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1.-INTRODUCCION




Los alcaloides de la Rauwolfia son muy numero-
sos. Las Rauwclfias pertenecen a la familia de las Apc-—
cinaceas y ccntienen varias decenas de alcaloides.

Estos alcaloides se han dividido (1) segun su

[§

basicidad en tres grupos:
1.-Bases de anhidronio cuaternarias, caracte-
rizadas por su color amarillo y fuerte basicidad (pK 3,0 a

3,6). Ejemplos: esteroisdmeros serpentina y alstonina.

2.~-Bases de indolina terciarias, que son ino-
doras y de basicidad intermedia (pK 5,7 a 5,9). Ejem—

plos ajmalina, isocajmalina, rauwclfina, etc...



3.-Bases indblicas terciarias, incoloras y
de basicidad mcderadamente débiles ( pK 6,5 a 8,0).
Este grupo se puede subdividir, ulteriormente, ccmo
sigue:

3.17.-Alczloides que contienen un oxigeno
heterociclico, ejemplos: B-yohimbina, reserpinina,
reserpilina, etc..

3.2.- Alcaloides en los que este ciclo
es carbociclico, ejemplos: reserpina, rescinamina,
etc.

En 1o que concierne al uso de 1los ccmpuestos
de esta familia en terapeltica, se pueden indicar
algunas caracteristicas fundamentales, ya que debido
al gran nimero y variedad de estos alcaloides, con
actividades frecuentemente diferentes, hace muy dificil
una completa enumeracidén de las distintas propiedades.

Sin embargo, las dos propiedades
esenciales de la mayoria de estos productos son las
siguientes:

1.-Accibn sedante y depresora.

2.-Accidbn espasmeclitica y vasodilatadora,

usada en los tratamientos de hipertensidn.



La férmula estructural de la serpentina es:

I.- Serpentina

Se trata del:
Oxoyohimba, 3, 4, 5, 6, 16, 17-hexadehi-

dro-16(metoxicarbonil)-19-metil-(19 o).

La férmula empirica es 021H20N203

y posee una masa mclecular de 348, 38.

La serpentina se obtiene de las raices de
ciertas especies de Rauwolfia, principalmente R. ser-
pentina y R. vomitoria o pcr sintesis.

Se presenta en forma de polvo cristalino,
debilmente amarillo, practicamente inodoro, ligera-
mente soluble en agua(bajo fuerte agitacidn), difi-
cilmente soluble en etanol, cloroformo, metanol y ace-
tonitrilo.

Presenta un punto de fusidén comprendido en-
tre 242° y 244°C.

Su poder rotatorio especifico es:

| « |5 = -135 a -143°C(dimetil formamida).



Se debe conservar protegido de la
humedad y de la accioéon de la luz.

Ademas de las aplicaciones generales
de los alcaloides de la Rauwolfia, muy recien-
temente se ha sugerido por Beljanski y col.(2)
(3), que la serpentina inhibe selectivamente

"in vitro" la sintesis de DNA en las células

cancerosas.



2.- OBJETIVO



Como parte de un programa que sSeé estéd realizan-
dc en este Departamento sobre luminiscencia, equilibrio
dcido-base en estados fundamental y excitado y oxida-
cibn de distintos alcaloideé de la Rauwolfia, se aborde
en esta memoria:

1.-Estudio de la fluorescencia nativa o direc-
ta de la serpentina, obteniéndose espectros corregidos
y‘no corregidos de este alcaloide en distintos disol-

entes determinando los maximos de excitacidn y de
emisiodn.

Se estudia asimismo la influencia del pH

en la fluorescerncia de las disoluciones acuosas.
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Se discute la posibilidad del uso de dicha fluorescen-
cia directa en determinaciones analiticas, estudian-
dose 1la dependencia de la intensidad de fluorescencia
con la concentracién y determindndose el limite de de-
teccibn en agua . Se calcula tambien el
rendimiento cuantico de fluorescencia de la serpentina
en etanol, Acido sulflrico 0,05M y acido acético 5N.
Finalmente se calcula la sensibilidad absoluta de fluo-
rescencia en etanol.

Previamente al estudio espectrofluorimétri-
co se hace un estudio espectrofotométrico.

2.-Las constantes de ionizacidn .e sustancias
farmacolbgicamente activas son de extrema importancia
en la determinacidn de la accidn de las drogas. Por
esta razbn se ha realizado un estudio completo del e-
quilibrio acido-base en el estado fundamental y en el

primer singlete excitado de esta sustancia.



3.-PARTE BIBLIOGRAFICA

3.1.-Antecedentes bibliograficos.
3.2.-Propiedades &cido-base de 1los

estados excitados.
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3.7.-Antecedentes bibliograficos.

La serpentina ha sido aislada a partir
de la Rauwolfia serpentina, R. hirsuta, R. fruticosa,
R. heterophylla, R. ligustrina, R. sellowii, R. micran-
ta, R. sumatrana (Apocinaceae), Vinca minor y V. rosea
(4).

Se han indicado para este alcaloide al-
gunas propiedades espectroscdpicas en el UV, indicéan-
dose como maximos de absorcidn 252 nm. (log € = 4,49),
308 (loge = 4,30) y 370 (loge = 3,61) (5).

Schlitter y col. (6), han descrito di-
ferentes transformaciones quimicas para la serpenti-
na tales como la hidrblisis en medio basico y diversas

reducciones.
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Este alcaloide se ha preparado a partir
de la ajmalicina mediante la oxidacibn con tetraace-
tato de plomo, proceso que puede invertirse por reduc-
cidén catalitica (7). La serpentina ha sido objeto tam-
bien de diversos estudios biosintéticos (8-11).

Existe muy poca informacidén sobre las
caracteristicas espectrofluorimétricas de este alcaloi-
de. Undefriend y col. (12), se limitan a indicar 1os maxi-
mos de excitacidn y de emisidn, sin corregir los es-
pectros.

Jung vy Jungova (13) indican tambien los
méximos de excitacidn y de fluorescencia de una serie
de alcaloides de la Rauwolfia, entre los que se encuen
tra la serpentina, en disoluciones de metanol, pero
tampoco corrigen los espectros, ni calculan 1los ren-—
dimientos cuanticos. Radejova y col. (14) estudian
asimismo la fluorescencia nativa de la serpentina y
de otros alcaloides de la Rauwolfia en metanol, con
objeto de obtener informacién sobre su estabilidad.

Como los autores anteriormente indi-
cados, s6lo registran los espectros no corregidos de
excitacibén y de emisidn.

Finalmente, Glrkan (15) estudia la
fluorescencia de la serpentina, yohimbina y boldina
en disoluciones acuosas a distintos pH y en etanol
y cloroformo, y propone un método para la determina-
cibén analitica de estos alcaloides. Aunque este estu-
dio es algo mas completo que los anteriores, indican-

do incluso el limite de deteccidn en disolucidn C,IN
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de acido sulfirico, tampoco corrige los espectros,
ni determina el rendimiento cuéntico ni la sensibili-
dad absoluta de fluorescencia.

En 1o que respecta al equilibrio
dcido-base de este alcaloide, la Unica resefia bi-
bliografica corresponde a Schwarz y Schlitter (16),
que mediante titulacidn potenciométrica en disolucio-
nes metanol-agua al 40% de metanol dan un valor de

10,49 para el pK en ese medio.
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3.2.-Propiedades acido-base de los estadcs

excitados.

Desde hace mas de tres décadas se admite, gra-
cias a lcos trabajos de Forster (17),(18) y (19), que las
diferencias erntre la dependencia ccn el pH de l1os espec-—
tros de absorcidén y de fluorescencia se deben a la trans-
ferencia protdnica <n el estado fundamental para el caso
de la absorcidén y en el primer singlete excitado (5,) pa-
ra los ecpectros de fluorescencia. Weller (20), (21) y

(22), efectud un estudio detallado para diferentes com-
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puestos acumulando una considereble cantidad de
datos.

