencia de la proteina BSA en el intervalo 0-
4.84x10™ mol dm™ y para una concentracion de PF 3.13x10° mol dm™ a dexc = 445 nm,
longitud de onda a la que Unicamente se excita la proflavina. La Figura 9.6 muestra los
espectros de emision obtenidos, apreciandose que en presencia de BSA la banda de
emisién de P disminuye su intensidad levemente, probablemente debido a que el
coeficiente de absorcion molar de P disminuye ligeramente al complejarse con la proteina.

20000 ————7——T——
3 —— [BSA]= 0 mol dm™
[BSA]= 4.84 x 10°mol dm™

15000

10000

.. , .
~

Intensidad relativa de fluoescencia
T

5000

500 550 600 650 700

Longitud de onda / nm

Figura 9.6. Espectros de emision de fluorescencia de la proflavina en disolucion acuosa en presencia
de la proteina BSA en el intervalo de concentracion de la misma de 0-4.84x10" 5> mol dm3,
[PF]=3.13x10° mol dm3, Aexc = 445 nm.

La Figura 9.7 recoge los espectros de emision y excitacion de fluorescencia,
normalizados en el maximo, de la proflavina sin BSA y a la concentracion de BSA
4.84x10° mol dm=. Se observa que en presencia de BSA la banda de excitacion se
desplaza ligeramente al rojo, al igual que ocurria con la banda de absorcion. Cuando se
comparan los espectros de emision, normalizados en el méaximo, de la PF en ausencia de
BSA y en presencia de la concentracion de BSA maés alta (4.84x10° mol dm) de la serie
se comprueba que préacticamente coinciden. Esto parece indicar que a pesar de que la
proflavina se compleja con la BSA la fluorescencia de la sonda no se ve muy afectada
por el entorno de la proteina.
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Figura 9.7. Espectros de emisiéon y excitacion de fluorescencia normalizados en el maximo,
de la proflavina en ausencia de BSA (gris) y para una [BSA] = 4.84x10> mol dm3 (negro),
Aexc = 445 nm, Aemis = 510 nm.

De acuerdo con el modelo de complejacion 1:1 entre el cation P de la PF y la BSA
propuesto en el apartado 9.1, cabe esperar que la emision a una longitud de onda dada sea
la suma de las contribuciones correspondientes a P y al complejo de P con la BSA.
Siguiendo los mismos pasos que para la complejacion 1:1 entre P y los calixarenos
(apartado 8.1.2) se obtiene la expresion para la intensidad de emision a cualquier longitud
de onda, F2, en funcién de la concentracién de BSA (ecuacion (9.7)).

r _ Fp+ Fou K [BSA]
4 1+ K [BSA]

9.7)

En la expresion anterior FA y F2,, respresentan las intensidades de emision que se
obtendrian a esa longitud de onda si toda la PF estuviese sin complejar o asociada a la
proteina respectivamente.

La aplicacion del método PCA a la serie de espectros de la Figura 9.1, permitié
confirmar que son necesarias dos componentes para reproducir la serie espectral.
Para obtener los espectros de la PF libre y el complejo y la constante de complejacion se
realizd el analisis global PCGA incluyendo la (ecuacion (9.7)). Los espectros
componentes obtenidos para P y COM se muestran en la Figura 9.8(a). Se aprecia que las
bandas de emision apenas difieren y el espectro del complejo muestra una intensidad
ligeramente mas baja que el de P libre. Eso debe ser debido, al menos en parte, a que el
coeficiente de absorcion molar del complejo es algo inferior que el de P sin complejar
(ver Figura 9.4). El andlisis proporciond también los coeficientes experimentales y
calculados de esos espectros (las fracciones molares de P y COM) que se muestran en la
Figura 9.8(b), apreciandose una buena concordancia entre ambos. El valor optimizado de
la constante de equilibrio de asociacion K fue: 3.5(6) x 10* mol™* dm?, que concuerda con
el obtenido para esta constante a partir de las medidas de absorcion
(3.6(2) x10* mol dm?3).
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Figura 9.8. a) Espectros puros de la PF y el complejo obtenidos del ajuste global por PCA.
b) Coeficientes experimentales y teéricos de la PF y del complejo.

