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Fotofisica de colorantes sobre $§idos particulados: interacciones

moleculares y transferencia de energia

Resumen

La heterogeneidad cumple un rol fundamental en muchos procesos naturales y
artificiales inducidos por irradcion ultravioleta y visible. Ebstudio de la fotofisica y
la fotogquimica de colorantes emedios heterogéneos e¢ekante para la comprension
de los procesos naturales y el desarrollouivos materiales con vastas aplicaciones en
el ambito cientifico, tawldgico y de la salud.

La obtenciéon de materiales fotoactivogpaces de utilizar eficientemente la
energia luminica en una amplia zona del especlectromagnético requiere el empleo
de altas concentraciones delotante. Ello garantiza labsorcion de una fraccion
importante de la radiacion incidente y posihikel disefio de sistemas antena-receptor
para canalizar convenientemente la enedgaexcitaciéon. En é&s condiciones, se
verifican fendmenos tales como el acoplartveexciténico y la transferencia y el
atrapamiento de la energia de excitaci@ocurrencia de estos fendmenos, sumados a
la dispersion de luz en sistemas opaamsstituidos en generglor microparticulas o
agregados de nanoparticulas, hace que lateaizacion fotofisica de dichos materiales
requiera contar con herramientas analiticas especiales.

En este trabajo se caracterizan loscpsos fotofisicos que tienen lugar en
sistemas de colorantes distribuidos atar en sélidos pactlados, utilizando
microparticulas de celulosa como soporte modelo, y el efecto de las interacciones
moleculares sobre sus propiedades fotofisiad®) de obtener criterios para el disefio
de materiales fotoactivos eficientes. Se hace énfasis en los procesos fotofisicos
originados en el estado singlete del coloraateespecial la traferencia de energia
singlete-singlete, en sistemas altameatmcentrados de un Unico colorante y en
sistemas conformados por dos colorargae presentan un importante solapamiento
espectral (sistemas donor-aceptor). A taldebieron desarrollarse métodos y modelos

originales, sobre los cuales existenas®s antecedentes en la literatura.

Palabras clave solidos particulados, colorantesjspersion de luz, reabsorcion,
reemision, agregacion molecular, transferande energia, Forster, atrapamiento de

energia, trampas estadisticas, rendioieuantico de fluorescencia.



Photophysics of dyes on particulate solids: molecular interactions and

energy transfer

Summary

Heterogeneity bears a fundamental rolenany natural andrtificial processes
induced by ultraviolet and visible irradion. The photophysical and photochemical
characterization of dyes in heterogeneouglimas relevant tahe understanding of
natural processes and the depshent of materials with vast applications in the field of
science, technology and medicine.

Obtaining photoactive materials capableusing efficiently light energy in a
broad range of the electromagneticespum requires the usage of high dye
concentrations. This ensures absorption anf important fraction of the incident
radiation and allows the design of antennstesyis that enable the channelling of the
excitation energy. Under these conditioeciton coupling andexcitation energy
transfer and trapping can take place. Bleeurrence of these phenomena, in addition
with light scattering in opaque systemsensisting generally of microparticles or
aggregates of nanoparticles, impose the rdespecial analytical tools to characterize
the photophysics of such materials.

In this work, the photophysical processes that take place in systems composed of
dyes randomly distributed on piattlate solids, using celluk® microparticles as model
support, and the effect of molecular irtetions on their photophigs are characterized
in order to obtain criteria fathe design of efficient photoive materials. Emphasis is
made on the photophysical processeginated in ta singlet state dhe dye, especially
singlet-singlet energy transfer, in systemmposed of a highly concentrated single dye
and pairs of dyes with a strong spectoakrlap (donor-acceptor systems). For this
purpose, original methods and modets) which scarce precedents exist in the

literature, were developed.

Keywords particulate solids, dyes, light scatteyj reabsorption, reemission, molecular
aggregation, energy transfer, Forster, gpetrapping, statistidatraps, fluorescence

quantum vyield.
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Listado de los simbolos y acronimos mas usados

D rendimiento cuantico de fluorescencia observado

@: rendimiento cuantico de fluorescencia

Ao (nm): longitud de onda de excitacion

A (nm): longitud de onda

«°: factor de orientacion (Forster)

a;: fraccion de luz absorbida por la especie i

aoi: fraccion de luz de excitacion absorbida por la especie i

S (cm™): coeficiente de dispersion

R:: reflectancia total

1o (A): radio de quenching

Ry: reflectancia difusa

R (A): radio de Forster

Q;: probabilidad de que la radiacion emitida por la especie 1 escape de la muestra

qgi: probabilidad de que la energia de excitacion de la especie i se emita y escape de la
muestra

pij: probabilidad de transferencia de energia por resonancia de la especie i a la especie |
pij: probabilidad de transferencia de energia de la especie 1 a la especie |

P;: probabilidad de que la radiacion emitida por la especie 1 sea reabsorbida por la
especie j

pia: probabilidad de transferencia de energia por resonancia de la especie i hacia algun
aceptor

P: probabilidad de que la radiacion emitida sea reabsorbida por la muestra

K (g pmol™): constante de dimerizacion

K (cm™): coeficiente de absorcion

J (u.a.): area bajo el espectro de fluorescencia

J (M em™ nm*): integral de solapamiento de Forster

Iy (W): intensidad de luz incidente

f, (nm™): espectro de emisién verdadero normalizado a 4rea unitaria

fobs (nm'l): espectro de emision observado de la muestra normalizado a area unitaria
F(R): funcion de remision

Ejj: eficiencia de transferencia no radiativa de energia de la especie 1 a la especie |
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l. Introduccién general

I.1. Fotofisica y fotoquimica en sistemas heterogéneos

La fotofisica y la fotoquimica de cobntes en medios heterogéneos ha sido
ampliamente estudiada en las Ultimagcatlas debido a sus reales o potenciales
aplicaciones en diversos campos, entre ddofotosintesis (natural o artificidly, la
fotosensibilizaciér, la fotocatalisis;® la fisica de los laserey el desarrollade celdas
solares modificadas por coloranfés.a obtencién de materiales fotoactivos sintéticos
capaces de utilizar eficientemente la erseetgminica en una amplia zona del espectro
electromagnético requiere disefar sisteraasena-receptor que permitan canalizar
convenientemente la energia de excitacion. Payaiceste objetivoy garantizar al
mismo tiempo la absorcion de una fracciérpamante de la radiacion incidente, se
requieren altas concentracioriesales; en estas condiciaese verifican fendmenos
tales como el acoplamiento exciténico y la transferencia y el atrapamiento de la energia
de excitacion. Estos, sumados a la disperd@®tuz en sistemas opacos, constituidos en
general por microparticulas o agregadosaeoparticulas, hacen que la caracterizacion
de estos materiales desdkpunto de vista metodolégicy tedrico sea mucho mas
compleja que la de los sistemas homogéneos, dificultando la interpretaciéon de los
resultados fotofisicos y fotoquimicos. @0 contrapartida, la heterogeneidad,
especialmente cuando esta ligada a larorgaion molecular y la microestructura,
permite desarrollar funciones imposibles les sistemas fluidos. Por todo ello, el
estudio racional de la fotofisica de estostesnas es de crucial importancia para el
disefio inteligente de materiales fotoactivos con alta eficiencia.

Muchos procesos naturalespgedientes de la absaboi de energia solar, entre
ellos la produccién de oxigeno molecusimglete a partir de acidos humitasla de
radicales hidroxilo mediante 6xidos semiconductbteienen lugar en sistemas
heterogéneo¥. A nivel biol6gico, el proceso paradigiico es la fotosintesis, mientras
que existen numerosos sistemas heterogéneaptibles de aplicacion practica, en los
cuales se busca exacerbar o limitar procésisos, quimicos o bioldgicos inducidos
por la radiacién ultraviolety visible. ElI aprovechamieat artificial de la energia

luminosa, ya sea con fines sintéticos, comenfa de energias alternativas o para la
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generacion de estados exdil@ o0 especies reactivaspnteva generalmente la
necesidad de recurrir a sistemas lwgéneos. Ello es asi, ya sea porque la
heterogeneidad facilita la ligacién de un farmaco fotoactiwla separacion ulterior de
un fotosensibilizador o un fotocatalizadar porque se requiere un alto grado de
organizacion molecular para llevar a cabo el proceso en forma eficiente.

Los procesos fotofisicos y fotoquimices medios heterogéos pueden diferir
de aquellos en solucion. Este debe a que las especies activas estan confinadas en
entornos muy reducidos y las propiedades deirea, tales como el pH, la viscosidad y
la polaridad, entre otras, pueden diferiramol respecto de las propiedades del conjunto
y variar significativamente sobre pequeifiistancias. De esta manera, la proximidad
entre las especies activas, su disposicioaasal el confinamienty las caracteristicas
del entorno pueden afectar la®piedades fisicas y quimicas de las moléculas. A pesar
de la relevancia de este tema, existen kalatente pocos textos y articulos de revisiéon
que tratan sobre la fotofisica y la fotoquimica en estos m&dids.

La hipdtesis central en el abordgpopuesto consiste en que, mediante la
caracterizacion fotofisica delocantes en sistemas heterngés (sélidos particulados),
recurriendo al desarrollo de métodos experimentales y de modelos fisicomatematicos
que permitan interpretar los resultados nolea los existentes son insuficientes, es
posible identificar las variables que operan sobre la eficiencia en la utilizacion de la
energia para la funcion deseada, den@do de optimizar el disefio de nuevos

materiales y contribuir a la compredside procesos fotoquimicos naturales.

[.2. Objetivos

El objetivo general del presente trabamnsiste en caracterizar los procesos
fotofisicos que tienen lugar en sistemascdrantes distribuidos al azar en sélidos
particulados y el efecto de las inteceones moleculares sobre sus propiedades
fotofisicas, a fin de obtener criterios paraiskfio de materiales fotoactivos eficientes.

En particular se buscé:

e Caracterizar los procesos fotofisicos origlos en el estado singlete, en especial

la transferencia de energia singlete-singlete, en a) sistemas altamente

4
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concentrados de un unico colorante y b) sistemas conformados por dos
colorantes que presentan un importastkapamiento espectral (sistemas donor-

aceptor).

e Desarrollar métodos y modelos para daantificacion de las propiedades

fotofisicas en sistemas heterogéneos.

e Estudiar el efecto de las interaccienatermoleculares sobre las propiedades

fotofisicas del sistema.

|.3. Desarrollo de la Tesis

En este trabajo se discutiran los ggsos que tienen lugar entre moléculas de
colorante adsorbidas o unidas quimicamesutbre microparticulas de celulosa. Este
soporte resulta facil de manejar y ofrecea@brante una adecuada superficie para su
adsorcion. Es un soporte inerte, abundagmela naturaleza y de bajo costo. Su
estructura impone un ordenamiento en dostres) dimensiones a las moléculas
adsorbidas.

La celulosa que se utilizd es un solido blanco, microcristalino, cuyas particulas
presentan un tamafo promedio de 20 microee$acilmente manejable, compresible, y
ofrece un area superficial variaBlegun las condiciones deeparacion de las muestras,
debido a que sufre diferentes grados ldechamiento dependiendo del tipo de
solvente'’ La superficie es hidrofilica e imtctia con las moléculas adsorbidas
mediante la formacion de puentes hidrigePresenta numesos grupos hidroxilo
susceptibles de funcionalizacipara el anclaje de colorantes.

Los colorantes fueron adsorbidos en la celulosa a través de la preparacion de
suspensiones del sélido en soluciones dehmiy posterior evaporacion del solvente y
secado de las muestras. La totalidadlaie estudios que componen esta Tesis se
realizaron sobre el sdlido seco.

Para la caracterizeim de los sistemas en edio se emplearon una serie de
técnicas experimentales y modelossidbmatematicos, algunos desarrollados
previamente y otros en el transcurso de esta Tesis que se discuten, respectivamente, en

los Capitulo 11 'y 1ll. Cabe mencionar que el énfasis fue puesto en mayor medida en la

5
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caracterizacion de los procesos fotofisicmgolucrados en estos sistemas y en el
desarrollo de métodos y modelos novedosos ghareo fin, mas que en el desarrollo de
sistemas particulares, aplicandose en tddescasos a colorantes cuyas propiedades
fotofisicas son ampliamente conocidas en solucion.

En el Capitulo IV se describen sis@sncompuestos por un Unico colorante,
adsorbido o unido quimicamente al soporte, gvalan los efectos da reabsorcion y
la reemision de la luminiscencia sobre la fotofisica del sistema. Se estudio la fotofisica
de la rodamina 101 unida quimicamente a la celulosa y del rosa de bengala 'y el azul de
metileno adsorbidos sobre las particulas. Para el primer sistema se evaluo6 el efecto de la
unidn quimica sobre la espectroscopia y koffeica del colorante. Para el segundo
sistema se hall6 evidencia sobre la formacion de dimeros fluorescentes, hecho poco
comun, ya que los agregados moleculares suelen ser fotoquimicamente inactivos. En el
caso del azul de metileno se observé unceleso en el rendimiento cuéntico de
fluorescencia a altas concentraciones cdaorante, que no puede explicarse
considerando solo la agregaciéon y la reatiéa y reemision de la fluorescencia. Por
ello su tratamiento se completa en el Capitulo VI.

El Capitulo V aborda ekstudio de la transferemacide energia en sistemas
mixtos, compuestos por un codmte donor capaz de transfesur energia de excitacion
a un segundo colorante, que actia como acepeoestudiaron los siguientes sistemas:

a) feofdrbido-a y azul de metileno coadsdds y b) rodamina 101 unida quimicamente

y azul de metileno adsorbido en celulo&ste capitulo tiene un doble propésito:
ademas de evaluar la transferencia de energia en estos sistemas, se trato el tema como
posible estrategia para mejorar el aprovechamiento espectral de la energia de excitacion
en materiales fotoactivos. En particular, puonostrarse que la engia de excitacion

puede transferirse eficientemente del dombraceptor, con eficiencias globales de
transferencia de hasta un 80% (sistema principalmente por un mecanismo no
radiativo, sin necesidad de un ordenamiento molecular especifico.

En el Capitulo VI se aborda nuevamente el estudio de sistemas con un Unico
colorante, pero ahora evaluando el atrapamidatta energia de excitacion por parte de
agregados del mismo. Se retoma el estudio del azul de metileno y se incluye la
rodamina 6G adsorbidos sobre celulosa.d8muestra que los agregados del azul de
metileno actian como trampas de la energiexdéacion por transferencia no radiativa
de energia, particularmente en las muestras mas concentradas, lo que explica

cuantitativamente el descenso de smdimmiento cuantico de fluorescencia una vez
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corregido por la agregacion y fleabsorcion y reemision di fluorescencia. En el caso
de la rodamina 6G, aun cuando no se observa evidencia de agregagi@mchingde
la fluorescencia con el aumento de com@aion pudo explicarse considerando la
formacién de trampas diméricas. En ambos casos se evaluaron los mecanismos
responsables del atrapamiento.

Por altimo, en el Capitulo VII se resumias conclusiones generales de la Tesis
y se describen los lineamientos de umasible extension detrabajo. Entre las
conclusiones, la mas relevante indica queotémg procesos fotofisicos en los sistemas
donor-aceptor como en los sistemas de (uimico colorante pueden representarse
mediante un Unico esquema general, especializable para todos y cada uno de los casos

en estudio.
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ll. Antecedentes tedricos y metodologia de trabajo

I1.1. Introduccién

En este capitulo se describiran los fundamentos tedricos de los métodos y
modelos corrientemente utilizados para la caracterizacion fotofisica de colorantes en
solidos particulados (microparticulas de celulosa).

Los so6lidos particulados son, en general, medios que dispersan fuertemente la
radiacion. La descripcion del comportamiento de la luz en medios dispersivos consiste
en la resolucion de ecuaciones diferenciales de primer orden que describen la
disminucién de la intensidad de luz dentro de la muestra debido a la dispersion y la
absorcion. Este tipo de ecuaciones fue introducido por Schuster' en 1905, en un trabajo
relacionado con el escape de la radiacion de la atmosfera estelar. En 1931, Kubelka y
Munk? usaron esencialmente el mismo formalismo para describir el comportamiento de
la luz en materiales dispersores, suprimiendo los términos correspondientes a la
generacion de luz en el medio. Ello dio origen a la teoria de Kubelka-Munk (Seccion
I1.2). Mis tarde, Oelkrug y Kortum® extendieron la teoria a fin de incorporar los efectos
de la reabsorcion de fluorescencia, pero la idea no tuvo aplicacioén practica hasta que
Seely®® desarrollé un modelo para determinar rendimientos cuanticos de fluorescencia
en suspensiones. En 1998, Lagorio et al.’ desarrollaron un modelo para la correccion de
rendimientos cudnticos de emision por efectos de reabsorcidon y reemision de
fluorescencia en sistemas solidos que dispersan la radiacion (Seccion I1.8).

El rendimiento cuantico de fluorescencia de un colorante, @, se define como el
nimero de fotones que emite el colorante por foton absorbido por el mismo. En los
sistemas estudiados, otras especies, incluido el soporte solido, pueden contribuir a la
absorcion y la fluorescencia puede ser reabsorbida por la muestra. Por lo tanto, el valor
medible en estas circunstancias es el rendimiento cuantico de fluorescencia observado,
D,ps, definido como el numero de fotones emitidos que escapan de la muestra por fotén
absorbido por cualquiera de las especies presentes. Hace pocos afios, Mirenda et al.” por
una parte y Vieira Ferreira et al.® por la otra efectuaron desarrollos que permitieron el
calculo practico de rendimientos cuanticos de fluorescencia observados en forma muy

general y absoluta para sistemas que poseen una importante emision (Seccion 11.4).
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Los sistemas solidos estudiados son Opticamente gruesos, es decir que presentan
transmision despreciable de la luz, cuando su espesor supera 1 mm. Por ello, sus
propiedades de absorcion y emision de luz fueron estudiadas mediante espectroscopias
de reflectancia (Seccion I1.2) y fluorescencia con excitacion frontal (Seccion 11.3),
respectivamente.

Se estudiaron sistemas con elevadas concentraciones locales de colorante. En
estas condiciones las interacciones moleculares pueden determinar la formacioén de
agregados moleculares. La naturaleza de estos agregados se evalud en base a la teoria
excitonica (Seccion I1.5) y su caracterizacion y cuantificacion se llevo a cabo a partir de
un método de andlisis espectral por regresion bilineal desarrollado por San Roman y
Gonzalez (Seccion 11.6).°

Por ultimo, cuando las concentraciones locales de colorante son eclevadas, las
distancias intermoleculares estan en el orden de unos pocos nanometros y pueden haber
procesos de transferencia no radiativa de energia (Seccion I1.7), entre ellos la

. , . . . . 10
transferencia de energia por resonancia, mecanismo descripto por T. Forster = en la

década de 1940 (Seccioén 11.9).

I1.2. Espectroscopia de reflectania y teoria deKubelka-Munk

La espectroscopia de reflectancia estudia la fraccion de la luz incidente que es
reflejada por un material en funcion de la longitud de onda. Cuando un haz de luz
paralelo incide sobre la superficie de un material solido, se observan dos tipos distintos
de reflexion: regular y difusa. La reflexion regular, también conocida como reflexién
especular, se da principalmente en superficies lisas (pulidas) y es gobernada por las
ecuaciones de Fresnel. En el caso simple de incidencia normal la reflectancia regular

viene dada por:

T

I, (m+1)’+n’*’

I, _ (n-1)" +n’«’

(IL1)

reg

donde I; e Iy son las intensidades de luz reflejada e incidente, respectivamente, n es el

indice de refraccion y « el indice de absorcion del solido, definido a través de la ley de
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absorcion de Lambert, I = Iy exp[-4nnkd/A], donde A es la longitud de onda de la
radiacion en el vacio y d es el espesor de la capa de material.

La reflexion difusa se da principalmente en superficies mate y proviene de la
penetracion de una porcion del flujo incidente en el interior de la muestra. Parte de esta
radiacion es devuelta por el solido luego de su absorcion parcial y la dispersion multiple
en los limites de las particulas individuales que componen la muestra. La radiacion
reflejada se distribuye angularmente, a diferencia de la reflexion especular que es
direccional. La luz reflejada por un material sélido es una combinacién de ambas
formas. De esta manera, la reflexion especular o difusa puras corresponden a casos
limite ideales.

La reflexion difusa ideal se define por la condicion de que la distribucion
angular de la radiacion reflejada es uniforme e independiente del dngulo de incidencia.
Esta primera ley de la reflexion difusa se conoce como ley del coseno de Lambert y fue
formulada en base a la observacion de que una superficie mate aparece uniformemente
iluminada desde todos los angulos de observacion.

Consideremos la superficie mate plana de un sélido, uniformemente irradiada
por un haz de luz paralelo con un angulo de incidencia a respecto de la normal. La
extension del area iluminada dependera de la seccion transversal del haz y del angulo de
incidencia, de tal manera que la intensidad de luz por unidad de é&rea superficial
iluminada (dIp/dA) también dependera de a. Si Sy es la intensidad de luz incidente por

unidad de 4rea transversal del haz (watt/cm®), entonces:

|
3—2 =S,cosa (I11.2)

La ley del coseno de Lambert establece que la intensidad reflejada por unidad de
area superficial iluminada (dI,/dA) es proporcional al coseno del angulo de observacion

(p) respecto de la normal a la superficie y al angulo sélido (dw), de manera que:

dI
L = Bcosp dw 11.3
( )

15



Capitulo II: Antecedentes tedricos y metodologia de trabajo

donde B se conoce como densidad de radiacion (brillo). Si do es reemplazado por el
elemento de superficie de una esfera unitaria, do = seng do d6, e integrado sobre toda la

hemiesfera de radiacion emitida (de 0 a n/2 para ¢ y de 0 a 2w para 0) queda:

2n w/2
I J.B cospsenpdpdo =B (I1.4)
0

0

Como las intensidades de radiacion incidente y reflejada deben ser
proporcionales entre si, combinando las ecuaciones (II.2) y (II.4) se obtiene la siguiente

expresion para el brillo:

R
B=—%S cosa (IL.5)
T

donde Ry, la reflectancia difusa, es la fraccion de la radiacion incidente que es reflejada,
siendo en general menor que uno debido a la absorcion de luz. De la ecuacion (I1.5) se
deduce que el brillo de la superficie es independiente del angulo de observacion.

En la practica no existe un dispersor ideal, ya que en general se obtienen
desviaciones en la distribucion espectral de la luz reflejada, siendo éstas mas
importantes cuanto mayores sean oy ¢.

La importancia relativa de ambos tipos de reflexion en una determinada muestra
depende de la naturaleza del material y de las caracteristicas de la superficie. En el caso
de solidos particulados (polvos compactados) en que existe absorcion de luz, las
principales caracteristicas estudiadas han sido el tamafio de particula y el efecto de la
absorcion. Examinando la ecuacion (II.1) se puede observar que la reflectancia
especular tiende a 1 cuando aumenta el indice de absorcion del material, lo que indica
que para materiales con elevada absorcion la reflexion es principalmente especular; al
contrario, cuando en estos materiales la absorcion es débil gobierna la reflexion difusa.

Para poder clasificar a un material con absorcion fuerte o débil se debe definir la
penetracion media de la luz en una capa de material (d) como la distancia requerida
para que la intensidad caiga en un factor e:

d=1K (1L.6)
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de acuerdo a la ley de Lambert-Beer, I = Iy exp[-Kd], donde K es el coeficiente de

absorcion. La absorcion se considera fuerte cuando d=1/K <A y débil cuando

d =1/K > X, siendo A la longitud de onda de la luz incidente.

Cuando la absorcion es débil, la luz penetra profundamente en la muestra y, aun
cuando K sea pequenia, la radiacion es extensamente absorbida. Por el contrario, cuando
la absorcion es fuerte, la luz incidente penetra muy poco en el material y se refleja
regularmente una fraccion mayor. Esto explica la paradoja de que materiales con
absorcion fuerte pueden absorber poco, mientras que aquellos con absorcion débil
pueden absorber, en comparacion, una considerable fraccion de la radiacion incidente.

En materiales con absorciéon débil, el tamafio de particula determina la
penetracion media de la radiacion incidente. Cuanto mas pequefias sean las particulas,
mayor sera la dispersion de la luz y mas rapidamente la radiacion serd devuelta a la
superficie, disminuyendo la penetracion media y, por ende, la absorcion de luz. La
reflectancia sufrira entonces grandes cambios con el tamafio de particula. Sin embargo,
para absorcion fuerte, como la penetracion de luz es muy pequena, la reflectancia sera
practicamente independiente del tamafio de particula.

El intento por comprender el comportamiento de la luz en medios dispersivos ha
resultado en el desarrollo de varias teorias que intentan describir este fenomeno. La
aproximacion mas ampliamente adoptada consiste en la resolucion simultanea de
ecuaciones diferenciales de primer orden que describen la disminucion de la intensidad
de luz dentro de la muestra debido a la dispersion y la absorcion. Una de las que ha
tenido mayor aceptacion y difusion se conoce como teoria de Kubelka-Munk (K-
M), 1112

Considérese una capa formada por particulas que absorben y dispersan la luz,
uniformes y aleatoriamente distribuidas, cuyas dimensiones son mucho menores que el
espesor de la capa (Fig. II.1). Se supone que la capa tiene dimensiones laterales infinitas
(para eliminar efectos de borde) y es iluminada por una fuente de luz monocromatica a
una longitud de onda A. Considérese una sola dimensién, x, donde x = 0 corresponde a
la superficie del material y x = d corresponde al espesor de la capa, siendo I el flujo de
radiacion en el sentido positivo de x y J el flujo en el sentido negativo. Como puede
observarse, se consideran s6lo dos direcciones de flujo de la radiacidn, incidente y

reflejada, siendo éstas normales a la superficie del material.
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Iy Jo
x=0
X
b !
S SR e S R A R )
TJ(X /I\
x=d

Fig. 1l.1. Representacion esquematica de una capa de solido particulado que absorbe y

dispersa la luz.

Si se analiza un rayo particular que atraviesa una capa diferencial, dx, con un
angulo a respecto de la normal a la superficie, se puede deducir que el paso Optico no

sera dx, sino dx/cosa (Fig. 11.2).

s,

dx

Fig. 11.2. Representacion del camino

dx / cos a optico recorrido por un rayo de luz

que atraviesa un dx de material con

un angulo de incidencia a.

Debido a que la luz dentro del material consiste en rayos en todas las posibles

direcciones, entonces el camino optico medio, d, sera:
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/2
ol da
dé, =dx | — =udx 11.7
J ! I0a cosa a7
n/2
de, —dx [ D40 g (IL8)
, Joo cosa

donde Ol/0a y 0J/0a son las distribuciones angulares de la intensidad de luz en el
sentido positivo y negativo de X, respectivamente.

Si se supone que el medio es un dispersor ideal, la radiacion tendra la misma
intensidad en todas las direcciones y la distribucion angular del flujo a través de un
plano, por ejemplo en la direccion positiva de x, serd 0Ol/0a = I sen 2a. De manera
analoga, en la direccion negativa de x, 0J/0a = J sen 2a. Conociendo entonces las
expresiones para las distribuciones angulares se puede calcular los valores de u 'y v

como.:

n/2
da=2 Jsen oado =2 (11.9)

0

/2
sen 2o

u=v= I
, cosa

Esto significa que el camino 6ptico medio es 2dx. Como se dijera, esto es valido para
dispersores ideales.

Si se considera que ¢ es la fraccion de luz absorbida y ¢ la fraccion de luz
dispersada por unidad de paso Optico en la muestra, el decaimiento de I al atravesar una

distancia dx vendra dado por:

(¢+o0)IdE, = (2¢+20)ldx (I1.10)
donde 2¢ldx es la fraccion absorbida y 2cldx es la fraccion dispersada. Puede escribirse
una ecuacion analoga para J. Si se consideran simultineamente ambas componentes, la

luz dispersada en la direccion positiva de x aumentara la intensidad de luz en la

direccion opuesta y viceversa, pudiendo ello expresarse de la siguiente manera:
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dl = —(K +S)I dx + SJ dx
dJ = +(K +S)J dx + SI dx

(IL.11)
en términos del coeficiente de absorcion, K = 2g y el coeficiente de dispersion, S = 2c.
Los signos son consistentes con el decrecimiento de I y el aumento de J cuando x
aumenta. Bajo las condiciones de borde I = Iy para x =0 y J = 0 para x = d se obtienen

las siguientes expresiones para la transmitancia y la reflectancia difusa:

T, = £ = 2 _kd ui 2 —kd (I1.12)
[,  (A+p)e” -(1-P)e
N ol 0 Gl ) (IL13)

Rx - 2 _kd 2 . -kd
I, (A+P)e” -(1-P)e

donde = [K /(K + 28)1"2 yk=[K K+ 28)]"2. Noétese que en el limite cuando el
material no dispersa la luz (S = 0), T, = ¢*%, que es simplemente la ley de Lambert-
Beer. Esto significa que K, el coeficiente de absorcion, tiene el mismo significado que
en espectroscopia de transmision.

Si se considera que el espesor de la capa es infinito (el sélido es dptimamente
grueso, lo que en la practica para polvos finamente divididos se consigue con un espesor

de 1 a 3 mm), entonces T, = 0, como era de esperarse, y

R 1B _1-[KiK+25)]"

"B 1+ [KAK +28)]" (L1

Reordenando la ecuacion (I1.14) se obtiene la expresion para la funcion de

remision, F(R;), también conocida como funcion de Kubelka-Munk:

(I_Rx)z _E
2R, S

FR,)= (I1.15)

Esta funcion de la reflectancia difusa para muestras Opticamente gruesas guarda una

dependencia lineal con el coeficiente de absorcion, K, del material. Si se considera un
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sistema conformado por colorantes adsorbidos sobre un soporte solido particulado,

entonces Keolorante = 2€C y:

Ksopone + 228i (ﬂ’) Ci

FR,)= sl (IL.16)

donde n es el numero de especies que absorben a la longitud de onda incidente, € es el
coeficiente de absorcion neperiano por unidad de concentracion y ¢ es la concentracion
de la especie. Kqoporie representa el eventual coeficiente de absorcion del soporte.

De las dos constantes arbitrarias, K y S, introducidas fenomenoldgicamente en la
teoria de K-M, K pudo ser identificada como el coeficiente de absorcion determinado en
medidas de transmision, pero S no tiene su contraparte. La dependencia del coeficiente
de dispersion con la longitud de onda de la luz incidente depende del tamafio de
particula del material. Si las dimensiones de las particulas son menores que A, la
dispersion asume una dependencia con A (dispersion de Rayleigh). En cambio, si el
tamafio es mucho mayor que A, entonces la dispersion, gobernada primariamente por las
ecuaciones de Fresnel, se vuelve independiente de la longitud de onda. En estas ltimas
condiciones, el espectro de F(R;) es equivalente al espectro de absorcion en solucion
obtenido a partir de medidas de transmision, ya que ambos dependen linealmente del

coeficiente de absorcion del colorante.

Los espectros de reflectancia para muestras solidas dpticamente gruesas (T, = 0)
se pueden medir mediante un espectrofotdmetro convencional equipado con una esfera
integradora, cuya funcion es colectar la luz reflejada por la muestra. Los espectros de
reflectancia absolutos son obtenidos en relacion a un estandar blanco adecuado (K = 0),
usualmente BaSOj, para ajustar el 100% de reflectancia. En la Fig. I1.3 se representa el

esquema general de la esfera integradora utilizada en las medidas de reflectancia.
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Fig. I1.3. Esquema general de una esfera integradora.