Hasta la fecha, la mayoria de los estu-
dios de estas propiedades se han limitado a com-
puestos aromaticos que presentan vandas adecuadas
de absorcibén en el visible y en el UV cercano y
que, frecuentemente, presentan intensa fluores-
cencia.

Lc mismo que ocurre con muchas propie-
dades quimicas, las constantes de acidez depen-
den de las distribuciones electrbnicas. Se ha de-
mostrado mediante la medida de momentos dipolares,
y sobre todo, mediante el estudio de la fluores-
cencia, que la excitacibdn electrbdnica entrafia pro-
fundas modificaciones de estas distribuciones. Pues-
to que las densidades de carga eléctrica se modi-
fican frecuentemente mediante la excitacidn elec-
trénica, es natural observar variaciones en la aci-
dez entre el estedo fundamental y los diferentes es-
tados excitados (23) y (24).

Weller (25) ha publicado en 1.9617 una
excelente revisidn relativa a reacciones rapidas
de moléculas excitadas, examinando el intercembio
proténico con gran detalle. gigen y col. (26),
han efectuado tambien una revisibn relativa al
mecanismo interno de la transferencia protdnica y
a la velocidad de las reacciones acido-base. Donck

(27), publica finalmente una revisidén abordando
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el estudio\de las propiedades acido-base de los
estados excitados.

El ccnocimiento de las propiedades acido-
base de las moléculas en el estado excitado es
de primordial importancia para la dilucidacidn
de los mecanismos de fotorreaccidén. En el contexto
complejo de la reactividad fotoquimica las constantes
de acidez arparecen ccmo magnitudes particularmente
-1mples y claras tanto desde el punto de vista
termodinémico como cinético (28) (9 ).

La acidez y la basicidad se pueden definir
de diferentes maneras. En la presente discusidn
se emplearad siempre la definicidén de Bronsted (30 (31).
Un &cido es una meclécula o un ibén que bajo ciertas
condiciones puede ceder un protdn y una base es
una especie que puede aceptarlo. S6lo se trataran
los equilibrios en disolucidn acuosa y por ello

la reaccibdn general que se considera es:

111 AH + H,O — A + H,O
(4&cido) (base)
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donde a = actividades.
| |= concentraciones.

y = coeficientes de actividad.

Para disoluciones diluidas la expresiodn

anterior equivale, aproximadamente a:

- +
[A7] [H,0")

| AH|

En lo sucesivo, al pK del estado fundamen-
tal se le designara pK(So) o simplemente pK,
y al correspondiente pK del primer singlete excitado
(8,7, pK(ST), o simplemente pK*. No consideraremos
en esta memoria al pK del primer triplete excitado
PK(Tj).

Para la determinacibén del pK del primer
singlete excitado, pK(S1), se pueden considerar
dos métodos generales:

1.-Medidas de las intensidades de fluores-—

cencia.

2.-Método termodinamico.
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3.2.1.- Medidas de las intensidacdes de fluores-

cencia.

En el equilibrio acido-base en el estado
81, la transferencia protbénica entra en competencia
con la desactivaciédén radiativa y no radiativa

de acuerdo con el siguiente esquema cinético:

Transformaciones Etapa
AH(S,) hv AH(S.) -0-
Kk .
AH(S,) £ AH(S_) + h v 1=
ke
AH(S;) —— 5 AH(T,) —2=
K’ 4
AH(S.,) + H.O — A™(S,) + H.OF —3-y 4
1 = 1 3
K
- k' - It
A (Sq) f A (S ) +h v -5-
_— 0
- k' —
A" (S,) t A(T,) -6-
—_—

Donde w es la frecuencia de excitaciodon,
y Lt L" scn las frecuencias de fluorescencia
de las fcrmas acida y basica respectivamente.

So’ S1 y T1 designan, respectivamente, los ecstadcs
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electrénico fundamental y lcs singlete y triplete

de mas baja ernergia.

K{ y k'f = Constantes de velocidad unimolecular
de fluorescencia.
kt Y k't = Suma de las conctartes de velocidad

unimolecular de la desactivacidn no
radiativa.
ﬁ - a
K' = Constante de velocidad pseudcunimolecular
de la reaccidn directa.
e_— . .
k = Constante de velocidad bimolecular de la reac-

cidén inversa.

En el esquema anterior las ccndiciones
de pH scn tales que el equilibrio en el estado
fundamental esté& desplazado hacia la forma acida
que es, pues, la unica responsable de la abscrcidbn
(etapa -0-). La deprotonacidén de la forma acida
(etapa -3-), entra en ccmpeticiéon aesde el punto
de vista cinético ccn los procesos de desactivacidn
por fluorescencia y pcr cruce inter-sistemas(etaras
-1- y -2~ respectivamente). Anadlogamente, la protona-
cibén de la torma basica estd en competicidn ccn
los procesos de desactivacidn indicados ern 1las
etapas -5- y -6-.

Para que el equilibrio acido-base sea

alcanzado mientras dura el estado excitado, es
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necesaric que el tiempo de relajacidn de este equi-
librio sea corto frente a la duracidn de las espe-

cies excitadas, es decir:

< -
| 4] Trel. Tag Y n
donde Trel es el tiempo de relajacidn del equi-
librio protetrépico y T y T

AH A~ lecs tiempos de
vida media de las formas acidas y basicas. Se puede

demostrar (32) que

1

151 ?Pelz

X +
( Ka + IHSO )

Los compuestos aromaticos er: los que el
estado S, es del tipc 7wm¥* tienen una vida media
del orden de 10_8 s . La protcnacidn ec frecuentemen-—
te ur. proceso controlado por la difusidn y por ello

el valor de k es aproximacamente 5 10'0 us77.

Entonces, segun la expresidn |5|, el equilibrio en

el estado excitado sblo sera alcanzado pera el caso

de acidos muy fuertes con valores del pKa mer:ores

0 iguales a 2. Razcnando de idéntica meanera, se de-
mestra que sdlo las baces muy fuertes con pr meno-
res O ilguales a 2 pueden alcanzar el eqguilibrio proto-
trépico en el estado excitado.

Weller (20)(21)(33) he aplicado la hipbd-

tesis del estado ectacionario al esquema cinético
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indicado anteriormente y ha pcdido relacionar la
relacidén de los rendimientos cuanticos (o de las
intensidades de fluorescencia) ccn las constartes

cinéticas y ccn el pH:

1T + k ‘A !HBO |

61 (-} =
Q T YT _
o /AH T + k mot k A |H3O+l
X T
171 (L) = - Al -
Q - - T T +
o /A 1 + K an t % A |H30 |
donde Q es el rendimiento cuéntico de fluo-
QO AH

rescencia de la fcrma acida a ur. pH determinado con
relacibén al rendimierto cudntico de la misma forma
medidc en concdiciones tales de pH en los que exista
deprcotonecién. [ Q es la misma relacidn re-
Qo AT

ferida a l& forma basica . Obsérvese que las re-
laciones citadas de los rendimientos cuédnticos equiva-
len a las relaciones de las intensidades de fluores-
cencia en las mismas condiciones.

Mediante las medidas de los tiempos de vida

media T - vy la determinacidn de la inten-

T
AH Y A

sidad de fluorescencia frente al pH, se pueden Ob-

terer k y ¥k y, er consecuencia, le constante de
7

equilibrio ya que K_ = kK
a *E
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En la determinacidn del pKa del singlete
excitado(S1), (pK;)mediante la titulacidén fluorimé-
trica frente al pH, es muy interesante desde el pun-
to de vista préactico, el trabajo de Schulman y Ca-
pomacchia (34), donde se discuten los tres casos
posibles: a) La transferencia protdnica en el sin-
glete excitado de menor energia, ocurre mucho mas
lentamente que la desactivacidn por fluorescencia
del &4cido o de la base conjugada. b)El intercambio
proténico ocurre mucho méds rapidamente que la citada
fluorescencia y c¢) Las velocidades de la transfe-
rencia protdénica y de la fluorescencia-.son compa-

rables.