9.3 ANALISIS MULTIEXPONENCIAL DE LOS DECAIMIENTOS DE FLUORESCENCIA
DE LA PROFLAVINA EN PRESENCIA DE BSA

Para obtener mas informacion sobre el complejo entre la PF y la BSA se registro el
decaimiento de la fluorescencia de la PF en agua en presencia de una concentracion de
BSA 3.84 x 10* mol dm™ (concentracion a la que la PF estéa totalmente complejada) a
una longitud de onda de excitacion de 370 nm (a angulo mégico) a una serie de longitudes
de onda de emision en el intervalo 460-570 nm (cada 10 nm). La Figura 9.9 muestra los
decaimientos experimentales obtenidos a varias longitudes de onda del intervalo
estudiado, en escala lineal (izquierda) y logaritmica (derecha), junto con el pulso del laser.
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Figura 9.9. Decaimientos de la PF en presencia de BSA a 460, 480, 540 y 570 nm, tanto en escala
lineal como escala logaritmica. [PF] = 7.61 x 10® mol dm3 y [BSA] = 3.84 x 10* mol dm3.
Aexc = 370 nm en angulo magico.

Vimos en el apartado 9.2 que el espectro de emision de la PF permanece casi constante
tras su asociacion con la BSA. De acuerdo con esto, esperariamos que el decaimiento de
fluorescencia de la PF fuese independiente de la longitud de onda de emision. Sin
embargo, en la Figura 9.9 se aprecia claramente que los decaimientos de emision
experimentales son distintos a las distintas longitudes de onda de emisién, observandose
que a 460 nm la intensidad de emision disminuye mas rapidamente que a mayores
longitudes de onda. Ademas, los decaimientos de fluorescencia no son
monoexponenciales, siendo necesarias al menos tres funciones exponenciales para ajustar
los datos experimentales. Este comportamiento se observa cuando la relajacion del
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disolvente en torno a la molécula excitada tiene lugar con una constante de velocidad
comparable a la constante de desactivacion de la especie emisora, de modo que la emisién
y la relajacion ocurren simultaneamente. El tiempo de relajacion espectral suele ser
inferior al tiempo de relajacion dieléctrica del disolvente tp, que para el agua a
temperatura ambiente es 8.3 ps'?!, mientras que el tiempo de vida de fluorescencia de P
es ~ 5 ns. De acuerdo con esto, en ausencia de la proteina BSA la emision de la PF tiene
lugar desde el estado relajado ya que la reorientacién de las moléculas de agua es mucho
mas rapida que la desactivacion de la PF. Sin embargo, la situacion cambia cuando la PF
se compleja con la BSA ya que las moléculas de agua que rodean a la PF excitada tienen
menor movilidad que cuando estan en el seno del disolvente y de igual forma la
complejacion de la PF con la macromolécula debe restringir también el movimiento de la
sonda de modo que ésta puede emitir desde diferentes estados de relajacion.

Los decaimientos experimentales registrados (Figura 9.9) muestran que la mayor parte
de los fotones de 460 nm alcanzan el detector a tiempos més cortos que los fotones de
mayor longitud de onda, por ejemplo 570 nm, reflejando de la evolucién temporal del
espectro de fluorescencia de la proflavina debido a la dindmica de solvataciéon. De
acuerdo con esto se propone el modelo del esquema en el que intervienen tres especies
emisoras: A*, B* y C* (Esquema 9.1), que representan tres estados de relajacion
diferentes de la proflavina asociada al BSA:

* kl * k2 *
AF——» B ——»

e

Esquema 9.1. Modelo del esquema en el que intervienen tres especies emisoras: A*, B* y C*.

donde k, y k, son las constantes de velocidad para los procesos A* — B*y B* —» C*
respectivamente y k¢ es la constante de desactivacion de la proflavina, que debe ser la
misma para los tres estados.