El interior de la esfera estd recubierto de un material no absorbente y reflectante,
usualmente BaSQ,, y presenta cinco aberturas, dos de ellas para el ingreso de los haces
de luz incidente para la muestra y referencia, dos para exponer la muestra y referencia al
interior de la esfera y una inferior que conecta con un tubo fotomultiplicador. Los haces
de luz incidentes ingresan a la esfera por las aberturas correspondientes con un angulo
de aproximadamente 8° respecto de la normal a la superficie de la muestra y la
referencia, e impactan sobre éstas. Con este angulo se evita la incidencia normal de tal
manera de poder colectar la reflectancia especular, que en caso contrario escaparia de la
esfera por la abertura de incidencia. La luz reflejada sufre multiples reflexiones dentro
de la esfera, colectindose sobre el orificio inferior para ser detectada por el
fotomultiplicador, ubicado debajo de la esfera. La linea de base (R = 100%) se obtiene
para el estandar en la posicion de muestra y referencia. Los espectros obtenidos de ésta
manera son de reflectancia total, ya que incluyen tanto la reflectancia difusa como la

especular. Para poder medir la reflectancia difusa, necesaria para los calculos de F(R)),
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se acoplan en las aberturas de muestra y referencia adaptadores en forma de cuiia que
dan a la superficie de la muestra y la referencia un angulo adecuado para que la
reflexion especular, que es direccional, escape de la esfera.

En el presente trabajo se usé un espectrofotometro Shimadzu UV-3101 equipado
con una esfera integradora, utilizandose BaSO, como referencia para el 100% de
reflectancia. Se midieron muestras de 1 a 3 mm de espesor del sélido compactado (capa
gruesa, Ty = 0). La presion de compactacion no afecta significativamente los resultados

de reflectancia.’

[1.3. Fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo

Los materiales dispersores de luz, ain cuando generalmente son mas dificiles de
estudiar que las soluciones homogéneas, proveen una manera de minimizar los efectos
de la geometria del sistema en la coleccion de la luz emitida."* Los materiales que se
comportan en forma semejante a dispersores ideales (por ejemplo, sdlidos
microparticulados compactados) pueden ser estudiados convenientemente por
excitacion en cara frontal sin la complicacion de la deteccion dependiente del angulo.

Estos sistemas presentan importantes efectos de filtro interno, particularmente
cuando no se trabaja con muestras delgadas. Los sucesivos fendmenos de reabsorcion
de la luz emitida y reemision que tienen lugar en el interior de la muestra son
responsables de distorsiones en los espectros de emision estacionaria y afectan los
resultados de fluorescencia resuelta en el tiempo. Una manera de minimizar los efectos
de filtro interno consiste en trabajar con capas finas de particulas. Si estas capas son
suficientemente delgadas, los fenomenos de reabsorcion y reemision pueden hacerse
despreciables, pudiéndose entonces determinar el espectro real de emision del colorante
y su decaimiento de la fluorescencia.

En este trabajo, los espectros de fluorescencia estacionaria fueron determinados
para capas gruesas y finas de particulas. Los primeros estan afectados por efectos de
filtro interno pero son utiles para relacionar las intensidades de luz emitidas con las
fracciones de luz de excitacion absorbidas. De esta manera, pueden determinarse
rendimientos cudnticos de fluorescencia observados (Seccion I1.4.). Los espectros en
capa fina permiten determinar experimentalmente el espectro real del colorante en la

muestra, indispensable para modelar los fendmenos de reabsorcion y reemision en las
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capas gruesas (Seccion I1.7.). En ambos casos las muestras fueron excitadas en modo
frontal. Para la determinacion de los decaimientos de la fluorescencia se utilizaron capas
finas de particulas.

Tanto en las capas finas como en las gruesas la reflexion de la luz de excitacion
es importante. Para evitar que esta luz eventualmente alcance el detector (aun cuando se
use un monocromador de emision), se utilizaron filtros opticos adecuados que permiten
el paso de las longitudes de onda de emision pero absorben fuertemente a la longitud de
onda de excitacion. En todos los casos los espectros fueron corregidos por la variacion
de la sensibilidad del sistema de deteccion (monocromador + fotomultiplicador) con la
longitud de onda.

Los espectros de emision y excitacion estacionaria fueron medidos, para
muestras Opticamente gruesas y capas finas de particulas, en un espectrofluorometro
PTI modelo QM1, y los decaimientos de la fluorescencia en capas finas mediante un
espectrometro de tiempos de vida PTI TimeMaster, utilizando como fuente de luz
pulsada una ldmpara de arco de hidrogeno a presion media. Se midieron capas gruesas
con un espesor de 3 mm. Las capas finas fueron preparadas dispersando una pequena
porcion de muestra sobre una cinta de doble faz pegada a una ventana de cuarzo y

eliminando el excedente hasta constancia en la forma del espectro de emision.

I1.4. Rendimientos cuanticos de fluorescencia observados

La obtencion de rendimientos cuanticos de fluorescencia es un punto clave para
la caracterizacion fotofisica de los sistemas estudiados. Los rendimientos cudnticos de
fluorescencia observados, @, pueden determinarse para capas gruesas de particulas,
ya que es posible calcular, en este caso, la fraccion de luz absorbida por la muestra
como (1-Ry), donde R; es la reflectancia total. Para capas finas esta determinacion es
muy dificil y arroja errores muy importantes.

Los rendimientos cudnticos observados pueden determinarse en forma absoluta o
relativa a una referencia en fase solida. Para la determinacion relativa se utiliza la
reflectancia total de la muestra y la referencia a la longitud de onda de excitacion y las
intensidades de emisién de ambos sistemas en las mismas condiciones experimentales.
Preferentemente se deberia excitar ambos sistemas a la misma longitud de onda. En

caso contrario deben realizarse correcciones por el diferente flujo fotonico de excitacion
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a las distintas longitudes de onda. En base a estos datos, el rendimiento cudntico

observado puede calcularse como:

JA=REHIF
(I)obs = (DoRbs R - (1117)
FFA-R, )T,

donde I es el flujo fotonico incidente, J es la intensidad de emision obtenida como el

area integrada bajo el espectro de emision y Ry, es la reflectancia total a la longitud de

onda de excitacion. El superindice R indica referencia. El cociente Io}/Iy es llevado a uno
por el equipo.

El problema més importante en la determinacion de rendimientos cuanticos de
fluorescencia es la disponibilidad de referencias adecuadas. Para poder contar con
referencias en fase solida debe poder determinarse, en ciertas circunstancias, su
rendimiento cudntico en forma absoluta. Existen en bibliografia diversos métodos para
realizar estas determinaciones.”'>"” El utilizado en el presente trabajo consiste en la
obtencion de medidas de reflectancia con y sin un filtro 6ptico adecuado entre la esfera
integradora y el detector, que absorbe selectivamente la mayor parte de la fluorescencia.
Cuando se trabaja con muestras soOlidas altamente fluorescentes la reflectancia es
sobreestimada por la luminiscencia que llega al fotodetector. La interposicion del filtro
genera diferencias en la reflectancia, ya que elimina parte de la fluorescencia, que
pueden utilizarse para calcular @, y la reflectancia real de la muestra (corregida por

fluorescencia), si se conoce su espectro de emision y la transmitancia del filtro usado:

I, -RE T8 .R
Rk _ Lo obs, % Ao obs, A (1118)

0 f
Ixo —Ik0

R, ., —R!
(D()bs — fobs,k0 - obs, L, (1119)
Ixo [1- Robs,xo 1- Ixo [1- Robs,ko ]

donde

I, =j £ -i-%-dx (11.20)
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f _ T)» SX XO
L, = Lfobs,x 'T—M'g'y'dk (IL.21)

S, es la sensibilidad del fotodetector a longitud de onda A, T, es el espectro de
transmitancia del filtro y fyps es el espectro de emision observado de la muestra en capa
gruesa, normalizado a area unitaria; Ay expresa longitud de onda de excitacion y el
superindice f denota medidas con filtro.

Las determinaciones absolutas pueden efectuarse para muestras altamente
fluorescentes. En caso de muestras con baja emision se utiliza el método relativo,
trabajando con muestras adecuadas como referencia, cuyos rendimientos cuanticos se

obtienen en forma absoluta por el método citado.

[1.5. Agregacion molecular y teoria excitonica

Cuando se trabaja con sistemas que poseen elevada concentracion de colorante,
sus moléculas pueden interactuar entre si. Como resultado de esta interaccion se pueden
formar agregados de colorante, con propiedades fotofisicas y espectroscopica diferentes
a las del colorante libre. La cercania entre las moléculas provoca a su vez interacciones
que causan corrimientos espectrales, desdoblamientos en las bandas de absorcion del
colorante, hipo o hipercromia y disminucién en la emision, como producto de un
aumento de la importancia de los procesos de conversion interna o cruce entre sistemas.
Estos efectos, explicados por la teoria exciténica,'® pueden ser observados si el
acoplamiento electronico entre las sub-unidades que conforman el agregado es
suficientemente fuerte.

La teoria excitonica molecular es una teoria de interaccion de estados. Si el
solapamiento electronico entre croméforos es pequeno, de tal manera que las moléculas
preservan su individualidad en el agregado, esta teoria cumple los requisitos de una
teoria de perturbaciones. De esta manera, las funciones de onda y las energias del
agregado pueden expresarse en términos de las funciones de onda y las energias de los
monomeros. Si se considera un dimero, su funcién de onda en el estado fundamental
podra expresarse como el producto de las funciones de onda de los componentes, Vg =

Wab, donde a y b indican cada una de las moléculas que conforman el dimero, que se
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asumen idénticas (homodimero). El operador Hamiltoniano del dimero sera la suma de
los Hamiltonianos de cada molécula aislada més un término perturbativo, H = H, + Hy, +
Vab. Este lltimo corresponde a un potencial coulémbico, aproximado eventualmente por
el término de interaccion dipolo-dipolo de la expansion multipolar. La energia del

estado fundamental del dimero es:
Eq = [[w.v,Hy,, dr,dt, =E, +E, + [[v,y,V,, v,v, dr,dr, (11.22)

donde el ultimo término corresponde a una energia de interaccion de van der Waals que
estabiliza al agregado, y E, y E, son las energias del estado fundamental de las
moléculas aisladas.

La funcién de onda del estado excitado del dimero puede expresarse como una
combinacion lineal del producto de funciones de onda con la energia de excitacion

localizada en cada uno de los componentes.
¥ = 1N20w, £y, (I.23)

Va y Wb son las funciones de onda del estado excitado de cada componente aislado. La

ecuacion de Schrodinger para el estado excitado sera:
HY, =E.¥Y, (I1.24)
Como resultado se obtienen dos estados excitados con diferente energia.

Eii = E: +E, +IJWZWb(Vab)W:Wb dt,dt, +”\|f:\|fb(vab)\l’a‘|/l*) dt,dt, (11.25)
El =E, +E, +”W:Wb(vab)\lf:\l’b dr,dt, _IIW:Wb(Vab)WaWZ dr,dt,

La diferencia entre ambas energias radica en el Gltimo término, conocido como
término de desdoblamiento de excitén (8). En la aproximaciéon dipolar este término

toma la siguiente forma:
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M, M, 3(M, )M, 1)

3 5
T T

o

(11.26)

donde M es el momento de transicion del mondémero a o b, r es la distancia entre las
moléculas y r es el vector de posicion del dipolo a respecto al dipolo b como origen.

El anteultimo término en las ecuaciones (I1.25), analogo al ultimo de la ecuacion
(I1.22), corresponde a la interaccion de van der Waals entre el estado excitado de una de
las moléculas y el fundamental de la otra.

La energia de transicion para el agregado puede expresarse como la diferencia
entre las ecuaciones (I1.25) y (I1.22):

AE

= AE +AD * 5 (11.27)

dimero monodmero

donde AD es la diferencia entre los términos de van der Waals y AE onsmero €8 1a energia
de excitacion del cromoforo aislado. En esta expresion puede observarse claramente el
desdoblamiento en las bandas de absorcion caracteristico de la formacion de agregados,
representado por 0.

Los agregados pueden ser descriptos mediante un tratamiento cuantico detallado
considerando interacciones electronicas punto a punto. Sin embargo, es posible un
analisis cualitativo a partir de considerar la interaccion de resonancia del estado
excitado como una interaccion electrostatica entre los dipolos de transicion de los

monodmeros. A través de esta descripcion se clasificaran algunos tipos de agregados.

a) Dipolos de transicién paralelo€l diagrama de niveles de energia excitonicos se
muestra en la Fig. I1.4. Las moléculas se representan como figuras ovaladas con una
flecha indicando la orientacion de los momentos dipolares de transicion
correspondientes. Los diagramas vectoriales a la derecha de los estados excitonicos E' y
E* permiten una evaluacion cualitativa de la energia de desdoblamiento excitonico & y
los momentos de transicion M, que proporcionan la probabilidad de transicion entre el

estado fundamental y los estados excitonicos.
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Fig. 1l.4. Diagrama de niveles de energia para un dimero con dipolos de transicion

paralelos.

La disposicion en fase de los dipolos corresponde electrostdticamente a un
aumento de energia por repulsion, de manera tal que E* cae por encima del nivel de
desplazamiento de van der Waals. En la disposicion fuera de fase, con energia E',
ocurre lo contrario. El momento de transicion es la suma vectorial de los dipolos de
transicion individuales en el agregado. Por lo tanto, la transicién hacia E' es prohibida,
mientras que la transicion hacia E’ es permitida. Como consecuencia de esto, los
dimeros con dipolos de transicién paralelos, también conocidos como dimeros H,
presentan una banda de absorcidon desplazada hacia el azul (corrimiento hipsocromico)
respecto de la absorcion de los monomeros.

Cuando el dimero se excita, absorbe un foton y pasa al estado E*, ya que la
transicion al estado E' es prohibida. Desde alli sufre rapidamente conversién interna
hacia E'. Como la transicién a E' es prohibida no pueden ocurrir eficientemente
procesos radiativos desde ese estado hacia el fundamental, lo que determina que el
mismo se desactive preferentemente en forma no radiativa por conversion interna hacia
el fundamental o por cruce entre sistemas hacia el triplete. Esta es la razén por la cual
no suele observarse fluorescencia en los dimeros H. Debido a que el desdoblamiento
excitonico depende de la fuerza del oscilador de la transicion, sélo los estado singlete
sufriran desdoblamiento, mientras que en general los estados triplete permaneceran

aproximadamente degenerados en el agregado.
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b) Dipolos de transicion colineale&l diagrama de niveles de energia se muestra en la
Fig. II.5. En este caso, a diferencia del anterior, los dipolos en fase corresponden al
estado de menor energia (E'), mientras que si estan fuera de fase aumenta la repulsion
electrostatica dando como resultado un estado de mayor energia (E*). Cuando los
dipolos estan fuera de fase, sus momentos se anulan y la transicion desde el estado

fundamental hacia E* se torna prohibida, al contrario de lo que ocurre para E'.

0
mondtmero ditnero
Fig. 11.5. Diagrama de niveles de energia para un dimero con dipolos de transicion

colineales.

Los dimeros con dipolos de transicion colineales, también conocidos como
dimeros J, presentan una banda de absorcion desplazada hacia el rojo (corrimiento
batocrémico) respecto de la absorcion de los mondmeros. En estos dimeros puede haber
emision de fluorescencia, aunque ésta puede no detectarse, pues compite con la

conversion interna y el cruce entre sistemas.
¢) Situacion intermedia: dimeros angulards este caso los momentos de transicion

son oblicuos (Fig. I11.6). Dado que en ninguna de las dos disposiciones los momentos se

anulan, ambos estados excitonico son permitidos.
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Fig. 11.6. Diagrama de niveles de energia para un dimero con dipolos de transicion

oblicuos.

Como ambos estados son permitidos se observaran ambas bandas de absorcion,
desplazadas hacia el azul y el rojo respecto del mondmero. La intensidad relativa de las

mismas depende de la geometria del agregado.

Existen otras posibles disposiciones que no se discutirdn en este trabajo. En
general no se esperan modificaciones en la fuerza del oscilador (por unidad de
concentracion de mondmero) con la agregacion. Sin embargo, suelen encontrarse
efectos de hipo o hipercromia que pueden predecirse mediante un tratamiento mas
avanzado del problema.

Los cambios apreciables en el espectro de absorcion debidos a la agregacion son
el resultado de un acoplamiento excitonico fuerte entre las moléculas que componen el
agregado. En los casos de acoplamiento fuerte la energia de excitacion se halla
completamente deslocalizada entre los componentes del agregado. La energia de
desdoblamiento excitonico depende directamente del cuadrado del momento de
transicion de los mondmeros que componen el agregado e inversamente del cubo de la
distancia intermolecular. En el caso limite de acoplamiento débil, la energia de
excitacion se halla localizada en alguno de los componentes del agregado y no se
esperan cambios en la forma de las bandas de absorcion del agregado en comparacion

con el monomero. En situaciones intermedias, cuando el acoplamiento excitonico es
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suficientemente débil, pueden observarse cambios menores en los espectros de
absorcion con la agregacion, tales como ensanchamiento de las bandas de absorcion
debido al desdoblamiento independiente de cada sub-banda vibrénica', asi como

efectos secundarios tales como hipo o hipercromia en las bandas de absorcion.

[1.6. Andlisis experimental de la agregacion de colorantes

Cuando los colorantes son adsorbidos sobre microparticulas a elevadas
concentraciones locales, el grado de agregacion dependera de la concentracion del
colorante y del balance entre las interacciones soporte-colorante y colorante-colorante.
La agregacion de los colorantes produce normalmente cambios espectrales y su andlisis
se basa en el estudio sistematico de estos cambios con la variacion en la concentracion
de colorante.

Para analizar la agregacion de los colorantes en el solido se utilizd un
procedimiento de regresion bilineal.”* Como se mencioné en la Seccion I1.2, los
espectros de absorcion en estos sistemas se obtienen a través de la funcion de remision y
pueden expresarse como la suma de las funciones de remision del mondémero y de los
agregados, incluyendo la eventual absorcion del soporte (ecuacion (11.16)).

Si la absorcion del soporte es pequeiia puede sustraerse de los espectros, y la

funcion de remision del sistema podra expresarse como:
n

FR,)=> ¢ (A, (11.28)
i=1

donde & = 2¢/S es proporcional a € cuando S es independiente de A, ¢ es la
concentracion de las especies y n es el nimero de especies en el sistema.

La ecuacion (I1.28) puede expresarse en forma matricial como:
lekJ= lgrjiJ[Cik]—i_ ldij (I1.29)

donde [Fj] contiene las funciones de remision experimentales de la muestra k a la

longitud de onda j, [¢';i] contiene los coeficientes proporcionales a € y [ci] las
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concentraciones de todas las especies 1 en cada muestra. El término agregado [di]
corresponde a una matriz de error que contempla las diferencias entre las funciones de
remision experimentales y aquellas reconstruidas a partir de € y c. El objetivo del
calculo es minimizar la suma de los cuadrados de los elementos de la matriz de error
mediante un método de regresion iterativo. Se parte de los espectros experimentales
para construir la matriz [F]. En general, y para darle el mismo peso relativo a todos los
espectros, se utilizan los datos de funcion de remision expresados por unidad de
concentracion total, F(R)/Cy. De esta manera la matriz [c] contendra las fracciones de
las especies respecto de la concentracion total. Para iniciar el calculo se debe definir la
matriz [¢]. Como generalmente se desconocen los espectros de las especies, la matriz
[€"] puede construirse inicialmente, por ejemplo cuando se postula la existencia de dos
especies, monomero y dimero, a partir de la muestra mas diluida como espectro del
monoémero y la mas concentrada como espectro del dimero. Finalizado el proceso
iterativo, los espectros en la matriz [¢'] no necesariamente corresponderan a los
espectros de las especies puras, sino probablemente a combinaciones lineales de éstos.
Las matrices resultantes [¢'] y [c] dependen de las condiciones iniciales, sin embargo su
producto es Unico.

Este método permite definir el nimero de espectros independientes en que
pueden descomponerse los espectros de las muestras. Si el nimero de especies
consideradas es menor que el real, el error cometido serd muy grande, y los espectros
experimentales no podran ser reconstruidos a partir de los espectros de las mismas. Por
otro lado, si el nimero de especies propuestas es demasiado alto, esto dara lugar a
resultados erraticos, y en algunos casos a cantidades despreciables de algunas de ellas.

Cuando existen s6lo dos especies mayoritarias, monémero y dimero, se puede
definir una constante de dimerizacion, Ky = cp / (CM)z, y obtener su valor minimizando
la matriz de error. En este caso, el espectro calculado inicialmente para el dimero puede
contener algo de mondémero y viceversa. De esta manera, los espectros puros de
mondémero y dimero se estiman mediante combinaciones lineales de los espectros
iniciales que minimicen el error de la constante de dimerizacion. Se evalian entonces
diferentes constantes hasta hallar la que proporcione el menor error, obteniéndose asi
los espectros de las especies puras. A partir de los espectros puros se recalcula K4 para
cada muestra, y se determina la media y la desviacion estandar de la constante de

dimerizacion.
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La reconstruccion de los espectros experimentales a partir de los espectros de los
componentes puros es una poderosa herramienta para verificar la congruencia de la
hipodtesis propuesta y descartar la presencia de otras especies, tales como agregados
superiores, en el caso que se proponga un equilibrio monémero-dimero.

La ventaja del procedimiento radica en que se utiliza toda la informacion
espectral, en lugar de solo la del maximo de absorcion, mejorando la exactitud de los
calculos. Este procedimiento también puede utilizarse para descomponer los espectros
de absorcion y emision en las contribuciones de los distintos colorantes en muestras

combinadas.

[1.7. Transferencia de energia

Cuando se trabaja con colorantes incorporados a muestras solidas, en particular
cuando existen elevadas concentraciones locales, la dispersion de la luz y las
interacciones moleculares son responsables de importantes procesos de transferencia de
energia entre moléculas.

Los mecanismos de transferencia de energia pueden clasificarse en dos tipos:
radiativos y no radiativos. La transferencia radiativa corresponde a la emision de luz por
parte de una molécula excitada (donor) y la posterior absorcion de esta radiacion por
parte de otra molécula en estado fundamental (aceptor). Este tipo de transferencia
ocurre sin necesidad de ningun tipo de interaccion entre ambas moléculas, por lo que el
rendimiento cudntico de fluorescencia y el tiempo de vida del estado excitado del donor
no se ven afectados. La transferencia radiativa de energia, también conocida como
transferencia trivial o simplemente como reabsorcion de fluorescencia, es de muy largo
alcance y depende, ademas de la existencia de solapamiento entre el espectro de emision
del donor y de absorcion del aceptor, del camino medio de la luz emitida y de las
caracteristicas geométricas de la muestra. A pesar de que el rendimiento cuantico de
emision del donor no es afectado, la reabsorcion determina que en general el
rendimiento cuantico de fluorescencia observado sea menor que el del colorante aislado.

La transferencia no radiativa de energia ocurre sin mediacién de emision por
parte del donor. Los mecanismos de este tipo transferencia pueden clasificarse, en
general, en: a) transferencia dipolar de energia, también conocida como transferencia de

energia por resonancia o de tipo Forster (FRET), asociada a la interaccion coulombica
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entre el donor y el aceptor, y b) transferencia de energia por intercambio de electrones o
de tipo Dexter, asociada con el solapamiento intermolecular de orbitales entre el estado
excitado del donor y el estado fundamental del aceptor.”’ Mientras que la tranferencia
de energia de tipo Dexter es de corto alcance, ya que precisa de la interaccion entre

orbitales (<10 A), la transferencia dipolar de energia es de largo alcance (hasta 80-100

A).

11.8. Efectos de reabsorcion y reemision

La transferencia radiativa de energia requiere el solapamiento espectral entre la
emision del donor y la absorcion del aceptor. Cuando se trabaja con sélidos particulados
que contienen un solo colorante con bajo corrimiento de Stokes existe transferencia
radiativa de energia entre las moléculas, dando lugar al fendmeno de reabsorcion, que
causa distorsiones en el espectro de fluorescencia y disminuciéon del rendimiento
cudntico de fluorescencia observado. Los fotones reabsorbidos pueden eventualmente
ser reemitidos, posteriormente reabsorbidos, y asi sucesivamente. La dispersion de la
luz en sistemas solidos aumenta el camino optico de los fotones emitidos y por ende, la
probabilidad de reabsorcion. Los eventuales agregados de colorante, generalmente no
fluorescentes, y eventualmente el mismo soporte acrecientan estos efectos si son
capaces de reabsorber la emision de los mondmeros. Los pasos de reabsorcion y

reemision se resumen en la Fig. 11.7.
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Excitacion L(1-Rpag,
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oP,
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d(1-P)

Emision < 2° orden

3° orden

\

Fig II.7. Esquema de reabsorcion y reemision en un sistema de una unica especie

emisora.

En la figura, Ip(1-R¢) es la intensidad de luz de excitacion absorbida por el
sistema, opa es la fraccion absorbida por la especie emisora (A), @ es el rendimiento
cuanticos de fluorescencia, P es la probabilidad de reabsorcion de la fluorescencia, y Pa
la probabilidad de reabsorcion por parte de la especie emisora. Consecuentemente, (1-P)
es la probabilidad de que la luz emitida escape de la muestra. La probabilidad de
reabsorcion por parte de otras especies no emisoras, incluyendo el soporte, estd
implicitamente considerada en la diferencia entre P y Po. De acuerdo con el esquema,
parte de la luz de excitacion es absorbida por la especie emisora [Ip(1-R¢)opa]. Una
fraccion de las especies excitadas se desactivarda mediante emision fluorescente (@), de
la cual parte escapara del sistema (1-P), detectandose como fluorescencia responsable
del rendimiento cuantico de fluorescencia observado, y parte sera reabsorbida por el
mismo pool de colorante (P,), repoblando los estados excitados.

Para poder evaluar cuantitativamente estos procesos se usd un modelo fisico-
matematico desarrollado previamente por Lagorio et al. y modificado durante el
transcurso del presente trabajo. El modelo resulta de incluir la emision de fluorescencia
en la teoria de Kubelka-Munk. Si se analiza el problema separando los flujos fotonicos
en el sistema segliin provengan de la luz de excitacion (orden 0), de la primera emision

(orden 1), de la segunda reemision (orden 2) y asi sucesivamente, es posible resolver las
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ecuaciones diferenciales correspondiente a cada orden. Para el orden 0 las ecuaciones

son las mismas que las desarrolladas en la teoria de K-M (ecuacion (I1.11)).

+(0)
B K+ S)i® +8j
X

:j( ) I( -0 ()
X

Para el orden 1 debemos tener en cuenta la luz emitida, quedando las ecuaciones

diferenciales de la siguiente manera:

+(1) dI(O)
O LY

X 25 & (IL.31)
dj” 1, dIv

= = +(K+9);" +Si" +=f, @
X 2 dx
donde @ es el rendimiento cuantico de fluorescencia, f es el espectro de emision

normalizado a 4rea unitaria sobre A, medido en capa fina de particulas, y dI” es el

diferencial de flujo fotonico absorbido por la especie emisora:

dI? = o, K, i) + 5 Jan dx (1132)

A

El factor 1/2 en el término de emision de las ecuaciones (I1.31) toma en cuenta el hecho
de que la mitad de la radiacion es emitida en un sentido y la otra mitad en el otro.

La resolucion del sistema de ecuaciones (I1.31) bajo las condiciones de borde
iPx =0) =0y j"x = ) = 0 permite obtener los flujos de radiacion primarios
emitidos, de donde se obtiene una expresion para el espectro primario de emision que

escapa de la muestra:
P 0ux=0)=1,(1-R Do, Df,y, . (11.33)

donde:
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v = ! « ! (I1.34)
TR, [FROFR,) 2
FR)+2 | FR, IR, )+2]

Analizando la ecuacion (I1.33), la funcion vy,, puede interpretarse como la

fraccion de luz emitida primaria que escapa a cada longitud de onda A de una muestra

solida oOpticamente gruesa excitada a 7‘0' Obtener los flujos fotonicos de ordenes

mayores implica la resolucion iterativa de ecuaciones similares a las ecuaciones (I1.31)
y (I1.32). Puede obtenerse una solucién aproximada si se considera que la probabilidad

de reabsorcion es constante para los distintos ordenes. Esto implica suponer que v, , es

independiente del orden del proceso. Su complemento a 1 corresponde a la probabilidad
de reabsorcion de un fotdon emitido en las mismas condiciones.

A partir de esta funciébn es posible corregir los espectros de emision
distorsionados por reabsorcion, dividiendo el espectro obtenido en capa gruesa por

Y1, - Una manera de evaluar la bondad de la aproximacion realizada consiste en

comparar el espectro en capa gruesa corregido por reabsorcion con el espectro en capa
fina. La forma de ambos debe coincidir si la reabsorcion es despreciable en las capas
finas.

La probabilidad de reabsorcion total puede calcularse como:

P=1-[f, -y, d (11.35)
A

y la probabilidad de que la radiacion emitida sea reabsorbida por la especie emisora se

calcula segun:

Py =[f,-(1-7,,,)-0,dA (I1.36)
A

donde a . s la fraccion de la radiacion absorbida por la especie A a la longitud de onda

L. La fraccion a, se calcula segun:
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_ F(RX)A

a, = FR) 11.37)

muestra

donde F(R))a es la funcion de remision de la especie emisora y F(Ry)muestra €8 1a funcion
de remision de la muestra en su conjunto.

Si se consideran todos los pasos de reabsorcion y reemision en el sistema, segiin
el esquema de la Fig. 1.7, podemos arribar a la expresion para el rendimiento cuantico

de fluorescencia observado:

D =0, O (1- P)i (®-P,)" (IL.38)

n=0
Luego de resolver la suma infinita se obtiene:

_ 0, @ (1-P)

I1.39
obs 1-(I)PA ( )

Reordenando se obtiene la expresion para el rendimiento cuantico de fluorescencia

verdadero:

®
obs (11.40)
P, +a,, (1-P)

q)obs
La correccion tiene en cuenta los fenomenos de reabsorcion y reemision de
fluorescencia, la formacion de agregados no fluorescentes del colorante y la eventual
absorcion del soporte. De esta manera es posible evaluar cuantitativamente los efectos
de filtro interno. Este modelo no considera la eventual emision de los agregados, el
soporte o especies aceptoras presentes en el sistema y la transferencia no radiativa de

energia a estas especies. Sin embargo, como se expondra en la Seccion III.1, es aun

aplicable cuando se presentan estos fendmenos.
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[1.9. Teoria de Forster

La transferencia de energia por resonancia se debe a la existencia de una
perturbacidon que permite el acoplamiento entre la desactivacion del estado excitado de
la molécula donora y la excitacion de una molécula aceptora originalmente en su estado
fundamental.”* La interaccion es de naturaleza similar a la existente en los agregados

. r1 01 23
moleculares, pero en este caso el acoplamiento es muy débil.”” Es un proceso que
compite con los demds procesos de desactivacion del estado excitado de la molécula
donora y por ello determina la disminucion del rendimiento cuédntico de fluorescencia.

