Objetivos. La practica se divide en dos partes.
En la primera, se registran los espectros de
absorcion, fluorescencia y excitacion de un
conjunto de colorantes organicos. La intensidad
de la emision fluorescente se correlacionara
con la estructura molecular de los colorantes.
En la segunda, se estudia el fendmeno de la
desactivacion bimolecular (quenching) de la
emision fluorescente del mononucledtido de
flavina por los iones I'.

Conceptos relacionados:

Espectroscopia electronica, estados excitados
(singlete, triplete), procesos fotofisicos, cinética
fotoquimica.

Revision: 2023-2024

PARTE |.- Efecto de la Estructura Molecular en la
Capacidad Fluorescente de los Colorantes

1. Introduccioén

El objetivo de esta parte de la practica es obtener el espectro de fluorescencia de
una serie de colorantes de la misma familia y relacionar la intensidad de
fluorescencia con la estructura molecular.

La probabilidad (constante de velocidad) de los procesos de desactivacion de
estados electronicos excitados viene controlada por una serie de aspectos
relacionados con la estructura molecular. Asi, la constante de velocidad
fluorescente viene gobernada fundamentalmente por el momento dipolar de
transicion entre los estados Sy y Si1, y por tanto esta relacionada directamente con
la probabilidad de absorcion. El cruce intersistema, que supone un cambio de
multiplicidad, depende en gran medida de la interaccion espin-orbita, la cual esta
favorecida por la presencia de atomos pesados. El proceso de conversion interna,
transicion no radiativa entre estados electronicos de la misma multiplicidad, es
inducido por los términos de acoplamiento electronico despreciados en la
aproximacion de Born-Oppenheimer. Este proceso va seguido de la relajacion
vibracional hasta el nivel vibracional mas bajo del estado electronico.

En esta parte de la practica se evalua la intensidad de fluorescencia de la
fluoresceina y de una serie de sus derivados halogenados asi como de la
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fenolftaleina. En el laboratorio se registran los espectros de absorcion,
fluorescencia y excitacion (en este orden) de todos ellos. Se analizaran las
diferencias observadas entre los espectros de absorcion y excitacion,
considerando factores instrumentales. Se discutira la capacidad fluorescente de
los colorantes en base a los procesos de conversion interna (rigidez / flexibilidad
de las moléculas) y de cruce intersistema (atomos pesados).

(Aa) (B)

Figura 1: Estructuras moleculares de: (A) Fluoresceina (X=H), Eosina (X=Br) y Eritrosina (X=I).
(B) Fenolftaleina.

2. Experimental

2.1 Disoluciones (comunes):

En caso de no estar preparadas las disoluciones de los colorantes, prepare 1L de

una disolucién 2x10 °M de los siguientes compuestos utilizando como
disolvente NaOH 0.01M (pH = 12), disolucion que hay que preparar:

* Fluoresceina (7 mg/L a pH=12) Mr=332.32 Cz0H120s.
* Eosina amarillenta (14 mg/L a pH=12) Mr =691.86 C20HsBraNa2Os.
* Eritrosina B (18 mg/L a pH=12) Mr = 879.92 C2Hel4Na20s.

* Fenolftaleina (20 mg/L a pH=12 ) Mr = 318.33 (6% 107° ). Atencion: Para
realizar los espectros (absorcion y emision) de la fenolftaleina, introducir
en la cubeta 2/3 de la disolucién incolora (madre) y terminar de rellenar
con el disolvente (NaOH 0.01 M) observando el intenso color violeta.
Medir el espectro inmediatamente. (Recordar la practica del Lab. Q-F-I:
Decoloracion de la fenolftaleina).

Disolucion para diluir los colorantes:
e  500mL disolucion de NaOH 0.01 M

NOTA: Es necesario diluir en un factor 1/100 estas disoluciones para registrar
los espectros de emision. Para ello pipetee 1 mL de cada disolucion y aférelo a
100 mL en un matraz utilizando la disolucién de NaOH 0.01 M como disolvente.
Los espectros de absorcion se registran a partir de las disoluciones madre (sin
diluir).
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2.2 Procedimiento Experimental

1. Registre los espectros de absorcion de todas las moléculas entre 250 y 700 nm
utilizando las disoluciones madre correspondientes.

2. Registre los espectros de fluorescencia hasta 700 nm utilizando como longitud
de onda de excitacion un valor entre 10 y 15 nm menor que la del maximo de
absorcion mas desplazado hacia el rojo obtenido en el apartado anterior
utilizando las disoluciones diluidas correspondientes.