Las concentraciones de A, B y C en funcion del tiempo vendran dadas por:
d[A"];

= = G+ kDA, (9-8)
d[B*|;

S -l 9.9)
dcl :

—— = klCle — ko [B], (9-10)

La integracion de la ecuacion (9.8) conduce a:

[A"]e = [A"]o exp [ (k1 + kpt] (911)

donde [A*], es la concentracién de A* cuando t = 0. La sustitucion de la ecuacion (9.11)
en la 9.9 da lugar a una ecuacion diferencial ordinaria lineal de primer orden cuya
solucidn, teniendo en cuenta que at =0 [B*], es cero, es:

kl [A*]O
ky —ky

[B*]¢ = {exp[—(ky +kpt] — exp[—(k;, + kp)t]} (912)
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9. Comportamiento de la proflavina en presencia de la proteina BSA
Introduciendo la ecuacion (9.12) en la (9.10) y resolviendo la ecuacion diferencial
como en el caso anterior, considerando que at =0 [C*], es cero, se obtiene:

- kyexp[—(k; + k)t] _ Koexpl—(ky + ko)
(] = AT, {exp[—kft]+ T } (9.13)

Las expresiones anteriores se pueden escribir como:

[A]e = [A"]p exp [ t/T4] (9.14)
k,[A”
B = - 1]< {exp[—t/t5] — exp[—t/1,]} (9.15)
a _ Ao
[C]e = K —k, {k; exp[—t/T1] — kq exp[—t/T2] + (k; — ky) exp[—t/T3]} (9.16)
donde:

1
Kl (9.17)
o 9.18
2 Tk + Ky (©-18)

1
= (9.19)

De acuerdo con las ecuaciones (9.14)—(9.16) los decaimientos de fluorescencia
registrados entre 460-570 nm deberian ser triexponenciales. Sin embargo, cuando se
aplicé el método PCA a la matriz de decaimientos experimentales se comprobd que son
necesarias 4 componentes para reproducir la serie de datos. EI motivo es que ain en
ausencia de BSA el decaimiento de fluorescencia de la PF es biexponencial, esto es, hay
un componente, que llamaremos X, con t, = 1/ky que es caracteristico de la propia
proflavina y que sigue estando presente aun cuando esta sonda est4 asociada a la BSA.
Teniendo en cuenta esto, la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda dada A a
tiempo t vendra dada por la suma de las contribuciones de las especies A*, B*, C* y X* de
acuerdo con:

F(,t) = FAWI[A']e + Fg(W)[B*]¢ + Fc(MW[C™]¢ + Fx (W) [X*]; (9.20)

donde Fo(A), Fg(A), Fc(L) y Fx(L) representan las contribuciones que tienen los
espectros de A*, B*, C* y X* a la intensidad de fluorescencia F(A,t) a la longitud de
onda A.

Se realizé el analisis global de componentes principales (PCGA) de los decaimientos
de fluorescencia experimentales optimizando el conjunto de ecuaciones (9.11)-(9.20) del
modelo propuesto a los datos experimentales. La Figura 9.10 muestra el decaimiento
experimental, el perfil del pulso de excitacion y la funcion ajustada a 460 nm, 480 nm,
540 nmy 570 nm en escala lineal y logaritmica. La buena calidad del ajuste se aprecia en
la buena distribucion en torno a cero de los residuos ponderados y la proximidad a 1 del
valor de 2. La Tabla 9.1 muestra los valores obtenidos para Fo (1), Fg(A), Fc(A) y Fx(A)
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a cada longitud de onda analizada asi como de las constantes de velocidad k4, k,, ks y
Ky.
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9. Comportamiento de la proflavina en presencia de la proteina BSA
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Figura 9.10. Decaimientos de fluorescencia a varias longitudes de onda de emision de la PF
en presencia de BSA en escala lineal y logaritmica, perfil del pulso de excitacién y funciones
tetraexponenciales ajustadas globalmente a los datos. Se muestran también los residuos ponderados
de los ajustes a cada longitud de onda.
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Tabla 9.1. Resultados del ajuste global de las ecuaciones (9.14)-(9.20) a los decaimientos
de fluorescencia de la PF en presencia de BSA, medidos hasta 5000 cuentas en el maximo
a varias longitudes de onda de emision. Se muestran los valores obtenidos para F4(A), Fg(A), Fc(A) y
Fx(M), el parametro y2 y las constantes de velocidad ki, kz, ks, ¥ Kx.