De acuerdo con la teoria de F('jrster,24’25

que considera una aproximacion dipolar para la
interaccion couldmbica, la constante de velocidad de transferencia de energia (ker) es
inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia intermolecular donor-

aceptor (R):
6 6
R R
kgp = kD[—O} =L{—°} (IL41)

donde kp es la constante de velocidad de decaimiento del estado excitado del donor (en
ausencia de aceptor), Tp’ es su tiempo de vida y Ry se conoce como radio critico de
Forster y corresponde a la distancia para la cual kgt = kp, de tal manera que la
transferencia de energia y el decaimiento espontaneo del estado excitado del donor son

igualmente probables. La eficiencia de la transferencia de energia (E) se define segln:

k
= L = 1 . (I1.42)
kp+kgr 1+(R/R))
La expresion para el radio critico Ry desarrollada por Forster es:
2
RS — 9(In10) x* D I (11.43)

° 128N, n*

2 . . .,
donde Ny es la constante de Avogadro, k” es un factor que tiene en cuenta la orientacion

relativa de los momentos de transicion de donor y aceptor, importante para evaluar el
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efecto del campo eléctrico generado por el dipolo de transiciéon del donor sobre el
dipolo de transicion del aceptor,”® n es el indice de refraccion del medio en la region de
solapamiento espectral, @p es el rendimiento cuantico de fluorescencia del donor en
ausencia de aceptor y J corresponde a la integral de solapamiento entre la emision del

donor y la absorcion del aceptor, definida alternativamente como:
v o+~ dv b -
J :jlV g (V)" s J'I; dv=1 (I1.44)
\Y

Jh = j I e, (WAL ; j L dh=1 (I1.45)

. .y qe b*  oD*
donde €4 es el coeficiente de absorcion decadico molar del aceptor y I, y I son los

espectros de emision del donor normalizados a drea unitaria sobre ntimero de onda, 1_/,
o longitud de onda, A, respectivamente. Ambas expresiones son equivalentes.

Las ecuaciones basicas de la teoria de Forster, particularmente la expresion para
Ry, se presentan de formas sustancialmente diferentes en articulos, reviewsy libros, e
incluso en las publicaciones originales de Forster. Estas expresiones para Ry incluyen en
general un factor 9000 en lugar del 9 en el numerador de la ecuacion (I1.43), en la
mayoria de las publicaciones. La diferencia en un factor 1000 corresponde a la
conversién de dm’, proveniente de las unidades usualmente utilizadas para e (M cm’’
=mol" dm’ cm™), a cm’. Por lo tanto, dichas ecuaciones no son independientes de las
unidades y presentan diferentes unidades en ambos miembros. Esto generalmente no se
aclara en las publicaciones y puede llevar a conclusiones erroneas. En los trabajos
originales de Forster se utilizo el factor 9000 en la Ref. 24, mientras que en la Ref. 25 se
utilizo el 9 junto con N en lugar de N en el denominador, definido como el nimero de
moléculas por milimol. Naturalmente, N" no es otra cosa que la constante de Avogadro
expresada en diferentes unidades. Esto es equivalente a pasar el factor 1000 al
denominador. Para evitar estas practicas confusas e innecesarias, la ecuacion general de
Ry debe expresarse como en la ecuacion (11.43).

La teoria de Forster estd restringida al caso limite de acoplamiento débil. Para
transiciones permitidas esta aproximacion funciona bien cuando la distancia D-A
excede los tamafios de los cromoforos. Cuando esto no ocurre, el promediar las

densidades de transicion y luego acoplarlas no es adecuado, ya que el término
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couldmbico se ve fuertemente influenciado por la forma de la distribucion de cargas
molecular debido a que se origina de un acoplamiento de las densidades de transicion de
ambas moléculas.”’ Ademads, cuando las distancias son menores que 1 nm, las
interacciones de corto alcance que resultan del solapamiento entre orbitales deben
tenerse en cuenta.”®” Otro factor a considerar es la dependencia de la interaccién
couldémbica con la constante dieléctrica del solvente alrededor de D y A. Cuando Dy A
estan muy proximos entre si, cambia la esfera de solvatacion y la forma del entorno
dieléctrico alrededor de ambas moléculas, de tal manera que el apantallamiento de la
interaccion por el solvente se ve reducido.’® Las limitaciones en el uso practico de la

teoria de Forster fueron tratadas en una reciente publicacion.”!
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Capitulo III: Desarrollo tedrico

l1l. Desarrollo teérico

[Il.1. Transferencia no radiativa de energia

El modelo fisicomatematico expuesto en la Seccion I1.8 considera la presencia
de una unica especie emisora y la posibilidad de transferencia radiativa de energia hacia
el mismo pool de mondémeros o hacia eventuales agregados u otras especies no
emisoras. El mismo serd extendido al caso en que hay mas de una especie emisora,
contemplando asimismo la posibilidad de transferencia no radiativa de energia a un
aceptor fluorescente.

Si existen dos especies distintas, A y B, capaces de emitir y de intercambiar
energia de excitacion por mecanismos radiativos y no radiativos, y el sistema se excita
en una zona del espectro en que ambas especies absorben, la desactivacion del singlete
excitado de ambas especies puede ocurrir por diferentes caminos. La energia ingresa al
sistema a través de la absorcion directa de la luz de excitacion. Las especies excitadas
pueden desactivarse emitiendo un foton, mediante mecanismos intrinsecos de
desactivacion no radiativa o transfiriendo no radiativamente la energia de excitacion
hacia otra especie presente en el sistema. La luz emitida puede ser reabsorbida
(transferencia radiativa) o escapar del sistema y detectarse como fluorescencia. La Fig.

II1.1 ilustra estos procesos.

Excitacion

Absorcion

Procesos no
radiativos  (1-Epg)(1-®p)

(1-Ega) (1-0p)

Pré)_c?_sos Pea_,Fae Pe
radiativos | (1-Epg) P4 A (1-EBA)(DB|
(" 4
Emision l [
Qa Qs

Fig. 11l.1. Diagrama de flujo de excitacion en un sistema de dos componentes.

49



Capitulo III: Desarrollo tedrico

En las figura, Io(1-R¢) es la intensidad de luz de excitacion absorbida por el

sistema; o, es la fraccion absorbida por la especie i (A o B); E; es la eficiencia de la

transferencia no radiativa de energia de la especie i a la especie j; (1-E;j)(1-D;) es la
probabilidad de desactivacion del singlete excitado i por mecanismos no radiativos
diferentes de la transferencia de energia, tales como la conversion interna y el cruce
entre sistemas; (1-E;)®; es el rendimiento cudntico de fluorescencia de la especie 1 en

presencia de j; Qi y Pij son respectivamente las probabilidades de que un foton emitido

por la especie i escape del sistema como fluorescencia o sea transferido radiativamente
a la especie j.
Por analogia con el caso de un componente (ver ecuaciones (I1.35) y (I1.36)), las

ultimas probabilidades se calculan segtn:

Py = [ [1-7,,, Jof d (IIL.1)

1
A

Q = [f] v, d (I11.2)
A

donde f] es el espectro de emision de la especie i normalizado a rea unitaria sobre A,
o) es la fraccion de luz absorbida por la especie j a la longitud de onda A y Vi, o

definida en la ecuacion (I1.34), es la probabilidad de que la luz emitida a la longitud de
onda A escape de la muestra, excitada a Aj,. La expresion de Q; es andlogaalade 1 — P

en la ecuacion (I1.35). La diferencia reside en este caso en que:

1=P, +Q,;P, = Zpij (I11.3)
j

donde P; es la probabilidad de un foton emitido por la especie i1 sea reabsorbido por
cualquier especie presente en el sistema, incluido el soporte.

Desde que un foton es absorbido hasta que la energia de excitacion egresa del
sistema, ya sea como calor o como fluorescencia, el diagrama puede recorrerse por
infinitos caminos posibles. El rendimiento cuédntico de fluorescencia observado resulta

de considerar dichos caminos y sus respectivas probabilidades.
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El esquema de la Fig. I11.2, que es una extension del presentado en la Fig. I1.7,
es otra forma de representar estos procesos. Los procesos radiativos y no radiativos de
transferencia de energia se expresan en forma de flechas verticales u oblicuas y la
radiacion que escapa del sistema y contribuye al rendimiento cuantico de fluorescencia

observado en forma de flechas horizontales.

To(1-Rypog, Iy(1-Rpogg
Excitacion l l
da 9

Foden  NOONOONONONONON

\

Fig. 1.2 . Esquema de reabsorcion, reemision y transferencia de energia en un sistema

de dos especies emisoras.

En la figura, p;; son las probabilidades de transferencia de energia de la especie 1
a la especie j (cuando i = j representa la probabilidad de reabsorcion por parte de la
misma especie, mientras que cuando i1 # j estas probabilidades incluyen tanto los
mecanismos radiativos como los no radiativos) y q; es la probabilidad de que la energia
de excitacion de la especie i se emita y escape del sistema como fluorescencia. En
términos de las variables definidas mas arriba y teniendo en cuenta las definiciones de

las distintas probabilidades:

Paa = (DA(I_EAB)PAA Pga = (I)B(I_EBA)PBA +EBA
Pgr :(DB(I_EBA)PBB qa :q)A(l_EAB)QA (HI4)
Pag =P, (1-E )Pz +E 5 qg =Pz (1-E,)Q4
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La energia de excitacion puede ingresar al sistema a partir de la absorcion
directa de A o de B. Sin embargo, la emisién que escapa del sistema y es detectada
como fluorescencia puede provenir de cualquiera de las dos especies,
independientemente de cual haya sido excitada inicialmente, debido a que ambas
pueden intercambiar energia de excitacidon por mecanismos radiativos (reabsorcion) y
no radiativos. Esto significa, como se dijo mas arriba, que desde que la energia de
excitacion ingresa al sistema hasta que egresa como fluorescencia, existen infinitos
posibles caminos para que esto ocurra, cada uno con una probabilidad asociada.

El rendimiento cuantico de fluorescencia observado, definido en este caso como
el numero de fotones emitidos, provenientes de cualquiera de las especies, que escapan
del sistema dividido por el numero de fotones absorbidos por la muestra, resulta de
considerar los infinitos caminos posibles en el diagrama de la Fig. II1.2. Como se vera,

®,ps puede expresarse como:

D, = Day (I1L5)

i,j=A,B

donde los coeficientes ajj representan la probabilidad de que un fotén absorbido por la
especie 1 resulte en un foton emitido por la especie j, calculables en forma matricial

segun:

|:aAA aABj|:|:(X‘0A 0 }( i{pAA pAB:|11 X{QA 0} (I11.6)
dgy dgp 0 o n-0| Psa Pss 0 qp

Los elementos de matriz p;; y q; corresponden a los definidos en la Fig. I11.2.

De acuerdo con la ecuacion (I11.6), el elemento de matriz a A incluye todos los

términos de la serie a_ ...q LY de la misma forma a AB incluye los términos o

etc.
0A >

oa--dg
donde los puntos suspensivos corresponden al producto de factores p;j, de acuerdo con
el nimero de pasos de reabsorcidon-reemision y transferencia no radiativa de energia. La

sumatoria infinita converge y por tanto la ecuacion (I11.6) puede escribirse como:
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- - 1
|:aAA aAB:| _ O, O X|:1_pAA “Pas } ><{qA 0 }
dgy App 0 Oop | -Ppa 1-Dgs 0 qg

_ _ (IT1.7)
_ Qoa 0 Xl|:1_pAA Pas :|X{qA 0 :|
L 0 Oz | Al DPpa 1-pgy 0 qg
donde
A=(1-pua)1=Pgs) —PasPea (1I1.8)

De la resolucion de esta matriz, luego de la insercion de los elementos ajj en la
ecuacion (II1.5), se obtiene la siguiente expresion para el rendimiento cudntico de

fluorescencia observado:

1
D, = X[(XOA (1=ppg)da + 0 (1= Paa)dp +0oaPasds + aOBpBAqA] (II1.9)

Los dos primeros términos incluyen la emision de las especies A y B respectivamente,
cuando son excitadas inicialmente por absorcion directa de la radiacion incidente,
considerando todos los posibles procesos de transferencia de energia desde la absorcion
inicial hasta la emision. Los dos ultimos términos contemplan la emision proveniente de
la excitacion indirecta de estas especies por mecanismos de transferencia radiativos y no
radiativos.

Para poder calcular las probabilidades del modelo se consideran las mismas
aproximaciones que en el modelo de la Seccion I1.8: a) los colorantes se distribuyen
aleatoriamente en el soporte; b) se cumplen las hipdtesis de la teoria de Kubelka-Munk;
c) el coeficiente de dispersion del material es independiente de la longitud de onda; y e)
las probabilidades de reabsorcion son independientes del orden de la emision. El item e)

implica que la probabilidad vy,, es la misma para cada orden de emision. Esta

aproximacion es necesaria para poder hacer al problema analiticamente soluble. De
acuerdo con los resultados obtenidos sobre diferentes sistemas, dicha aproximaciéon
introduce un error despreciable.

Como primera medida, es necesario demostrar que v, , , tal como fue expresado

en la ecuacion (I1.34), puede ser aplicado para la correccidon de espectros constituidos
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por la emision de varias especies. Esta funcion proviene de la resolucion exacta para el
flujo de emision de orden 1 que escapa de la muestra, j(A, x = 0), en sistemas de una
sola especie emisora. Extendido al caso de i especies emisoras, y en ausencia de
transferencia no radiativa de energia, este flujo puede escribirse como extension de la

ecuacion (I1.33):
j(l)()h, X = O) = Io(l — Rt) (z U'Oiq)i fi} Yk,ko (III 10)

La validez de la aproximacion e) asegura que la probabilidad de que un foton emitido a

la longitud de onda X escape del sistema excitado a Ag pueda calcularse a partir de v, .

La presencia de transferencia no radiativa de energia no cambia la situacién, ya que no
afecta a la probabilidad de reabsorcion.
Si se reordena la ecuacion (II1.9) de tal manera de agrupar los términos que

involucran la emision de cada especie, se obtiene la siguiente expresion:

O = [GOA(I_pBB)+a0BpBA]q +[a0B(1_pAA)+a0ApAB]q (LIL11)

obs A A A B

Por otra parte, de acuerdo con la definicion del rendimiento cuantico de

fluorescencia observado:

Jrsan  [rgoan

D = +-* (I1L.12)
L,(I-R) I,(1-R))

CG CG sl
donde I; e Iy, son las componentes del espectro de emision en capa gruesa de las

especies A y B respectivamente. Comparando las ecuaciones (III.11) y (III.12) se
observa que los primeros y los segundos términos deben corresponderse entre si.
Combinando ambas ecuaciones pueden obtenerse las siguientes expresiones para los
espectros de emision de ambas especies en capa gruesa. Teniendo en cuenta las

ecuaciones (II1.4) y (II1.2) y expresando el resultado en forma diferencial:
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e

o, (1— +a
IiG di=I,(1-R)) oa pBZ) 0P O, (1-E,4 )fA,xYx,xo dn
(II1.13)

A

o (11— +a
1%dL=1,(1-R,) s pAZ) P @ (1B ) 7, A

En el caso de capas finas de particulas, cuando la reabsorcion es despreciable, se
anulan los términos que involucran transferencia radiativa de energia, todos los fotones

emitidos escapan del sistema (y,, = 1),y las expresiones (III.13) se convierten en:

+ E
I dn =T, “{’A_ FonZea @ (1-E,,)f, ,d)

. AP EA (I11.14)
ISy =1, Fop T RAEA @ (1_E )f,, b

_EAB BA

donde I, es la intensidad de luz absorbida, parametro dificil de determinar en capas
finas. Por lo tanto estas ecuaciones seran usadas en forma relativa.

Todos los parametros del modelo, excepto las eficiencias de transferencia no
radiativa de energia, pueden calcularse en principio a partir de datos experimentales. Se

pueden plantear varias estrategias para obtener Exp y Ega:

a) A partir del rendimiento cudntico de fluorescencia observado, ya que @5 depende
segin la ecuacion (II1.9), entre otros pardmetros, de las probabilidades de

transferencia no radiativa de energia.

b) A partir del cociente entre las intensidades de emision de ambas especies para

espectros de capa gruesa, previa division por y,, . Los espectros corregidos deben

poder descomponerse en los espectros de emision de ambas especies. A partir del
cociente entre las areas bajo el espectro de A, Ja, y el espectro de B, Jg, y

considerando las ecuaciones (II1.13), se obtiene la expresion:

[JBJ _ Oop (1 =Pan) ¥+ %oaPas Pp(1—Eg,) (IIL15)
Ja G Oop (1 —=ppp) +AgpPpy Po(1-E,p)
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¢) En forma analoga, el mismo procedimiento aplicado a capas finas, considerando las

ecuaciones (III.14), da como resultado:

[JBJ _ %o +opEp Py(1-Eg,) (I11.16)
Ja e Ooa +0osEg, ®,(1-E,p)

d) A partir del cociente entre el area debajo del espectro de emision de A (o B) en
ausencia de B (o A) y el area del mismo componente en la mezcla, obtenidos en

capa gruesa y divididos por v, , , de acuerdo con las ecuaciones (III.13):

(JAJ — (I_R) [aOA(l_pBB)+a0BpBA](1_(I)AP:A)(I_EAB) (IH.17)

T, A-(1-R") g,

donde el superindice * indica sistema puro.

Estas ecuaciones son generales, ya que involucran la absorcion directa de ambas
especies y todas las posibles vias de transferencia de energia. En situaciones
particulares, algunos de estos procesos pueden ser ineficientes y las expresiones se
simplifican, de manera tal de adquirir una forma mas simple de acuerdo a las
caracteristicas del sistema estudiado. Por ejemplo, si se considera que la especie B no

emite, entonces pgp, pea Y gs s€ anulan y la expresion (I11.9) se reduce a:

_ @, (1-E,5)Q,
obs —
l_q)A(l_EAB)PAA

(IIL.18)

Esta ecuacion es equivalente a la ecuacion (I1.39), con la diferencia que aqui se
considera en forma explicita la posibilidad de transferencia no radiativa de energia de A
hacia alguna otra especie B. Notese que Qa (ecuacion (I11.2)) se corresponde con (1-P)
en la ecuacion (I1.39). En este caso se observa que la transferencia no radiativa de
energia disminuye el rendimiento cudntico de fluorescencia de A. El modelo de la
Seccion I1.8 es aplicable en estas condiciones, aun cuando no se considere
explicitamente la transferencia no radiativa de energia. Los rendimientos cuanticos

verdaderos obtenidos de esta manera disminuyen con el aumento en Exp. Si la especie B
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es un agregado de A, los rendimientos cudnticos disminuyen con el aumento en la
concentracion de colorante.

Cuando la transferencia no radiativa de energia ocurre eficientemente en un solo
sentido (A—B), Eap aparece como una Unica incognita y su valor puede calcularse
mediante algunas de las estrategias propuestas, utilizando las correspondientes
ecuaciones de acuerdo con el problema en estudio. El método de calculo adecuado
dependera de las caracteristicas del sistema. Por ejemplo, si los rendimientos cudnticos
de fluorescencia de ambas especies son muy diferentes entre si, Qqps sera muy sensible a
los cambios en Eag y por lo tanto, el método a) serd adecuado para evaluar las
eficiencias de transferencia. En contraste, si ambos rendimientos cuanticos son
semejantes, el método a) serd inadecuado y la transferencia podra ser evaluada mediante
los otros métodos, siempre y cuando los espectros de emision en capa gruesa corregidos

por reabsorcion (divididos por v, , )y capa fina puedan descomponerse adecuadamente

en las contribuciones de A y B. Eventualmente podrian aplicarse dos o mas métodos al
mismo sistema y calcular las eficiencias en forma independiente, o bien calcular Eop y
Ega si la segunda no es despreciable.

A partir del modelo desarrollado es posible estudiar cuantitativamente la
transferencia de energia en sistemas de dos componentes. Las especies A y B pueden
ser dos colorantes distintos, como en los sistemas donor-aceptor, o dos especies del
mismo colorante, por ejemplo mondémero y dimero, como puede ocurrir eventualmente
en sistemas de un unico colorante a elevadas concentraciones. El modelo puede

extenderse a sistemas de n especies, mediante la ecuacion matricial:

-1

aOA O O ee l_pAA _pAB _pAC e qA O 0
_ 0 ap O .. o ~Ppa 1-Pes  —Ppc - % 0 g5 0 . (IT1.19)
0 0 oy .. “Pea  —Pe 1-Pec - 00 qc -

En este caso habrd tantas incognitas como procesos de transferencia no radiativa de

energia diferentes haya involucrados entre especies.
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La migracion de la energia de excitacion, definida como la transferencia no
radiativa de energia dentro de la misma especie (homotransferencia), no se considera
explicitamente en las ecuaciones precedentes, ya que no modifica la poblacion de
estados excitados. Las probabilidades de transferencia de energia son parametros
fenomenologicos, para cuyo calculo no es necesario emplear un modelo tedrico en
particular. Los valores pueden, si, interpretarse mediante algun modelo tedrico de
transferencia no radiativa de energia, como se vera en la proxima seccion. Si se verifica

homotransferencia es necesario incluir la misma en el modelo teodrico.

[11.2. Mecanismos de transferencia y migracion de la energia de excitacion

El modelo desarrollado en la seccion precedente no establece el mecanismo no
radiativo por el cual la energia de excitacion es transferida. Para evaluar este mecanismo
es necesario modelar la dependencia de las eficiencias de transferencia con la
concentracion del donor (D) y del aceptor (A). Para hallar esta funcionalidad se deben
hacer una serie de suposiciones, basadas en las caracteristicas del sistema en estudio.
Por ejemplo:

a) La transferencia de energia ocurre principalmente por el mecanismo de Forster.

b) Los donores y aceptores se distribuyen al azar en el soporte.

c) La difusion en el so6lido es lenta y, en la escala de los tiempos de vida del estado
excitado, puede suponerse que las especies no modifican su posicion. La rotacion
también se halla restringida y la orientacion de los momentos dipolares de transicion
se considera aleatoria.

De acuerdo a lo anterior y considerando que la migracion de la energia de
excitacion entre donores es despreciable, lo que hace a la eficiencia de transferencia
independiente de la concentraciéon de donor, se puede llegar a una expresion general,

por ejemplo la siguiente, desarrollada por Fung y Stryer:'

E,, =1- Texp[—x -9 S(x)]dx
5 (111.20)

o0

S(x) = I {1 —exp [— (x)(R,/1)° ]}f(r)dr

I
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donde x = t/t; T es el tiempo de vida del estado excitado del donor en ausencia de
aceptor, Ry es el radio critico de Forster para la transferencia de energia D-A, d es la
concentracion superficial (2D) o volumétrica (3D) de aceptor, de acuerdo con la
dimensionalidad del problema, y r. es el radio de exclusion alrededor del donor, es
decir, la distancia minima a la cual puede haber un aceptor. En ese caso, el elemento de
volumen es expresado como f(r)dr = 2zrdr (2D) o 4nr’dr (3D). En la bibliografia se
pueden encontrar otras expresiones equivalentes que se obtienen al resolver
analiticamente las integrales en las ecuaciones (I11.20). En particular, cuando se
considera un sistema bidimensional y un radio de exclusion nulo, la resolucion analitica

de S(x) da como resultado la expresion:*?

EQA=1—E}mi—x—r@/$cw8@x“ﬁ«h (I1.21)

donde I' es la funciébn gamma, & es la concentracion superficial del aceptor y oy =
) .y . y
1/mRy". En esta ecuacion puede observarse, como argumento de la integral, la expresion

para el decaimiento de fluorescencia del donor en las mismas condiciones.

I _ 13
I®_aﬂx1um®mQx) (111.22)

El modelo de transferencia considera a cada donor independiente de los otros
donores y rodeado por una distribucion promedio de aceptores. En los casos en que hay
involucrada migracion de energia entre donores este modelo pierde validez. Considerar
la migracion de energia complica mucho el problema, al menos desde el punto de vista
tedrico. Numerosos investigadores han abordado esta problematica desde diferentes
enfoques y se han desarrollado varios modelos teéricos.”” Sin embargo, la complejidad
matematica del tratamiento tedrico dificulta en general su aplicacion practica. Otra
opcion accesible para incluir los efectos de la migracion se basa en simulaciones
computacionales.®’

En el presente trabajo el efecto de la migracion de energia fue estudiado

mediante simulacion computacional usando un modelo Markoviano. Un modelo similar
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fue desarrollado en la referencia 10 para evaluar despolarizacion de la fluorescencia
debida a transferencia de energia.

Para los calculos se selecciond un area o volumen de simulacion arbitrario,
dependiendo de la dimensionalidad considerada (2D o 3D), y los donores y aceptores se
distribuyeron aleatoriamente a través de un algoritmo de generacion de coordenadas
aleatorias, excepto el donor localizado en el centro del espacio de simulacion (donor 1).
El nimero de donores y aceptores depende de la concentracion volumétrica o la
densidad superficial considerada. El tamafio del espacio de simulacion debe elegirse lo
suficientemente grande como para minimizar los efectos de borde.

Las probabilidades de que la energia de excitacion, inicialmente en un donor i,
sea transferida en un solo paso a un segundo donor j o hacia alglin aceptor se calculan

segln:

k!
p; = - i#] (111.23)

) d a
ij it
ZkET +21<ET +k,
t=1

j#

2 ki
Pa= 5 (I11.24)
D ki + > ki +kp,

j# t=1

donde p;; es la probabilidad de transferencia de energia desde el donor 1 al donor j, pia es

la probabilidad de transferencia de energia desde el donor i a cualquiera de los

aceptores, ki es la constante de velocidad de transferencia de energia desde el donor i

al donor j, k},; es la constante de velocidad de transferencia de energia desde el donor i
al aceptor t, kp es la constante de velocidad de desactivacion intrinseca del donor, d es
el nimero de donores y a el numero de aceptores en el espacio de simulacion.
Considerando el mecanismo de transferencia de Forster y de acuerdo con la ecuacion

(I.41), se obtiene:
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RDPP 6
0
L ..
P = - p 1#] (II1.25)
d DD a DA
> L (R" } +1
i\ T =1\ Tt
6
=1\ L
Pia = ) o\ Y (I11.26)
> Roo | 4 (RO J +1
=i\ G =1\ Tt

donde R{® y R}* son los radios criticos para la transferencia D-D y D-A

respectivamente, r;; es la distancia entre el donor iy el donor j y rj; es la distancia entre
el donor i y el aceptor t. A partir de las probabilidades calculadas con la ecuacién

(II1.26) se construye el vector Pa:

Pia

Pa
Pa=1| Psa (111.27)

Paa

En ausencia de migracion de la energia de excitacion entre donores, este vector contiene
las eficiencias de transferencia hacia el aceptor para cada donor inicialmente excitado.
En presencia de migraciéon, su contenido se interpreta como las eficiencias de
transferencia en un solo paso (D-A). Para calcular las eficiencias de transferencia en dos
pasos (D-D-A) se define la matriz de migracion Pp, construida a partir de las

probabilidades de transferencia donor-donor calculadas con la ecuacion (II1.25):

0 p12 p13 pld
p21 0 p23 p2d
P=P P 0 .. Py (II1.28)

Pai Pay Py - O
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El producto entre la matriz Pp y el vector P, da como resultado un vector que contiene
las eficiencias de transferencia en dos pasos. Las eficiencias de transferencia para n
pasos se calculan como (Pp)" x P. Si se consideran los infinitos posibles pasos de

migracion, ello da como resultado:

E,.= i(PD )" x P, (I11.29)

n=0

La sumatoria infinita en la ecuacion (II1.29) tiene solucién (converge),

arribandose a la siguiente expresion practica:
Eon=(-P)'xP, (111.30)

donde | es la matriz unidad. Los elementos del vector Epa son las eficiencias totales de
transferencia hacia el aceptor, E,, para el donor i excitado inicialmente. Se considera

solo el primer elemento del vector Epy debido a que corresponde a la eficiencia de
transferencia cuando se excita inicialmente al donor 1, localizado en el centro del
espacio de simulacion. Los demas elementos del vector Epa son las eficiencias totales
cuando se excitan inicialmente otros donores, cuya localizacion es aleatoria, y pueden
presentar efectos de borde. Por cada distribucién aleatoria de donores y aceptores se
obtiene una eficiencia global de transferencia correspondiente a la excitacion inicial del
donor 1. Luego se evalia una nueva distribucion aleatoria, y asi sucesivamente. La

eficiencia de transferencia media se calcula como:
1 N

(Epp) =2 Eha (I1L31)
N5

donde N es el niimero de distribuciones aleatorias evaluadas. El tamafio apropiado del
espacio de simulacion y N fueron definidos a través del calculo de las eficiencias de
transferencia de energia. Si el numero de distribuciones aleatorias ensayado es
estadisticamente significativo y el tamafio del espacio de simulacion es suficientemente

grande para minimizar los efectos de borde, las eficiencias de transferencia obtenidas
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deben ser independientes de la instancia particular de calculo y frente a un aumento en
las dimensiones del espacio de simulacion. Con el fin de hallar los valores apropiados
para estos parametros se realizaron calculos incrementando estos valores hasta obtener
eficiencias aproximadamente constantes e independientes de la instancia de calculo. En
todos los casos evaluados fue necesario un cuadrado o cubo de lado mayor a 10R) y
N>1000. Los célculos fueron realizados utilizando el programa MatLab.

Con el objeto de evaluar la fiabilidad de la simulacién computacional, las
eficiencias de transferencia de energia calculadas para sistemas 3D con distribucion
aleatoria de donores y aceptores fueron comparadas con las predicciones de la teoria de
LAF (aproximacion de tres cuerpos),”’ ampliamente aceptada en bibliografia, que
resuelve en forma aproximada las ecuaciones maestras de transferencia de energia en
presencia de migraciéon en las condiciones mencionadas. Se obtuvieron excelentes
resultados, como se muestra en la Fig. II1.3, para diferentes concentraciones de donor y

aceptor y radios criticos de transferencia D-D y D-A semejantes.

1,

0,8

0,6

Epa

0,4

0,2 -

0

0,00001 0,0001 0,001 0,01
Ca/M

Fig. lll.3. Eficiencia de la transferencia de energia en funcioén de la concentracion de
aceptor para diferentes concentraciones de donor, de abajo hacia arriba: 3 x 107, 1,33 x
107,3 x 10%y 6 x 10™ M. Las curvas fueron calculadas aplicando la teoria de LAF y
los puntos llenos fueron obtenidos por simulacion computacional, para R,®° =552 Ay

R°A =585 A.
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No hemos encontrado en bibliografia un tratamiento teérico similar, de simple
aplicacion practica, para sistemas en dos dimensiones, por lo tanto los célculos en 2D se

realizaron mediante simulacion computacional.
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Capitulo IV: Sistemas de un tnico colorante: efectos de reabsorcion y reemision

V. Sistemas de un uUnico colorate: efectos de reabsorcion y

reemision

IV.1. Introduccidn

En el presente capitulo se estudiaran las propiedades fotofisicas del estado
singlete de diversos colorantes (rodamina 101, rosa de bengala y azul de metileno)
unidos quimicamente o adsorbidos sobre microparticulas de celulosa. En particular se
evaluaran los efectos de reabsorcion y reemision y la agregacion molecular, haciendo

uso de los métodos y modelos previamente desarrollados.

IV.2. Rodamina 101 unida quimicamente sobre celulosa

La rodamina 101 (R101) es un colorante xanténico. Esta es probablemente la
clase de colorantes luminiscentes mas intensamente estudiados. Las rodaminas, cuya
estructura general se muestra en la Fig. IV.1 a), presentan diversas aplicaciones, entre
otras, como colorantes para laseres,’ marcadores fluorescentes en microscopia™ y como
estandares de fluorescencia.*” Debido a esto, una de sus caracteristicas mas importantes
es el rendimiento cuantico de fluorescencia.

