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CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA Y FOTOFISICA DEL
ESTADO TRIPLETE DE COLORANTES EN SISTEMAS
HETEROGENEOS

Resumen

El estudio de los procesos fotofisicos primarios de colorantes en medios
heterogéneos tiene gran importancia en el desarrollo de materiales fotoactivos de

utilidad en diversos campos de aplicacion.

El creciente interés en este tipo de sistemas, en particular aquellos compuestos por
colorantes incorporados a soportes sélidos, fue acompafiado por el desarrollo de

métodos y técnicas especificos para su caracterizacion.

Sin embargo, debido a dificultades experimentales, no existen métodos confiables
para la determinacidon de rendimientos cuanticos de formacién de estados triplete en
medios solidos dispersores de luz. En este trabajo de Tesis se presenta un método
para la determinacion de dichos rendimientos basado en la aplicacion de la
espectroscopia optoacustica inducida por laser (LIOAS). El estudio incluye la aplicacion
de técnicas resueltas en el tiempo que complementan la caracterizacion de los estados

excitados.

De esta manera, la Tesis avanza sobre el conocimiento de los procesos fotofisicos
primarios de colorantes adsorbidos sobre celulosa, en particular las propiedades del
estado triplete de colorantes xanténicos como la Eritrosina B y el Rosa de Bengala. Los
resultados obtenidos se interpretan en términos de las interacciones entre las

moléculas de colorante y entre éstas y la matriz sélida.

Palabras Clave: colorantes adsorbidos, estado triplete, agregacién, espectroscopia

optoacustica, LIOAS.
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PHOTOPHYSICS AND SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF
TRIPLET STATE DYES IN HETEROGENEOUS SYSTEMS

Summary

The study of primary photophysical processes of dyes in heterogeneous media is
relevant to the development of photoactive materials useful in various application
fields.

The growing interest in such systems, particularly those composed of dyes
incorporated into a solid matrix, was accompanied by the development of specific

methods and techniques for their characterization.

However, due to experimental difficulties, there are no reliable methods for the
determination of triplet quantum yields in solid light-scattering media. In this Thesis a
method for the determination of such yields based on the application of laser induced
optoacoustic spectroscopy (LIOAS) is presented. The study includes the application of
time-resolved techniques as a complement for the characterization of the excited

states.

Thus, this Thesis advances in the knowledge of primary photophysical processes for
dyes adsorbed on cellulose, in particular those related to the triplet state of xanthene
dyes such as Erythrosin B and Rose Bengal. Results are interpreted in terms of the

interaction among dye molecules and among them and the solid matrix.

Keywords: adsorbed dyes, triplet state, aggregation, optoacoustic spectroscopy,
LIOAS.
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La presente Tesis permitié la publicacion del siguiente trabajo:

Eugenia P. Tomasini, Enrique San Roman, y Silvia E. Braslavsky. Validation of
Fluorescence Quantum Yields for Light-Scattering Powdered Samples by Laser-Induced
Optoacoustic Spectroscopy. Langmuir 2009, 25(10), 5861-5868

Abstract

Determination of quantum vyields for various processes (such as fluorescence and
triplet formation) in dye-loaded light-scattering powdered samples is an open issue.
Here, we report the testing of laser-induced optoacoustic spectroscopy (LIOAS) for the
determination of fluorescence quantum yields of Rhodamine 101 and Rhodamine 6G
adsorbed at various loadings on microgranular cellulose powder. The results of the
LIOAS experiments are consistent with those from the method developed in one of our
laboratories based on the measurement of apparent reflectance using an integrating
sphere [Mirenda, M.; Lagorio, M. G.; SanRom_an, E. Langmuir 2004, 20, 3690-3697],
which allows the simultaneous calculation of fluorescence quantum vyield and
reflectance devoid of fluorescence artifacts. Criteria to quantify overall errors and
detect outlying values are developed. The theory underlying the application of LIOAS

to light-scattering samples and experimental details are presented.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I.1 PROCESOS FOTOFISICOS Y FOTOQUIMICOS EN SISTEMAS
HETEROGENEOS

El estudio de la fotofisica de colorantes en medios microheterogéneos (micelas,
liposomas, membranas, polimeros, etc.) tiene impacto en diversos campos a través
de sus aplicaciones en terapia fotodinamica y fotomedicina en general [1-5], en la
destruccidon de microorganismos [6-7], en aplicaciones ambientales a través de la
oxidacion de compuestos organicos [8-9], etc. Por su parte, los sistemas
organizados compuestos por un colorante anclado a una superficie o incorporado a
un sélido han recibido particular atencion durante los Ultimos afios en las
aplicaciones anteriores [10,11] y otras tales como la fotocatalisis heterogénea y el
desarrollo de sensores, transductores y celdas solares [12-20]. A pesar de ser un
area de gran impacto, y existir un sinnimero de publicaciones y desarrollos, los
efectos de las interacciones intermoleculares, el efecto de la matriz sélida sobre las
propiedades de los colorantes y, en particular, la determinacion de rendimientos
cuanticos de generacion de estados excitados en sistemas heterogéneos han sido

menos estudiados en este caso [21-29].