A/nm Fo/ A Fg/ A Fe/A Fy /A 22 |
460 9333.24 3612.76 1446.54 123.01 1.07
470 8889.29 4015.84 2050.15 104.83 1.03
480 8486.44 4418.36 2747.83 83.97 1.00
490 7914.47 4654.44 3259.21 69.64 0.98
500 7627.26 4803.87 3577.65 61.43 0.95
510 7352.19 4893.24 3767.92 57.31 0.99
520 7408.51 4999.75 3936.35 53.73 0.99
530 7421.72 4947.09 3933.09 47.52 0.97
540 7485.56 5057.79 3993.03 48.09 0.90
550 7503.36 5048.25 3985.20 44.48 0.95
560 7596.90 4875.02 3832.11 40.01 1.00
570 7645.13 4877.69 3755.09 38.51 0.98

ki/ nst 11.3(3)
ka2 / nst 0.73(1)
ke/ ns! 0.1958(3)
kx/ ns! 0.07(2)

La Figura 9.11 recoge la evolucién con el tiempo de los cuatro componentes A*, B*,
C* y X* convolucionadas con el perfil del pulso de excitacion. Se aprecia en la figura que
el componente A* desaparece mucho mas rapido que el B* y el C* muestra
la desactivacion mas lenta de los tres. Se puede analizar la contribucion que tiene cada
uno de estos componentes al decaimiento experimental a las distintas longitudes
de onda de emision. En la Figura 9.12 se representan los decaimientos experimentales de
la Figura 9.10 junto con las contribuciones de A*, B*, C* y X* y su suma. En ella se
puede observar que a 460 nm, longitud de onda a la que el decaimiento experimental es
mas répido, la contribucion de la especie A* muestra el valor més alto de la serie mientras
que la de la especie C* es la minima observada. Al ir aumentando la longitud de onda, la
participacion de A* disminuye significativamente mientras que las de B* y C* van
aumentando. La participacion de X* es muy pequefia a todas las longitudes de onda.

1.0 T T T T

I Componente A
[ Componente B
[ Componente C
08+ Componente x |4

06+ A

04 | 1

Componentes

0.2 + B

0.0 - 1 L 1 e
10 15 20 25 30 35 40

Tiempo/ ns

Figura 9.11. Evolucién temporal de las especies A", B", C" y X" del modelo propuesto de ajuste.
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Figura 9.12. Decaimientos de fluorescencia experimentales y calculados de la PF en presencia

de BSA a 460 nm, 480 nm, 540 nm y 570 nm. Los decaimientos calculados se han obtenido

por combinacion lineal de los perfiles temporales de las poblaciones relativas de las cuatro especies

excitadas mostradas en la Figura 9.10. Se muestran también las contribuciones individuales
de cada especie al decaimiento a cada longitud de onda.