Las propiedades fotofisicas de las rodaminas dependen de su estructura
molecular (sustituyentes en los grupos amino y en el grupo carboxifenilo) y de las
caracteristicas del medio en el que se encuentran (naturaleza del solvente, pH,
temperatura, etc.). En general presentan una baja probabilidad de cruce intersistemas
(@1 < 0,01),° y por lo tanto la desactivacion no radiativa del singlete excitado se debe
principalmente a procesos de conversion interna. Se han propuesto diversos
mecanismos de desactivacion que involucran la rotacion intramolecular de los
fragmentos amino y su efecto en la densidad electronica del sistema 7 xanténico.” En el
caso de R101, cuya estructura en su forma zwitterionica se observa en la Fig. IV.1 b), la
rigidez de los grupos amino determina que su rendimiento cuantico de fluorescencia sea

aproximadamente igual a 1 independientemente del solvente y de la temperatura.
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(a) (b)

Fig. IV.1. a) Estructura general de las rodaminas y b) estructura de la rodamina 101

(zwitterion).

La fotofisica de R101 adsorbida en celulosa se estudid en el grupo de trabajo
como parte de la tesis de la Dra. Analia Iriel®. En dicho trabajo se demostré que
presenta decaimientos no radiativos, y por tanto rendimientos cuanticos de
fluorescencia, dependientes del grado de penetracion del colorante en la matriz del
polimero. En vista de este comportamiento se decidid6 unir R101 quimicamente a
celulosa con el objeto de evaluar el efecto de la uniéon quimica sobre los rendimientos
cuanticos de fluorescencia. Se aprovechd la presencia del grupo carboxilo en el
colorante y de los grupos hidroxilo de la celulosa para unir al colorante por
esterificacion.

Existen diversos métodos para obtener ésteres, que en general involucran la
transformacion de un acido carboxilico en un agente capaz de reaccionar eficientemente
con alcoholes.” Algunas de estas estrategias involucran, por ejemplo: a) la
transformacion del acido carboxilico en su cloruro de acido y su posterior reaccion con
el correspondiente alcohol, catalizada por piridina o sus derivados (4-dimetil amino
piridina); b) la obtenciéon del bromuro de acido; c¢) la transformacion del &cido
carboxilico en un imidazolido y posterior reaccion con alcoholes; d) la activacion del
grupo carboxilo mediante diciclohexilcarbodiimida (DCC), que forma una acilisourea
que hace al carbono carbonilico susceptible al ataque nucleofilico por parte del alcohol.
Entre estas estrategias, la combinacion de la activacion del carboxilo con DCC y la

catalisis de la reaccion por piridina o derivados proporciona un método util y directo,
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que procede a temperatura ambiente. Este método también permite obtener amidas y ha

sido ampliamente aplicado en la sintesis de polipéptidos a partir de aminoacidos."

IV.2.1. Reactivos y preparacion de las muestras

La pureza de la rodamina 101 (sal interna, grado laser, Kodak) se comprobé por
espectroscopia de absorcion. La celulosa microcristalina (pH 5-7, tamafo de particula
promedio: 20 um, Aldrich) fue secada al vacio a 40 °C durante 48 hs previamente a la
preparacion de las muestras. Se usé piridina (grado analitico, Merck) como solvente de
reaccion para la esterificacion heterogénea de los grupos carboxilo de R101 con los
hidroxilos de la celulosa, utilizando diciclohexilcarbodiimida (DCC, Sigma) como
activador in situdel carboxilo.

La unién quimica de R101 a celulosa se llevd a cabo mediante el siguiente
protocolo: en un matraz de 100 cm’ acondicionado con una trampa de humedad de
CaCl, (Merck) y agitacion magnética, se incorporaron 50 cm’ de piridina, una gota de
HCI (Anedra), 15 mg (3 x 10° mol) de R101 y diferentes cantidades de DCC
previamente disueltas en 2 cm’ de dimetilformamida (Sintorgan). La solucién fue
agitada durante una hora y luego se incorporaron 3 g de celulosa seca, continuando con
la agitacion de la suspension durante 24 hs a temperatura ambiente (25 + 2 °C). El
solido fue separado por filtracion en papel (Schleicher & Schuell, black ribbon) y
lavado con etanol (grado analitico, Cicarelli). Con el objeto de eliminar la rodamina
adsorbida y la diciclohexilurea, producto de la reaccion, el sélido fue suspendido en 75
cm’ de etanol, agitado durante 1 hora y posteriormente separado por filtracion. Este
procedimiento de lavado fue repetido hasta ausencia de evidencia espectroscopica de
R101 en el filtrado. Fueron necesarios de 5 a 7 lavados. Los lavados fueron llevados a
cabo al aire a temperatura ambiente. Las muestras solidas, de color rosa palido a fucsia,
fueron secadas en un evaporador rotatorio y posteriormente al vacio a 40 °C durante 48
a 72 horas.

Con motivos de comparacion se prepararon muestras con R101 adsorbida en el
mismo soporte. La adsorcion se llevd a cabo por evaporacion del solvente en
suspensiones de celulosa en soluciones de R101 en etanol. Las muestras fueron secadas
al vacio a 40 °C durante 48 a 72 horas. El mismo procedimiento de secado fue llevado a

cabo previamente a cada medicion.
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IV.2.2. Absorcidén y emision

Todas las muestras de R101 unida quimicamente a celulosa fueron preparadas en
las condiciones descriptas previamente, siendo la unica variable la masa de DCC
adicionada al medio de reaccion. La Fig. IV.2 muestra las funciones de remision
calculadas a partir de las reflectancias difusas en el méximo de absorcion, (589 + 2) nm,
en funcion de la masa de DCC. Dado que se trata de un sistema altamente fluorescente,
se efectuaron las medidas de reflectancia total y difusa con y sin un filtro dptico Schott
BG39 (Imm) ubicado frente al detector, que absorbe gran parte de la fluorescencia. De
esta manera y de acuerdo al método descripto en la Seccion 1.4, fue posible determinar
el espectro de reflectancia real, sin distorsion debida a la emision, y calcular asi la

funcidén de remision del sistema.

0,/ \ \ \

0 0,05 0,1 0,15
DCC/g

Fig. IV.2. Funcion de remision de R101 unida a celulosa en el maximo de absorcion en
funcion de la masa de DCC adicionada al medio de reaccion. La linea punteada muestra

la tendencia observada y no posee significado tedrico alguno.
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Como puede observarse, la concentracion de R101 unida a la celulosa alcanza un
valor maximo con el aumento en la masa de DCC utilizada, aun cuando resta una gran
cantidad de colorante libre en el medio de reaccion. De acuerdo con el método de
preparacion, la cantidad de R101 utilizada corresponde a una concentracién de 10 pmol
(g celulosa)” pero, como se demuestra mas adelante, la incorporacién del colorante es
significativamente menor, incluso para las muestras mas concentradas (~ 0,6 umol g™).
Debido a que en todos los experimentos se utilizd la misma cantidad de celulosa,
probablemente el factor limitante de la incorporacion sea la disponibilidad de superficie
cuando se utiliza piridina como medio de reaccion. La penetracion del colorante en la
celulosa es funcion de la capacidad del solvente para hinchar el polimero,™'" que es
menor para la piridina que para el etanol o el agua.

En la Fig. IV.3 se muestran los espectros de funciéon de remision normalizados
junto a los correspondientes espectros de emision en capa delgada. A modo de
comparacion, también se incluyen los espectros de una muestra de R101 adsorbida en el
mismo soporte, con una concentracion de colorante de 0,146 pmol g”'. Los espectros de
emision fueron obtenidos excitando a 520 nm, utilizando un filtro Schott OG550 antes
del detector para bloquear la luz de excitacion. Los espectros de F(R) normalizados no
dependen de la concentracion de R101 y, por lo tanto, no se observan evidencias
espectroscopicas de formacion de agregados en el estado fundamental. Su forma es la
misma que la del espectro de la muestra preparada por adsorcion. Sin embargo, los

espectros del colorante unido presentan un corrimiento batocromico de (10 + 2) nm.
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F(R) / F(R)nax olr / If,max
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long. de onda / nm

Fig. IV.3. Espectros de funcion de remision en capa gruesa y emision en capa fina (Aexe
= 520 nm) normalizados para R101 unida quimicamente (linea llena) y adsorbida (linea
punteada) en celulosa. Las muestras unidas corresponden a los cuatro ultimo puntos de

la Fig. IV.2.

Los espectros de emision también coinciden en su forma pero presentan un
corrimiento batocroémico que aumenta con la concentracion de colorante. La muestra
mas diluida presenta un maximo de emision a (612 + 1) nm, mientras que el maximo de
la més concentrada estd desfasado 7 nm hacia el rojo. El corrimiento de Stokes
dependiente de la concentracion es un hallazgo frecuente en sistemas de colorantes en
soportes solidos a altas concentraciones locales,'? que ha sido atribuido a la interaccion
de las moléculas excitadas con las moléculas circundantes en estado fundamental.

El corrimiento batocrémico del colorante unido quimicamente en comparacion
con el adsorbido puede explicarse considerando el efecto del enlace quimico. Cuando
R101 se esterifica, la carga negativa del grupo carboxilo de la rodamina se pierde,
mientras que el colorante adsorbido aparenta mantener su forma zwitterionica. Un
efecto similar se ha observado ante la esterificacion o protonacion del grupo carboxilo

. . ., 13.14 . . . .
de diferentes rodaminas en solucion''* y es atribuido a las diferentes interacciones
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electrostaticas entre los grupos —COO o —COOR vy el sistema m xanténico. En las
formas protonada o esterificada existe una menor interaccion, lo que aumenta la
densidad electronica en el carbono central del anillo xanténico, reduciéndose las
energias asociadas a las correspondientes transiciones. Similares corrimientos se
esperan también para la emision, como pudo constatarse experimentalmente.

Los corrimientos espectrales, la mayor incorporacion de colorante con el
aumento en la masa de DCC y la forma uniforme en los espectros de funcion de
remision, que también da indicio de la pureza de las muestras, son fuertes evidencias de
que el colorante se halla esterificado sobre la celulosa. Sin embargo, y para reafirmar la
existencia de union quimica, se llevaron a cabo experimentos de liberacion del colorante
en diferentes condiciones. Para ello, 1 g de la muestra preparada con 0,1 g de DCC fue
suspendido en 50 cm’® de etanol puro y en soluciones alcohdlicas 0,1 M de HCI o
NaOH, agitando a temperatura ambiente y a 50 °C durante 1 a 5 horas. En todos los
casos, la suspension fue filtrada y el solido lavado con etanol y secado. Se realizaron
analisis espectroscopicos en el sélido seco y en el filtrado. La liberacion en etanol luego
de 5 horas a temperatura ambiente fue despreciable, mientras que en condiciones
basicas el analisis espectroscopico del filtrado reveld la destruccion del cromdforo. En
medio acido se obtuvo liberacion parcial, pero el espectro del colorante en su forma
zwitterionica fue recuperado en el filtrado luego de su neutralizacion. Esto demuestra
que el colorante se halla esterificado cuantitativamente sobre la celulosa.

Para obtener una estimacion de la concentracion de R101 unida, las funciones de
remision en el maximo de absorcion fueron comparadas con las obtenidas por adsorcion
del colorante en este trabajo y en la referencia 8. Se obtuvo una concentracion estimada
en (0,40 + 0,12) umol g™ para las muestras mas concentradas. Una segunda estimacion
fue llevada a cabo comparando las funciones de remision de R101 unida y azul de
metileno adsorbido en sistemas combinados (Capitulo V) con los respectivos
coeficientes de absorcion en etanol. Los céalculos fueron llevados a cabo a partir de los
maximos de absorcion para la forma zwitterionica (€ = 1,06 x 10° M'em™) y protonada
(e=1,16 x 10° M'em™) de R101 y dieron como resultado una concentracion de (0,70 +
0,07) umol g™'. Por lo tanto, de acuerdo con las anteriores estimaciones se calcula una
concentracion aproximada de 0,6 pmol g para las muestras mas concentradas.

Los espectros de emision en capa gruesa fueron medidos y corregidos por

reabsorcion mediante su division por la funcion vy,, (Seccién IL8). La comparacion
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entre los espectros de capa gruesa y fina se muestra en la Fig. IV.4 para la muestra
preparada con 0,1 g de DCC. Iguales resultados se obtuvieron para las otras muestras.
La muy buena coincidencia entre los espectros en capa fina y los de capa gruesa
corregidos por reabsorcion demuestra que el procedimiento de correccion es adecuado y

que las capas finas presentan reabsorcion despreciable.

Ie/ If,max

0 : \"‘ T T T T T T
550 570 590 610 630 650 670 690
long. de onda / nm

Fig. IV.4. Espectros de emision en capa gruesa (linea llena), capa fina (linea quebrada)
y capa gruesa corregida por reabsorcion (linea punteada) de la muestra preparada con

0,1 g de DCC. Longitud de onda de excitacion: 520 nm.

IV.2.3. Rendimientos cuanticos de fluorescencia

Los rendimiento cuanticos de fluorescencia observados, ®gps, fueron calculados
en forma absoluta de acuerdo al método descripto en la Seccion I1.4. Estos se muestran
en la Fig. IV.5 en funcion de la longitud de onda de excitacion, Ay, para la Gltima
muestra de la Fig. IV.2. En la misma figura es observa el rendimiento cuantico
verdadero, @, calculado a partir de la ecuacion (I1.40). La pequena variacion de este
ultimo con A se debe a error experimental. Los rendimientos cuanticos observados son

siempre inferiores al verdadero y disminuyen con la concentracion de R101 debido a la
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reabsorcion de la fluorescencia. En contraste, el rendimiento cuantico de fluorescencia
verdadero obtenido para todas las muestras, ® = 0,80 + 0,07, es independiente de la

concentracion de colorante.

[:I 1 1 1 1
S00 520 540 560 580 £00
long. de onda f nm

Fig. IV.5. Rendimientos cuanticos de fluorescencia observados (circulos) y verdaderos
(cuadrados) a diferentes longitudes de onda de excitacion para la muestra preparada con

0,16 g de DCC.

IV.2.4. Discusion

La union quimica de R101 a la celulosa se puso en evidencia a través de los
cambios espectrales asociados con la esterificacién del grupo carboxilo. La uniéon no
solo afecta los espectros de absorcion y emision, sino también al rendimiento cuantico
de fluorescencia. Cuando se halla protonada, la rodamina 101 presenta ® = 0,80 en
etanol, al igual que la unida a celulosa. La pérdida de la carga negativa del carboxilato
por esterificaciéon o protonacion disminuye su rendimiento cuantico de fluorescencia
respecto de la forma zwitterionica. No se observaron evidencias de agregacion del
colorante; el descenso de ®,,s con la concentracion puede explicarse cuantitativamente

por efectos de reabsorcion y reemision de la fluorescencia.
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La incorporacion de R101 mostro efectos de saturacion (Fig. 1V.2),
probablemente debido a la disponibilidad de superficie para la unidon quimica,
alcanzandose una concentracion méaxima de ~ 0,6 pmol g”'. Esto impone un limite al
intervalo de concentraciones que pueden estudiarse. Ademds, a mayores
concentraciones para R101 adsorbida en celulosa se hallaron evidencias de agregacion.

Los resultados experimentales pueden explicarse considerando exclusivamente
la existencia de transferencia radiativa de energia entre las moléculas de colorante. La
transferencia no radiativa puede excluirse pues el rendimiento cuantico de fluorescencia
verdadero no depende de la concentracion del colorante. Los procesos fotofisicos en
este sistema pueden resumirse en el diagrama de la Fig. IV.6, que es un caso particular

del diagrama de la Fig. II1.1.

1o(1-R)

Excitacion

Absorcién ®or101
Procesos no R101*
radiativos (1D T l
radiativos Prioy Prion
Emisién Quro:

Fig. IV.6. Diagrama de flujo de excitacion para rodamina 101 unida quimicamente

sobre celulosa.

Parte de la luz de excitacion es absorbida por el colorante [Io(1-Ri)orio],
generandose una poblacion de estados singlete excitados. Estos estados excitados
pueden desactivarse no radiativamente por conversion interna o eventualmente por
cruce entre sistemas (1-®gjo1), 0 radiativamente a través de emision de fluorescencia
(®ri01).- La luz emitida puede escapar del sistema y detectarse como fluorescencia

(Qri01), dando lugar al rendimiento cuantico de fluorescencia observado, o ser
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reabsorbida por el colorante (Prjo1), repoblando los estados excitados. Como en este

caso la absorcion por parte del soporte es despreciable, P ~ Prio; v Prior + Qrio1 ~ 1.

IV.3. Rosa de bengala adsorbido sobre celulosa

El rosa de bengala (RB) es un colorante xanténico derivado de la fluoresceina.
Su estructura se muestra en la Fig. IV.7. Es soluble en agua y presenta diferentes
equilibrios de especiacion dependientes del pH, debido a las propiedades acido-base del
carboxilo y del hidroxilo fenélico en el anillo xanténico."> En medio neutro/alcalino se
encuentra en su forma dianidnica. La presencia de 4&tomos pesados como sustituyentes
en su estructura favorece la desactivacion del singlete excitado por cruce entre sistemas.
Debido a sus elevados rendimientos cudnticos de produccion de triplete y oxigeno

molecular singlete'® ha sido intensamente estudiado como fotosensibilizador en terapia

fotodinamica' ' y para la erradicacion selectiva de microorganismos.
Cl
Cl Cl
Cl ~Ccoo Na®
Fig. IV.7. Estructura del rosa de bengala
- N
Na® "0~ 0

La incorporacién del fotosensibilizador a un sustrato solido presenta ventajas en
vista a sus posibles aplicaciones. Por ello, el estudio de sus propiedades fotofisicas en
solidos es de crucial importancia para el desarrollo de estos sistemas. Luego del
desarrollo de Sensitox'’, un fotosensibilizador solido hidrofobico, y su equivalente
hidrofilico® en la década de 1970, compuesto por RB inmovilizado en polimeros, poco
se ha hecho para investigar las propiedades de este colorante en solidos. En esta
seccion se presentan los resultados del estudio de las propiedades de absorcion y

luminiscencia de RB adsorbido en microparticulas de celulosa. Los modelos y

79



Capitulo IV: Sistemas de un tnico colorante: efectos de reabsorcion y reemision

correcciones tedricas introducidas en la Seccion I1.8 son aplicados para evaluar el efecto
de la concentracion del colorante sobre dichas propiedades, con el objeto de caracterizar
el estado del colorante en la superficie e investigar el efecto de las interacciones

intermoleculares.

IV.3.1. Reactivos y preparacion de las muestras

Las muestras fueron preparadas por adsorcion de RB (sal disddica, pureza 93%,
Aldrich) en microparticulas de celulosa (pH 5-7, tamafo de particula promedio: 20 um,
Sigma). La pureza del colorante fue evaluada espectroscopicamente y no se detectaron
signos de la presencia de otras especies capaces de absorber o emitir luz en el intervalo
de longitudes de onda analizado. Las concentraciones en solucion fueron calculadas en
base al coeficiente de absorcion en etanol basico, € = 90400 m! cm'l, en el maximo a
559 nm.*' Se suspendieron masas conocidas de celulosa en soluciones de concentracion
conocida del colorante en etanol (grado analitico, Cicarelli) y se adiciond etanol puro
hasta alcanzar un volumen final de 20 cm’. El solvente se evapord en un evaporador
rotatorio durante aproximadamente 30 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
secadas al vacio a 30 °C durante 24 a 48 horas. Este método de preparacion presenta
como ventaja que las concentraciones de colorante en las muestras son conocidas, ya
que todo el colorante adicionado se incorpora a las particulas. Previamente a cada
medicion, las muestras fueron secadas al vacio durante al menos 24 horas. La

concentracion de las muestras se observa en la tabla IV.1.

IV.3.2. Absorcidn y analisis de agregacion

Se obtuvieron los espectros de reflectancia total y difusa de las muestras. En este
caso no es necesario (ni posible) corregir los espectros de reflectancia por la emision de
las muestras, debido a que éstas presentan baja fluorescencia. A partir de las
reflectancias difusas se calcularon los espectros de funcién de remision y se restd una
pequefia absorcion del soporte. Los espectros normalizados se muestran en la Fig. IV.8
y los espectros por unidad de concentracion, F(R)/Cy, se muestran en la Fig. IV.9. Los

maximos de absorcion se localizan a 561 = 1 y 525 + 3 nm. Con el incremento en la
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concentracion de colorante, la relacion entre las bandas de absorcion al rojo y al azul
disminuye y ambas bandas sufren un pequenio ensanchamiento (Fig. IV.8), mientras que
la funcion de remision por unidad de concentracion disminuye (Fig. IV.9). Este
comportamiento puede ser interpretado en términos de la agregacion del colorante en el
estado fundamental, aun cuando no se observan cambios en la posicion de las bandas de

absorcion.

Tabla IV.1. Fluorescencia de RB en celulosa

Muestra ~ Co/ pumol g Dy’ P oo Pum (Dapb
I 0,015 0,073 0,394 0,916 0,323 0,126

II 0,039 0,071 0,372 0,862 0,296 0,126

111 0,064 0,066 0,385 0,724 0,247 0,143
v 0,158 0,062 0,382 0,704 0,246 0,138

A% 0,310 0,056 0,405 0,550 0,194 0,166
VI 0,410 0,056 0,411 0,457 0,161 0,201

. . ., b .. , .
* Longitud de onda de excitacion: 525 nm; ° Rendimiento cudntico aparente
considerando al monémero como la inica especie emisora

F(R) / F(R)max

450 500 550 600
long. de onda / nm

Fig. IV.8. Espectros normalizados de funcion de remision de RB adsorbido en celulosa.
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1,5
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4350 500 550 &00
long. de onda f/ nm

Fig. IV.9. Espectros de funcion de remision por unidad de concentracion de colorante
experimentales (linea llena) y calculados (circulos abiertos). Los calculos se basan en

los valores de €' y €'p de la Fig. IV.10.

Los espectros fueron analizados mediante el procedimiento de regresion
descripto en la Seccion II.6, considerando que los agregados son principalmente
dimeros y que la presencia de agregados superiores es despreciable en todo el intervalo
de concentraciones. El mejor ajuste de los datos experimentales se obtuvo con los
espectros que se muestran en la Fig. IV.10 para una constante de dimerizacion, Ky =
(5,16 £ 1,50) g umol”, donde el espectro del dimero estd expresado por unidad
monomérica, es decir, dividido por dos. A mayores concentraciones (resultados no
mostrados) se observa un aumento en un orden de magnitud de la constante de

dimerizacion, lo que evidencia la posible formacidn de agregados superiores.
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{gumol

"

£

450 500 550 &00
long. de onda f/ nm

Fig. IV.10. Espectros relativos (¢” = 2¢/s) del monomero (linea llena) y del dimero/2

(linea quebrada).

El excelente acuerdo entre los espectros experimentales y los calculados a partir
de ¢ de mondémero y dimero y las respectivas concentraciones (Fig. IV.9) confirma la
existencia de solo dos especies en el intervalo de concentraciones estudiadas y valida el
procedimiento de célculo. La agregacion se extiende desde un 13% para la muestra I
hasta un 66% para la muestra VI.

La forma de los espectros del mondémero y del dimero es muy similar, aunque el
dimero muestra una menor relacion entre maximos. Un comportamiento similar fue

2y en micelas.”® Los

observado para algunas ftalocianinas de zinc en solucion’
resultados de los calculos estan avalados por la coincidencia entre el espectro calculado
para el monomero y el espectro del mondmero del colorante en etanol basico, que
presenta una relacion de bandas y posicion de maximos comparable. Una importante
disminucién en la fuerza del oscilador con la agregacion también se observé para RB en
suspensiones coloidales de nanoparticulas cargadas positivamente pero, en esa ocasion,
el dimero presentaba un corrimiento batocromico en el maximo.** La similitud entre los
espectros de absorcion de mondémero y dimero, el pequefio ensanchamiento del espectro

del dimero y el hipocromismo asociado a la agregacion pueden explicarse si se

considera que el acoplamiento entre los mondémeros que conforman el agregado es
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débil.”” El desdoblamiento independiente de cada sub-banda vibrénica seria, en este
caso, lo suficientemente bajo para aparecer s6lo como un leve ensanchamiento del

espectro del agregado.

IV.3.3. Emision

Los espectros de emision normalizados para muestras Opticamente gruesas,
corregidos por una débil emision de fondo de la celulosa, se muestran en la Fig. IV.11.
La excitacion se realizo en la banda satélite a 525 nm, donde la relacion de absorcion de
dimero a mondmero es maxima. Esta seleccion eventualmente pondria en evidencia la
luminiscencia del dimero, como se discute mas adelante. Con el aumento de la
concentracion de RB, el maximo de emision se desplaza hacia el rojo, y la amplitud del
hombro hacia el rojo del espectro aumenta en relacién con el maximo. Este es el
comportamiento esperado cuando tienen lugar fendmenos de reabsorcion de la
luminiscencia. Luego de la correccion de los espectros por reabsorcion, dividiendo por

Y14, » S€ Obtuvo una muy buena concordancia con los espectros en capa fina, en los

cuales la reabsorcion es despreciable. Los resultados se muestran en la Fig. IV.12 para

la muestra V.

1,0

0,8

0,6

Is/ If,max

0,4

0,2

0,0

550 600 650 700
long. de onda / nm

Fig. IV.11. Espectros de emision normalizados en capa gruesa. Longitud de onda de

excitacion: 525 nm.
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It/ If,max

0,0 \ \

550 600 650 700
long. de onda / nm

Fig. IV.12. Comparacion entre los espectros de emision normalizados para la muestra
V: capa gruesa (linea llena); capa fina (linea quebrada); capa gruesa corregida por

reabsorcion (linea punteada). Longitud de onda de excitacion: 525 nm.

Los espectros normalizados de emision en capa gruesa corregidos por
reabsorcion se muestran en la Fig. IV.13. Los maximos de fluorescencia se localizan
entre 575 y 580 nm. Se observa un pequefio corrimiento del maximo hacia el rojo de
alrededor de 4 nm y un leve ensanchamiento con el aumento de la concentracion. Mas
alla de estas diferencias, los espectros son similares.

Se obtuvieron espectros de emision variando las longitudes de onda de
excitacion desde 490 hasta 550 nm y se corrigieron por reabsorcion. No se observo
efecto de la longitud de onda de excitacion sobre la forma de los espectros de emision
en ningun caso. El pequefio corrimiento del maximo de emision con la concentracion se
observo el todos los casos. Por lo tanto, se puede concluir que los espectros de emision
son independientes de la longitud de onda de excitacion y que todas las especies
emisoras, si hay presentes mas de una (ver luego), poseen espectros de fluorescencia

muy similares.
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Ie/ If,max

0,0 + ‘ ‘
550 600 650 700
long. de onda / nm

Fig. IV.13. Espectros normalizados de emision en capa gruesa corregidos por

reabsorcion. Longitud de onda de excitacion: 525 nm.

IV.3.4. Rendimientos cuanticos de fluorescencia

Los rendimientos cuédnticos de fluorescencia observados se calcularon en forma
relativa a partir de la ecuacion (I1.17), utilizando como referencia R101 adsorbida en el
mismo soporte (0,039 pmol g'). El rendimiento cuantico de fluorescencia de la
referencia fue determinado en forma absoluta (Seccion I1.4). Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia observados se muestran en la Tabla IV.1. En todos los casos
son menores que el rendimiento cudntico de fluorescencia de RB en etanol basico, @ =
0,11,” atin para las concentraciones menores. Estos valores decrecen con el aumento en
la concentracion de colorante. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia corregidos
por reabsorcion y reemision, considerando que s6lo los mondmeros emiten, fueron
calculados de acuerdo con el modelo descripto en la Seccion I1.8, y se muestran en la
Tabla IV.l junto con parametros del modelo. Estos rendimientos cuanticos son

expresados como aparentes, ®,,, por las razones que se discutirdn a continuacion.
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Notese que hay un crecimiento de ®,, con la carga de colorante, que no puede
explicarse a menos que se considere la posibilidad de emision de los dimeros. Este
hecho esta en contradiccion con la hipdtesis del modelo de una Unica especie emisora.
Existe evidencia en bibliografia respecto de la emision de dimeros de RB en
suspensiones coloidales de nanoparticulas positivas. Incluso en ese caso no aparecen
nuevas bandas de emision con el aumento en el grado de agregacion.

En consecuencia con estos argumentos, se aplicd el modelo extendido para el
caso de dos especies luminiscentes (Seccion III.1). El problema se simplifica
considerablemente debido a que los rendimientos cuanticos de fluorescencia son
relativamente bajos, lo cual conlleva a que la probabilidad de reemision sea muy
pequefia. Por ello, en lugar de recurrir a la ecuacion general (II1.9), ®,,s puede
calcularse sin mayor error a partir de la ecuacion (II1.5), considerando exclusivamente el
primer término (n = 0) de la suma matricial en la expresion (II1.6). Teniendo en cuenta

las ecuaciones (I11.4) y despreciando la transferencia no radiativa de energia se llega a:
D i = Uy + Aopdp = Aoy Py Qui + AppPpQp (IV.1)

donde M y D indican mondmero y dimero respectivamente (A y B representan en las
ecuaciones de la Seccién III.1 al mondémero y al dimero respectivamente). El
significado de esta ecuacion es inmediato. El primer (segundo) término representa la
probabilidad de que un fotén sea absorbido por el monémero (dimero) x la probabilidad
de que el fotén absorbido sea emitido por el mismo x la probabilidad de que el foton
emitido escape del solido. El resultado refleja el hecho de que la probabilidad de que un
foton absorbido por cualquiera de las especies sea reemitido es despreciable.

Si los espectros de emision de M y D son coincidentes, entonces la probabilidad
de que la luz emitida por estas especies escape del sistema es la misma y por lo tanto
Qm = Qp = Q (ver ecuacion (II1.2)). Reordenando la ecuacion (IV.1) se obtiene la

siguiente expresion:

Pors _ g, 4@, L0 (Iv.2)

Qom Qom
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Los rendimientos cudnticos de fluorescencia del mondmero y del dimero pueden
calcularse entonces graficando (Dobs[a()MQ]'l en funcion de agp/ogm. Los resultados se
muestran en la Fig. IV.14. De la pendiente y la ordenada al origen de la regresion lineal
mostrada en la figura se obtienen los siguientes valores: @y = 0,120 £ 0,004 y ®p =

0,070 £+ 0,006.

0,20

Fobs o [0 ]
“D
=

0no0g T T T
0.0 0.4 0,5 1.2
onn f clom

Fig. IV.14. Calculo de los rendimientos cuanticos de fluorescencia de mondémero y

dimero: datos experimentales (circulos) y regresion lineal (linea continua). Longitud de

onda de excitacion: 525 nm.

El valor del rendimiento cuantico de fluorescencia del mondmero es muy
cercano al hallado para RB en etanol bésico. Por lo tanto se puede concluir que los
procesos de desactivacion no radiativos del colorante no son afectados
significativamente por su interacciéon con el soporte solido. La relacion entre los
rendimientos cuanticos de dimero y monomero es cercana a 0,6. Aun cuando no se
observan cambios relevantes en la posicion de las bandas de absorcion con la
agregacion, situacion compatible con un acoplamiento débil en el dimero, la reduccion

en el rendimiento cuéntico de fluorescencia es significativa.”’
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IV.3.5. Espectros de excitacion

Si no hubiera transferencia no radiativa de energia (Forster) entre mondémero y
dimero, se esperarian rendimientos cudnticos de fluorescencia independientes para
ambas especies, como se ha observado para otros sistemas.”®”’ Si hubiera transferencia,
en cambio, a medida que la concentracion del aceptor aumenta, se obtendria un
rendimiento cudntico menor para el donor y uno mayor para el aceptor. En el caso
estudiado podria haber transferencia no radiativa de energia debido a que existe
solapamiento espectral, incluso en ambas direcciones. El error experimental observado
en la Fig. IV.14 no permite sacar conclusiones al respecto. Un aumento en la
concentracion de colorante podria, en principio, aclarar este punto pero la formacion de
agregados superiores dificulta este analisis. Una respuesta a este interrogante se hallara
en el analisis de los espectros de excitacion.