3.22.-Método termodindmico.Ciclo de Forster

Ademéas del método de las intensidades
de fluorescencia discutido anteriormente, los pK
del singlete excitado(pK*) se pueden determinar por
otro método més sencillo, desarrollado por Forster
(18) y basado en un ciclo termodinamico, indicado

en el esquema de la figura adjunta.
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A¥™

AH*

AEAH

AH hd

Diagrama esquematico de los niveles electrdnicos
del estado fundamental y excitado de un acido (AH) y

de su base conjugada (A ).
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Existen dos vias alternativas de alcanzar
el estado excitado de una base pertierdo del estado
fundamerital del &cido conjugado, como indica el dia-
grama. Una consiste ern la disociacibdn del acido en
el estado fundamental (AH), originando el estado
fundamentai de la forma basica (A ), este proceso
se alcanza mediante ur cembio de energia, AH, que
es la ertalpia de disociacidn ern el estado fundamen-
tal. La fcrma basica A absorbe despues la energia
AEA— de la radiacidn para llegar al estado excitado
A~* . La energia total intercambiada er: el proceso
es pues AH + AEA— . Alternativamente AH puede ab-
scrber la radiacibén de energia AEAH para ser ex-
citauc a AH* y despues se disocia a A * con un
cambio de erntalpia AH*. La energia tctal ascciada
a este proceso es AH¥* + AEAH.
Evidentemente se tendra:

| 8| AH + AEA— = AH¥* + AEAH

AEAH y AEA— estan relacionades ceon las long:tu-
des de onda de absorcidén o nUmero de onda por
_ N h cC _ -
AEAH = = Nh c Vag Y
AAH
AEA— = N h ¢ V-

doende N es el nOmero de Avegadro, ¢ es la velioci-

dad de la luz, h la constante de Planck y UAH y

'QA— son 1lcs numeros de orda de absorcidn de

as
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formas AH y A  respectivamente.

Si se supcne que la estructura vikrecional
de AH, AH*, AT y A™* son similares, -OAH y 'VA—
pueden tomarse como 1los maximos de abscrcibén de la ma-
yor lcngitud de onda del éacideo y de la base conju-
gada respectivamente.

Enténces la ecuacidén |8 se transforma

en:

9] M¥ — AH =Nhc( V,-- 9V )

Por otre parte es sabido que:

AH=AG+TAS=2,3RTpKa+TAS

AH* = A G* + TAS*¥ = 2,3 R T pK; + T Ag*

doende AG y A S scn respectivamente la energia 1i-
bre de Gibks y la ertropia de disociacién en el
estado fundamental y A G¥ y A S* las correspondien-
tes magnitudes del estado excitado. pKa y pK; se—
rian, respectivamente, los pka del ecstado fundamen-
tal y del primer singlete excitado. Si se supone

que leés entropias de protonacidn er. el estado funda-
mental y excitado son iguales ( suposicidn razonable
puesto que las eritropias de protonacidn en los ecta-
decs electrdnicos respectivos son predcminantemente
cenfiguracionales y pcr ello de diferencias de ener-

gia similares ), resulta:
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V. -V
[10] pK* - pK_ = _Nhc A AH)
a a

2,3 RT

y a 25°C, uséndo el sistema c.d.s.

\Y)

-1 .
Ay €0 cm ), resulta:

V-
( Ay

111 PKX - pK, = 2,10 1072 ¢ Vo = V)
Esta ecuacion indica que conociendo el pK del estado
furdamental y lcs maximos de abscrcidén para la mayor
lengitud de onda del acido y de la base conjugada,

se puede calcular el ng del estado excitado.

Jaffe y Jones (3%) han discutido amplia-
mente las ccndiciones para la aplicebilidad del ciclo
de FOrster. El ciclo es a pricri aplicable solamente
a transiciones electrdnicas puras. Sin embargo, pa-
ra moléculas aromaticas en disolucidn, es frecuente-

mente dificil e incluso imposible el saber las tran-
siciones 0-0. Para evitar esta dificultad, TkH y 75A—
se calculan promediando las frecuencias de los ma-

ximos de absorcidn y de fluorescencia de ias formas

dcidas y bésicas respectivamente.



4. -PARTE EXPERIMENTAL

4.17.-Reactivos y aparatos.
4.2.-Fluorescencia.

4.3.-Equilibrio &cido-base.



4.1.-REACTIVOS Y APARATOS

4.17.17.-Reactivos.

4.1.2.-Aparatos.
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4.1.7.-Reactivos

La serpentina empleada fué de un alto grado
de purezax*.

Los disolventes utilizados fueron los siguien-
tes: metanol y etanol Merck de grado de pureza para "fluorime-
tria", acetonitrilo Merck de grado de pureza para "espectros-
copia", &cido acético glacial Merck p.a..

Otros reactivos fueron: perdxido de hidrbge-
no 30% Merck, bisulfato de quinina U.S.P. y antraceno puri-
simo,cloruro potasico, acido clorhidrico, hidrdéxido potésico,
dihidrogenofosfato potédsico, hidrbégenofosfato disédico,
acido Dbdérico, tetraborato sddico, &cido sulflrico,

carbonato sbédico, bicarbonato sbédico y acido acético,Merck p. a.

¥La serpentina fué suministrada por C.H.
Boeringer Sohn Ingelheim, S.A.E.. Les expresamos nuestro

agradecimiento.
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4.1.2.- Aparatos

Fué utilizado un espectrofotdmetro Perkin
Elmer Modelo Lambda 5 U.V.-Vis.. Este aparato es de doble
haz, con rango de longitud de onda de 190 a 900 nm. La preci-
sibén en la seleccidn de la longitud de onda es de 10,3 nm,
la reproducibilidad de ir0,1 nm., y la precisidén fotométrica
de irO,OOSA para 1A. Ademés dicho aparato posee un Printer/
Plotter para recogida de espectros.

La fuorimetria se ha realizado en un espectro-
fluorimetro Perkin-Elmer Modelo 650-40. Este aparato uti-
liza una lampara de xenon de 1SOw. Los monocromadores, tanto
de excitacidn como de emisidn, tienen una seleccidn de paso
de banda de 1,5 a 20 nm.. E1 monocromador de excitacidn
selecciona la radiacidén en un intervalo de 200 a 830 nm.,
el de emisidn entre 200 y 830 nm. E1l detector es un R 928
detector fotomultiplicador que se usa en un rango de lon-
gitud de onda de 220 a 800 nm.. Como registrador se ha uti-
lizado un Hitachi Modelo 057 XY. Para la obtencidn de los
espectros corregidos, tanto de excitacidn como de emisibn,
el espectrofluorimetro estid provisto de un procesador de
datos Perkin-Elmer Modelo 650-0178.

La sensibilidad y la estabilidad del espec-
trofluorimetro se comprobd mediante la banda Raman del agua
destilada. Las longitudes de onda de excitacidén y de emi-

sién se comprobaron usando las lineas de la lampara de
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xenon a 450,71 nm, asi como mediante disoluciones de bisul-
fato de quinina ( 36).

La termostatizacidn se realizd mediante un
termostato auxiliar Tectron Modelo 473-100 en el cual se con-
sigue una temperatura de ¥ 0,1°C.

Para la determinacidén de 1los Rendimientos
cuédnticos se ha disefilado un sistema de adquisicidn de datos
basado en un microprocesador ATOM de Acorn. Comp., que per-
mite el registro del espectro y su tratamiento posterior.
Las areas se han calculado mediante integracidn numérica
de la curva experimental. E1 programa completo se recoge en
el apéndice 1.