Los datos de la Tabla 9.1 muestran que el valor de la constante de velocidad
k; (11.3(3) ns™), correspondiente a la primera etapa de la relajacion A* — B¥*,
es 15 veces superior al de la constante k, (0.73(1) ns™) para la segunda etapa B* — C*,
El primer paso A*— B* debe corresponder a la reorganizacion de las moléculas de agua
que se encuentran solvatando a la proflavina excitada y que tiene lugar como
consecuencia de la modificacion de la distribucidn electronica que tiene lugar en la sonda
tras su excitacion electronica. Como ya se indicé anteriormente, en ausencia de BSA este
proceso no se observa porque es mas rapido que cuando la sonda esta asociada a la
proteina y por tanto las moléculas de agua de su esfera de solvatacion ven reducida su
movilidad al estar interaccionando también con la BSA. Una vez que se ha producido la
relajacion de las moléculas de agua se obtiene la especie B* que a su vez evoluciona
mediante la reorientacion de la propia proflavina, cuya movilidad es menor que la de las
moléculas de agua, en el entorno de la proteina para generar el estado relajado C* de la
PF. La inversa de la constante k¢ (0.1958(3) ns™) es el tiempo de vida de la proflavina
asociada a la proteina: 5.11 ns. Este valor es semejante al obtenido para la sonda en
ausencia de BSA (4.99 ns).

La Figura 9.13 recoge las contribuciones proporcionadas por el analisis PCGA a cada
longitud de onda analizada (Tabla 9.1). En ella se ve claramente que la participacion del
espectro de X* es casi nulay nos centraremos en las especies A*, B* y C*. Las amplitudes
mostradas no se corresponden con los espectros de emisién de A*, B*, C* (y X*). El
motivo es que en las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo por el método de
recuento de fotones individuales se registran los fotones que llegan al detector a la
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longitud de onda analizada hasta que en el maximo del decaimiento se alcanza un niUmero
fijo de fotones, en nuestro caso 5000, por lo que el tiempo de adquisicidn de los datos es
distinto a cada longitud de onda mientras que en las medidas de estado estacionario el
tiempo de integracion es el mismo a todas las longitudes de onda del espectro. Para
obtener el espectro de cada una de las especies involucradas solo hay que dividir cada
amplitud a una longitud de onda dada por el tiempo de medida correspondiente a esa
longitud de onda. Se ha realizado esa correccion para obtener los espectros Fz (L), Fg (L),
F&(A) de las especies involucradas en el proceso de relajacion: A*, B* y C* (ver Figura
9.14), observandose que la longitud de onda correspondiente al maximo de estos
espectros varia en el orden: A* < B* < C* como era de esperar ya que a medida que tiene
lugar la relajacion de la proflavina excitada disminuye la energia de la transicién
electronica S1—So.

10000 | T T T T T T T | T |
8000 - s
W

9 6000 - -
2 I |
= 4000 + -

I — @ Amplitud A

—0— Amplitud B

2000 r - Amgniud c

| —1+— Amplitud x
0 ——r—0-—n-—n 0 00

460 480 500 520 540 560 580
Longitud de onda / nm

Figura 9.13. Espectros sin corregir F,(A), Fg(\A), Fc(\) y Fx(L.) de A*, B*, C* y X*obtenidos mediante
el ajuste global de las ecuaciones (9.14)-(9.20) a los decaimientos de fluorescencia de la PF en
presencia de BSA a varias longitudes de onda en el intervalo 460-570 nm. [PF]=7.61x10" mol dm-3,
[BSA]=3.84x10"* mol dm™. Aexc = 370 nm en angulo magico.
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Figura 9.14. Espectros F4(A), F5(A) y FZ(A) correspondientes a las especies A*, B* y C* obtenidos
dividiendo las intensidades de emision de los espectros sin corregir de estas especies de
la Figura 9.13 por el tiempo de adquisicion a cada longitud de onda.