Los espectros de excitacion fueron determinados para todas las muestras en un

intervalo de longitudes de onda de emision entre 575 y 600 nm y divididos por vy, ,

para corregirlos por reabsorcion. Para cada muestra en particular, no se observaron
diferencias significativas en los espectros de excitacion a diferentes longitudes de onda
de emision, en concordancia con el hecho de que monomero y dimero comparten el
mismo espectro de emision. Por el contrario, se obtuvieron diferentes espectros para las
distintas muestras (diferente carga de colorante), reflejando el hecho de que ambas
especies emisoras poseen diferentes espectros de absorcion. Los espectros corregidos se
muestran en la Fig. IV.15. Se puede observar que la relacion de bandas de mayor a
menor longitud de onda decrece con el aumento en la concentracion de colorante, como
se espera para un aumento en la concentracion de dimeros. Estos resultados concuerdan
con los espectros de funcion de remision (Fig. I'V.8), debido a que tanto los espectros de
absorcion como los de excitacion presentan maximos localizados alrededor de 525 y

561 nm.
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1,6
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Fig. 1V.15. Espectros de excitacion corregidos medidos a 595 nm para la muestra |
(cuadrados), III (tridngulos) y V (circulos) y a 580 nm para la muestra V (diamantes),
(1-Ro)(aom®Pym + 0op@p) (lineas llenas) y (1-Ri)agm (linea punteada). Por claridad, los
espectros de las muestras III y V fueron desplazados hacia arriba 0,2 y 0,4 unidades

respectivamente.

El rendimiento cuéantico de fluorescencia observado fue definido en el Capitulo
IIT como el niimero de fotones emitidos que escapan del sistema, provenientes de
cualquiera de las especies, dividido por el numero de fotones absorbidos por la muestra.
A partir de esta definicion y de la ecuacion (IV.1), considerando que ambas especies

poseen el mismo espectro de emision, se obtiene la siguiente expresion:

[rean

D, = m = (0o Py + 0 Pp) _Ifﬂ’x,xo da (IV.3)

donde IS¢ es el espectro de emision experimental de la muestra en capa gruesa, f; es el

espectro comun de emision de las especies, normalizado a area unitaria en A, y la

integral en el miembro de la derecha corresponde a la definicién de Q (ecuacion (I11.2)).
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De la ecuacion (IV.3) puede deducirse una expresion para el espectro de fluorescencia

de la muestra en capa gruesa:
Ing}‘ =I,(1-R ) (0g @y + 0y, @p) £ Yo dx (Iv.4)

El espectro de excitacion se obtiene a una longitud de onda de emision, A,
constante y variando la longitud de onda de excitacion, A. Seglin la ecuacion (IV.4), los

espectros de excitacion corregidos por reabsorcion (divididos por vy, , ) deberian ser

proporcionales a (1-Ry)(aom®y + 0op®Pp). La Fig. IV.15 muestra los correspondientes
ajustes para las muestras I, IIl y V. Fueron ensayadas diferentes relaciones ®@p:®y, pero
el mejor ajuste (mostrado en la figura) se obtuvo con los rendimientos cuéanticos
calculados a partir de la regresion lineal de la Fig. IV.14. A modo de comparacion, el
espectro de excitacion de la muestra V fue ajustado segin (1-R¢)agym, considerando que
solo el mondémero emite. El ajuste es muy pobre, lo que confirma la hipétesis de que los
dimeros son fluorescentes, y fue comparativamente mejor para las muestras mas
diluidas, para las que la fraccion de dimeros es menor (resultados no mostrados).

Si tuviera lugar la transferencia de energia por resonancia entre monomeros y
dimeros, los valores de @y y @p dependerian de las eficiencias de transferencia y por lo
tanto, de la concentracion de la muestra. Para una determinada muestra @y, y ®@p serian
constantes respecto de la longitud de onda de excitacion y el ajuste del espectro de
excitacion seria posible; pero los valores necesarios para el ajuste de cada muestra
serian diferentes, pues dependen de la concentracion. Como en este caso todas las
muestras pudieron ajustarse con los mismos valores de @y y ®p, se puede concluir que

en las condiciones presentes de experimentacion el mecanismo de Forster es inefectivo.

IV.3.6. Discusion

Se demostré la presencia de dimeros fluorescentes de RB adsorbido en
microparticulas de celulosa. Comparado con el mondémero, el espectro de absorcion del
dimero muestra una menor relaciéon entre maximos de absorcién de mayor a menor
longitud de onda e hipocromia. No se observa corrimiento en ambas bandas con la

concentracion. El rendimiento cudntico de fluorescencia del mondmero es muy similar
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al hallado para el mismo colorante en etanol basico. Esto significa que la interaccion
con la superficie no incrementa significativamente la rigidez del colorante. El
rendimiento cuantico de fluorescencia del dimero es aproximadamente un 60% del valor
del mondmero. La reabsorcion de la luminiscencia y la agregacion son los principales
factores responsables de los bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia observados y
de su descenso con el aumento de concentracion. Sin embargo este descenso resulta
menor al esperado debido a la fluorescencia de los dimeros.

De acuerdo con la referencia 24, los dimeros adsorbidos en la superficie de
nanoparticulas cargadas positivamente muestran un espectro débilmente desplazado
hacia el rojo con respecto al monomero. Si se considera que las moléculas de RB estan
cargadas negativamente a pH neutro, la repulsion coulombica serd reducida por la
superficie positiva, induciendo la dimerizacion. Mds aun, no se observo evidencia de la
presencia de monomeros adsorbidos en la superficie en ese caso. Por otro lado, no se
observo evidencia de agregacion de RB adsorbida en particulas de silice cargadas
negativamente en el mismo trabajo. La adsorcion en celulosa, cuyo ambiente es neutro
polar, constituye una situacion intermedia entre superficies cargadas positiva y
negativamente. La correlacion entre las propiedades espectrales del dimero y los
rendimientos cuanticos de fluorescencia con la naturaleza de la superficie de adsorcion
muestra que la compensacion de cargas en superficies positivas conlleva a un
incremento en la interaccién entre monomeros cargados negativamente. Esto se
relaciona con cambios espectrales mas profundos en la dimerizacidén, acoplamiento
excitonico fuerte y menores rendimientos cudnticos de fluorescencia. Si la carga
superficial es suprimida, las interacciones de los mondmeros en el dimero se debilitan
con la consiguiente reduccion en el acoplamiento excitonico. Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia del dimero tienden entonces a ser mas proximos al del
monodmero. En el caso limite de haber una fuerte repulsion, como ocurre en superficies
cargadas negativamente, la tendencia a formar agregados desaparece. Para soélidos
inertes, las propiedades del mondémero no cambian con la naturaleza y la carga de la
superficie, demostrando que no cambia la geometria y rigidez de la molécula.

En el sistema estudiado existe transferencia radiativa de energia entre
monomeros y dimeros pero no se observan evidencias de transferencia de energia por
resonancia, aun cuando existen solapamientos espectrales en ambos sentidos. Este
mecanismo de transferencia depende de la distancia entre donores y aceptores y de sus

propiedades espectroscopicas y fotofisicas. Es inefectivo en este caso debido a las bajas
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concentraciones de colorante y los bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia. Los
procesos fotofisicos en este sistema pueden resumirse en el diagrama de la Fig. IV.16.
Los simbolos de la figura se corresponden con los del diagrama general del Capitulo I1I

(Fig. 11L.1).

Excitacion

1
Absorcién Com
Procesos no RB*
radiativos (1-o,,)
Procesos Py
radiativos ®

M
Emision

Qu

Fig. IV.16. Diagrama de flujo de excitacion para rosa de bengala adsorbido en celulosa.

Parte de la luz de excitacion es absorbida por el sistema [Io(1-R¢)]. Una fraccion
de la luz absorbida excita a los mondmeros (ogy) y otra a los dimeros (opp) de RB.
Ambas especies excitadas emiten desde el singlete con sus respectivos rendimientos
cuanticos de fluorescencia (®y y @p). De los fotones emitidos por los mondmeros una
fraccion es reabsorbida por el mismo pool de mondémeros (Pymy), otra es reabsorbida por
los dimeros (Pyp) y una tercera escapa del sistema y es detectada como fluorescencia.
Lo mismo ocurre para los fotones emitidos por los dimeros. Debido a que los
rendimientos cudnticos de fluorescencia son bajos, los procesos de reemision pueden
considerarse despreciables. La emision que escapa del sistema es responsable de los
rendimientos cudnticos de fluorescencia observados. En este caso los espectros de
emision de ambas especies son muy similares. Si se consideran iguales, también lo son
las probabilidades de que los fotones emitidos escapen del sistema (Qy = Qp). La
absorcion del soporte es despreciable en este caso, de tal manera que Quy + Pym + Pup ~
1 y QD + PDD + PDM ~ 1, de donde se deduce que PMM + PMD = PDD + PDM ~ P, la

probabilidad total de reabsorcion.
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IV.4. Azul de metileno adsorbido sobre celulosa

El azul de metileno (MB; Fig. IV.17) es un fotosensibilizador con elevado
rendimiento cuantico de cruce entre sistemas y de generacion de oxigeno singlete (Pp ~
0,5 en agua), un triplete con prolongado tiempo de vida y bajo rendimiento cuantico de
fluorescencia (®r = 0,05 en agua).'®*® Debido a estas propiedades ha sido ampliamente

utilizado en diversas aplicaciones fotoquimicas, incluyendo la conversion de energia

solar’'*? y la terapia fotodindmica.>
HsC CH, _
I
\ ll{ Fig. IV.17. Estructura del azul de
HaC”” \ CHj metileno.

IV.4.1. Reactivos y preparacion de las muestras

La pureza del azul de metileno (grado analitico, Industria Quimica Bonaerense)
se comprobd por espectroscopia de absorcion. La celulosa (pH 5-7, tamafio de particula
promedio: 20 um, Sigma) fue secada al vacio a 40 °C durante 48 hs previamente a la
preparacion de las muestras. Se suspendieron masas conocidas de celulosa en
soluciones de concentracidon conocida de colorante en etanol (grado analitico, Cicarelli),
se agregd etanol puro hasta un volumen final de 20 cm’ y el solvente se evaporé en un
evaporador rotatorio durante un tiempo de 30 minutos aproximadamente.
Posteriormente, las muestras fueron secadas al vacio a 30 °C durante 48 a 72 horas.
Previamente a cada medicion, las muestras fueron secadas al vacio durante al menos 24

horas.
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IV.4.2. Absorcidén y emision

Se prepararon muestras con diferentes concentraciones de MB adsorbido en
microparticulas de celulosa (ver Tabla IV.2.) y se obtuvieron los espectros de funcion
de remision para muestras Opticamente gruesas. Los espectros fueron corregidos por
sustraccion de una pequefia absorcion del soporte a bajas longitudes de onda. Los
espectros de F(R) por unidad de concentracién se muestran en la Fig. [V.18. El maximo
de absorcion a (674 + 1) nm decrece a medida que la concentracion de colorante
aumenta, mientras que el hombro alrededor de 620 nm evoluciona hacia una banda
diferente. Estos cambios espectrales pueden ser interpretados como senales de

agregacion molecular.

Tabla IV.2. Agregacion y fluorescencia de MB en celulosa

Muestra Co/ pmol g Xp' Dyps oM P Pum )
I 0,022 0,08 0,107 0,98 0,51 0,49 0,20
II 0,078 0,22 0,081 0,84 0,50 0,41 0,18
I 0,122 0,28 0,081 0,94 0,50 0,45 0,16
v 0,202 0,37 0,085 0,92 0,49 0,44 0,17
A% 0,607 0,55 0,052 0,70 0,49 0,34 0,14
VI 1,360 0,67 0,031 0,55 0,48 0,27 0,11
VII 3,390 0,77 0,018 0,41 0,46 0,20 0,08
VIII 6,740 0,83 0,016 0,43 0,45 0,20 0,07

@ Grado de dimerizacion, Xp = 2[(MB),]/Co
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Fig. IV.18. Espectros de funcion de remision por unidad de concentracion de colorante

para MB en celulosa: experimental (lineas solidas) y reconstruccion (circulos).

Mediante el procedimiento de regresion bilineal expuesto en la Seccion I1.6 se
demuestra que los espectros experimentales de funciéon de remision pueden ser
descompuestos en dos componentes independientes. La excelente coincidencia entre los
espectros experimentales y los reconstruidos se observa en la Fig. IV.18. Si se considera
la existencia de un equilibrio de dimerizacion, el mejor ajuste se obtiene con una
constante Ky = (2,25 £ 0,50) g pmol ™.

Los espectros de mondémero y dimero resultantes se muestran en la Fig. IV.19 y
el grado de dimerizacion se informa en la Tabla IV.2 para todas las muestras. El
espectro del mondmero presenta un maximo de absorcion a (674 = 1) nm y un hombro
alrededor de 625 nm. El espectro del dimero muestra su maximo principal a (614 £ 1)
nm y una segunda banda centrada en (689 + 1) nm. Estos espectros son comparables en
forma a los obtenidos en solucion acuosa,’® con un maximo informado a 664 nm para el
monoémero y 605 nm para el dimero, y en etanol,”> con un méaximo cercano a 660 nm
para el mondémero. El espectro del dimero es notoriamente menos intenso que el del

monomero (Fig. IV.19), como se encontré para MB adsorbido en silice.*®
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Fig. 1V.19. Espectros de funcion de remision por unidad de concentracion para el
monomero (linea llena) y el dimero (linea punteada) de MB en celulosa; el espectro del

dimero esta expresado por unidad monomérica, es decir, dividido dos.

De acuerdo con la teoria excitonica (ver discusion en la Seccion I1.5), la
estructura de un dimero sandwich (cofacial o agregado H) muestra una sola banda de
absorcion corrida hacia el azul respecto a la del mondmero, mientras que una Unica
banda hacia el rojo es indicio de un dimero con una disposicién cabeza-cola (coplanar o
agregado J). En el presente caso, una banda principal corrida hacia el azul alrededor de
60 nm junto con una banda menos intensa desplazada débilmente hacia el rojo es
indicio de una estructura cercana a la cofacial, con un angulo entre los dipolos de
transicion de las moléculas individuales y la linea que conecta sus centros algunos
grados menor que 90°. Este tipo de estructura es caracteristico de los dimeros de MB,
como se ha informado en literatura.**>*>°

Los espectros de emision fueron obtenidos excitando a 620 nm, cerca del
maximo de absorcion del dimero, para detectar la posible ocurrencia de emision del

agregado. Se utiliz6 un filtro Schott RG630 delante del detector para impedir la llegada

de la luz de excitacion. Los espectros en capa gruesa fueron corregidos por los efectos
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de filtro interno a través de la division por vy, , . La excelente concordancia entre los

espectros corregidos por reabsorcion y aquellos obtenidos en capa fina para todas las
muestras, como se puede observar para la muestra VII en la Fig. IV.20, demuestra que
en las capas finas la reabsorcion es despreciable.

Los espectros de emision en capa gruesa corregidos por reabsorcion se observan
en la Fig. IV.21. Con el aumento de la concentracion, el méximo de emision se desplaza
alrededor de 8 nm hacia el rojo desde la muestra més diluida a la mas concentrada. El
maximo de emision de la muestra I se encuentra a 689 + 1 nm, cerca del maximo
informado para los mondémeros de MB en solucion acuosa (685 nm).
Independientemente del corrimiento espectral, la forma de los espectros es
independiente de la concentracion de colorante. Los espectros de excitacion
determinados para muestras Opticamente gruesas y corregidos por reabsorcion también
lo son. Esta evidencia muestra que el mondmero es la Unica especie fluorescente. Este

es un hallazgo normal para dimeros cofaciales o casi cofaciales.
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Fig. IV.20. Comparacion de los espectros de emision de la muestra MB-VII excitada a
620 nm: capa gruesa (linea llena), capa fina (linea quebrada), y capa gruesa corregida

(linea punteada).
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Fig. IV.21. Espectros de emision normalizados de MB en capa gruesa corregidos por

efectos de filtro interno. Longitud de onda de excitaciéon: 620 nm.

IV.4.3. Rendimientos cuanticos de fluorescencia

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados, ®s, para muestras
Opticamente gruesas fueron calculados en forma relativa (Seccion 11.4) utilizando dos
muestras de R101 adsorbida en celulosa (0,039 y 0,146 pmol g") como estandares de
fluorescencia. Los rendimientos cuanticos observados de los estandares de fluorescencia
se determinaron en forma absoluta a partir de medidas de reflectancia mediante el
método descripto en la Seccion 1.4, utilizando un filtro Schott BG39 (Imm) interpuesto
entre la esfera integradora y el detector, que absorbe gran parte de la fluorescencia. Los
rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos, @, fueron calculados de acuerdo al
modelo de la Seccion 11.8, que considera al mondmero como la tnica especie emisora y
corrige a @D, por los efectos de la agregacion, reabsorcion y reemision de la
fluorescencia. @5 y @ se informan junto con datos suplementarios en la Tabla IV.2.

Para las primeras muestras, que presentan un valor casi constante de ® dentro
del error experimental, la agregacion y la reabsorcion de la fluorescencia explican el
importante decrecimiento de @5 con la concentracion. Por lo tanto, considerando las

muestras I a IV, se obtiene el valor promedio ® = 0,18 + 0,03. Este valor es
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aproximadamente tres veces mayor que el valor obtenido para MB en etanol, ® = 0,057,
y en agua, ® = 0,05. La rigidizacion del colorante adsorbido en el soporte solido es
posiblemente la causa de esta diferencia, que determina una disminucién en la constante
de velocidad de desactivacion no radiativa por conversion interna en el colorante.

A partir de la muestra V se observa una disminucion de @ con la concentracion
de colorante que no puede explicarse simplemente considerando la agregaciéon y la

reabsorcion de fluorescencia y que seréd discutida mas adelante.

IV.4.4. Discusion

El MB adsorbido en celulosa forma dimeros casi-H no fluorescentes en aparente
equilibrio con la forma monomérica. La interaccién del colorante con la celulosa
determina su rigidizacion, y por lo tanto el aumento en su rendimiento cuantico de
fluorescencia. Hasta una concentracion de 0,2 pmol g el comportamiento fotofisico del
sistema puede interpretarse cuantitativamente como el resultado de la agregacion
molecular, responsable del quenchingestatico de la fluorescencia, y de los procesos de
reabsorcion de la luminiscencia, particularmente la reabsorcion por parte de los
agregados no fluorescentes. A partir de esta concentracion se hace relevante otra via de
desactivacion del singlete excitado, posiblemente relacionada con procesos de
transferencia no radiativos de energia. Este aspecto serd retomado en el Capitulo VI,
luego de haber estudiado la transferencia de energia en sistemas donor-aceptor

(Capitulo V).

IVV.5. Conclusiones

Uno de los fendémenos que disminuye el rendimiento cuantico de fluorescencia
observado (®D,ps) en sistemas que dispersan fuertemente la radiacion es la reabsorcion de
la luminiscencia. La dispersion de luz aumenta el camino optico de la radiacién emitida
y, por lo tanto, la probabilidad de que un foton emitido sea reabsorbido por el mismo
pool de colorante en su forma monomérica o por especies agregadas del mismo. El
efecto de la reabsorcion y de los sucesivos procesos de reemision y reabsorcion que

tienen lugar en estos sistemas puede evaluarse cuantitativamente en base al modelo
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descripto en la Seccion I1.8. En ausencia de agregacion molecular y de transferencia no
radiativa de energia, como en el caso de la rodamina 101 unida quimicamente a la
celulosa, los rendimientos cudnticos de fluorescencia corregidos por reabsorcion y
reemision (verdaderos) resultan ser independientes de la concentracién de colorante.
Estos rendimientos cudnticos corregidos dependen de las caracteristicas intrinsecas del
colorante y de su interaccion con la superficie y con el entorno.

La agregacion molecular es uno de los fendmenos generalmente responsables de
la disminucién en la fluorescencia. Los agregados, que en general no emiten, como en el
caso de los dimeros de azul de metileno, o presentan un bajo rendimiento cudntico de
fluorescencia, como en el caso de los dimeros de rosa de bengala, disminuyen el
rendimiento cudntico de fluorescencia observado del sistema debido a que absorben en
forma directa la luz de excitacion y pueden reabsorber la emision de las especies
monoméricas. Cuando es posible evaluar cuantitativamente la agregacion y se encuentra
que los agregados no emiten, es decir que la Gnica especie emisora es el monomero, los
rendimientos cudnticos de fluorescencia observados pueden corregirse también por el
efecto de la agregacién y calcularse los rendimientos cudnticos verdaderos del
monomero. Esto se observa para el azul de metileno, caso en que las muestras mas
diluidas presentan rendimientos cuanticos verdaderos aproximadamente constantes e
independientes de la concentracion de colorante. Sin embargo, para las muestras mas
concentradas, los rendimientos cudnticos disminuyen con la concentracion. Esto
posiblemente se deba a procesos de transferencia no radiativa de energia hacia los
agregados, que abren nuevas vias de desactivacion del singlete excitado de la especie
monomérica. Este aspecto serd retomado en el Capitulo VI.

Cuando los dimeros son fluorescentes, como en el caso del rosa de bengala
adsorbido en celulosa, es necesario utilizar el modelo extendido a dos especies emisoras
(Seccion II1.1). En el caso estudiado, los procesos de transferencia no radiativa de
energia son ineficientes debido a las bajas concentraciones de trabajo y los bajos
rendimientos cuanticos de fluorescencia. Fue posible entonces calcular los rendimientos
cuanticos de fluorescencia verdaderos de ambas especies, que resultaron ser
independientes de la concentracion de colorante.

En todos los casos, los rendimientos cudnticos verdaderos fueron comparados
con los obtenidos en solucion. Para la rodamina 101 esterificada y el rosa de bengala
(mondmero), sus valores resultaron ser muy similares a los obtenidos en etanol, lo que

indica que la interaccion de los colorantes con la superficie no incrementa
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significativamente su rigidez, y por lo tanto no se verian particularmente afectados los
procesos de conversion interna y de cruce entre sistemas con la adsorcion en celulosa.
Sin embargo, para el azul de metileno se obtuvo un rendimiento cuantico de
fluorescencia tres veces mayor que en etanol, lo que indica un aumento en la rigidez del
colorante debido a la adsorcion en celulosa.

Por ultimo, es importante mencionar que aun cuando los rendimientos cudnticos
de fluorescencia verdaderos sean independientes de la concentracion de colorante, en
todos los casos se registran corrimientos batocromicos en la emision dependientes de la
concentracion. Esto se debe a la existencia de interacciones entre el colorante excitado y
las moléculas vecinas en el estado fundamental.

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que pueden presentarse
diversas situaciones en la adsorcion o el anclaje de un tnico colorante. Sin embargo,

todas estas situaciones remiten al mismo esquema general representado en la Fig. I11.1.
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V. Sistemas donor-aceptor

V.1. Introduccién

En el Capitulo anterior se estudio la fotofisica de sistemas conformados por un
unico colorante incorporado a microparticulas de celulosa. Este colorante
eventualmente puede formar agregados (dimeros) en el estado fundamental, que en
general no presentan fluorescencia o su rendimiento cuantico es menor que el del
mondmero debido a un incremento en las vias no radiativas de decaimiento del estado
singlete excitado. El comportamiento fotofisico de estos sistemas pudo explicarse
cuantitativamente, salvo el caso del azul de metileno que se discutira en el capitulo VI,
considerando exclusivamente la agregacion molecular y los procesos de reabsorcion
(transferencia radiativa de energia) y reemision de la luminiscencia.

Cuando dos o mas colorantes coexisten en el solido a elevadas concentraciones
locales, la transferencia de energia de excitacion del singlete puede tener lugar también
por vias no radiativas, junto con los fendmenos de reabsorcion y reemision. Los
procesos de transferencia de energia singlete-singlete entre colorantes incorporados a
solidos han sido estudiados por Calzaferri et al! para colorantes en zeolitas pero, debido
a que los estudios fueron llevados a cabo en suspensiones, no fueron realizadas
determinaciones de rendimientos cuanticos. Turro et al? y Wilkinson et al® han
estudiado la transferencia de energia triplete-triplete en solidos particulados. En el
ultimo caso fueron determinadas las eficiencias de transferencia de energia desde la
benzofenona hacia la oxazina, incorporadas en celulosa, en funcion de la concentracion
de oxazina siguiendo el quenchingen la fosforescencia del donor y la produccion de
triplete en el aceptor. En general, el estudio cuantitativo de la transferencia de energia
singlete-singlete en solidos dispersores de luz ha recibido escasa atencion en la
literatura.

La transferencia de energia singlete-singlete y la migracion de la energia de
excitaciéon (homotransferencia de energia) son fendémenos comunes en sistemas de
colorantes altamente concentrados y han sido extensamente estudiados desde un punto

. , - . . 4-6
de vista tedrico en medios desordenados, no solo en sistemas de dos componentes,
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sino también en sistemas de un Unico componente donde los agregados pueden actuar
como trampas de la energia de excitacion.”®

En el presente Capitulo se aborda el estudio de los procesos de transferencia de
energia en sistemas compuestos por dos colorantes incorporados a microparticulas de
celulosa, en que uno de ellos actua como donor y el segundo como aceptor de la energia
de excitacion, debido a los elevados solapamientos espectrales y las altas
concentraciones locales. El objetivo consiste en evaluar cuantitativamente los
rendimientos cuanticos de fluorescencia y las eficiencias de transferencia de energia, su
dependencia con la concentracion del aceptor y la interdependencia entre los

mecanismos radiativo y no radiativo de transferencia de energia.

V.2. Feoférbido-a y azul de metileno coadsorbidos en celulosa

Este sistema fue estudiado en conjunto con la Dra. Analia Iriel, integrante del
grupo de investigacion. El feoforbido-a (Pheo) es un colorante hidrofobico derivado de
la clorofila. Su estructura se muestra en la Fig. V.1. Las propiedades fotofisicas de Pheo
adsorbido en celulosa fueron caracterizadas en un trabajo previo’ y reevaluadas por A. L.
en el presente trabajo. Pheo presenta dos méaximos principales de absorcion alrededor de
670 nm (principal componente de la banda Q) y 408 nm (banda B) y dos bandas de
fluorescencia alrededor de 675 y 725 nm. No se observo evidencia de agregacion hasta
una concentracién cercana a 10 umol g”'. El rendimiento cuéntico de fluorescencia
verdadero de una muestra con 0,205 umol g"' de Pheo, concentracién utilizada para los
experimentos de transferencia de energia hacia el azul de metileno (MB), fue
determinado en este trabajo. Luego de la correccion del rendimiento cudntico observado

por los fenémenos de reabsorcion y reemision, se obtuvo el valor ® = 0,21 + 0,02.
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YN TN— Fig. V.1. Estructura del feoférbido-a.
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Se estudiaron sistemas con ambos colorantes adsorbidos, manteniendo constante
la concentracion de Pheo y variando la concentracion de MB. Este ultimo se comporta
como aceptor de la energia de excitacion, excitandose en forma indirecta a partir de la
transferencia de energia desde el donor (Pheo). Las eficiencias de transferencia de

energia se evaluaron en base al modelo desarrollado en la Seccion I11.1.

V.2.1. Reactivos y preparacion de las muestras

Pheo fue preparado de acuerdo al procedimiento descripto en la Ref. 10 y fue
gentilmente cedido por el Prof. B. Roder (Universitit Humboldt, Berlin). La
coadsorcion de MB (grado analitico, Industria Quimica Bonaerense) y Pheo se llevo a
cabo mediante la preparacion de suspensiones de cantidades pesadas de microparticulas
de celulosa (pH 5-7, tamafio de particula promedio: 20 pm, Sigma) en soluciones de
concentraciones conocidas de ambos colorantes en etanol (grado analitico, Cicarelli) y
el solvente fue evaporado en un evaporador rotatorio durante aproximadamente 30
minutos. Las muestras solidas fueron secadas al vacio a 30 °C durante 48 a 72 horas.
Este procedimiento de secado se repitio antes de realizar las medidas de reflectancia y
emision. Se prepararon muestras que contienen una Unica concentracion de Pheo (0,205
umol g™) y diferentes cantidades de MB (ver Tabla V.1), incluyendo una muestra sin
MB, denominada muestra P.

El érea superficial de las microparticulas de celulosa fue medida utilizando dos

variantes del método BET.'' El valor obtenido usando el método BET estandar por
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adsorcion de N, es (2,5 + 1) m? g, tipico de muestras microcristalinas, mientras que el
obtenido por adsorcién de vapor de agua es (132 + 3) m” g'. Esta diferencia se debe a
que el nitrégeno es incapaz de hinchar a la celulosa, de manera tal que solo le es
accesible la superficie externa de las particulas. En cambio el agua, capaz de formar
puentes de hidrégeno, puede hinchar al polimero y acceder a zonas mas profundas de la
particula. En base a estos resultados, el area superficial accesible para la adsorcion de
los colorantes dependerd del solvente utilizado y del tiempo de contacto durante la
preparacion de las muestras. Como las muestras fueron preparadas desde etanol, que
posee menor capacidad de hinchamiento que el agua, se espera que el area superficial

accesible a los colorantes sea menor que (132 +3) m” g™

Tabla V.1. Eficiencias de transferencia de energia para el sistema Pheo-MB.

Capa fina Capa gruesa

Muestra®  Ca/pmol g’  Ju/Jp Epa  JuJo Pob Poa  Pap  Paa Epa E'pa
PMB-1I 0,007 0,00 0,00 0,00 0,33 0,03 024 0,04 0,00 0,00
PMB-II 0,020 0,00 0,00 0,00 0,29 0,08 0,22 0,07 0,00 0,00
PMB-III 0,048 0,00 0,00 0,04 0,24 0,14 0,19 0,12 0,03 0,06
PMB-1V 0,076 0,00 0,00 0,09 0,22 0,19 0,17 0,16 0,06 0,11
PMB-V 0,200 0,06 0,05 0,22 0,16 032 0,12 0,26 0,15 0,20
PMB-VI 0,475 0,29 0,25 044 0,09 046 0,07 038 0,28 0,34
PMB-VII 0,769 0,50 0,36 0,66 0,06 053 0,05 045 0,37 0,43
PMB-VIII 1,890 - - — - - - - - -
PMB-IX 4,940 - - — - — - - - —

@ [Pheo] = 0,205 pmol g

V.2.2. Absorcion

Se midieron los espectros de reflectancia total y difusa de las muestras. A partir

de las reflectancias difusas se calcularon los espectros de funcion de remision que se
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muestran en la Fig. V.2. En base al método de regresion bilineal descripto en la Seccion
I1.6, todos los espectros pudieron ser descompuestos en tres componentes, tomando una
de ellas como el espectro de Pheo puro en celulosa. Se obtuvo una excelente
concordancia entre los espectros experimentales y reconstruidos, como se observa en la
misma figura. Sin embargo, la reconstruccion falla cuando una de estas componentes es

forzada al espectro de MB monomérico en celulosa (Fig. IV.19). Hasta la muestra
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Fig. V.2 Espectros de funcion de remision experimentales (lineas llenas) y

reconstruidos (puntos) para Pheo y mezclas Pheo-MB; inserto (a): funcion de remision a
672 nm versus concentracion de MB para las muestras PMB-I a PMB-VII; inserto (b):
vista detallada de las muestras P y PMB-I a PMB-III.
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PMB-VII, las funciones de remisién dependen linealmente de la concentracion de MB,
pero la linealidad deja de verificarse para las muestras més concentradas. Esto se
muestra en el inserto (a) de la Fig. V.2 para A = 672 nm, cerca del maximo de absorcion
de MB en celulosa, donde la ordenada al origen corresponde a la funcion de remision de
Pheo puro a la misma longitud de onda.