Los colorantes organicos, en particular los compuestos planos conjugados,
tienden a formar agregados aln a muy bajas concentraciones; estos agregados,
por lo general, disipan la energia de excitacion electréonica en forma térmica [30],
actuando como filtro para la radiacidon incidente [31]. El efecto es importante en
colorantes incorporados a matrices sélidas, especialmente a altas concentraciones
locales y si las moléculas del mismo se distribuyen al azar. Aun si se minimiza la
tendencia a la agregacién mediante una seleccidon adecuada del colorante y de su
interaccién con el soporte, factores como el acoplamiento exciténico y la
transferencia de energia [32-34], generan canales de desactivacién que reducen la
eficiencia de la formacidon de especies activas. Incluso en ausencia de agregacion
masiva, se observa que una pequefia cantidad de agregados puede actuar como
trampas para la energia de excitacion que se transfiere entre las moléculas del
colorante. El rendimiento cuantico de formaciéon de especies activas (estados

excitados, oxigeno singulete) disminuye considerablemente.

Cuando las moléculas de colorante estan confinadas en un determinado
entorno, la interaccién con el mismo puede modificar las propiedades del sistema

en conjunto. Por todo esto, sumado a las caracteristicas dpticas propias de sistemas



opacos, la caracterizacion de sistemas altamente dispersivos resulta mas compleja

que la de los sistemas homogéneos.

El avance en la comprension de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de
estos sistemas ha sido acompafiado con el desarrollo de métodos experimentales y
modelos tedricos que permitan su estudio. Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado
en los Ultimos afios a este tipo de estudios [31, 34-40], desarrollando un método
para determinar rendimientos cuanticos de fluorescencia para colorantes

incorporados a soportes sélidos basado en mediciones de reflectancia [41].

I.2 ESPECTROSCOPIA OPTOACUSTICA INDUCIDA POR LASER
(LIOAS) Y DETERMINACION DE RENDIMIENTOS CUANTICOS

La espectroscopia optoacustica inducida por laser (LIOAS) es una herramienta
poderosa para la determinacion de rendimientos cuanticos y el estudio de la
dinamica y la energética de los estados excitados e intermediarios reactivos y de
los cambios de volumen molecular producidos luego de la excitacidon. La técnica ha
sido aplicada con éxito, tanto en solucién [42-45] como en suspensiones turbias
[46-47], en fase gaseosa conteniendo aerosoles [48-49] y en estado sdlido [21, 44,
50-61] incluyendo material tisular [62-63].

La dispersion de luz, las multiples interfases aire-sélido y la dificultad de
contacto acustico entre la muestra y el detector dificultan el uso de LIOAS para la
determinacién de rendimientos cuanticos en materiales particulados. A nuestro

entender no existen antecedentes al respecto en la literatura.

En el marco de esta Tesis y con el objetivo de determinar rendimientos
cuanticos de formacion de triplete (®7) en sistemas dispersores de luz, se desarrolld
un método para la aplicacion de esta técnica sobre sistemas sélidos, en particular
polvos. Actualmente no existen métodos alternativos confiables para la
determinacion de rendimientos cuanticos de triplete en estos sistemas. Aqui se
presenta la aplicacion de LIOAS para la determinacion de rendimientos cuanticos de

formacion de triplete. Como paso previo se evalla la técnica, analizando su
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consistencia con el método existente para la determinacion de rendimientos

cuanticos de fluorescencia para muestras sélidas muy fluorescentes [41].

I.3 HIPOTESIS GENERAL Y OBJETIVOS

La hipdtesis de trabajo propone que los colorantes adsorbidos sobre celulosa
pueden ser estudiados mediante LIOAS a fin de determinar sus rendimientos
cuanticos de formacidon triplete, aportando una herramienta sumamente valiosa

para la comprension de su comportamiento fotofisico.

El objetivo general de esta Tesis es aportar herramientas para el disefio y la
construccidon de nuevos materiales fotoactivos a través del estudio de las
propiedades fotoquimicas y de los procesos fotofisicos primarios que ocurren en
sistemas de colorantes asociados a matrices solidas y del desarrollo de técnicas que

permitan el estudio de estas propiedades.

Los objetivos particulares son:

e Caracterizar las propiedades fotofisicas de colorantes adsorbidos sobre
celulosa microgranular en los estados fundamental, singulete excitado y

triplete de la molécula.

e Desarrollar un método para la aplicacién de LIOAS para la determinacion de

rendimientos cuanticos de formacion de triplete.

e Describir e interpretar los fendmenos observados en los sistemas

estudiados.