Los valores de pH se han obtenido usando un
Radiometer 82 Phmetro con una precisidén de 0,01 yridades de

PH.



4.2 . ~-FLUQORESCENCIA

4.2.1.- Fluorescencia nativa o directa.
4.2.2.- Efecto de la concentracidn en
la intensidad de fluorescencia.
Limite de deteccidn.
4.2,3,.- Rendimientos cuanticos. Sensibi-

lidad de fluorescencia absoluta.
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4.2.1.- Fluorescencia nativa o directa

Se han estudiado las caracteristicas
espectrofluorimétricas de la serpentina en agua, me-
tanol, etanol, acetonitrilo y acido acético 5N.

Se hicieron pruebas de estabilidad de
la serpentina en estos medios y las disoluciones re-
sultaron suficientemente estables durante el trans-
curso de las experiencias, manteniendo siempre 1las

disoluciones en matraces topacio.
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En primer lugar se obtuvieron los es-
pectros no corregidos de excitacidén y de emisidn,
la concentracidén de serpentina en los disolventes
utilizados fué de 5 ug.m1—1.

Las medidas se efectuaron con disolu-
ciones preparadas inmediatamente antes de su utili-
zacibn y se les burbujed nitrodeno pafa evitar la
amortiguacidén ('"Quenching'") del oxigeno del aire.

Las rendijas de excitacidén y de emisidn
usadas para la obtencidén de los espectros no corregi-
dos fueron de 2 y 6 nm. respectivamente.

Seguidamente se obtuvieron los espec-
tros corregidos de excitacidén y de emisidbn, que se
registraron en cuantos relativos frente a la lon-
gitud de onda. Se empled como patrdn para tales co-
rrecciones la rodamina B.

E1l rango de longitudes de onda corre-
gido fué 280-600 nm. para la emisién. E1 intervalo
entre puntos vecinos corregidos fué de 0,8 nm.. Las
rendijas de excitacidn y de emisibdn utilizadas para
la obtencidn de 1los espectros corregidos fueron 2 y
6 nm. respectivamente.

En las figuras (1,2,3,4,5 ) se pre-
sentan los espectros no corregidos (......... )y
corregidos ( ) de excitacidén y la fluorescen-
cia de la serpentina en agua, metanol, etanol, aceto-

nitrilo y acido acético 5N.
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En la tabla ( I ) se recogen las longitudes
de onda de los maximos de excitacidén y emisidn de 1la

serpentina en los disolventes antes mencionados.

4,2.2.-Efecto de la concentracidn en la in-

tensidad de fluorescencia. Limite de deteccibdn.

Se estudid tambien la relacidn entre la in-
tensidad relativa de fluorescencia en el maximo de
emisidén y la concentracién para disoluciones de ser-
pentina en agua ( A_,. a 307 nm, 365 nmy X,  de
445 nm ).

La figura ( 6 ) indica una dependencia lineal
en el rango de concentraciones de 0,01 /UQ.ml_1 hasta

-1 -1
2 mg.ml” para A, . de 305 nmy de 0,01 Mg.ml

hasta 10 /Ug.ml_1. para una de 365 nm.

’\exc.
Se determind el limite de deteccidn en

agua. La tabla ( 1II ) indica los valores de emisidn

para cada una de las longitudes de onda de excitacidn.
De la pendiente de las curvas de calibracidn,

figura ( 6 ), se obtienen 1los valores de la sensibili-

dad en intensidad relativa. /Ag_1m1.

Para un nivel de confianza del 90% el 1i-

mite de deteccidn se calcula mediante la férmula:

Sp1

Sensibilidad
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Donde Spy es el valor standar de las medi-
das del blanco. Los valores de la sensibilidad y los

limites de deteccién se pueden ver en la tabla ( II ).

4.2.3.-Rendimientos cuanticos. Sensibili-

dad absoluta de fluorescencia.

Se han determinado los rendimientos cuénticos
(Q) a 25°C de disoluciones de serpentina en etanol, a-
cido acético 5 N y éacido sulfarico 0,05 M. Para e-
110 se han comparado los espectros corregidos de emi-
sidén de las disoluciones de serpentina con el corres-
pondiente al del bisulfato de quinina en acido sulfi-
rico 1 N, que se tombé como sustancia de referencia.

Los espectros se obtuvieron a partir de di-
soluciones diluidas recientemente preparadas a las
que se les burbujed nitrdgeno, excitando a una longi-
tud de onda de 350 nm. Las rendijas de excitacidn y
de emisidén fueron de 5 y de 6 respectivamente. Asimis-
mo se midieron las absorbancias de las citadas disolu-
ciones. Las areas bajo los espectros se calcularon me-
diante la conexidén de un microprocesador de datos al
espectrofluorimetro y haciendo uso de un programa
especialmente preparado para este fin ( véase apéndice
1 ). Como rendimiento cuantico del sulfato de quinina ,

sustancia de referncia, se tomdé el valor de 0,546(37).
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Los rendimientos cuanticos se

calcularon haciendo uso de la formula:

0= 0,546 Area bajo espectro serpentina. Ab bis.quinina

Area bajo espectro bis.quinina Ab serpentina

En la tabla ( III ) se indican los valores
de los parametros antes indicados necesarios para tal
cdlculo, y los valores de los rendimientos cuanticos.

En la figura ( 7 ) se pueden comparar 1lo0s
espectros corregidos de emisidén de la serpentina en
etanol y el bisulfato de quinina en acido sulfirico
0,17 N a 25°C.

Con el valor del rendimiento cuéntico pa-
ra etanol se puede obtener la sensibilidad de fluores-
cencia para la banda completa de emisibn, determinan-
do previamente la absorbancia por centimetro para una
concentracidn de 1 Mg ml"1 a una longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcidén ( 365 nm) .
Asimismo, conociendo la anchura espectral de banda del
espectro de fluorescencia, se obtiene la sensibilidad
de fluorescencia para el pico de emisidn.

En la tabla ( IV ) se indican los resultados.
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TABLA 1

Valores de las longitudes de onda de los maximos
de excitacidén y de emisidn de la serpentina en agua,

metanol, etanol, acetonitrilo y acido acético 5N.

Disolvente *exc.(nm) AEmis.(nm)

Agua 248 445
306
365

Metanol 252 445
308
368

Etanol 252 445
308
368

Acetonitrilo 250 442
306
365

Ac. acético 5N 260 444
308
268



TABLA II

Valores de emisidn de la serpentina a una Aem. de

445 nm frente a la concentracidn en agua. Limite de

deteccidn.

C( Mg mi™ ") I( Aexc.= 305 nm) I( Aexc.= 365 nm)
0,2 8,6

0,4 18,1

0,6 25,9

0,8 34,1

1,0 44,8 4,56
1,2 53,5

1,4 61,8

1,6 70,8

1,8 78,0

2 87,0 9,1
3 14,0
4 18,4
5 23,1
6 27,8
7 32,3
8 36,2
9 41,0
10 45,2

Sensibilidad 437,2 45,2

(intensidad./mg_q.ml)

Limite de deteccibdn 0,45 0,05
1
)

( ng.m1~
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TABLA III

Rendimientos cuanticos de la serpentina en

etanol, A&cido acético 5N y &cido sulfarico 0,05M a

2500,

Disolvente Aexc. Q

Etanol 350 0,63%0,02
S0,H, 0,05M 350 0,65%0,02
Ac. acético 5N 350 0,66%0,02

Bisulfato quin. 350 0,546



TABLA IV

Sensibilidad absoluta de flucrescencia de

la serpentina en etanol.

Dméax. = Absorbancia por cm. para una ccncentracidn

de 1 Mg m1~' al méximo de absorbancia, 365 nm = 0,012.