La sustraccion del espectro de Pheo de los espectros experimentales para las
muestras PMB-I a PMB-VII resulta en un tnico espectro, cuyo incremento en amplitud
es proporcional a la concentracion de MB. Este espectro se muestra en la Fig. V.3 junto
con el espectro de Pheo y ha sido atribuido a MB monomérico en el entorno Pheo-
celulosa, que es diferente al de MB adsorbido en ausencia de Pheo (ver mas adelante).
El tercer espectro, necesario para ajustar las muestras PMB-VIII y PMB-IX, es
seguramente el del dimero de MB en dicho entorno, pero no pudo ser univocamente
determinado debido al breve intervalo de concentraciones por encima de la muestra VII.

Las concentraciones de MB estudiadas en los sistemas mezcla son del mismo
orden que las estudiadas para MB puro (Seccion IV.4.). En las mezclas no se observa
evidencia de agregacién de MB hasta 1 pmol g, mientras que para los sistemas puros
la agregacion es detectable incluso a las mas bajas concentraciones. Puede concluirse
entonces que Pheo inhibe la agregacion de MB, al menos hasta la concentracion de la
muestra PMB-VII. El hecho de que Pheo permanezca como mondémero en celulosa ain
cuando presenta cardcter hidrofobico, demuestra que su interaccion con la superficie
debe ser particularmente fuerte.

La presencia de Pheo reduce la polaridad del medio, incrementandose la
repulsion entre las moléculas de MB cargadas positivamente y disminuyéndose su
tendencia a la agregacion. Al mismo tiempo, el espectro de MB difiere del obtenido en
celulosa pura: la fuerza del oscilador es menor y la relacion entre las amplitudes del
maximo y del hombro disminuye desde 2,1 en celulosa pura hasta 1,75 en presencia de

Pheo.
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Fig. V.3. Espectro de funcion de remision de MB (linea llena) y Pheo (linea quebrada)
en sistemas mezcla en celulosa, ambos en estado monomérico, expresados por unidad

de concentracion del colorante.

V.2.3. Emisién

Los espectros de emision en capa fina y gruesa para las muestras de MB sin
evidencias de agregacion se observan en la Fig. V.4. Pheo fue excitado a 414 nm,
longitud de onda cercana al méximo de la banda B, donde la absorcion de MB es
despreciable (Fig. V.3). Los espectros fueron corregidos por una pequeia componente
de fluorescencia de la celulosa. A medida que la concentraciéon de MB aumenta, la
emision para las capas gruesas en el méaximo local alrededor de 725 nm aumenta
respecto del maximo principal de emision, alrededor de 675 nm, debido al importante
solapamiento entre la emision de Pheo y la absorcion de MB a 674 nm (Fig. V.3). Este
efecto, aunque menos intenso, permanece para las capas finas, donde la reabsorcion
puede, en principio, considerarse despreciable, y podria ser interpretado como el

resultado de la ocurrencia de transferencia no radiativa de energia desde Pheo a MB.
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Ir/ If,max

It/ If,679nm

0,0 \ \

650 700 750 800
long. de onda / nm

Fig. V.4. Espectros de emision en capa fina (a) y gruesa (b) para la muestra P (linea

quebrada) y PMB-IV a PMB-VII (lineas llenas). Longitud de onda de excitacion: 414

nm.

La transferencia no radiativa de energia se verifica efectivamente en las capas
finas, ya que los espectros de emision pueden descomponerse en la suma de los
espectros de Pheo y MB puros, ain cuando MB no sea directamente excitado. Esto se
observa en la Fig. V.5 (a) para la muestra PMB-V. La reconstruccioén de los espectros
para las muestras PMB-VI y PMB-VII es de similar calidad. Para las muestras menos

concentradas (PMB-I a PMB-IV), los espectros de fluorescencia en capa fina son
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Fig. V.5. Reconstruccion de los espectros de fluorescencia en capa fina (a) y capa

gruesa  corregido  dividiendo por v,;  (b) para la muestra PMB-V:

experimental/corregido (lineas llenas), componente de Pheo puro (linea de puntos y
rayas), componente de MB puro (linea quebrada) y reconstruccion (puntos). Longitud

de onda de excitacion: 414 nm.

coincidentes, dentro del error experimental, con el espectro de Pheo puro; por lo tanto,
la transferencia no radiativa de energia puede despreciarse para estas muestras. Las
muestras mas concentradas, PMB-VIII y PMB-IX, no fueron tenidas en cuenta debido a

que la agregacion de MB es apreciable. Con el objeto de reconstruir los espectros de
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fluorescencia observados, se tuvo mucho cuidado en la seleccion de los espectros de las
componentes individuales. Debido a que el espectro de fluorescencia de MB depende de
la concentracion (corrimiento de Stokes dependiente de la concentracion, ver Seccion
IV.4), como primera aproximacion, para cada muestra combinada fue seleccionado el
espectro de MB puro de similar concentracién. Para Pheo fue utilizado el espectro de
fluorescencia de la muestra P (ausencia de MB). El hecho de que los espectros de
emision en capa fina puedan ser reconstruidos a partir de los espectros puros de ambos
colorantes permite, en principio, descartar la formacion de exciplejos.

Los espectros en capa gruesa divididos por v,, = deberian ser una combinacion

lineal de los espectros de Pheo y MB (Seccion III.1), como pudo demostrarse para las
capas finas. Efectivamente, dichos espectros pudieron ser reconstruidos con el mismo
grado de confianza que para las capas finas. En la Fig. V.5 (b) se muestra un ejemplo de
reconstruccion para la muestra PMB-V. A diferencia de las capas finas, la contribucion
de MB al espectro de emision es evidente para las capas gruesas aun para la muestra
PMB-III, aumentando paulatinamente con el aumento de concentracion. Esto de debe a
que en los espectros en capa gruesa corregidos por reabsorcion contribuyen a la
excitacion de MB tanto el mecanismo no radiativo como el radiativo de transferencia de

energia.

V.2.4. Transferencia de energia

Las eficiencias de transferencia no radiativa de energia, Epa, pueden calcularse
considerando que a la longitud de onda de excitacion s6lo absorbe el donor y que la
transferencia no radiativa inversa (A-D) es despreciable (ver mas adelante). El calculo
se realiza a través de los cocientes entre las areas bajo el espectro de emision del
aceptor, Ja, y el espectro del donor, Jp, para capas gruesas corregidas por reabsorcion y

para capas finas, respectivamente:

(DDPDA + EDA
(J—A] = =Epy (V.1)
JD CcG 1 (DAPAA (DD
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[J_Aj :—EDA g (V.2)
JD CF 1- DA (DD

Las ecuaciones (V.1) y (V.2) se obtienen a partir de las ecuaciones generales
(III.15) y (II.16), en las condiciones particulares establecidas anteriormente, es decir,
absorcion exclusiva por el donor a A y ausencia de transferencia no radiativa inversa (A
y B representan en las ecuaciones (III.15) y (III.16) al donor, D, y al aceptor, A,
respectivamente). La definicion de las integrales Pps y Paa se dieron en la Seccion I11.1
(ecuacion (I11.1)). Las eficiencias de transferencia de energia calculadas para capa fina y
capa gruesa se informan en la Tabla V.1, junto con lo valores de las integrales P, y su

dependencia con la concentracion de aceptor se muestra en la Fig. V.6.
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Fig. V.6. Eficiencias de transferencia no radiativa de energia entre Pheo (D) y MB (A)
coadsorbidos en celulosa, calculadas a partir de experiencias en capa gruesa (circulos) y
capa fina (cuadrados). La linea punteada corresponde al ajuste considerando una
distribucion aleatoria bidimensional de colorantes y el mecanismo de transferencia de

energia de Forster (ver texto).
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Los rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos usados fueron los
obtenidos para los monomeros puros de Pheo, ®p = 0,21, y MB, ®, = 0,18 (Seccion
IV.4). Para la muestra PMB-VII, la probabilidad de transferencia no radiativa de energia
coincide para capa gruesa y fina en aproximadamente 40%. Sin embargo, a medida que
la concentracion de MB decrece, las eficiencias calculadas en capa fina disminuyen mas
rapidamente que los valores en capa gruesa. Probablemente estas diferencias sean el
resultado de un importante error involucrado en la comparacién de espectros muy
similares a concentraciones de MB moderadas para las capas finas y la amplificacion

para las capas gruesas de pequefias incertidumbres en la correccion por y,, . Otras

posibles fuentes de error se discuten a continuacion.

La Fig. V.7 muestra las funciones de remision y los espectros de fluorescencia
normalizados para Pheo y MB. Puede observarse que existe un apreciable solapamiento
entre cada espectro de funcion de remision y cada espectro de fluorescencia, por lo que
la transferencia inversa de energia (A-D) no puede, en principio, descartarse. La

ecuacion (V.1) no involucra explicitamente a la probabilidad de transferencia radiativa
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Fig. V.7. Espectros de funcion de remision y fluorescencia normalizados para Pheo

(linea quebrada) puro en celulosa y MB (linea llena) en el entorno Pheo-celulosa.
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inversa (P5p). Sin embargo, este fendémeno afecta el valor de Epa calculado de manera
indirecta, a través del valor de Paa, ya que Paa + Pap + Qa = 1 (absorcion despreciable
del soporte). Por lo tanto, como la probabilidad de transferencia radiativa A-D fue
considerada en los calculos, las diferencias entre las eficiencias de transferencia no
radiativa de energia calculadas para capa gruesa y capa fina no pueden justificarse por el
posible efecto de la reabsorcion A-D.

Las ecuaciones del modelo desarrollado (Seccion III.1) no implican ninglin
mecanismo particular de transferencia no radiativa de energia. Si se toma en cuenta que
el area superficial disponible deberia ser menor que 132 m* g (ver Secciéon V.2.1) y
considerando una distribucion bidimensional aleatoria de moléculas de colorante, a una
concentracion de MB de 1 pmol g la distancia promedio entre moléculas de MB
deberia ser menor que 15 nm. Como comparacion, la misma distancia se obtendria en
tres dimensiones para una concentracion de 0,5 mM. Por lo tanto, la distancia media
entre Pheo y moléculas de MB deberia ser una fraccion de este valor y el mecanismo de
transferencia de energia prevaleciente podria ser el de Forster. Més aun, el hecho de que
los espectros de funcion de remision sean combinaciones lineales de dos componentes
independientes, de las cuales una de ellas es el espectro de Pheo puro, puede ser
considerado como evidencia de la ausencia de agregados mixtos (heteroagregados) que
desactiven el estado excitado.

Para evaluar la posible magnitud de la transferencia no radiativa inversa de
energia, los radios de Forster, Ry, fueron estimados para todas las posibles vias de
transferencia. Debido a que los coeficientes de absorcion para Pheo y MB solo se
conocen en forma relativa a partir de las funciones de remision, las integrales de
solapamiento de Forster,'” Ji;, fueron calculadas para los colorantes monoméricos en
etanol (ver Seccion I1.9). Esta es una buena aproximacion debido a que la relacion entre
los coeficientes de absorcion en solucion es similar a la relacion entre F(R) para los
colorantes adsorbidos. Los valores obtenidos para Jj; M em™ nm?) y Ro (A) son: 4,26
x 10" y 44,7 (D-D), 5,24 x 10" y 44,3 (A-A), 8,38 x 10" y 50,1 (D-A), y 2,51 x 10"y
39,1 (A-D). Para estos calculos se utilizo un factor de orientacion k> = 0,476
(distribucion de orientaciones aleatorias fijas en el tiempo) y el indice de refraccion del
glicerol (n = 1,47) como representativo del microentorno en la superficie de la celulosa.
De estos resultados puede decirse que a similares concentraciones la probabilidad de
transferencia de energia D-A es mayor que la probabilidad de transferencia en el sentido

inverso. La transferencia de energia inversa seria favorable para muestras con un exceso
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de Pheo, para las cuales la transferencia no radiativa directa de energia es despreciable.
Como se excita inicialmente al donor y las muestras con transferencia de energia
apreciable tienen una mayor concentracion de aceptor, puede considerarse que la
transferencia no radiativa inversa de energia es despreciable. Entonces, las diferencias
entre Epa calculadas para capa gruesa y capa fina no pueden justificarse de esta manera.

La posibilidad de transferencia inversa de energia no permite justificar la
diferencia existente entre los valores de Exp obtenidos para capas finas y capas gruesas,
razén por la cual se propone que las mismas son debidas exclusivamente a error
experimental.

Por otro lado, la ocurrencia de migracion de la energia de excitacion entre
moléculas de donor, que podria ser relevante a bajas o moderadas concentraciones de
MB, no puede ser responsable de las desviaciones observadas. De hecho, Eps es una
probabilidad general de transferencia que incluye los posibles efectos de la migracion.
Los célculos de transferencia de energia a partir de la simulacion computacional
mediante el modelo descripto en la Seccion I11.2 demuestran que, en las condiciones de
trabajo, la migracion de la energia de excitacion entre donores no tiene efectos
apreciables en las eficiencias de transferencia.

La Tabla V.1 contiene ademads una eficiencia de transferencia de energia formal
para capa gruesa, E'pa, que incluye los mecanismos radiativo y no radiativo, definida de

acuerdo con:

Ja] —_Eo Ou (V.3)
JD cG l_E’DA (DD

Esta ecuacion es similar a la ecuacion (V.2) para capa fina, de manera tal que E'pa
incluye la eficiencia de la transferencia radiativa de energia en las capas gruesas. Sus
valores son naturalmente mayores que los de Epa. Debe observarse, sin embargo, que la
diferencia no es tan grande para las muestras mas concentradas, revelando que el
mecanismo radiativo tiene una influencia menor en la transferencia neta de energia.
Esto es razonable, ya que la eficiente transferencia no radiativa de energia disminuye la
poblacién del estado excitado del donor, inhibiendo la emision de fluorescencia y su

posterior reabsorcion. Este hecho no se opone a los importantes efectos de filtro interno

que se muestran en la Fig. V.4 (b), que se deben principalmente a la reabsorcion de la
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fluorescencia remanente del donor: la reemision es mucho menos importante debido al
relativamente bajo rendimiento cudntico de fluorescencia de MB.

La dependencia de Epa con la concentracion de aceptor fue evaluada
considerando transferencia de energia por resonancia (Forster) para una distribucion
aleatoria de donores y aceptores. Debido a que se desconoce exactamente la
dimensionalidad del sistema, se ensayaron distribuciones bi- y tri-dimensionales. Dado
que las concentraciones se conocen en umol de colorante por gramo de celulosa y son
necesarias las concentraciones por unidad superficial o volumétrica, se utilizé como
parametro de ajuste el area superficial y el volumen, respectivamente, por gramo de
celulosa. Los calculos se realizaron en base la ecuacion general (I11.20), considerando
un radio de exclusion nulo. En la Fig. V.6 se observa el ajuste para 2D. La curva para
3D es practicamente igual a la anterior. Estos resultados avalan que el mecanismo de
Forster sea responsable de la transferencia no radiativa de energia. Sin embargo, no es
posible determinar de esta manera la dimensionalidad del sistema.

Del ajuste en 2D resulta un area superficial de aproximadamente 60 m” g'. Este
area superficial es un valor practico, ya que fue estimada suponiendo un sistema
bidimensional y la dimensionalidad fractal del sistema probablemente esté entre 2 y 3.
Lagorio et al determinaron una dimensionalidad fractal igual a 2,5 para celulosa
microcristalina a partir del estudio de los decaimientos de la fluorescencia de Pheo. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que la dimensionalidad del sistema puede variar en
funcioén de la distribucion de los colorantes en el polimero y por lo tanto depende de las
condiciones de preparacion de las muestras.

En el sistema estudiado, la adsorcion de los colorante se llevo a cabo desde
etanol, cuya capacidad para hinchar la celulosa es menor que la del agua. El valor del
area superficial estimada, 60 m? g'l, es intermedio, como era de esperarse, entre los
valores determinados por adsorcion de N, (2,5 + 1) m* g, y de vapor de agua, (132 +

3) m? g'1 (ver Secciéon V.2.1).

V.2.5. Discusion

A través de la aplicacion del modelo general descripto en la Seccion III.1 fue
posible evaluar cuantitativamente los procesos fotofisicos en el sistema mixto Pheo-

MB. Pheo, excitado en forma directa y actuando como donor, es capaz de transferir su
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energia de excitacion a MB, que actia como aceptor, por mecanismos radiativos y no
radiativos. La transferencia no radiativa de energia ocurre principalmente por
resonancia, a través del mecanismo de Forster (Seccion 11.9) y es la principal via de
transferencia de energia a elevadas concentraciones de aceptor, alcanzando una
eficiencia maxima cercana al 40% (Tabla V.1).

La interaccion entre ambos colorante es débil, de manera tal que no se evidencia
formacion de heteroagregados ni de exciplejos. Sin embargo, la presencia de Pheo
disminuye la tendencia a la agregacion de MB y altera su espectro de absorcion. Esto se
debe probablemente a la disminucioén en la micropolaridad del entorno de MB por la
presencia de Pheo, que posee caracter hidrofobico.

No fue posible determinar la dimensionalidad del sistema, pero considerando
una distribucion aleatoria de los colorantes en dos dimensiones pudieron ajustarse los
resultados de eficiencia de transferencia no radiativa de energia en funcion de la
concentracién de MB (aceptor), a partir de considerar un area superficial de 60 m* g™,
intermedia entre el area accesible al N, y al H,O. Como se vera mdas adelante, este
resultado fue consistentemente obtenido para otros sistemas de colorantes adsorbidos

desde etanol.

V.3. Rodamina 101 unida y azul de metileno adsorbido en celulosa

Para preparar este sistema se partié de celulosa funcionalizada con rodamina 101
(R101) y se adsorbi6 azul de metileno (MB). El espectro de emision de R101 presenta
un importante solapamiento con la absorciéon de MB, como puede observarse en la Fig.
V.8. De esta manera, si se excita el sistema en una region del espectro donde adsorba
preferentemente R101 (donor) es posible estudiar la transferencia de energia hacia MB
(aceptor). El solapamiento entre la emision de MB y la absorcion de R101 es
despreciable, de manera tal que puede descartarse de plano la transferencia inversa de

energia (A-D).
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Fig. V.8. Espectros de funcion de remision y fluorescencia normalizados para R101
unido quimicamente a celulosa (linea quebrada) y MB (linea llena) adsorbido en el

mismo soporte.

V.3.1. Reactivos y preparacion de las muestras

Las muestras fueron preparadas por adsorcion de MB sobre celulosa
funcionalizada con R101 (ver Seccion 1V.2). Para la preparacion de cada muestra, se
suspendi6 1 g de la celulosa funcionalizada ([R101] ~ 0,6 pmol g™') en 30 cm’ de una
solucion de concentracion conocida de MB en etanol (grado analitico, Cicarelli) y el
solvente fue evaporado en un evaporador rotatorio a 40 °C durante aproximadamente 20
minutos. Las muestras fueron posteriormente secadas al vacio a 40 °C durante 48 a 72
horas. Todas las muestras fueron secadas de la misma manera antes de realizar las
mediciones. Se prepararon muestras que contienen la misma concentracion de R101

unida y diferentes concentraciones de MB adsorbido (ver Tabla V.2).
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Tabla V.2. Eficiencias de transferencia de energia para el sistema R101-MB.

Muestra”  Cx (umolg')*  Epa(CF)* Epa(CG)* E™ (CG)*

SO 0 - - —

SI 0,043 0,12 0,21 + 0,02 0,02-0,04
SII 0,113 0,23 0,26 = 0,02 0,06-0,10
SHI 0,428 0,41 0,41 +0,03 0,11-0,17
SIV 0,856 0,58 0,63 £0,06 0,10-0,14

TFle max = 0.74; * concentracion de MB; iko =520 nm; §ko =520 - 600 nm

V.3.2. Absorcion

Se obtuvieron los espectros de reflectancia difusa y se calcularon los espectros
verdaderos de funcion de remision. A tal fin se midieron las reflectancias de diferentes
maneras de acuerdo al intervalo de longitudes de onda considerado. Entre 400 y 615
nm, intervalo en que se excita R101, que es altamente fluorescente, se determinaron las
reflectancias con y sin filtro (Schott BG39, 1 mm) y, en base a estos datos, se calcularon
los espectros corregidos por emision, de acuerdo con el método descripto en la Seccion
I1.4. En el intervalo de 625 a 800 nm se determinaron las reflectancias directamente, ya
que soélo se excita principalmente MB, que es relativamente poco fluorescente (® = 0,18
+ 0,03), y por lo tanto no es necesario hacer dichas correcciones. Los espectros de
funcién de remision normalizados se muestran en la Fig. V.9. Existe una pequeia
incertidumbre alrededor de 615-625 nm, la zona intermedia entre la aplicacion de
ambos métodos. La banda de absorcion principal correspondiente a R101 unida se
localiza a (589 + 2) nm y una segunda banda aparece a (672 + 2) nm, que crece a
medida que la concentracion de MB aumenta. Aplicando el método de regresion bilineal
descripto en la Seccion I1.5, se obtuvo una excelente reconstruccion de los espectros de
funcion de remision a partir de los correspondientes a R101 unida y MB monomérico en

celulosa. La funcion de remision a 672 nm, en que R101 unida no absorbe, guarda una
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relacion lineal con la concentracion de MB (ver inserto de la Fig. V.9). Estos resultados
muestran que no hay formacion de heteroagregados y que los espectros de absorcion de
R101 unida y del monémero de MB adsorbido no cambian sustancialmente en las
muestras combinadas. No se observa evidencia de agregacion de MB en el intervalo de

concentraciones estudiado, mientras que para MB puro se obtuvo una importante
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0,8
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“ 0,6
=
3
=
0,4
0,2
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long. de onda / nm
Fig. V.9. Espectros de funcion de remision normalizados de SI a SIV (de abajo hacia
arriba: lineas llenas, experimental; circulos, reconstruccion) y R101 puro (linea llena,

experimental); inserto: funcion de remision a 672 nm vs concentracion de MB.
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agregacion en el mismo intervalo (ver Seccion IV.4). Un efecto similar se observo para
el sistema Pheo-MB coadsorbidos, que fue atribuido a una reduccion en la
micropolaridad del entorno debido a la presencia del co-adsorbato hidrofébico no
cargado (Pheo). En dicho caso se observaron también cambios en las amplitudes
relativas de las bandas de absorcion del mondmero de MB. Aun cuando se observa un
excelente acuerdo entre los espectros experimentales y reconstruidos, un cambio similar
podria no detectarse debido a la importante absorcion de R101 a 589 nm. Las razones
de la inhibicion de la agregacion no estan claras en el presente caso debido a que ambos
colorantes son polares y cationicos, ya que R101 pierde su carga negativa por

esterificacion.

V.3.3. Emisién y rendimientos cuanticos de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia en capa fina y gruesa, que se muestran en la Fig.
V.10, fueron obtenidos a una longitud de onda de excitacion de 520 nm, donde la
absorcion de MB es despreciable. Es importante mencionar que, mientras que para las
capas gruesas las areas bajo los espectros de emisiéon son proporcionales a los
rendimientos cudnticos de fluorescencia observados, para las capas finas solo tienen
sentido las amplitudes relativas de las bandas de fluorescencia en cada espectro; por esa
razon los espectros de capa fina se muestran normalizados en la Fig. V.10 (a).

En las capas finas aparece un hombro hacia el rojo de la banda de emision de
R101, centrada a (619 + 2) nm, evolucionando hacia una banda centrada alrededor de
692 nm a medida que la concentracion de MB aumenta. Estos espectros de emision
pueden descomponerse en los espectros de emision de R101 y MB, teniendo en cuenta
que la emision de MB sufre un corrimiento batocromico con el aumento de
concentracion. De estos resultados puede concluirse que (1) puede descartarse la
formacién de exciplejos, (2) los efectos de reabsorcion son despreciables en las capas
finas, y (3) existe clara evidencia de la verificacion de transferencia no radiativa de

energia entre R101 y MB.
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Fig. V.10 Espectros de fluorescencia de capas finas (a) y gruesas (b), muestras SO
(linea quebrada) y SI a SIV (lineas llenas, de abajo hacia arriba en (a) y de arriba hacia

abajo en (b)).

Los espectros de emision en capa gruesa fueron corregidos por reabsorcion

mediante la division por v,, y comparados con los espectros en capa fina, como se

observa en la Fig. V.11 para la muestra SIV. Las amplitudes relativas no coinciden para

la mayor concentracion de MB debido a los efectos de la transferencia radiativa de
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energia. Sin embargo, la coincidencia entre los maximos para cada banda indica que el
procedimiento de correccion es adecuado.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados, ®,s, calculados en
forma absoluta para capa gruesa entre 500 y 600 nm de acuerdo al procedimiento
descripto en la Seccioén 1.4, se muestran en la Fig. V.12. Son dependientes de la
longitud de onda y decrecen a medida que la concentracion de MB aumenta debido al
efecto combinado de la transferencia radiativa y no radiativa de energia, considerando
que el rendimiento cuédntico de fluorescencia de MB es menor que el de R101. Los
ajustes cuadraticos en la figura muestran simplemente la dependencia con la longitud de

onda y no tienen ningun significado tedrico.

Ie/ If,max

0 T T T T

570 620 670 720 770
long. de onda / nm

Fig. V.11 Espectros de emision en capa gruesa (linea llena), capa fina (linea quebrada)
y capa gruesa corregido (linea punteada) de la muestra SIV. Longitud de onda de

excitacion: 520 nm.
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Fig. V.12 Rendimientos cuanticos de fluorescencia observados para SO a SIV (de arriba

hacia abajo); las lineas llenas son ajustes cuadraticos.

V.3.4. Transferencia de energia

Las eficiencias de transferencia no radiativa de energia fueron calculadas a partir

de los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados para muestras en capa gruesa

(Fig. V.12) en base a la siguiente ecuacion:

o
D, = _OD |:qD+pDA' _qA } (V4)

y se representan en la Fig. V.13, para longitudes de onda de excitacion entre 520 y 600
nm. La ecuacion (V.4) se obtiene a partir de la ecuacion general (II1.9) considerando
que s6lo se excita directamente al donor y que no hay transferencia inversa de energia
(A y B representan en la ecuacion (I11.9) al donor, D, y al aceptor, A, respectivamente).
Para este intervalo de excitacidon se obtienen valores practicamente constantes para cada
muestra y sus promedios e incertidumbres se hallan en la Tabla V.2. Debe notarse, sin
embargo, que los errores experimentales son significativos particularmente para las

menores concentraciones de aceptor, para las cuales los rendimientos cudnticos de
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fluorescencia son similares a los hallados para R101 pura. Eps también fue calculado
para capas finas a partir de las intensidades de emision relativas del donor y el aceptor
utilizando la ecuacion (V.2). Los resultados, para excitacion a 520 nm, se muestran

también en la Tabla V.2.
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Fig. V.13 Eficiencias de transferencia no radiativa de energia de SI a SIV (de abajo

hacia arriba).

Las eficiencias de transferencia no radiativa de energia calculadas en capas finas
y gruesas coinciden bastante bien, excepto para la muestra mas diluida. Discrepancias
similares halladas en el sistema Pheo-MB fueron atribuidas a error experimental. En
este caso también existen importantes errores en el analisis de las capas gruesas y las
capas finas muestran pequefias diferencias entre el espectro de emision de R101 pura y
los espectros de las muestras combinadas, como se observa en la Fig. V.10 (a) a las
menores concentraciones de aceptor. En la Fig. V.14 se representa Eps en funcion de la

concentracion de aceptor. Se calcularon también eficiencias de transferencia trivial,

E rad

ba » Para las capas gruesas a partir de la siguiente ecuacion:
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Egi :(I)D '(I_EDA)'PDA (V.5)

Esta ecuacion se obtiene a partir de la expresion para la probabilidad neta de
transferencia D-A, pp, =P,(1-E,,)P,, +E,, (ver Seccion III.1). Si el segundo
término es la eficiencia de transferencia no radiativa de energia, entonces el primer

rad

término puede interpretarse como la eficiencia de transferencia trivial de energia. E}

depende de la longitud de onda de excitacion y abarca un intervalo que se muestra en la

Tabla V.2.
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Fig. V.14 Eficiencias de transferencia no radiativa de energia en funcion de la
concentracion de aceptor para capa gruesa (circulos) y fina (cuadrados); linea llena:
ajuste considerando el mecanismo de transferencia de energia de Forster y una
distribucion aleatoria bidimensional, para un é4rea superficial de 60 m’ g'l; linea
quebrada: correlacion aparente; asteriscos: resultados de la simulaciéon computacional

considerando la migracion de la energia de excitacion entre donores (ver texto).
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Debido a que en las muestras combinadas no se observa evidencia de agregacion
de los colorantes ni de formacién de exciplejos, se excluyen, en principio, las
interacciones fuertes de corto alcance entre las moléculas de R101 y MB. Mas aun, los
espectros de funcion de remision de los colorantes individuales en las mezclas son
coincidentes con los hallados para las muestras puras. Sin embargo, las interacciones de
largo alcance son evidentes debido a los corrimientos de Stokes dependientes de la
concentracion apreciados tanto para R101 como para MB. Si se considera una
distribucion aleatoria de los colorantes en la superficie de la celulosa, la distancia media
entre cada molécula de donor y las moléculas de aceptor se halla en el orden de los 11
nm para la muestra més concentrada, considerando un 4area superficial de 60 m”> g”'. De
acuerdo con esto, el mecanismo mas importante de transferencia de energia es el de
Forster.

El solapamiento espectral entre R101 y MB se incrementa respecto del mismo
sistema en solucion debido al corrimiento batocromico de la emision (y la absorcion)
del donor, producto de la uniéon quimica (ver Seccion IV.2). La emision de R101 unida
quimicamente presenta un maximo cercano a 620 nm que solapa bien con el maximo de
absorcion secundario de MB, alrededor de la misma longitud de onda, y la cola de
emision de R101 que se extiende mas alla de los 700 nm se solapa con el maximo
principal de absorcion de MB a 674 nm. El radio de Forster, Ry, fue estimado a partir de
los datos de funcidn de remision. Dado que las funciones de remision, que dependen del
coeficiente de dispersion, sélo son proporcionales a los coeficientes de absorcion, los
espectros de R101 y MB en celulosa fueron escalados tomando en cuenta sus espectros
en etanol. Para ello, las areas bajo el espectro de funcion de remision fueron igualadas a
las areas bajo los respectivos espectros de absorcion en etanol. Esto es equivalente a
considerar que las respectivas fuerzas del oscilador no cambian con la incorporacion al
soporte solido, aun cuando los maximos espectrales y anchos son diferentes. Para R101
se uso el coeficiente de absorcion de la forma protonada. Para los calculos se us6 un
factor de orientacion k* = 0,476 y el indice de refraccion del glicerol (n = 1,47) como
representativo del microambiente de la celulosa. Para la transferencia D-A y D-D se
obtuvieron Ry = 58,5 A y 55,2 A, respectivamente. La transferencia de energia inversa
(A-D) no fue tomada en cuenta debido a que el solapamiento espectral en ese sentido es
despreciable.

La dependencia de las eficiencias de transferencia con la concentracion de

aceptor se ajustd de acuerdo con la teoria de Forster usando la ecuacion (II1.20),
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considerando un radio de exclusion nulo. Dado que se desconoce la dimensionalidad del
sistema y la disponibilidad de sitios depende de la penetracion del colorante en la matriz
del polimero, las concentraciones superficiales y/o volumétricas no pueden calcularse.
Considerando el 4area superficial como pardmetro de ajuste para un sistema
bidimensional, se obtuvo, como en el sistema anterior, un valor de aproximadamente 60
m” g”'. El correspondiente ajuste se observa en la Fig. V.14. Un valor similar también se
obtuvo para el sistema Dapoxyl — naftofluoresceina coadsorbidos en el mismo soporte."
La curva obtenida para un ajuste en 3D es practicamente igual a la anterior.