I.4 DESARROLLO DE LA TESIS

En este trabajo de Tesis se describen los fendmenos observados en colorantes
adsorbidos sobre sdlidos particulados como polvo de celulosa microgranular y se
muestra el desarrollo de un nuevo método de determinacién de rendimientos

cuanticos a partir de la técnica de LIOAS.

Conocer las propiedades de los colorantes en la matriz sélida, en el estado
fundamental y singulete excitado, fue necesario para la adaptaciéon de la técnica, la
construccidon de la celda de medicidn, el acondicionamiento de las muestras a medir

y la interpretacién de las sefiales obtenidas.

La descripcion de los métodos y técnicas utilizadas a lo largo de la Tesis se
presenta en el Capitulo II. La eleccion y obtencidn de las muestras se discute en el
Capitulo III, donde se presentan, también, los resultados de la caracterizacion
preliminar del estado fundamental y singulete excitado. El Capitulo IV se dedica a la
descripcion completa del nuevo método de aplicacion de la técnica de LIOAS. Los
resultados de su aplicacién en determinaciones de rendimientos cuanticos de
fluorescencia y de formacién de triplete se muestran en el Capitulo V. Las
caracterizaciones del estado triplete sobre estos sistemas se describen en el
Capitulo VI, donde se muestran experimentos con técnicas resueltas en el tiempo
gue, junto con los resultados de LIOAS y otras técnicas, derivan en las discusiones

y conclusiones en los Capitulos VII y VIII, respectivamente.
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II.1 INTRODUCCION

El interés creciente en sistemas heterogéneos que involucran especies fotoactivas
fue acompafiado por el desarrollo de métodos y técnicas especificos, aunque todavia
no se ha conseguido el estado alcanzado para el estudio de sistemas en solucion.
Causa de ello son las dificultades derivadas de trabajar a altas concentraciones de
colorante en sistemas que dispersan la radiacién. Botelho do Rego y Vieira Ferreira [1]
han recopilado la informacién existente hasta el afio 2000 en un trabajo de revision
sumamente importante, ya que la mayor parte de dicha informacién se encuentra
dispersa en la literatura. En nuestro grupo se han desarrollado una serie de técnicas,
métodos y modelos Utiles para el estudio de procesos fotofisicos primarios en sistemas
sélidos particulados, con especial énfasis en aquellos que ocurren a partir del estado
singulete del colorante [2-11]. Esta Tesis avanza en el desarrollo experimental a través
de la instrumentacién de metodologias que permiten extender los recursos existentes a

la evaluacién y cuantificacién de procesos que ocurren a partir del estado triplete.

Para este tipo de sistemas, la determinacién de la fraccién de la radiacion incidente
absorbida por el sistema depende de la geometria. La relacidén con la concentracién
esta descripta por teorias fenomenoldgicas, como la de Kubelka-Munk, que describe el
comportamiento de la luz en sistemas que la dispersan. Con la reflectancia difusa
puede obtenerse el espectro de absorcion como fuente de informacidon sobre la

naturaleza y cantidad de especies presentes en la muestra.

Al estudiar la luminiscencia de este tipo de muestras frecuentemente se encuentran
problemas tales como la contaminacién con luz de excitacion y los efectos de
reabsorcién y reemision que producen espectros distorsionados, disminuyendo los
rendimientos cuanticos de fluorescencia. Para obtener rendimientos cudanticos de
fluorescencia relativo se utilizan estandares apropiados segun muestra Iriel [3] y para
obtener rendimientos cuanticos de fluorescencia absolutos se utiliza un método simple
desarrollado por el grupo [8]. Por otro lado, se aplica un modelo ad hoc que corrige los
espectros de emisidon que se encuentran distorsionados dada la reabsorcién de la luz

emitida y permite obtener rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos [2].
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Concentraciones altas de colorante sobre la superficie del sélido conducen a la
formacion de agregados, los cuales pueden ser cuantificados de forma sencilla. La
teoria excitonica permite describir las propiedades fotofisicas de estas especies y de
esta manera dar una posible explicacion sobre las caracteristicas fotofisicas observadas

para las muestras estudias

Gracias a la colaboracién del Dr. Luis Filipe Vieira Ferreira y su equipo, en el
Instituto Superior Técnico de Lisboa, se utilizaron algunas técnicas resueltas en el
tiempo para la caracterizacion de muestras sdlidas, tales como Luminiscencia Inducida

por Laser y Fotolisis Flash por Reflectancia Difusa.