3. Registre el espectro de excitacion entre 250 y 700 nm utilizando como
longitud de onda de emision aquella del maximo de fluorescencia obtenida en el
apartado anterior utilizando las disoluciones diluidas correspondientes.

4. Superponga los espectros de excitacion y fluorescencia para cada sustancia.
Superponga los espectros de fluorescencia para las tres primeras sustancias.

5. Repita el espectro de fluorescencia utilizando una longitud de onda de
excitacion de un maximo de menor longitud de onda que el utilizado en el
apartado (2) para validar el cumplimiento de la regla de Kasha.

NOTA: En sistemas cuya emision sea muy pequefia o incluso nula, la
fluorescencia de la muestra puede estar afectada por la fluorescencia de posibles
impurezas (provenientes de la muestra, del disolvente, y/o de una muestra
anterior). También es posible que aparezca sefial Raman del disolvente; recuerde
que la posicion de una sefial Raman depende de la longitud de onda de
excitacion.

3. Resultados

3.1 Espectros de absorcién

Prepare una tabla con los pardmetros de los espectros de absorcion de los
colorantes indicando para cada uno: picos, longitud de onda maxima de
absorcion, absorbancia y descripcion de la excitacion que representan. Ordene
los picos por energias (So — Si1, So — Sa, ....). Compare los distintos colorantes.

3.2 Espectros de fluorescencia

Prepare una tabla con los parametros de los espectros de fluorescencia de los
colorantes indicando: picos, longitud de onda de excitacion, longitud de onda
maxima de fluorescencia, intensidad fluorescente y descripcion -indicando si son
sefiales de fluorescencia o sefiales Raman. Compare y analice los espectros de
los distintos corolantes. ;Como se puede distinguir una emision fluorescente de
una sefial Raman?

3.3 Regla de Kasha

Explique si se cumple o no la regla de Kasha en los colorantes estudiados.
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3.4 Espectros de excitacion
1. Prepare una tabla con los parametros de los espectros de excitacion de los
colorantes indicando: picos, longitud de onda de emision, longitud de onda

maxima de excitacion e intensidad.

2. Compare los espectros de excitacion y de absorcion de los diferentes
colorantes (forma y posicion de los maximos, especialmente).

3. Identifique las transiciones electronicas que se observan en los espectros de
excitacion y de absorcion de los diferentes colorantes.

3.5 Capacidad fluorescente y estructura molecular de los colorantes

1. Comente por qué la banda de fluorescencia esta situada a mayores longitudes
de onda que la banda de absorcion. ;Ocurre igual en cualquier sistema?

2. Correlacione la capacidad fluorescente de los colorantes con su estructura
molecular y discuta las diferencias.

3.6 Desplazamiento Stokes

Mida el desplazamiento Stokes, en cm’l, entre las sefiales de absorcion y
fluorescencia.
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PARTE Il. Transferencia de Energia de Moléculas
Excitadas de Riboflavina. Ecuacion de Stern-
Volmer

Objetivo

Este experimento trata de demostrar la transferencia de energia de una molécula
excitada coloreada (riboflavina) a otra no excitada y no coloreada (KI).

CH,OH

[|CH(0H)13
i
N

CH, N \fo

CHj, N H

Figura 2: Molécula de mononucledtido de flavina

1. Introduccién y Fundamentos Teodricos

Cuando el mononucledtido de flavina, que representamos por R, absorbe un

r . r . * .y .
foton y se convierte en una molécula excitada, R, reacciéon (1), un camino
favorable para la vuelta al estado fundamental es la emision de un foton o
fluorescencia, reaccion (2).

R+h —R (1)
R %R +hv, 2)

En presencia del ion I, el mononucleotido de flavina puede volver al estado
fundamental por transferencia de energia al I', reaccion (3), no emitiendo un
foton.

* _ kQ _ X
R +I —=—>R+(1") (3)
En una disolucion con riboflavina y I' la intensidad de fluorescencia, que
representamos por IF, puede considerarse de esta manera: Si la molécula de

riboflavina excitada no choca con los iones I, la mayoria de las moléculas
emiten un fotén. Si colisionan con algin I, se desactivaran por emision no
fotonica. La competencia entre estos dos procesos, fluorescencia y desactivacion
bimolecular (“quenching”), serd dependiente de:

1. Del tiempo de vida media del estado excitado (t). A mayor duracion de la
molécula de riboflavina en el estado excitado mas se favorecera la
reaccion (3) antes que la (2).
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2. Del nimero de colisiones efectuadas. Ello vendra relacionado con las
concentraciones de riboflavina y I".