Q Dmax.= Sensibilidad de fluorescencia para la banda

completa de emisidn = 7,56. 1073

H = Anchura espectral de banda del espectro de fluo-

rescencia (ym - = 0,41
/

Q. Dmax.
H

= .Sensipilidad de fluorescencia para el pico

= 0,0184 Mm.



4.3.-EQUILIBRIO ACIDO-BASE

4.3.1.-Influencia del pH en las espectrocopias
de absorcién y de fluorescencia.
4.3.2<Determinacidén de los pKa del estado funda-
mental y calculo de 1los PK, del ectado

excitado.
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4.3.1.-Influencia del pH er las espectrosccpias de ab-

scrcibdn y de fluorescencia.

Se han registrado los espectros de absorcidn
UV-visible de disoluciones acuosas de serpertina er
un intervalo de pH comprendido entre 1 y 13. Asi-
mismo se estudid la abscrcidn er disoluciones de acido
sulflrico concentrado. La concentracidn del &cido sul-

firico se varid ertre concentracidn de 4 M hasta 18 M.
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Previamente a ecte estudio espectroscbdpico, se hicie-
ron pruebas de la estabilidad de la serpentina. En
el intervalo de pH antes indicado, las disoluciones
fueron suficientemerte estables durante el transcur-
so de las experiencias, en cambio, para las disolu-
ciones de acido sulfarico ccncentredo, la estabilidad
fué menor,se observd un ligero aumento de las abscr-
bancias ccn el tiempo, peticularmente para las ccncen-
traciones desde 4 M hasta 14 M.

La concentracidn de la serpentina para la obten-

5 M en

cidén de los espectros de absorcidén fué de 5 10~
todos los casos, esta concentracidn resultd ser su-
ficiente pera alcanzar una btena resolucidn de 1los
maximos de absorcidn.

Los pH se fijaron mediante disoluciones tam-

pcnes, especialmente preparadas para estudios ecspec-

troscbpicos(38). La composicidn de los mismos fué la

siguiente:
_PH_

1,8 12,5 ml de KCI 0,2 M + 10,5 ml de HC1 0,2 M
enrasando hesta 50 ml.

4,6 10,3 ml de CH3COOH 0,T M + 5 ml de KOH O0,T M
enracando hasta 50 ml.

7,0 7 ml de KH2PO4 0,02 M +12 ml de NagHPO4 0,01
enrasando hasta 50 mI.

8,5 0,3 ml de H3BO3 0,1T M +10 ml de Na2B4O7

0,025 M enrasando hesta 50 ml.

M



9,2 17,3 m1 de H,BO

Na2B

NaHCO

51

3804 0,1 M + 10 ml de

0., 0,025 M _enrasando hesta 50 ml,

477
10,0 11 ml1 de Na,CO

0,01 M + 8,7 ml de

2773

3 0,02 M enracsando heasta 50 ml.
10,6 16 ml de Na2CO3 0,01 M + 2 ml de
3 enrasando hasta 506 ml.

NaHCO

12,7 0,561

17 g de KOH + 0,07456 g de ClK

+ 10 ml de serpentina enrasendo hasta

100 ml.

En la figura

( 8 ) se presentarn como ejemplos 1l0s

espectros de abscrcibébn a unos pH seleccionados entre

el intervalo antes citado. Asimismo, se indica en 1la

citada figura el espectro ccrrespondiente a la disc-

lucidn en &cido sulflrico 18 M. Las longitudes de los

maximos de absorcién se han recogido en la tabla( v ).

Asimismc se ha efectuado un estudio espectro-

fluorimétrico en el mismo intervalo de pH antes citado

y para las diferentes discluciones de &cido sulfi-

rico cconceritradc.

los esgpectros.

En tcdos los casos se corrigieron

8

La concentracién de serpentina fué de 1 10 =~ M.

Las rendijas

de excitacidn y de emisidn fueron de

2 y de 6 nm respectivamente.

En la figura(

9 ) se presentan los espectros

ccrregidos de fluorescencia para 1los pH 1,8, 7 vy

12,7 y en &acido sulflirico 18 M.

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD Dt FARMACIA
BIBLIOTECA
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Las longitudes de orda de 1os maximos de
emisién se indican en la tabla( V ).

Asimismo, se hen determinado las intensi-
dades relativas de fluorescer.cia corresponcientes al
maximo de emisidén de 445 nm pera las. longitudes de
onda de excitacidén de 305 y 365 nm, frente al pH.

En la figura( 10 ) y en 1la tabla ( VI ) se
presentan los resultados.

La concentracidn de alcaloide fué em todos

los casos la ya citada 1 1078

M. Las rendijas de ex-
citacidén y de emisidn fueron tambien las ya indicadas

2 y 6 nm respectivamrente.

4.3.2.-Determinacidn de los pK_ del estado

funcamental y célculo de los pK_ del singlete excitado.

4.3.2.1.-pK del estado fundamental.

Los espectros de absorcidn er el UV y visi-
ble y de flucrescencia indican la existencia de tres
especies en equilibrio er las disoluciones de serpen-
tina, y pcr ccnsiguiente, de dcs cconstantes de equi-
librio.

Lcs pKa correspondientes a 1os eguilibrios
citados se evaluaron por el método de Maroni y Calmon
(39).

Para el pKa de la ecpecie mas acida se eli-

gieron, a la vista de los espectros de abscrcidn, fi-
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gura( 8 ), las longitudes de onca 4G5 nm y 322 nm pa-
ra la forma béasica y 365 y 305 nm para la ccrrespon-
diente forma acida. La concentracidn de serpentina fué
siempre 5 1072 M. El intervalo de pH utilizado fué

de 10-12 .

La figura( 11 ) indica la variacidn de las
abscrbancias er el intervalo de pH citado a fuerza ibni-
ca 0,02M. ﬁn la figura( 12 ) se presentan los valores
de 1/D—DB frente a la concentracidn protdénica para las
longitudes de onda indicadas.

Dy DB son respectivamente las abscrban-
cias de las fcrmas acida y de mezclas de las especies
dcida y basica. Las rectas de la figura se cortan en
el punto (—Ka, 0), a partir del cual se determina el

pK En la tabla( VII) se presentan los valores de

ar
las abscrbancias a las longitudes de onda citadas
para las diferentes ccncentraciones protdnicas uti-
lizadas er. el céalculo. Los valores de los pKa encon-
trados figuran tambien er. dicha tabla. El1 valor pro-
medio fué de pK,= 11,46 I 0,04.

El pK  de la especie mas acida se calculd de
menera similar. La longitud de onda elegida fué de 257
nm. La cencentracidn de serpentina fué la misma que
arnteriormente.

En la figura( 13 ) se presentan losg valores
de 1/D——DB frente a la inversa a la funcidn de hI( h =

= antilog.(—HI)), y H. es una funcidén de acidez para

I
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la protonacidn de indoles(53). DB y D son respecti-
vamente las absorbancias de la forma basica y de mez-
clas de las especies acida y basica. La recta corta
al eje de las abscisas en el punto ( —1/Ka, 0), a
partir de esta interseccidén se obtiene el pKa, el

valor resulta ser de —11i1.

4.3.2.2.-Cdlculo de los pK_ del primer

singlete excitado(s1)

A partir de la ecuacidén |11| del apartado 3.2 de
esta memoria, ecuacidn de Forster-Weller:

2

PKS 'PKa = 2,10 10 ( Upa ~ IEAC)

donde 3 ac Y U 5 Son los promedios de los méximos

B
de absorcidn y de fluorescencia en cm™ ! de las espe-
cies acida y basica respectivamente, se calcularon a
25°C 1los pKa(S1). Los resultados apérecen en la tabla
( VIII ), donde figuran tambien los pK del estado fun-
damental, las frecuencias de absorcidén y de fluores-

cencia y las frecuencias correspondientes a la tran-

.. -1
sicidn 0-0, expresados en ¢m
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TABLA V.