Como puede observarse en la Fig. V.14, a bajas concentraciones de aceptor se
aprecia una notable desviacion de la tendencia predicha por el modelo. Tomando en
cuenta los valores para capa gruesa, la linea recta mostrada en la figura describe mejor
el comportamiento observado en el intervalo de concentraciones estudiado, pero no
posee soporte tedrico. Una posible fuente de estas desviaciones puede ser la migracion
de la energia de excitacion entre moléculas de donor. Se realizaron las simulaciones
computacionales para 2D teniendo en cuenta la migracion (Seccion 111.2), considerando
un area superficial de 60 m”> g, y los resultados se muestran también en la Fig. V.14. Se
observa que la migracion entre donores no explica las importantes desviaciones
observadas. Esto indica que probablemente los colorantes no se distribuyen
aleatoriamente en el soporte, al menos a bajas concentraciones de aceptor, y esta
distribucion puede ser el resultado de la uniéon quimica de R101 y la incorporacion a

posteriori de MB.

V.3.5. Discusién

Al igual que para el sistema Pheo-MB, la transferencia de energia desde R101 a
MB ocurre por mecanismos radiativos y no radiativos. La principal via de transferencia
de energia es no radiativa a través del mecanismo de Forster (Seccion 11.9), alcanzando
una eficiencia maxima de alrededor del 60%. Si se consideran ambos mecanismos, la
eficiencia maxima de transferencia neta, obtenida sumando ambas eficiencias de la
Tabla V.2, alcanza valores cercanos al 80%, un valor considerablemente alto teniendo
en cuenta la distribucion desordenada de los colorantes.

No se pudo determinar la dimensionalidad del sistema, pero considerando

distribucion aleatoria de los colorantes y dos dimensiones fue posible ajustar los
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resultados de eficiencia de transferencia no radiativa de energia en funcion de la
concentracion de MB (aceptor), al menos para las muestras mas concentradas, a partir
de un 4rea superficial de 60 m* g, igual al valor obtenido para el ajuste en el sistema
Pheo-MB. Para las muestras con menor concentracion de aceptor se obtuvieron
eficiencias de transferencia de energia mayores que las esperadas para una distribucion
aleatoria de donores y aceptores. No fue posible explicar este hecho considerando el
efecto de la migracion de la energia de excitacion entre donores. En conclusion, la
distribucion de los colorantes probablemente no sea aleatoria. La incorporacion de R101
se realizo desde piridina (ver Seccion IV.2.1), un solvente que posee baja capacidad de
hinchamiento de la celulosa, mientras que MB fue incorporado desde etanol, un
solvente prético con buena capacidad de hinchamiento del soporte. Esta diferencia
podria ser la causa de que los colorantes se distribuyan en regiones distintas de la
particula. Sin embargo, si se considera el efecto de inhibicion en la agregacion de MB
por la presencia de R101 y las elevadas eficiencias de transferencia no radiativa de
energia obtenidas, ambos colorantes parecen coexistir en la misma region del sélido.
Esto es posible porque la unién quimica de R101 fue llevada a cabo durante mucho
mayor tiempo que la adsorcion de MB. Descartando el efecto del solvente, es posible
que la distribucion de MB se vea afectada por la presencia previa de R101 en la

celulosa.

V.4. Conclusiones

El modelo desarrollado en la Seccion III.1 permite el estudio de la transferencia
de energia en sistemas donor-aceptor. Dependiendo de las caracteristicas del sistema
estudiado se pueden plantear diferentes estrategias para el calculo de las eficiencias de
transferencia no radiativa de energia, Epa. Para el sistema Pheo-MB, donde ambos
colorantes presentan rendimientos cuanticos de fluorescencia semejantes, las eficiencias
de transferencia de energia, para capas dpticamente gruesas de particulas, se calcularon
a partir de los espectros de fluorescencia, previamente corregidos por reabsorcion, es

decir, divididos por v, , . Para el sistema R101-MB la mejor estrategia de calculo se

obtuvo a partir de los rendimientos cuanticos de fluorescencia experimentales, ®ps, ya

que ambos colorantes presentan diferentes rendimientos cudnticos de fluorescencia y
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®,ps resulta ser mucho mas sensible a los cambios en Eps. En ambos casos, las
eficiencias de transferencia no radiativa de energia también se calcularon a partir de los
espectros de fluorescencia en capa fina de particulas.

Las eficiencias de transferencia no radiativa de energia calculadas para capa
gruesa y capa fina de particulas deberian ser coincidentes, ya que dependen de la
distribucion local de aceptores alrededor de cada donor, y también de la distribucion de
donores si se considera la migracién de la energia de excitacion. Sin embargo, para
bajas concentraciones de aceptor, las eficiencias calculadas son menores para capa fina
que para capa gruesa. Esto probablemente se deba a errores experimentales que afectan
la descomposicion de los espectros en capa fina y a incertidumbre en la correccion por
reabsorcion en capa gruesa.

Los procesos fotofisicos involucrados en los sistemas donor-aceptor estudiados
se resumen en el esquema de la Fig. V.15, que es un caso especial del diagrama de la

Fig. IIL.1.

Excitacion

., o
Absorcion 0D

Procesos no
radiativos  (1-E;,)(1-®p)

Procesos Pop Poa Paa
radiativos (1-Ey ) D, / ®, I

b 4
Emision

v Qo Qa v

Fig. V.15 Diagrama de flujo de excitacion en un sistema donor-aceptor

Una parte de la intensidad de luz de excitacion es absorbida por la muestra, Iy(1-
R¢), y una fracciéon ogp excita al colorante donor. El donor excitado puede desactivarse
emitiendo un foton, (1-Epa)®p, transfiriendo la energia de excitacion por resonancia

hacia el aceptor, Epa, 0 mediante mecanismos de desactivacion intrinsecos, (1-Epa)(1-
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®p). Una fraccion de la luz emitida por el donor escapa del sistema y se detecta como
fluorescencia, Qp. El resto es reabsorbido por el mismo pool de donores, Ppp, por los
aceptores (transferencia radiativa de energia), Ppa, 0 por el soporte. De esta manera el
aceptor puede excitarse por transferencia radiativa y no radiativa de energia desde el
donor. Al ser inefectiva la transferencia inversa de energia, el aceptor actuia como
trampa de la energia de excitacion del donor. El donor actia como antena para la
captacion de luz en regiones del espectro donde no absorbe en forma directa el aceptor.
Las eficiencias de transferencia de energia resultaron ser notoriamente elevadas para
sistemas carentes de una organizaciéon molecular preestablecida.

La incorporacién del colorante donor puede afectar la agregacion del aceptor. En
los casos estudiados, la presencia del donor reduce la tendencia a la agregacion del
aceptor. El efecto inverso, la reduccion de la tendencia de agregacion por el aceptor, no
se observa, ya que el donor no se agrega aun en estado puro en las condiciones de
trabajo.

El mecanismo de transferencia no radiativa de energia prevaleciente es el de
Forster. Se ajustaron las eficiencias de transferencia de energia en funcion de la
concentracion de aceptor, considerando una distribucién aleatoria bidimensional de los
colorantes y utilizando el area superficial como parametro de ajuste. Se obtuvo, para
ambos sistemas, un area superficial de 60 m”> g”'. Esta area superficial tiene valor
préctico y caracter predictivo, al menos para muestras preparadas de manera similar
desde el mismo solvente, ya que la distribucién de los colorantes depende de las

condiciones de preparacion de las muestras y el solvente utilizado.
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VI. Sistemas de un Unico carante: atrapamiento de la

energia de excitacion

VI.1. Introduccién

En sistemas de un unico colorante incorporado a sélidos particulados suele
hallarse que los rendimientos cudnticos de fluorescencia, una vez corregidos por
agregacion, reabsorcion y reemision, decrecen con el aumento de la concentracion del
colorante.! En solucion y en liposomas, este tipo de quenchingpor concentracién ha
sido atribuido a la formacion de agregados del colorante y al atrapamiento de la energia
de excitacion del mondmero por parte de los mismos.”® Sin embargo, este fenomeno
puede ocurrir en s6lidos aun en ausencia de evidencia espectroscopica de agregacion.’
Con el objeto de evaluar cuantitativamente el atrapamiento de la energia de excitacion,
se retoma en el presente Capitulo el estudio del azul de metileno (MB) en celulosa (ver
Seccion IV.4) y se incluye el estudio de la fotofisica de rodamina 6G (R6G) adsorbida

en el mismo soporte.

VI.2. Azul de metileno adsorbido sobre celulosa
VI.2.1. Transferencia no radiativa yrapamiento de la energia de excitacion

En la Seccion IV .4 se observé una disminucion de los rendimientos cudnticos de
fluorescencia de MB con la concentracion de colorante, al menos para las muestras mas
concentradas, que no pudo explicarse considerando los efectos de reabsorcion y
reemision. Una posible explicacion de este fendmeno involucra la presencia de
agregados que actuarian como aceptores en procesos de transferencia no radiativa de
energia desde los mondémeros. Estos agregados, no fluorescentes, se comportarian como
trampas de la energia de excitacion. Esta explicacién parece razonable teniendo en
cuenta la superposicion existente entre el espectro de fluorescencia del mondémero y el
espectro de absorcion del dimero (Fig. IV.19 y IV.21) y el alto grado de dimerizacion

de las muestras mas concentradas, considerando que para los sistemas donor-aceptor se
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evidencio la existencia de eficientes procesos de transferencia no radiativa de energia
(Capitulo V). En base al modelo de la Seccion II1.1, las eficiencias de transferencia no
radiativa de energia del monomero al dimero se calcularon a partir de la ecuacion II1.18
(donde A y B en dicha ecuacion corresponden al mondémero y al dimero,
respectivamente). El rendimiento cuéantico de fluorescencia del mondmero en ausencia
de trampas, @y, es el rendimiento cudntico obtenido para las muestras mas diluidas
(Tabla IV.2), para las cuales la transferencia no radiativa de energia es presumiblemente
ineficiente. Considerando las muestras I a IV, &y = 0,18 + 0,03. Las eficiencias de
transferencia no radiativa de energia calculadas para las muestras mas concentradas son:
0,22 (V), 0,39 (VI), 0,55 (VII) y 0,61 (VIII).

Para interpretar cuantitativamente este fenomeno de atrapamiento de la energia
de excitacion, se aplico un modelo matematico basado en la teorfa de Forster,”® que
considera una distribucion aleatoria bidimensional de mondémeros (M) y trampas (T).
Considerando que las trampas no emiten, de manera que no pueda haber transferencia
inversa (trampas perfectas), las ecuaciones del modelo se obtienen a partir de resolver la
ecuacion general (I11.20) de Fung y Stryer para las condiciones propuestas (ver Seccion
1.2, ecuacion (I11.21)). De acuerdo con la definicion de la eficiencia de transferencia

no radiativa de energia:

@T
Eyy =1- 22 (VL)

M

donde Ewr es la eficiencia de transferencia no radiativa de energia M-T y @}, es el

rendimiento cudntico de fluorescencia del mondmero en presencia de trampas, los

rendimientos cuanticos de fluorescencia se calculan como:

T
g_M = [ exp(-x ~T(213) (8/3,) x"* ) dx (V1.2)
M

donde x = t/t y T es el tiempo de vida del mondémero en ausencia de T; I es la funcion
gamma; 0 es la concentracion superficial de T; y 8¢ = l/nRoz, donde Ry es el radio
critico de Forster para la transferencia M-T. Para aplicar este modelo es necesario

conocer las concentraciones superficiales de M y T, y el radio critico de Forster.
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Para obtener el radio critico de Forster se debe calcular la integral de
solapamiento (Seccion 11.9), que involucra la emision de MB (Fig. IV.21) normalizada a
area unitaria y la absorcion del dimero (Fig. IV.19). Dado que para los agregados no se
conoce el espectro de absorcion absoluto, para estimar Ry se escald el espectro de
absorcion del monomero en celulosa al de MB en agua a igual area y luego se estimo el
coeficiente de absorcion del dimero a partir de la relacion entre las funciones de
remision de ambas especies en celulosa. Considerando @y = 0,18, K= 0,476 yn=1,47
(glicerol), se obtiene Ry = 38,5 A.

En los sistemas estudiados las concentraciones se conocen en pmoles de
colorante por gramo de celulosa. Dado que se debe trabajar con concentraciones
superficiales (considerando dos dimensiones), es necesario conocer el area superficial
accesible de la celulosa. En los sistemas donor-aceptor (Capitulo V) fue posible estimar
el area superficial, considerando un sistema bidimensional, en 60 m’ g'], de acuerdo a
los ajustes de las eficiencias de transferencia de energia en funcion de la concentracion
de aceptor. Este valor, junto con el de la constante de dimerizacién, Kq = 2,25 g pmol™,
obtenida para MB en celulosa (ver Seccion 1V .4), fueron utilizados para estimar las
concentraciones superficiales de M y T.

Los resultados obtenidos a partir de la ecuacion (VI.2) son comparados con los
experimentales en la Fig. VI.1, obteniéndose una excelente concordancia. En
consecuencia, el descenso de los rendimientos cuanticos de fluorescencia con la
concentracion de MB puede explicarse cuantitativamente considerando a los dimeros

como trampas perfectas de la energia de excitacion.
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Fig. VI.1. @ /®,, en funcién de la concentracion de MB en celulosa: datos

experimentales (circulos) y modelo de atrapamiento (linea llena); las barras

corresponden al error en el rendimiento cuantico de fluorescencia.

VI.2.2. Discusion

La presencia de dimeros no fluorescentes de MB en celulosa reduce el
rendimiento cuantico de fluorescencia observado para el mondmero. A bajas
concentraciones, su efecto consiste principalmente en la absorcion directa de la luz de
excitacion y en la reabsorcion de la emision de los mondémeros (transferencia radiativa
de energia). Estos fendmenos son considerados por el modelo presentado en la seccion
I1.8. A mayores concentraciones, la distancia media entre los mondmeros y los
agregados se hace mas pequefia y empieza a ser efectiva la transferencia no radiativa de
energia por resonancia, actuando los dimeros como trampas de la energia de excitacion
del monomero. Las eficiencias de transferencia de energia alcanzan valores de alrededor

del 60% para las muestras mas concentradas.
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VI.3. Rodamina 6G adsorbida sobre celulosa

R6G, cuya estructura se muestra en la Fig. V1.2, es un colorante xanténico. Dado
. ., .. . . ., *
su elevado coeficiente de absorcion en el visible, atribuido a una transicion T — x,’ su
rendimiento cuantico de fluorescencia cercano a la unidad (® = 0,95 en etanol)® y su
fotoestabilidad, ha sido ampliamente utilizado en diversas aplicaciones, entre otras,
: 9 , .10
como marcador fluorescente en microscopia, como estandar de fluorescencia "~ y en los

ILI2 By la altima década ha sido

primeros laseres de colorante desarrollados.
intensamente estudiado como colorante para el desarrollo de laseres de estado solido,
incluyéndolo en diferentes materiales,"> como por ejemplo xerogeles,'* matrices solidas

15,16 - . e (17 . .
"y materiales hibridos orgénicos-inorganicos. ' El estudio de la fotofisica

poliméricas
de R6G en soélidos, particularmente a elevadas concentraciones de colorante, es
importante para el desarrollo de estas y otras aplicaciones.

En esta seccion se aborda el estudio de la fotofisica de R6G adsorbida sobre
microparticulas de celulosa, con especial énfasis en el efecto de la concentracién de

colorante y de las interacciones intermoleculares sobre las propiedades fotofisicas del

sistema.

clo,

+
HsC,HN 0 _NHCoHg
‘ Fig. VIL.2. Estructura de la
=

rodamina 6G.

COOC,Hs

VI.3.1. Reactivos y preparacion de las muestras

La pureza de R6G (perclorato, grado laser, Kodak) fue comprobada por
espectroscopia de absorcion. Las microparticulas de celulosa (pH 5-7, tamafo de

particula promedio: 20 um, Aldrich) fueron lavadas, previamente a la preparacion de las
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muestras, mediante un procedimiento en cinco pasos, que incluye agitaciéon magnética
durante 2 horas en diferentes solventes y separacion por filtracion después de cada paso.
La secuencia de solventes usada fue: agua (MilliQ), agua:metanol (1:1), metanol,
metanol:dietiléter (1:1) y dietiléter. El etanol (pureza 99,5%), el metanol y el dietiléter
fueron obtenidos de Cicarelli (grado analitico) y usados sin purificacion posterior.
Finalmente la celulosa fue secada al vacio a 40 °C durante 24 horas. Se llevaron a cabo
experiencias con muestras sin lavar y lavadas con el objeto de comprobar la presencia
de posibles impurezas, causantes de alguna absorcidon o emision, que podrian afectar la
fluorescencia de los colorantes. No se observaron diferencias significativas en los
espectros de reflectancia y fluorescencia, al menos entre 400 y 800 nm. Si bien en los
sistemas anteriores no se aplico este procedimiento, estos resultados demuestran que no
hubiera sido necesario.

Las muestras se obtuvieron a partir de la evaporacion del solvente en
suspensiones de la celulosa previamente lavada en soluciones de R6G en etanol. Para
ello se prepararon soluciones de concentracion conocida de R6G con un volumen de 20
cm’ y se suspendié 1 g de celulosa en cada una de ellas. El etanol fue evaporado en un
evaporador rotatorio a 40 °C durante aproximadamente 20 minutos. Los tiempos de
evaporacion fueron mantenidos aproximadamente constantes con el objeto de asegurar
condiciones idénticas de adsorcion del colorante e hinchamiento de la celulosa.
Finalmente, las muestras fueron secadas al vacio a 40 °C durante 48 horas. Las muestras
fueron secadas de la misma manera, al menos 24 horas, antes de realizar las medidas de

reflectancia y emision.

VI.3.2. Absorcidn y emision

Los espectros verdaderos de funcién de remision fueron calculados de acuerdo
con el método descripto en la Seccion I1.4 y se muestran normalizados en la Fig. VI.3.
Para tal fin se determinaron las reflectancias con y sin filtro Schott BG18 (2 mm), que
absorbe una importante fraccion de la fluorescencia. Por claridad, las muestras mas
diluidas (I — III, ver Tabla VI.1) no se incluyen en la figura debido a que los resultados
presentan un importante error experimental. El maximo de absorcion se localiza a (536
+ 2) nm con un hombro alrededor de 500 nm. En comparaciéon con el espectro del

colorante en soluciéon (Fig. V1.3), el maximo se halla desplazado hacia el rojo entre 2 y
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5 nm en el solido y el espectro es sensiblemente mas ancho. El ensanchamiento
espectral de las muestras solidas puede atribuirse a la heterogeneidad de la muestra
debido a la existencia de un microentorno variable en los sitios disponibles para la

adsorcion del colorante. Aln asi, los espectros son muy similares entre si.

0,8

0,6

F(R) / F(R )nax

=
i

0,2

400 450 500 550 600
long. de onda / nm

Fig. V1.3. Espectros de absorcion de R6G normalizados: F(R) en celulosa (lineas llenas)

y absorbancia en etanol (linea punteada). Inserto: F(R) en funcion de la concentracion
de R6G en celulosa.
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Se grafico el maximo de F(R) en funcion de la concentracion de colorante (ver
inserto en la Fig. V1.3). A 536 nm se encontr6 una dependencia lineal con excepcion de
la muestra mas concentrada, cuyo valor de F(R) en el maximo de absorcion
probablemente esté¢ subestimado debido a la baja reflectancia (R < 0,1). Los datos
graficados a 500 nm, con reflectancias mas altas, muestran también un comportamiento
lineal, pero ahora extendido sobre todo el intervalo de concentraciones. Por lo tanto se
puede decir que no se detecta la presencia de agregados en el estado fundamental en

todo el intervalo de concentraciones.

Tabla VI.1. Fluorescencia de R6G en celulosa.

Muestra Co/ pmol g P *° Typ /18" r

I 0,021 0,89 £ 0,05 --- ---

11 0,042 0,92 £0,02 --- -

I 0,079 0,98 + 0,02
v 0,159 0,90 £ 0,02 3,41 +0,33 0,984
A% 0,317 0,91 £0,02 4,31+0,26 1,074
VI 0,793 0,86 £0,01 3,22+0,08 0,866
VIl 1,000 0,79 £0,01 3,20+ 0,10 0,986
VIII 2,000 0,66 +£0,01 2,98 £ 0,06 1,136
IX 4,010 0,53 +£0,01 2,78 £ 0,04 1,049
R6G en etanol --- 0,95+0,01 4,11 £0,02 1,110

2 =500 — 550 nm; " ajuste monoexponencial

Los espectros de emision de las muestras fueron determinados excitando a 490
nm y utilizando un filtro Schott OG530 (capas gruesas) y Schott OG515 (capas finas)
para evitar la llegada de luz de excitacion al detector Los espectros de emision
normalizados en capa gruesa se muestran en la Fig. VI.4. Con el aumento de la
concentracion, el maximo de emision se desplaza hacia el 10jo (Amax = 559 — 572 nm) y

aparece un hombro a mayores longitudes de onda, atribuible a efectos de filtro interno.

152



Capitulo VI: Sistemas de un tinico colorante: atrapamiento de la energia de excitacion

Ir/ If,max

0 ‘ ‘ —

530 580 630 680
long. de onda / nm

Fig. VI.4. Espectros de emision normalizados en capa gruesa para R6G en celulosa.

Longitud de onda de excitacioén: 490 nm.

Estos espectros fueron corregidos por reabsorcion a través de la division por

Y1, Y S€ obtuvo una muy buena concordancia con los obtenidos para capas finas de

particulas, como se muestra en la Fig. VL.5 para la muestra V. Los espectros en capa
fina para las mayores concentraciones (muestras VIII y IX) muestran un corrimiento
hacia el rojo, dependiente de la concentracion y no mayor que 6 nm, respecto de las
capas gruesas corregidas (resultados no mostrados). Estos resultados indican que, para
las muestras mas concentradas, existe una reabsorcion remanente en las capas finas que
no se puede eliminar disminuyendo el espesor de la capa. Los espectros de emision
corregidos por reabsorcion se muestran en la Fig. VI.6. Los maximos de fluorescencia
se desplazan desde 551 a 557 nm, con el aumento de concentracién de colorante. Este
corrimiento de Stokes dependiente de la concentracion es comunmente observado en
colorantes soportados en materiales sélidos a altas concentraciones locales y es
atribuido a las interacciones entre el estado excitado y las moléculas vecinas en el

estado fundamental. Fuera del corrimiento citado, los espectros son muy similares entre
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Ir/ If,max

530 580 630 680
long. de onda / nm

Fig. VI.5. Comparacion de los espectros de emision de la muestra V excitada a 620 nm:
capa gruesa (linea llena), capa fina (linea quebrada), y capa gruesa corregida (linea

punteada).

Is/ If,max

530 580 630 680
long. de onda / nm

Fig. VI.6. Espectros de emision normalizados en capa gruesa corregidos por efecto de
filtro interno (lineas llenas) para R6G en celulosa. La linea punteada corresponde al

espectro de emision en etanol. Longitud de onda de excitacion: 490 nm.
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si y coinciden con el espectro de emision de R6G en etanol. Estas evidencias avalan la

aplicacion del procedimiento de correccion utilizado.

VI.3.3. Rendimientos cuanticos grtipos de vida de fluorescencia

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados, ®@.ps, determinados en
forma absoluta en el intervalo de excitacion entre 500 a 550 nm se muestran en la Fig.
VL1.7. Por claridad, los resultados para las muestras mas diluidas, coincidentes con los de
las muestras IV y V, fueron omitidos en la figura. Se obtuvieron valores de alrededor de
0,85 para las muestras mas diluidas, que decrecen con el aumento de la concentracion
del colorante. Se observa también una cierta dependencia de estos valores con la
longitud de onda de excitacion. Estos resultados son l6gicos, ya que @ depende de los
procesos de reabsorcion y reemision y la probabilidad de reabsorcion es funcion de la

concentracion de colorante y de la longitud de onda de excitacion.

1
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Fig. VI.7. Rendimientos cuanticos de fluorescencia observados para las muestras IV a

IX.
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Los rendimientos cuanticos verdaderos, ®, corregidos por reabsorcion y
reemision (ver Seccion 11.8), se muestran en la Fig. VI.8. Los valores son mayores que
los de @, y la dependencia con la longitud de onda es practicamente despreciable. A
partir de la muestra V se observa un continuo decrecimiento en el valor de ®@ con el
aumento de la concentracion del colorante, lo que implica que ocurre algin tipo de
desactivacion del estado excitado dependiente de la concentracion. Considerando las
muestras I a V, se obtiene ® = 0,92 + 0,03, valor similar al hallado en solucién (ver

Tabla VI.1).

Br000oRYY800005E0BBRog0g Q
ggggggigggcggcﬂﬂﬂﬂﬂGGUDDDDDDomoggggggggoggggggggg
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0.6
& QOGO OO o oo RO LOG OO0 Q0000000000000 0000000 0000000
0.4
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200 210 520 530 2410 540
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Fig. VI1.8. Rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos para las muestras IV a

IX.

Las curvas de decaimiento de fluorescencia fueron obtenidas para capas finas de
particulas mediante excitacion en modo frontal. Se utilizaron filtros para la excitacion,
Schott BG3 (2 mm), y para la emision, Schott OG530 (2 mm). El primer filtro restringe
el intervalo de longitudes de onda de excitacidon, absorbiendo particularmente a la

longitud de onda de deteccion (560 nm), y el segundo evita que la luz de excitacion
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reflejada por la muestra alcance el detector, aun cuando se cuenta con monocromador de
emision.

La deconvolucion de los decaimientos por monoexponenciales evidencia
desajustes en el entorno del pulso de excitacion, como se observa en la Fig. VI.9 para la
muestra [X. Los tiempos de vida aparentes se muestran en la Tabla VI.1. Las muestras I
a V presentan relaciones sefial/ruido muy bajas, especialmente las tres primeras, que
fueron excluidas de la tabla. En lineas generales, los tiempos de vida aparentes
obtenidos para las muestras mas diluidas son similares al del colorante en solucion, y
decrecen paulatinamente con la concentracion. Las muestras VIII y IX presentan
reabsorcion remanente en las capas finas. Aunque la reemision afecta a los decaimientos
de fluorescencia, aumentando los tiempos de vida observados,18 este efecto no
compensa al decrecimiento registrado al aumentar la concentracién de colorante. Este
decrecimiento puede ser atribuido a la desactivacion del estado singlete del mondmero
por transferencia no radiativa de energia a especies que actian como trampas de la
energia de excitacion. En la proxima seccion se discutird la naturaleza de estas posibles

trampas.

0 10 20 30
tiempo / ns

Fig. VI.9. Decaimiento de fluorescencia de R6G en celulosa para la muestra IX:
resultados experimentales (circulos); ajuste monoexponencial (t = 2,78 ns, linea

punteada); ajuste con el modelo (a) para t = 3,2 ns (linea llena) (ver texto).
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VI.3.4. Transferencia no radiativa yrapamiento de la energia de excitacion

En el caso de MB, el descenso del rendimiento cuantico de fluorescencia
verdadero con la concentracion del colorante pudo explicarse por la presencia de
dimeros en estado fundamental que actian como trampas de la energia de excitacion.
En el caso de R6G la situacion es diferente, ya que se observa un descenso de @ con la
concentracion, pero al mismo tiempo no existe evidencia espectroscopica de
agregacion. Una posible explicacién puede ser la presencia de agregados en estado
fundamental en concentraciones lo suficientemente bajas para no ser detectados por los
cambios en los espectros de absorcion asociados con la agregacion. Sin embargo, las
concentraciones excesivamente bajas pueden descartarse porque en ese caso la
probabilidad de transferencia de energia seria muy pequefia. Eventualmente, las trampas
podrian estar presentes en concentraciones apreciables en tanto el espectro de absorcion
sea el mismo que el del mondémero libre. Otra opcidn involucra la formacion de trampas
estadisticas, como por ejemplo excimeros no emisores (excimeros oscuros), que no son
detectables por espectroscopia de absorcidn, ya que no interactian en el estado
fundamental, pero que si pueden ser responsables de la pérdida de energia de excitacion.
En ambos casos, estas trampas o agregados pueden excitarse por absorcion directa y por
transferencia de energia desde los mondmeros libres.

Sea cual fuere la naturaleza de las trampas, en tanto se trate de agregados o
excimeros, se aplicaran ecuaciones del tipo de (I11.22) y (V1.2), ya que el fenémeno a
interpretar es esencialmente el mismo. Se considerara, por lo tanto, una distribucion
aleatoria de mondémeros y trampas con una geometria bidimensional. Sin embargo, a
diferencia del caso de MB, en que los dimeros pudieron caracterizarse y cuantificarse y
los rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos calcularse sin ambigiiedad en
base a resultados espectroscopicos, en este caso no puede accederse experimentalmente
a dichas propiedades sin efectuar suposiciones adicionales.

De acuerdo con el modelo desarrollado en la Seccién III.1 para sistemas de dos
especies, considerando a las trampas como aceptores no fluorescentes, la eficiencia de
transferencia no radiativa de energia puede calcularse a partir de la ecuacion (I11.9), que

en este caso coincide con la ecuacion (II1.18).

1 ()]
Ey=1- obs (VL3)
Dy D, Py + 0 Qy
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Esta ecuacion se obtuvo considerando que las trampas no emiten, de tal manera que los
tres tltimos términos de la ecuacion (I11.9) se anulan y A = 1 — pmm (A y B representan
en la ecuacion (II1.9) al mondmero libre, M, y a las trampas, T, respectivamente).
Excepto Emt, en el caso de MB todos los parametros son accesibles experimentalmente
en base a medidas de reflectancia y fluorescencia. En el caso de R6G, el calculo
requiere considerar algin modelo que permita obtener la concentracién de monoémeros
libres y trampas.

Antes de evaluar posibles modelos para el calculo de la concentracion de las
trampas, conviene reformular la ecuacion (VI.3) haciendo la suposicion de que tanto los
mondmeros libres como las trampas tienen el mismo espectro de absorcion. Esta
suposicion es razonable, ya que la forma de los espectros de funcion de remision es
independiente de la concentracion de colorante (Fig. VI.3). Si ello es asi, se desprende
inmediatamente que o es independiente de la longitud de onda e igual a agm y a la
fraccion molar de monoémero libre, considerando en este ultimo caso que las unicas
especies que absorben luz son el mondémero y las trampas. En estas condiciones, la

ecuacion (VI.3) se puede transformar en:

T
(D—M.aM =(1-E,;; )0, = ! Doy, (V1.4)
(DM (DM cI)obsPMM/aM +QM

La primera igualdad surge de la definicion de la eficiencia de transferencia no radiativa
de energia (ecuacion (VI.1)). De acuerdo con la definicién de Py (ecuacion (I11.1)) y 1a
constancia de oy con la longitud de onda, el Gltimo miembro resulta independiente de
am Y, con ello, de la fraccion de mondmero libre. Ello hace posible su evaluacion a
partir de datos experimentales. En particular, @y se obtiene por extrapolacion a bajas
concentraciones de colorante, en situacion tal que el nimero de trampas es despreciable.
En la Seccion VI.3.3 se obtuvo @y = 0,92 £ 0,03 para las muestras I a V (ver Tabla
VL.1).