Una vez conocidos los espectros de emision de A*, B* y C* se puede determinar cual
es la participacion de estas tres especies en el espectro de emision de estado estacionario
puro del complejo (éste se obtuvo en el apartado anterior). En la Figura 9.15 se ha
representado el espectro de emision puro del complejo obtenido mediante PCGA (ver
Figura 9.8) junto con las contribuciones de los espectros Fgz(A), FE(A) y FE(L) vy el
espectro suma. Se observa que la suma de las contribuciones coincide con el espectro de
estado estacionario de la PF complejada. Ademas, se aprecia que la especie relajada C*
es la que muestra una mayor contribucion seguida de la especie parcialmente relajada B*
mientras que la participacion de la proflavina inicialmente excitada A* es muy pequefa.
Estos resultados ponen de manifiesto que el espectro de emision de estado estacionario
de la proflavina complejada no corresponde a la emision desde el estado relajado.
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o B Componente C

o 2\ Suma com ponentes
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Figura 9.15. Espectro de emision de estado estacionario puro del complejo junto con las
contribuciones de los espectros de emision de A*, B* y C* (se muestra también una funcion logaritmo
normal ajustada a los datos) y la suma de las contribuciones.
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10. CONCLUSIONES

En la investigacion llevada a cabo en esta tesis doctoral se han obtenido las siguientes
conclusiones:

1. El estudio de la influencia de la acidez sobre los espectros de absorcion de la
proflavina en disolucion acuosa ha permitido observar que, en funcion del pH del medio,
la sonda puede existir como forma neutra, catién, protonado en el nitrégeno del anillo
aromatico, o bien dication, resultante de la protonacion del cation en el grupo amino, y
obtener las constantes de acidez de sus equilibrios acido-base. Se ha comprobado que
tanto la forma neutra como la protonada forman agregados diméricos en etanol y agua a
concentraciones relativamente bajas de proflavina, y se han determinado sus constantes
de dimerizacion. Los resultados obtenidos muestran que la interaccion entre las dos
unidades de proflavina de estos agregados es débil e independiente de la carga de la sonda.

2. La excitacion de la forma protonada de la proflavina conduce a la fluorescencia
del cation en todos los disolventes estudiados. Al aumentar la polaridad del disolvente el
espectro de emision de la forma protonada se desplaza al rojo y su rendimiento cuantico
de fluorescencia disminuye. En disolventes préticos, como el agua y los alcoholes, la
excitacion de la forma neutra da lugar a la fluorescencia de la forma protonada como
consecuencia de que el nitrégeno del anillo incrementa notablemente su basicidad tras la
excitacion electronica. En disolventes apréticos, como el DMSO, este proceso no puede
ocurrir y se observa emisién de la forma neutra.

3. Laintensidad de fluorescencia de la proflavina en disolucion acuosa disminuye
por la presencia de aniones en el medio, siendo los desactivadores mas efectivos los iones
yoduro, azida y tiocianato, seguidos por el bromuro y nitrito, mientras que el ion cloruro
muestra un efecto de quenching muy pequefio. La desactivacion puede explicarse a través
de un mecanismo que incluye la formacién de un exciplejo entre la proflavina excitada y
el anion, habiéndose determinado sus constantes de velocidad de formacion, disociacion
y desactivacion. La constante de equilibrio de formacion del exciplejo se incrementa a
medida que aumenta su caracter de transferencia de carga, observandose un incremento
de dos érdenes de magnitud entre el desactivador mas ineficiente (ion cloruro) y el mas
eficiente (ion yoduro). Este hecho es el factor principal que explica la efectividad de los
diferentes aniones como desactivadores de la fluorescencia de la proflavina, ya que el
exciplejo presenta un rendimiento cuantico de fluorescencia mucho menor que el de la
proflavina. Los resultados obtenidos indican que la transferencia electrénica debe jugar
un papel importante en la desactivacion de los exciplejos de los desactivadores aniénicos.

4. La tiourea, metiltiourea, N,N’-dimetiltiourea y tetrametiltiourea son
desactivadores muy efectivos de la fluorescencia de la proflavina. Estas especies
reaccionan a velocidad proxima al control por difusion con la proflavina excitada,
provocando la extincion de su fluorescencia probablemente por transferencia electréonica.
Ademas, se propone que las tioureas forman un complejo con la proflavina en estado
fundamental, que no es emisivo. La constante de equilibrio de formacién de ese complejo
se incrementa al aumentar su caracter de transferencia de carga. Por esta razon, la
efectividad de estos desactivadores aumenta con el nimero de metilos sustituyentes en la
tiourea.