Valores de las longitudes de onda de los
maximos de excitacidén y de emisidn de la serpentina a

varios valores de pH y SO4H2 18 M

2 abs. K‘fluor.
T max max.

1.8 365 445
305
248

7,0 365 445
306
248

12,7 405 520
322
276

244

H2804 18 M , 363(sh) 415
303
259
253



TABLA VI

Valores de intensidad relativa de fluorescencia de
la serpentina frente a la variacidn del pH, para la

longitud de onda de emisidn de 445 nm

pPH I Agge = 305 nm) I.(X gyo= 365nm)
1,8 78,8 26,2
4,6 76,6 25,0
7,0 74,3 24,2
8,5 73,9 24,3
9,2 72,0 23,4
10,0 64,7 20,9
10,6 50,8 16,1

12,7 0,3 0,09
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TABLA VII

Variaciones de absorbancia, frente a pH, cdlculo de los pKa.

pH A A A

405 322 365 305

2,25 0,007 0,091 0,218 0,996

4,67 | 0,007 0,091 0,219 0,996

11,24 0,062 0,275 0,160 0,757
11,33 0,069 0,295 0,156 0,735
11,40 0,076 0,315 0,150 0,712
11,45 0,079 0,328 0,146 0,693
11,51 0,085 0,345 0,140 0,667
11,56 0,089 0,360 0,137 0,657
11,65 0,096 0,381 0,131 0,628
1,71 0,102 0,400 0,124 0,603
11,74 0,107 0,418 0,121 0,587
pK 11,5 11,45 11,42 11,43

anl
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TABLA VIII

pKaS del estado fundamental y del singlete excitado de la serpentina .a 25°C.

Especie pKa(s_) abs.(cm_q) ‘fluor.(cm_1) 0-0 transicidn ng (8,)
A =11 + 1 27548 24096 25822 -12,9
B 11,51 +0,05 27393 22472 24935 5,3

C 24691 19231 21961
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5.17.-Fluorescencia nativa o directa

Como ya se ha indicado en el apartado 3.1,
la fluorescencia nativa o directa ha sido estudiada
por algunos autores(12)(13)(14)(15), pero todos e-
llos se limitan a seflalar los maximos de excitacidn
o0 de emisidén o todo lo mas, a registrar los espectros
no ccrregidos en algunos disolventes como metanol, e-

tanol y disoluciones acuosas. Cuando se estudia 1la
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fluorescencia de disoluciones es de gran interés co-
rregir los espectros. Los espectros nc corregidos tan-
to de excitacidn ccmo de emisidn son frecuentemente,
en algunos intervalos de longitudes de onda, regiones
fuertemente distorsionadas de los verdaderos espectros
y pueden diferir ccnsiderablemente de los obtenidos
en otros laboratorios con un instrumento diferente.

En las figuras (1,2,3,4,5 ) se presentan los
espectros corregidos y no corregidos de excitacidn
y de fluorescencia de la serpentina en los disolventes
utilizados. En todos los casos los espectros corregi-
dos de excitacidn coinciden bien con los de absor-
cidén. Los espectros de emisidn presentan en todos
los casos un notable desplazamiento de Stokes y
una pérdida en la estructura de banda, esto se debe
a que todos los disolventes empleados son muy polares.
Debido a la insolubilidad de la serpentina en disol-
ventes no polares, como por ejemplo el ciclohexano,
no se pudo hacer el espectro en disolventes de este
tipo para una comparacidn. Este efecto se puede ex-
plicar(40)(41) debido a interacciones de la molécu-
la excitada con las moléculas de disolvente. Es asi
mismo muy destacable que la serpentina emite a una
longitud de onda notablemente superior a otros alca-
loides de la Rauwolfia como reserpina, yohimbina,
ajmalicina etc..(42).

Sin duda, este efecto se debe al caracter
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aromatico del anillo C de la molécula de la serpentina
(vean esquema del apartado 1), mientras que el resto
de los citados alcaloides de la Rauwolfia carecen de

aromaticidad en el anillo C.

5.2.-Efecto de la concentracidn en la inten-

sidad de fluorescencia. Limite de deteccidn.

Se ha podido observar en la parte experimen-—
tal que para concentraciones bajas de alcaloide(apro-
ximadamente 2/ugm1_1), existe una proporcionalidad
entre la intensidad de fluorescencia y la concentra-
cibén. Esto se puede explicar, a partir de la ley de
Lamber-Beer; para radiaciones monocromaticas se cumple:
10" Ebc

|12] I=1I,

donde IO es la intensidad incidente, It es la inten-
sidad transmitida, & es la absortividad molar, b el
espesor en cms. de la célula y ¢ la concentraciébn

molar.

Es evidente que la intensidad absorbida, I
Ebc)

a’

seré I=1I,-I,.=1I (1~ 10~ Ademas, por defi-

O t 0O

nicién, el rendimiento cuéntico Q vale:

1131 =1/ I,

donde I es la intensidad de fluorescencia, por 1o que:
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Ebc)

[14] I =1 o=Q10(1-1o’
desarrolando en serie el segundo sumando del término
entre paréntesis y para valores bajos de £bc= A, a-
proximadamerte igual a 0,05, queda para la expresidn

anterior:
[15] I= 2,3 Q I_Eb c = cte.

Que nos dice que para concentraciones bajas
la intensidad de fluorescencia es proporcional a la
concentracidén. La figura ( 6 ) lo confirma.

Esta proporcionalidad entre la intensidad de
fluorescencia y la concentracidén es la base para las
determinaciones analiticas mediante fluorimetria. O-
tro parémetro esencial para tales determinaciones es
el limite de deteccidn, que como se sabe, se deriva de
la medida mas pequefia, Il’ intensidad de fluorescen-—
clia en este caso, que se puede detectar con certeza
razonable. E1 valor de I, es(43)

1

|16 I.=

bT

donde IBT es la media de las medidas del blanco, SEi es
la desviacibn standard de las medidas del blanco y k es
un factor numérico elegido de acuerdo con el nivel de

confianza deseado. Entonces el limite de deteccidn, Cl’
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expresado en términos de concentracibén vale(43):

1171 o I - Igt

donde S es la sensibilidad. Por otra parte es sabido

que la sensibilidad S vale:

18] s = 41
dc

y para concentraciones pequefias, figura( 6 ), este
valor es constante y equivale a la pendiente de la cur-
va de calibracidn.

Para una distribucidn gaussiana un valor de
3 para k implica un nivel de confianza de 99,6% (43);
sin embargo a concentraciones bajas no son probables
tales distribuciones gaussianas y en la préactica el
valor 3, que se suele recomendar, corresponde a un
nivel de confianza de aproximadamente el 90%.

Los valores obtenidos para el limite de de-
teccidn se pueden observar en la tabla( II ), son no-
tablemente pequefios e indican la clara posibilidad de
la determinacidn de este alcaloide por fluorimetria

directa.
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5.3.-Rendimientos cuanticos. Sensibilidad

absoluta de fluorescencia.

El rendimiento cuantico absoluto de fluo-
rescencia de un compuesto, definido como la razdn
entre el minimo de fotones emitidos y el absorbido,
es la magnitud que indica con mas claridad la capacidad
de fluorescencia de una sustancia determinada. Tiene,
por ello, una enorme importancia tedrica y practica pa-
ra estﬁdio de procesos no radiativos en moléculas, pa-
ra la correlacibdn entre los tiempos de vida media ob-
servados y tebricos, para la evaluacidn de la pureza
de una sustancia, para el calculo de la sensibilidad
absoluta de fluorescencia etc..