3. De la eficacia (kq) de I' como amortiguador. (No todas las colisiones son

efectivas dando transferencia de energia).

La relacion entre la fluorescencia no amortiguada (/) y la fluorescencia
amortiguada (/ F) esta relacionada con estas variables mediante la ecuacion de

Stern-Volmer, ecuacion (4),

]()
F _
]__1+kQ /0]

donde [Q] es la concentracion de desactivador, en este caso el anion I'.

2. Procedimiento Experimental

1. Prepare las siguientes disoluciones (compartidas):

« 500 mL de mononucleétido de flavina 6.5%x10

* 200 mL de KI 0.1 M

5

M.

2. Prepare a continuacion cada una de las disoluciones indicadas en la tabla en
matraces aforados de 25 mL. Cada disolucion tendra la misma concentracion de
riboflavina en presencia de concentraciones variables de KI.

3. Mida la fluorescencia de cada una de las disoluciones utilizando la longitud de
onda del maximo de absorcion -15 nm (450 nm) como longitud de onda de

excitacion, asi como el area de la banda de emision.

Tabla 1. Intensidad méaxima y area de la banda de emision de disoluciones de riboflavina y I".

Disolucion v/mL (R) v/mL (KI) [max,F Area banda
1 2.0 0.0
2 2.0 1.0
3 2.0 2.0
4 2.0 3.0
5 2.0 4.0
6 2.0 5.0
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3. Resultados

3.1 Desactivacion bimolecular (quenching) de riboflavina excitada a

yoduro no excitado.

. 0 . .
1. Represente el cociente Ir, teniendo en cuenta la lectura de fluorescencia para

1

F

cada disolucion, frente a la concentracion de KI.

2. Realice la misma representacion pero con la relacion de areas de la banda de
emision.

3. Estime el tiempo de vida medio de fluorescencia del mononucledtido de
flavina y la constante de velocidad fluorescente.

4. Cuestiones

4.1 Cuestiones previas

1.

Indique que se representa en los espectros de absorcion, fluorescencia y
excitacion y si son de absorcion o emision.

(Qué es el desplazamiento Stokes?

. Enuncie la regla de de Kasha. ;La cumplen todas las moléculas?

. Antes de comenzar la practica, lea atentamente el articulo citado en la

referencia [8].

Deduzca la ecuacion (4).

. Estime un valor para la constante de desactivacion bimolecular, ko,

suponiendo que la reaccion (3) esta controlada por difusion.

4.2 Cuestiones post-laboratorio

1.
2.

(Como se puede distinguir la sefial Rayleigh de una sefial Raman?

(Cuales son los factores que influyen en la intensidad de una transicion
electronica?

Explica el concepto del factor de Frank-Condon y como se manifiesta en el
espectro de fluorescencia de una molécula.

(Coémo varia la intensidad de fluorescencia en los distintos colorantes y a
qué se debe?

(Por qué los espectros de fluorescencia son utilizados para caracterizar los
estados fundamentales de los diferentes colorantes, mientras que los
espectros de absorbancia se utilizan para caracterizar sus estados excitados?
Relacione esta pregunta con el desplazamiento de Stockes.

(Por qué es mas preciso utilizar el area bajo un espectro de fluorescencia
para estimar el tiempo de vida medio de fluorescencia del mononucledtido
de flavina? Relacione su respuesta con el momento dipolar de transicion.
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Material y aparatos

Material por pareja:
* 4 matraces aforados de 100 mL.
* 5 vasos de precipitados de 50 mL.
* 4 pipetas de ] mL
* 1 Pipeta graduada de 2 mL.
* 1 Pipeta graduada de 5 mL.
* 6 Matraces aforados de 25 mL.

Material por mesa:

e 1 Matraz aforado de 200 mL.
e 1 Matraz aforado de 500 mL.
* 2 Vasos de precipitados de 100 mL.

Aparatos:

* Espectrofluorimetro.

* Espectrofotometro de absorcion.

Reactivos:

* Colorantes: Fluoresceina, eritrosina B, eosina amarillenta, fenolftaleina.

¢ Riboflavina monofostato.

« KI.
¢  NaOH.
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