5. La intensidad de fluorescencia de la proflavina en disolucion acuosa disminuye
significativamente y el espectro de emision se desplaza a mayor longitud de onda al
aumentar la concentracién de los calixarenos SCX4 y SCX6. Este comportamiento se
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atribuye a la asociacion de la proflavina con el calixareno en el estado fundamental debido
a la interaccion electrostatica entre la carga positiva de la sonda y la negativa del
macrociclo. Se puede afirmar que a concentraciones bajas de calixareno se forma un
complejo 1:1, y que el aumentar la concentracion del macrociclo se favorece la aparicion
del complejo 1:2 entre una molécula de proflavina y dos de calixareno. El andlisis de
datos ha proporcionado los espectros emision de los dos complejos, que permiten concluir
que es poco probable que el complejo 1:1 sea un complejo de inclusion y que en el
complejo 1:2 debe existir una interaccion especifica entre la proflavina y el macrociclo,
probablemente enlace de H entre un -NHz de la sonda y un -OH del calixareno,
interaccion que puede producirse tanto si la proflavina se encuentra dentro como fuera
del calixareno. Se ha encontrado que los valores de las constantes de equilibrio de
asociacion proflavina-SCX6 son algo superiores que los de la sonda con el SCX4,
probablemente como consecuencia de la mayor carga negativa del SCX6. Las medidas
de fluorescencia resuelta en el tiempo han permitido identificar los tiempos de vida de
fluorescencia de las tres especies emisoras Y ratificar el modelo propuesto.

6. El espectro de absorcién de la proflavina en disolucién acuosa se modifica en
presencia de la proteina BSA, debido a la asociacién de la sonda con la proteina. La
intensidad de fluorescencia de la proflavina disminuye ligeramente como consecuencia
de su asociacién con la proteina, aunque su espectro apenas se modifica. El andlisis de las
series de datos ha proporcionado los espectros puros de absorcion y emision del complejo
proflavina-BSA y la constante de equilibrio de asociacion. El decaimiento de la
fluorescencia de la proflavina asociada a la BSA es multiexponencial y mas rapido a
longitudes de onda de emision cortas que a longitudes de onda largas, poniendo de
manifiesto que la proflavina complejada emite desde distintos estados de relajacion. El
analisis de los datos permite concluir que la proflavina inicialmente excitada experimenta
un rapido proceso de relajacion consistente en la reorganizacion de las moléculas de agua
que se encuentran solvatando la sonda, originando una especie intermedia que evoluciona
mas lentamente mediante la reorientacion de la proflavina en el entorno de la proteina,
dando lugar al estado relajado de la sonda. El analisis de datos ha conducido a los
espectros de los tres intermedios y ha permitido comprobar que el espectro de estado
estacionario de la sonda asociada a la proteina corresponde a un estado que no esta
completamente relajado.
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En esta tesis se caracteriza la sonda fluorescente proflavina (PF)
mediante espectroscopia de absorcién UV-Vis y fluorescencia.
La PF excitada es desactivada por aniones inorganicos a través
de un exciplejo de menor rendimiento cudantico, con caracter de
transferencia de carga. Las tioureas también actian como
desactivadores por transferencia electrénica, tras el encuentro de
la tiourea con la PF excitada, y por la formaciéon de un complejo
no emisivo en estado fundamental. Se ha analizado asimismo la
interaccion de la PF con los macrociclos 4-sulfocalix[6]areno y
4-sulfocalix[4]areno, asi como con la proteina seroalbimina

bovina, determindndose los espectros y constantes de equilibrio

de los complejos formados en estado fundamental.
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