Existen diferentes métodos para la determi-
nacidén del rendimiento cuéntico de fluorescencia, una
excelente revisibén de los mismos la hacen Demos y Cros-
by(44). Uno de los métodos mas empleados(44)(45)(46),
consiste en la comparacibn del espectro corregido de
emisidén con el correspondiente al de una sustancia de
referencia de rendimiento cuéntico conocido, usando
disoluciones Opticamente diluidas. En efecto, el
rendimiento cuantico se puede determinar por la

expresidn(44) (45) siguiente:

[19] Q.= Q. 'r
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dcnde los subindices r y x se refierern a la sustancia
de referencia y a la sustancia problema respectiva-
mente. Q es el rendimiento cuantico. A( A ) es la ab-
sorbancia por centimetro de la disolucidén a la longitud
de onda de excitacién, I( A ) es la intensidad de 1la
radiacibén de excitacidén a la longitud de onda. D es

el area bajo el espectro corregido de emisidn yn es

el valor medio del indice de refraccidén de la disolu-
cién en la emisidn.

Los espectros de fluorescencia corregidos
para la sustancia de referencia y para la serpentina
se midieron con las mismas anchuras de rendijas y a la
misma longitud de onda( 350 nm), por esta razdén, I( A )
es la misma para ambas disoluciones. Para evitar erro-
res debido a la reabsorcibén y reemisidn, se emplearon
disoluciones diluidas y con absorbancias A( \ ) com-
parables del orden de 0,01(44). Las areas, D, bajo los
espectros se calcularon de la forma indicada en 1la
parte experimental. Los valores de los indices de
refraccién fueron tomados de las Internacional Cri-
tical Tables(47).

El sulfato o el bisulfato de quinina en
dcido sulfiarico 0,1 N 6 1,0 N se han descrito como
un standard muy adecuado(44) y su rendimiento cuan-
tico es practicamente constante en la regidén de 200
a 400 nm(44)(48). Se tomd el valor propuesto por

Melhuish(37).
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Para evitar la amortiguacidn ("Quenching")
debida al oxigeno disuelto y una posible oxidacién
inducible fotoquimicamente, se burbujed nitrbdgeno
a los disolventes.

Para comprobar este método de calculo del
rendimiento cuantico, se determind de modo similar,
el rendimiento cuéntico del antraceno en etanol, ob-
teniéndose un valor de 0,27, que concuerda muy bien
con los valores de la literatura(45).

Es destacable que 1los rendimientos cuan-
ticos de la serpentina en los disolventes utilizados
son muy superiores a los corespondientes del resto
de los alcaloides de la Rauwolfia investigados en este
departamento(42). Sin duda, la razdn radica en el he-
cho apuntado anteriormente de que el anillo C de esta
molécula posee un mayor caracter aromdtico, cosa que
no ocurre en 1los otros alcaloides estudiados.

La sensibilidad absoluta de fluorescencia
indicada en la tabla( IV ) se calculd de acuerdo a
como fué definida por Parker y Rees(45). E1 producto
Q.£ , donde Q es el rendimiento cuantico y & 1la
absortividad molar, es una medida de 1la sensibilidéd
de fluorescencia de una sustancia. La maxima sensibili-
dad tiene lugar, evidentemente, a la longitud de onda
del méximo de absorcidén. De acuerdo con Parker y Rees
(45), una unidad préactica para € es la absorbancia por

, ., -1
centimetro para una concentracidn de 1 lUg ml
Ve
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Cuando se selecciona una banda estrecha de frecuencias
para aislar la fluorescencia, la sensibilidad'depen—
de tambien de la anchura espectral de banda, H, del
espectro de fluorescencia. Los valores obtenidos, ta-
bla( IV ), son superiores al resto de los alcaloides
de la Rauwolfia estudiados(42), por la misma razdn
indicada anteriormente de que la serpentina es méas

aromatica.

5.4.-Influencia del pH en 1los espectros

de absorcién y de fluorescencia. Equilibrios &ci-

do-base.

Los espectros de absorcién y de fluorescen-
cia, figuras ( 8 y 9 ) indican claramente

que en disolucidn acuosa la serpentina puede existir

como tres especies diferentes.

{B) (<)

En el esquema adjunto se indican las tres
especies en equilibrio con sus correspondientes cons-

tantes Ka1 N Ka2' Estas especies serian:
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Especie A, catidn resultante de la protona-
cién del nucleo indblico, especie B, catidén de la sal
cuaternaria y especie C la anhidrobase.

Para el catidén de la sal cuaternaria( espe-
cie B) el méximo de la més larga longitud de onda tie-
ne lugar a 365 nm. Esta especie muestra un maximo de
fluorescencia a 445 nm. Este catidn estd presente para
valores de pH menores de 10. En disoluciones mas al-
calinas, se pone de manifiesto la absorcibén y emisidn
de la anhidrobase( especie C), con maximos a 405 nm
y 520 nm respectivamente. C1 vy C2 son formas candni-
cas de un hibrido de resonancia(49).

Estas estructuras no son formas tautoméri-
cas. La forma C2 explicaria el desplazamiento de 1los
maximos de absorcidén y emisidn a longitudes de onda
«as largas( desplazamiento batocrdédmico). Se observa
en la figura( 9 ) que la intensidad de fluorescen-
cia de las disoluciones alcalinas es muy débil, 1lo
cual se debe .robablemente a la amortiguacidn("Quen-
ching") del i6n OH , obsérvese que el espectro de emi-
sidén de la figura citada estd multiplicado por 10.

En disoluciones fuertemente alcalinas apa-
rece un precipitado, por ello, es imposible desplazar
el equilibrio B—C 1o suficiente hacia 1la derecha
rara que toda la serpentina esté practicamente en
forma de anhidrobase. Por esta razdn, el coeficiente

de extincidn molar de la especie C no se puede calcular
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directamente mediante la ley de Beer. Para obviar
esta dificultad , poder calcular el pKa1 de este e-
quilibrio, se ha empleado el método propuesto por
Maroni y Calmon(39), que a su vez se basa en un proce-
dimiento propuesto originalmente por Stearn y Wheland
(50). Este método de Maroni se conoce con el nom-

bre de "Método de las rectas concurrentes', que con-
siste en representar a distintas longitudes de onda
1/(D—DB) frente a la concentracidén protdnica ]H+I.

Se obtiene un haz de rectas que cortan al
eje de las abscisas en el punto (—Ka, 0), y a par-
tir de este corte se determina el corréspondiente
pKa. En la figura ( 12 ) se indican los resultados.

En la parte experimental(apartad 4.3.2.1) se ha indicado
tambien el significado de D y Dg- En la tabla( VII )
de la parte experimental se recopilan los pKa cal-
culados a las diferentes longitudes de onda emplea-
das. Teniendo en cuenta que la fuerza idnica de la di-

solucidén fué 0,02 M,el valor del pKa termodinamico

1

fué 11, 51 * 0,05 a 25°C. Este valor concuerda bien

con el obtenido por Wolfbeis y col.(51) para un deri-
vado N-metil del catidén del harmano.

Schwarz y Schlitter(16) dan el valor de
10,49 en 40% de metanol obtenido mediante titulacidn

potenciométrica.
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En disoluciones fuertemente acidas de acido sulfua-
rico, tiene lugar una nueva modificacidén del espectro
UV, figura ( 8 ), aparecen dos nuevos méximos a 253 nm
y 259 nm, lo cual demuestra la existencia de una nue-
va especie ( especie A ). El1 espectro de fluorescen-
cia de esta especie se indica en la figura( 9 )

y presenta un maximo de emisidén a 415 nm. Estas modi-
ficaciones se pueden explicar considerando que el ani-
llo inddlico se protona. Se ha descrito el débil carac-
ter basico del anillo inddlico(52)(53), puesto que la
serpentina tiene el nucleo inddlico en su estruc-
tura, la protonacidn solamente puede ocurrir en medio
fuertemente &acido de acido sulfurico.