Debido a la ausencia de evidencia espectroscopica de agregacion, los radios de
Forster fueron considerados iguales que para la transferencia de energia entre
monodmeros, suponiendo que los espectros de los monomeros y de las trampas son

idénticos. La integral de solapamiento de Forster se calculd escalando el espectro de
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absorcion de R6G en celulosa al correspondiente en etanol. Considerando @y = 0,92, i
= 0,476 y n = 1,47 (glicerol), se obtuvo Ry = 51,0 A para la transferencia M-M y se
adopto ese valor para la transferencia M-T. El mismo result6 del orden de los calculados
para R6G en solucion de etilenglicol,” solvente en que la dimerizacién se observa
espectroscopicamente. Los valores calculados en dicho caso fueron Ry = (55,0 £ 0,2) A
para M-M y (48,3 =£0,2) A para M-D a 293 K.

Las concentraciones superficiales totales de R6G fueron calculadas
considerando un area superficial de 60 m* g, valor comun al resto de los sistemas ya
descriptos. Debido a que la naturaleza de las trampas es desconocida, se ensayaron dos
modelos diferentes para la determinacion de la concentracion superficial de las mismas,

considerando que (a) se trata de dimeros o (b) son trampas estadisticas.

Para el modelo (a) se considerd que las trampas estan formadas por especies

diméricas en equilibrio con el mondémero libre.

2M « T

5
K,=——
(c-20)

(VLS)
donde o y 0 son las concentraciones superficiales total y de dimeros, respectivamente.
A partir de estos valores, la fraccion de mondmeros puede calcularse como oy = 1-
(26/0). Debido a que solo se conoce o, los valores de O se calcularon a partir de
establecer valores para Ky. (@, /®,,)a,, se calculd en forma tebrica, en base a la
ecuacion (VI.2), y se ajusto a los resultados experimentales, calculados con la ecuacion

(V1.4), usando K4 como variable de ajuste. Se obtuvo un muy buen ajuste para Kq =

(0,045 + 0,005) g pmol™, como se observa en la Fig. VI.10.
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(D" / D) o

0,0 T T

0,01 0,1 1 10
Cp / pmol g'l

Fig. VI.10. (®,,/®,,)a, para R6G en celulosa en funciéon de la concentracion

analitica de colorante: resultados experimentales (circulos) y modelo de dimerizacion

para Kq= 0,045 g pmol™ (linea solida) y Kq+ 0,005 g pmol™ (lineas quebradas).

Considerando las concentraciones superficiales de T calculadas del analisis de
rendimientos cuanticos, los decaimientos teoricos de fluorescencia fueron calculados a
partir de la ecuacion (II1.22), convolucionando el pulso de excitacion. Los decaimientos
teoricos se ajustaron a los decaimientos experimentales de las muestras VII a IX,
usando t e Iy como parametros variables. Se obtuvieron resultados similares para las tres
muestras, como se observa en la Fig. VI.9 para la muestra IX. En todos los casos se
obtuvo un mejor ajuste utilizando la ecuacion del modelo teoérico (ecuacion (I111.22)) que
considerando decaimiento monoexponencial, siendo la diferencia mas importante para
la muestra mas concentrada, debido a que presenta mayor concentracion de trampas.
Los ajustes monoexponenciales, ain cuando presentan pardmetros estadisticos
relativamente buenos (ver Tabla VI.1), no permiten explicar el comportamiento a
tiempos cortos, mientras que el modelo de atrapamiento ajusta bien a todos los tiempos.
Los mejores ajustes se obtuvieron para T = 3,2 ns independientemente de la
concentracion. Estos resultados indican que el modelo de atrapamiento por trampas

diméricas es adecuado para representar los resultados experimentales.
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Para el modelo (b) se consider6 que las trampas se forman cuando un par de
monodmeros, que conservan su individualidad en el estado fundamental, se localizan
muy cercanos entre si. Se considerd una distribucién de Poisson de los colorantes vy,
como en el modelo de Perrin,” una distancia maxima de atrapamiento. De acuerdo con

este modelo:
20 =l-exp(—m réc) (VL6)
c

donde (28/0) es la fraccion de mondmeros que forman trampas diméricas. Este valor se
calculd en forma aproximada como la probabilidad de que una molécula coexista con
una o mas moléculas a una distancia inferior a rq, denominada radio de quenching
Seglin esta ecuacion, los grupos de mas de dos mondmeros son considerados como
trampas diméricas. Esta aproximacion solo produce errores en la concentracion de

trampas menores al 5% en todos los casos.
Los valores de (®, / ®,,)a,, tedricos, calculados en base a la ecuacion (VI.2),

se ajustaron a los resultados experimentales, calculados con la ecuacion (VI.4), usando
rq como variable de ajuste (Fig. VI.11). Se obtuvo un muy buen ajuste para ro = (15 +
1) A, distancia en el orden de las dimensiones moleculares,”' lo que implica que las

moléculas que conforman las trampas se hallan muy cercanas entre si.
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(D" / D) o

0,0 T T
0,01 0,1 1 10

Cp / prnol g'l
Fig. VI.11. (®,,/®,,)a, para R6G en celulosa en funcién de la concentracion

analitica de colorante: resultados experimentales (circulos) y modelo de trampas

estadisticas pararg =15 A (linea llena) y rq = 1 A (lineas quebradas).

El complemento a 1 de @,, / @,, es la eficiencia de transferencia no radiativa de
energia M-T (ecuacion (VI.1)), responsable del mecanismo dinamico de quenchingde
la fluorescencia. El complemento a 1 de (®,, / ®,,)a,, representa la eficiencia total de

atrapamiento, ya que incluye tanto la transferencia de energia como la absorcion directa
de las trampas. La diferencia entre ambos representa la importancia relativa del
quenchingestatico, dado por la absorcion de las trampas. La comparacion entre ambos
modelos y la importancia relativa del quenchingestatico y dinamico se observa en la

Fig. VL12.
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1.0 A 1.0
T T
@,"/ @, ), (@ /Dy)
0.5 A - 0.5
0.0 . . 0.0
0.01 0.1 1 10

C, / umol g'1
Fig. VI.12. (®,,/®,)a, para R6G en celulosa en funciéon de la concentracion
analitica de colorante. Circulos, resultados experimentales; lineas solidas, modelo de

dimerizacion; lineas quebradas: modelo de trampas estadisticas. (®,, / ®,,)o,, muestra

el quenchingotal, mientras que @, / ®,, muestra el quenchinglinamico. La diferencia

entre ambos valores representa la importancia relativa del quenchingestatico.

De acuerdo con estos resultados, las trampas serian grupos de moléculas
cercanas, ya sea que ¢éstas interactiien o no en el estado fundamental, atin cuando no se
observa evidencia de agregacion en los espectros de absorcion. El radio de quenching

estimado es consistente con el bajo valor hallado para la constante de dimerizacion.

VI.3.5. Migracion de la energia de excitacion

El modelo tedrico aplicado so6lo toma en cuenta la transferencia de energia
directa (transferencia en un solo paso), es decir, considera la transferencia de energia
desde un mondémero de R6G excitado hacia una distribucion promedio de trampas, no

incluyendo la posibilidad de migracion de la energia de excitacion entre monomeros de
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R6G. Esta aproximacion puede ser aplicada cuando la concentracion de donor es
suficientemente baja o su corrimiento de Stokes es suficientemente alto para prevenir la
migracion de largo alcance. La misma podria aplicarse incluso a elevadas
concentraciones de donor, siempre y cuando la concentracion de aceptor (trampas) sea
suficientemente alta para reducir el alcance de la migracion de la energia de excitacion.
Cuando se tienen altas concentraciones de donor y bajas de aceptor y no hay
transferencia inversa de energia, la migracion entre donores aumenta la eficiencia de la
transferencia, en comparacion con lo esperado por atrapamiento directo. Este efecto fue
tratado tedricamente para moléculas de colorante en solucion a elevadas
concentraciones.”>> Los efectos de la migracién podrian ser importantes y deberia
esperarse un efecto mas pronunciado de atrapamiento que el predicho por transferencia
directa. Esto indica que los modelos basicos aplicados probablemente sobreestiman los
valores de Ky y rq.

El efecto de la migracion de energia en el atrapamiento fue estudiado mediante
simulaciones computacionales usando el modelo markoviano descripto en la Seccion
I11.2. Las simulaciones en 2D, considerando un area superficial de 60 m* g, fueron

utilizadas para evaluar las eficiencias de transferencia no radiativa de energia M-T. A
partir de estos valores se calculd (@}, / @,,)a.,, , considerando la ecuacion (VI.1) y oy =

1-(28/6) (Seccion VI.3.4). Los valores de 6 se calcularon en base a los modelos (a) y
(b), utilizando Ky y rqo como pardmetros variables, respectivamente. Los resultados
teoricos se ajustaron a los valores experimentales obtenidos a partir de la ecuacion
(V1.4). Se obtuvieron muy buenos ajustes a partir de Kq ~ 0,03 g pumol™ (Fig. VI.13) y
rq ~ 12 A (resultados no mostrados). Estos valores, aunque inferiores (como era de
esperarse), son similares a los predichos por los modelos basicos, K4 = (0,045 £+ 0,005)
g pmol™ y ro = (15 £ 1) A, indicando que el efecto de la migracion de energia es
pequeno.

Cabe mencionar, sin embargo, que los parametros obtenidos, Kd y rq, surgen de
considerar un sistema bidimensional. Estos calculos podrian ser refinados si se

conociera la dimensionalidad del sistema.
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(byy" / 1) oom
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0,01 0,1 . 1 10
Cp / pmol g

Fig. VI.13. (®,,/®,)a,, para R6G en celulosa en funciéon de la concentracion

analitica de colorante: resultados experimentales (circulos); resultados de la simulacion

computacional para K4=0,03 g ].Lmol'1 (puntos) y linea de tendencia (linea llena).

V1.3.6. Identidad de las trampas

Bojarski et al. obtuvieron una constante de dimerizacion para R6G en soluciones
de etilenglicol de 5,4 + 0,1 M a 293 K. Para una concentracion analitica de hasta 0,02
M, la fraccion de colorante en forma de dimeros es menor de 0,15. En estas
circunstancias, se observan cambios minimos en la intensidad y forma del espectro de
absorcion. El primer cambio detectable en el espectro aparece como una disminucion de
la absorcion en la banda correspondiente al maximo. En celulosa, la fraccion de
colorante que conforma las trampas, (1 — ou), considerando ambos modelos y sus
respectivas simulaciones, fue estimada en 0,10 — 0,13 y 0,17 — 0,22 para las muestras
VIII y IX, respectivamente. La desviacion en el maximo de absorcion de la muestra IX
respecto de la dependencia lineal con la concentracion (ver inserto en la Fig. VI.3) fue
atribuida a la baja reflectancia de la muestra. Es posible que esto oculte desviaciones en

el espectro asociadas con la formacion de agregados. Las trampas podrian ser especies
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diméricas en el estado fundamental. Sin embargo, la presencia de trampas estadisticas,
indetectables por espectroscopia de absorcidon, no puede ser descartada.

Para R6G en solucion de etilenglicol y en peliculas de alcohol polivinilico™ se
hall6é evidencia de fluorescencia de los dimeros. En ambos casos se estimaron bajos
rendimientos cudnticos de fluorescencia (menores de 0,02). Si éste es el caso para R6G
en celulosa, podria haber transferencia de energia desde los dimeros a los mondémeros
(trampas imperfectas). Sin embargo, si se toma en cuenta el bajo rendimiento cuantico
del dimero, la emisién del dimero y el efecto de la transferencia T-M deberian ser
despreciables.

Se requieren mayores concentraciones de colorante para un analisis mas
detallado, pero las dificultades relacionadas con las bajas reflectancias hacen a este
estudio muy dificil. La diluciéon de las muestras con soporte sélido podria en principio
ser util, pero pudo demostrarse que a través de este método los valores de funcion de
remision dejan de depender linealmente con la concentracion, probablemente debido a

problemas en la aplicabilidad de la teoria de Kubelka-Munk.

VI.3.7. Discusion

Se pudo demostrar que aun en ausencia de evidencia espectroscopica de
agregacion puede haber atrapamiento de la energia de excitacion cuando se trabaja con
elevadas concentraciones de colorante. En estas condiciones, las moléculas del
colorante se disponen muy cercanas entre si conformando trampas de la energia de
excitacion. Estas trampas pueden ser agregados en el estado fundamental o
eventualmente agrupaciones de moléculas capaces de formar excimeros no emisores
(trampas estadisticas). En cualquiera de los casos, el atrapamiento de la energia de
excitacion ocurre por mecanismos estaticos, a través de la absorcion directa de las
trampas y de la transferencia radiativa de energia, y dindmicos, por transferencia no
radiativa de energia desde el colorante monomérico. El mecanismo predominante de
atrapamiento, en la muestras mas concentradas, es la transferencia no radiativa de
energia M-T.

Se puede concluir que el atrapamiento de la energia de excitaciéon pone un limite
maximo a las concentraciones efectivas de trabajo en sistemas que presentan baja

tendencia a la agregacion.
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VI.4. Conclusiones
La fotofisica de sistemas con un Unico colorante en presencia de trampas de la

energia de excitacion puede representarse en el diagrama de la Fig. VI.14, que es un

caso especial del diagrama de la Fig. II1.1.

Excitacion

., o a
Absorcion oM oT

Dimero o
trampa
estadistica

Procesos no
radiativos (1_E)(1_¢M)

Procesos Pum Put
radiativos (1-E)D, /

¥
Emision

v QM

Fig. VI.14. Diagrama de flujo de excitacion en sistemas de un unico colorante con

trampas perfectas de la energia de excitacion.

Las trampas actiian como sumideros de la energia de excitacion, al igual que los
aceptores en los sistemas donor-aceptor estudiados (ver Fig. V.14). Pueden excitarse
por absorcion directa de la luz de excitacion o por transferencia de energia desde los
monomeros, a través de mecanismos radiativos y no radiativos (Forster).

Las trampas pueden estar constituidas por agregados del colorante en el estado
fundamental o eventualmente por agrupaciones de moléculas que, frente a la excitacion
de una de ellas, determinan la formacion de excimeros que se desactivan principalmente

por mecanismos no radiativos (trampas estadisticas).
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VIl. Conclusiones generales y prospectiva

VII.1. Conclusiones generales

El estudio de la fotofisica en sistemas compuestos por particulas de tamano
micrométrico presenta, en general, mayores dificultades que el de los sistemas en
solucion. Entre los factores a tener en cuenta, cabe mencionar: 1) las interacciones entre
los colorantes y la superficie; 2) los procesos de reabsorcion y reemision a elevadas
concentraciones de colorante; 3) la dispersion multiple de la luz; 4) la formacion de
agregados de colorante en estado fundamental; y 5) otras interacciones que conllevan a
la desactivacion del estado excitado. El andlisis cuantitativo de estos efectos representa
un reto que ha atraido la atencion de fotoquimicos y espectroscopistas durante mucho
tiempo, aunque todavia quedan muchas preguntas a responder y muchas cuestiones que
dilucidar al respecto.

En el presente trabajo se aplicaron y desarrollaron diversos métodos y modelos
que tienen en cuenta la reabsorcion y la reemision de fluorescencia, la transferencia no
radiativa de energia singlete-singlete y la determinacion de rendimientos cuanticos de
fluorescencia relativos y absolutos. Los soélidos fueron estudiados mediante
espectroscopia de fluorescencia y reflectancia en muestras Opticamente gruesas
(transmision despreciable) y finas (reabsorcion despreciable). Las muestras en capa
gruesa resultaron utiles para el estudio de las interrelaciones entre los procesos de
transferencia radiativos y no radiativos de energia.

En todos los casos se uso un soporte modelo, la celulosa microcristalina, que si
bien presenta algunas dificultades en cuanto a su caracterizacion fisicoquimica, posee
propiedades que facilitan el estudio de los procesos fotofisicos objeto de este trabajo.
Con excepcion de un caso en que el colorante se unid quimicamente a la superficie del
soporte, la gran mayoria de los sistemas estudiados comprenden colorantes adsorbidos
fisicamente, lo que permitio un estudio sistematico del efecto de la concentracion sobre
las propiedades fotofisicas.

Se estudiaron sistemas de un solo colorante y pares de colorantes con importante
solapamiento espectral (sistemas donor-aceptor). A pesar de que los sistemas de un

unico colorante son comparativamente mdas simples, la experiencia indica que su
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caracterizacion fotofisica completa es imposible si no se emplean resultados obtenidos
en sistemas de dos colorantes. Esto se debe a que en sistemas de un solo colorante
tienen lugar procesos de transferencia y atrapamiento de la energia de excitacion que
reducen la poblacion de estados excitados y que en algunos casos las trampas pueden no
ser observadas directamente. En cambio, en los sistemas de dos colorantes la

concentracion de trampas, constituidas por el aceptor, puede controlarse a discrecion.

VII.1.1. Fotofisica en ambientes restringidos

La rigidizacion de los colorantes por unién a una superficie solida puede
aumentar sus rendimientos cuanticos de fluorescencia, mientras que las interacciones
moleculares abren nuevos canales de desactivacion del estado excitado debido a la
proximidad entre las moléculas de colorante, particularmente cuando se distribuyen en
forma aleatoria. Los espectros de absorcion y de fluorescencia son también afectados
por la interaccion con el sélido. En general se observan corrimientos espectrales debido
a la interaccién del colorante con la superficie, los cuales dependen fuertemente del
microambiente. La heterogeneidad superficial es responsable de ensanchamientos
espectrales. La formacién de agregados del colorante es uno de los factores mads
importantes que afectan la fotoactividad. La agregacion puede controlarse por la
incorporacién simultdnea de un segundo colorante, como fue demostrado para los
sistemas Pheo-MB y R101-MB (Capitulo V). En ambos casos la agregacion de MB es
reducida en comparacion con el mismo colorante adsorbido separadamente en el mismo
soporte. En el primer caso, un descenso en la micropolaridad del ambiente, producto de
la presencia de Pheo, que posee caracter hidrofobico, seria el responsable debido a que
aumenta la repulsion entre las moléculas de MB cargadas positivamente, reduciéndose
la tendencia a la agregacion. En el segundo caso, las razones de la inhibicion de la
agregacion de MB no estan completamente claras, ya que el donor esterificado es polar
y presenta carga neta positiva. En general, la agregacion de los colorantes puede

controlarse mediante cambios en la polaridad del medio.
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VII.1.2. Dispersion de la luz y pcesos de reabsorcidon y reemision

Los fendémenos de dispersion de luz, comunes a los sistemas solidos
particulados, complican la evaluacion de las propiedades fotofisicas, particularmente
cuando tienen lugar procesos de reabsorcion y reemision. La reabsorcion afecta a los
espectros de fluorescencia y reduce sus rendimientos cudnticos. La ultima propiedad
puede ser util para ciertas aplicaciones, como por ejemplo para el desarrollo de
fotosensibilizadores s6lidos, debido a que la energia de excitacion liberada por emision
es reinyectada en el sistema por reabsorcion, repoblando el estado excitado. Ain cuando
los solidos estudiados no son dispersores ideales, se pudo demostrar que estos procesos
pueden modelarse a través de una aproximacion simple como la de la teoria de
Kubelka-Munk en la suposicion de que la probabilidad de reabsorcion de la
fluorescencia es idéntica para cada uno de los pasos de emision (ver Capitulo II). La
dispersion de luz tiene como resultado el aumento del camino optico de la radiacion. Es
por ello que pueden lograrse absorciones significativas en dimensiones reducidas, lo

cual posibilita el disefio de dispositivos eficientes de pequefio tamafio.

VII1.1.3. Interaccions intermoleculares

Mas alla de la formacion de agregados moleculares en el estado fundamental, las
interacciones entre moléculas en estado excitado y moléculas en estado fundamental
tienen una importante influencia en las propiedades espectroscopicas y fotofisicas del
sistema. El efecto de las mismas depende de su naturaleza y de la proximidad de las
moléculas. A cortas distancias pueden afectar la relajacion del estado excitado y
contribuir a su desactivacion, eventualmente con la formacion de excimeros oscuros. En
otro orden, la ocurrencia de corrimientos de Stokes dependientes de la concentracion,
que resultan en un desplazamiento del maximo de emision a mayores longitudes de
onda a medida que aumenta la concentracion de colorante, es una observacion comuin
en estos sistemas. El efecto, observado en capas finas y en capas gruesas, luego de la
correccion de los espectros de fluorescencia por reabsorcion y sin ocurrir
paulatinamente cambios en el espectro de absorcién, es notorio aun a distancias
intermoleculares medias superiores a los 10 nm. Este comportamiento puede atribuirse a

una perturbacion gradual del microambiente del estado excitado con el aumento en la
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concentracion de colorante, debido a la interaccion de éste con las moléculas vecinas en
estado fundamental.

En sistemas de dos colorantes, la transferencia no radiativa de energia, resultante
de la interaccion electrostatica de largo alcance, conlleva a la desactivacion del estado
excitado del donor seguido de la excitacion del aceptor. Pudo demostrarse que se
pueden alcanzar elevadas eficiencias de transferencia de energia en sistemas sin un
orden molecular especifico. El mecanismo preponderante de transferencia a elevadas
concentraciones es el de Forster, aunque los célculos realizados no permiten establecer
la dimensionalidad del sistema.

En sistemas con un solo colorante, la formacién de agregados en el estado
fundamental no so6lo afecta la fotoactividad por la desactivacion intrinseca de los
agregados (desactivacion estatica), sino que éstos pueden ademds actuar como trampas
de la energia de excitacién por transferencia de energia desde los monodmeros,
acrecentando el efecto. En el caso particular de colorantes con baja tendencia a la
agregacion, en que cabria esperar ausencia de estos efectos, ellos pueden hacerse
evidentes como producto del confinamiento de las moléculas de colorante en espacios
reducidos. Esto conduce a una “agregacion forzada” que puede no evidenciarse
espectroscopicamente. Las trampas pueden ser agregados en el estado fundamental en
equilibrio con el colorante monomérico o trampas estadisticas (por ejemplo, excimeros
no emisores), que se forman por la cercania de los colorantes a elevadas
concentraciones locales, ain para distribuciones al azar, es decir, en ausencia de
interacciones especificas. Esto significa que, aun cuando los colorantes posean baja
tendencia a la formacion de agregados, existe un limite maximo de concentracion, a
partir del cual la formacion de trampas es relevante. En estos casos no es posible evitar
este fendmeno sin establecer un orden especifico de las moléculas de colorante sobre la

superficie.

En resumen, las interacciones moleculares controlan la fotofisica de estos
sistemas y es posible estudiar sus efectos cuantitativamente. Estas interacciones son
dependientes de la distancia entre los sistemas interactuantes. Las interacciones de corto
alcance son responsables de la formacion de trampas (agregados o trampas estadisticas),
mientras que las de largo alcance se relacionan con la transferencia de energia por
resonancia. A distancias alin mayores, las interacciones entre colorantes dan como

resultado corrimientos de Stokes dependientes de la concentracion. Una imagen general
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de los efectos de las interacciones moleculares en la fotofisica de sistemas de un solo

colorante, ejemplificado con R6G, se muestra en la Fig. VII.1.
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Fig. VII.1. Imagen general de los efectos de las interacciones moleculares en la

fotofisica de sistemas de un solo colorante.

Es importante destacar que todos los sistemas estudiados responden al mismo
esquema general de flujo de excitacion. Este esquema se observa en la Fig. 1.1 y se
reproduce para mayor claridad en la Fig. VIL.2. El esquema considera todas las vias de
interaccion en un sistema binario e incluye todos los procesos de transferencia de
energia, radiativos y no radiativos. Para cada caso de estudio, el mismo puede adaptarse
de acuerdo a las condiciones del sistema. Todos los sistemas estudiados pudieron
interpretarse, tanto los de uno como los de dos componentes (mondémero-trampa; donor-
aceptor), a través de dicho esquema, que a su vez puede extenderse a sistemas mas
complejos con n componentes. Los pardmetros del esquema pueden ser medidos o
calculados a partir de los datos experimentales, a través de las ecuaciones del modelo
desarrollado (Seccion II1.1), en general sin la necesidad de parametros ajustables. Estos

se vuelven necesarios s0lo cuando existen trampas de la energia de excitacion no
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detectables espectroscopicamente. En base a estos resultados, la teoria de Forster
permite la evaluacion de los procesos de transferencia de energia de excitacion y
atrapamiento y la obtencion de los parametros de quenchingcorrespondientes.

Excitacion

l l(1-R)

. o o,
Absorciéon 0A 0B

Procesos no

radiativos  (1-E,g)(1-D,) (1-Ezp)(1-Dg)

Procesos
radiativos | (1-Epp) D5 A (1-Ega)®g |
™ X
Emision l l
QA QB

Fig. VII.2. Esquema general de flujo de excitacion para colorantes sobre sélidos
particulados: Ij es el flujo de fotones incidente; R, es la reflectancia total de la muestra;
ao;i es la fraccion de fotones absorbidos que excitan a la especie i; ®; es el rendimiento
cuantico de fluorescencia de la especie i en ausencia de transferencia no radiativa de
energia; Ej; es la eficiencia de transferencia no radiativa de energia de i a j; Pjj es la
fraccion de fotones emitidos por i que son reabsorbidos por j; y Q; es la fraccion de
radiacion emitida por 1 que escapa fuera del sistema y es detectada como fluorescencia

de la muestra.

Los mismos procesos son comunes para sistemas donor-aceptor y de un solo
colorante, y el mismo mecanismo general permite explicar el atrapamiento de energia.
En el primer caso, la energia de excitacion atrapada por las moléculas de aceptor puede
utilizarse para mejorar la eficiencia de coleccion de luz en una amplia region del
espectro. En ausencia de aceptores, la energia de excitacion puede perderse por
atrapamiento con el aumento en la concentracion de colorante.

Los fendmenos que afectan la eficiencia del aprovechamiento energético pueden
ser atenuados mediante: a) la regulacion en las condiciones del entorno, para reducir la

tendencia hacia la formacion de agregados y trampas de la energia de excitacion; b) el
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control sobre la distribucidon y la organizacion de los colorantes, para maximizar y
eventualmente canalizar la transferencia de energia; y c¢) el disefio de sistemas antena
capaces de absorber en regiones diferentes del espectro y transferir su energia de

excitacion hacia un colorante que produzca una especie excitada reactiva o util.

A partir de los resultados del presente trabajo se pueden establecer algunos

criterios para el disefio de materiales fotoactivos eficientes:

1. La agregacion de los colorantes en el solido depende significativamente de las
condiciones del medio. La regulacion de estas condiciones, en particular de la
polaridad del medio, es crucial para inhibir la agregacion de los colorantes y
poder trabajar con elevadas concentraciones que permitan maximizar la

captacion de luz.

2. Aun cuando los colorantes usados tengan baja tendencia hacia la agregacion, la
formacion de trampas de la energia de excitacion a elevadas concentraciones es
inevitable cuando los mismos se distribuyen al azar. En estas condiciones es

necesario establecer un orden especifico de las moléculas de colorante.

3. Para el disefio de sistemas antena (donor-aceptor) es de vital importancia la
seleccion de los colorantes. Se debe buscar que exista un importante
solapamiento entre la emision del donor y la absorcion del aceptor, para
maximizar la eficiencia de transferencia directa (D-A), pero a su vez evitar el
solapamiento entre la emision del aceptor y la absorcion del donor, de manera

tal que no haya transferencia inversa (A-D).

4. Las bandas de absorcion del donor y del aceptor deben cubrir el mayor intervalo
del espectro electromagnético posible y poseer altos coeficientes de absorcion,
con el fin de aprovechar eficientemente la luz de excitacion frente a irradiacion

policromatica.

5. El colorante donor debe tener un elevado rendimiento cudntico de fluorescencia.
Tanto los mecanismos radiativos como los no radiativos de transferencia de

energia dependen del rendimiento cuantico de fluorescencia del donor.
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6. Las concentraciones del donor y del aceptor deben ser tales que promuevan una
maxima absorcion de luz y eficiencia de transferencia de energia D-A, pero a su
vez que sea minimo el atrapamiento de la energia de excitacion por parte de
agregados o trampas estadisticas. Para hallar las condiciones Optimas de trabajo

es necesario establecer una solucion de compromiso entre ambos.

7. Un bajo corrimiento de Stokes en el donor favorece los procesos de migracion
de la energia de excitacion y la reabsorcion D-D. La reabsorcion puede ser
favorable ya que repuebla los estados excitados del donor. La migracion de la
energia de excitacion entre donores puede aumentar la eficiencia de
transferencia de energia al aceptor, pero precisa de elevadas concentraciones de
colorante, condicién para la cual el atrapamiento de la energia de excitacion

suele ser relevante.

VII1.2. Prospectiva

Los conocimientos adquiridos en el presente trabajo poseen utilidad potencial
para el disefio y la caracterizacion de nuevos materiales fotoactivos, haciendo particular
énfasis en la economia energética del sistema. El trabajo futuro estard orientado hacia el
desarrollo de materiales fotoactivos, particularmente disefiados en base a sistemas
antena, en los que se maximice la captacion de luz bajo irradiacion policromatica y la
utilizacion de la energia de excitacion. En este sentido, y como primer paso, se buscara
disefiar sistemas fotoactivos nanoparticulados.

Las nanoparticulas (NP) se definen como particulas coloidales con un tamafio
menor a 1 pm. Muestran propiedades unicas (Opticas, magnéticas, eléctricas, quimicas)
debido a efectos cuanticos relacionados con su tamafio, que no presenta el material a
granel, ademas de una elevada area superficial. En general, las nanoparticulas dopadas
con colorantes presentan importantes ventajas sobre el colorante en solucion. Pueden
estar conformadas por decenas a cientos de moléculas de colorante en el interior de la

matriz del material. Esto protege a las moléculas del entorno, mejora su fotoestabilidad
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y provee un incremento en su absortividad debido al gran nimero de moléculas de
colorante por nanoparticula (alta concentracién local).

Se buscara desarrollar fotosistemas nanoestructurados tipo core-shel] con
colorantes antena (donores) en el interior y colorantes aceptores de la energia de
excitacion en el exterior de las NPs (Fig. VIL.3). La luz absorbida por el colorante
antena podra ser transferida en forma directa hacia el colorante aceptor o migrar hacia la
superficie de la NP hasta alcanzarlo. El colorante antena extenderd el espectro de
absorcion efectivo de la NP, mejorando la eficiencia en el aprovechamiento de la
energia frente a irradiacion policromatica. Se pretende controlar la agregacion de los
colorantes a partir de su unidon quimica y de la regulacion en las condiciones del
entorno. El sistema antena estaria protegido de la accion de especies reactivas por su
localizacion en el interior de la NP. De esta manera, el control sobre la organizacion y
distribucion de los colorantes permitira maximizar el aprovechamiento de la energia de

excitacion.

Aceptor

S

Fig. VII.3. Esquema de una nanoparticula fotoactiva idealizada tipo core-shell con
colorantes antena (donores) en el interior y colorante aceptores de la energia de

excitacion en el exterior.
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Si el colorante aceptor es un fotosensibilizador, estos fotosistemas tendran
potencial aplicacion en fotosensibilizacion y fotocatalisis, incluyendo la terapia
fotodindmica. Ademas de las potenciales aplicaciones mencionadas, este desarrollo esta
orientado hacia el uso de este tipo de fotosistemas como bloques de construccion para
disefiar celdas fotovoltaicas con maximo aprovechamiento espectral, que imiten a los
sistemas fotosintéticos. El trabajo futuro estara orientado hacia el desarrollo de
tecnologia para el aprovechamiento de la luz solar como fuente alternativa de energia,

un tema de interés creciente a nivel mundial.
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