El pKa de esta protonacidn se determiné

2
espectrofotométricamente mediante la medida de los
~ambios en las absorbancias de la serpentina en acido
sulflirico concentrado a 257 nm. La figura ( 8 ) in-
dica claramente que esta es la longitud de onda més
conveniente debido a que a ella se producen, mediante
protonacidn, cambios més acentuados en la absorban-
cia.

La serpentina protonada es inestable en
disolucidn de acido sulfirico muy concentrada, como
se puso en evidencia por los cambios en la absorbancia
con el tiempo( estos resultados no se recogen en la

memoria). Por ello, las absorbancias se determinaron

mediante una extrapolacibn lineal. Sin embargo, a
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altas acideces, del orden de 16 M en acido sulfirico,
es muy dificil la citada extrapolacidn. Por esta ra-
zbn, se ha usado para la citada determinacién del pKa
el método antes mencionado de Maroni y Calmon(39).
Puesto que la protonacidén tiene lugar sdlamen-
te en medio acido muy fuerte, se debe utilizar la fun-
cién de acidez de Hammett o una de sus variantes pa-
ra el calculo del PK . En este método es interesante
resaltar que el modelo de protonacidén de indoles no
es consistente con el uso de la funcidn de acidez
de Hammett. Los espectros UV y de RMN(52)(53) demues-
tran que la protonacidn ocurre principalemtne en el
C-3 del anillo inddlico.
Hinman y Lang(53) han establecido una funcidn
para la protonacidn de indoles, HI’
De acuerdo con el "Método de las rectas
concurrentes'" antes citado, se representaron los valo-
res de 1/(D—DB) frente a 1/hI, donde hI= antilog (—HI).
Los significados de Dy y D se han indicado
ya en la parte experimental. Esta representacidn did
una buena relacidén lineal, figura (13 ) y la inter-

seccibébn con el eje de las abscisas es(-1/K 0).

az’
A partir de esta interseccidn el valor del

. +
pKa2 fué de -11- 1.

Los desplazamientos de las longitudes de onda
de las bandas de absorcidén y de fluorescencia de las es-

pecies aciaas y béasicas, debido a la protonacidn o diso-
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ciacibén se pueden relacionar a la diferencia eatre
el pKa del singlete excitado de mas baja energia,
pKa*, y el pKa del estado fundamental, pKa, mediante 1la
férmula |11}, conocida ccmo ecuacidn de Forster-Weller,
deducida y discutida en el apartado 3.2 de esta memoria.
En la tabla ( VIII ) figuran 1los resultados.
A 25°8C pKay - pKa, = - 6,2 para la especie B
y pKa¥ - pKa2 = - 1,9 para la especie A ( esquema ).
Esto demuestra que amkbas especies son acides mas fuer-
tes en el estado S1.
Podria pensarse, ccmo se ha discutido amplia-
mente en el apartado 3.2 de esta memoria, que estos
pKa del singlete excitado se podria determinar esperi-
mentalmente mediante titulacidén fluorimétrica. Para la
especie B, se han determinado las intensidades relativas
de fluorescencia para las longitudes de onda de emisidn
de 445 nm y con Ade excitacidén de 305 y 365 nm para
diferentes pH. Los resultados se indican en la figura
( 10 ) y en 1la tabla ( VI ) de la parte experimental. ~
Como las ccncentraciones de serpentina empleadas fueron
siempre muy bajas, del orden de 10_8 M, es evidente se-
gun se ha discutido en el apartadc 5.2., que estas in-
tensidades seran proporcionales a ias concentraciones.
Para esta especie B, el equilibrio seria:

B+ H,0 === C + H o, de donde:

3
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pKa,= 1log. + pH

0]
2

( punto de inflexidn de las curvas de la figura(l0 ).

Por 10 que pKa1= PH cuando I =

Los valores asi obtenidos son aproximadamente
de 11,3 £ 0,2. Estos valores son mLy proximos al valor
del pKa del estado fundamental para este equilibrio
que ya han sido discutidos. Esto indica que estamos en
el caso a) indicado en el apartado 3.2.1. La transferen-
cia protdnica en el primer singlete excitado ocurre mas
lentamente que la desactivacidn por fluorescencia del
dcido ( especie B en este caso ) (34), debido a que en
esta regidén de pH las ccncentraciones de H30+ y OH™
son bajas y como cocnsecuencia las velocidades de protona-
cibén y desprotonacidén tambien lo son. ( Etapas -3- y
-4~ del aparatado 3.2.1.). Para la especie A, cuya des-
protonacidén ocurre a acideces extremadamente altas y
en consecuencia podria pensarse que se alcanzara facil-
mente el equilibrio en el estado excitado, y fuera de-
tectable mediante la titulacidén fluorimétrica, ocurre que
la intensidad de fluorescencia, no son estables en este
medio, como ya se ha indicado, y, ademas las méaximas
acideces de las disoluciones utilizadas no permiten la
obtencibén de la curva de titulacidn completa. Por esta
razén, no se ha podido determinar experimentalmente el

pKa correspondiente al estado excitado.



6.-CONCLUSIONES
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1.-Se han determinado 1los espectros corregidos
de excitacidén y de fluorescencia de la serpentina en
agua, metanol, etanol, acetonitrilo y acido acético 5 N.

A partir de estos espectros se han determinado
los maximos de excitacidén y de emisidn en los disolven-—
tes citados. Se encuentra una buena correlacidn entre los
espectros corregidos de excitacidén y los espectros de

absorcidn.
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2.~ Se ha encontrado una dependencia lineal
entre la intensidad de fluorescencia vy la concentra-
cién de serpentina en agua, hasta 2 /ug.ml—1 para
una longitud de onda de excitacidn de 305 nm y hasta
10 /(lg.ml_1 para ’Xexc. = 365 nm. A partir de las rec-
tas de calibracidn, se determinarén los limites de de-

teccidn, encontréindose los valores de 0,45 rlg.ml_1 y

0,05 n.g.m1” .

3.- Se han calculado los rendimientos cuén-
ticos: de fluorescencia de la serpentina en etanol, a-
cido sulfirico 0,05M y acido acético 5 N. Los valores
encontrados fueron de 0,63, 0,65 y 0,66 respectivamen-
te. Asimismo, se ha evaluado la sensibilidad absolu-
ta de fluorescencia de la serpentina en etanol. Los va-

lores encontrados son 7,56.10_3

para la sensibilidad de
fluorescencia de la banda completa y 0,0184 MM para

la sensibilidad de fluorescencia del pico de emisibn.

4.-Los espectros de absorcidén y fluorescen-
cia indican claramente que en disoluciones acuosas de
serpentina pueden existir tres especies diferentes
( ver esquema ): catidn de la sal cuaternaria (B), anhi-
dro base (C) y la forma protonada del nucleo indd-

lico (A).
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5.— Se han determinado los pKa del estado fun-
damental de 1os equilibrios acido-base presente en las
disoluciones acuosas de serpentina econtrandose los
siguientes valores:

pKa, = 11,51+ 0,05

il

pka2 =17+ 1

6.- Se han calculado por medic de la ecuacidn
de FOrster-Weller los pKa del estado excitado(S1) de los
equilibrios antes mencionados, obteniéndose los siguien-

tes valores:

PKZy = 5,3
pKX, = -12,9

7.~ Las especies A y B ( ver esquema ) son
dcidos més fuertes en el estado S, ( primer singlete
excitado ) que en el estado So ( estado fundamental ),

como indican los valores de los pKa correspondientes.
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8.—-APENDICE



8.1.-Apéndice 1

Programa para el calculo de las areas
realizado por 1los Dres. D. Emilio Roldén Gonzéa-

lea y D. Domingo Gonzalez Arjona.
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