I1.2 REFLECTANCIA DIFUSA

La espectroscopia de reflectancia estudia la radiacion reflejada por la muestra; la
reflectancia puede ser especular o difusa. La reflectancia especular se describe con las
leyes de Fresnel y predomina cuando el material posee una superficie lisa. La
reflectancia difusa tiene lugar en todas direcciones como consecuencia de los procesos
de refraccidn, reflexién, absorcion y dispersion sobre superficies rugosas. Las medidas
de reflectancia contienen las dos componentes de la reflexidn el aporte de cada una

depende de las caracteristicas del material.

La teoria de Kubelka-Munk [12-13] explica, de manera simple, el fendmeno de
reflectancia difusa. Esta propone que la radiacion que incide en un medio dispersante
se atenlUa, por procesos simultdneos de absorcién y dispersion, a medida que la luz

penetra en el sélido.

En esta teoria se considera una capa de espesor d compuesta por particulas que
absorben y dispersan la luz, las cuales estan uniformemente distribuidas en el espacio
y cuyas dimensiones son mucho menores que el espesor de esa capa. Si se considera

que la capa tiene extension lateral infinita, pueden despreciarse los efectos de borde.

Dentro de la aproximacién de la teoria, en el interior del sélido se establecen dos

flujos fotdnicos en sentido directo e inverso, I y J (niumero de fotones por unidad de

tiempo) a la longitud de onda A¢. En funcidn de la distancia a la superficie del sdlido:
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(I1.1) 3—)1( = —(k +s)l+5s]
(1I1.2) ;l—)J( = (k +s)J+sI

La luz incide en la direccion x, tal que x=0 en la superficie iluminada y x=d en la
superficie no iluminada, como se muestra en la Figura II.1. El flujo fotdnico en el
sentido positivo de x es I, mientras que en el sentido negativo es J. k y s son,
respectivamente, el coeficiente de absorcidon y el coeficiente de dispersion de la

muestra.

De acuerdo con las ecuaciones anteriores, la radiacion absorbida por unidad de
longitud varia exponencialmente con x. Dentro de la teoria de Kubelka-Munk se define
a un sdlido épticamente grueso como aquél cuya transmitancia es cero y la radiacién

que no es absorbida es reflejada y dispersada enteramente por la cara frontal.

Figura II.1: Representacion esquematica del flujo fotdnico incidente en una capa de

material, IO, y de sus componentes, I y J, en el interior del mismo

Resolviendo las ecuaciones anteriores resulta que, para una distancia d=oo, la

reflectancia difusa, Rp, es:
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J _
(I13) R, = =9 _ 1 - Jkik + 2s

I, 1+ Jk(k + 29)

A partir de esta ecuacion se define F(R,), conocida como funcién de remision:

k (1-R )2
1I.4) FIR.)=—-=2__Db7
(ar4) FR,) S 2R,

De acuerdo a lo anterior, pueden obtenerse los espectros de absorcion de las
especies presentes a partir de medidas de reflectancia difusa, los sistemas que se

comportan como absorbentes débiles poseen una componente especular despreciable.

Cuando en el sistema estudiado existen varias especies que absorben a la longitud
de onda A, la funcién de remisién se relaciona con el coeficiente de absorcién y la

concentracion de cada especie de la siguiente manera:

2> &(M)c
(1.5) FR,) = T +Fs ()

donde Fg()) es la funciéon de remisidon del soporte, &) es el coeficiente de absorcion

molar de cada especie i a la longitud de onda Xy ¢; su concentracién.

En el caso de la presencia de una Unica especie absorbente, el espectro de funcion
de remision es proporcional al espectro de absorcién en tanto s puede considerarse

independiente a la longitud de onda:

(11.6) FRR,) =

2¢(M)c
S

El sistema de medicion consta de un espectrofotdmetro convencional al que se le

incorpora una esfera integradora. En la configuracion normal del equipo se determinan
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reflectancias totales. Las reflectancias difusas se miden cambiando la configuracién de
tal manera de dirigir la reflectancia especular hacia el exterior de la esfera. Para poder
utilizar la teoria de Kubelka Munk, las muestras deben ser Opticamente gruesas, de
manera que la luz transmitida sea nula. Ambos tipos de reflectancia se mide con

referencia a una muestra de BaSO, (k=0).

El equipo utilizado es un espectrofotdmetro Shimadzu UV-3101 PC UV-Vis-NIR
equipado con una espera integradora. La reflectancia total y difusa se registran entre
400 a 800 nm.

I1.3 ESPECTROS Y RENDIMIENTOS CUANTICOS DE
FLUORESCENCIA

II.3.1 FLUORESCENCIA EN SISTEMAS SOLIDOS

Si la muestra es Opticamente gruesa, la transmitancia se supone nula y la fraccién
de luz absorbida sera igual a 1-R, donde R es la reflectancia total. La absorcion
registrada puede incluir, ademas de la del cromoéforo, la del soporte sélido y ciertas
especies no emisoras que puedan formarse en ese medio tales como dimeros o
agregados superiores. Dependiendo de las propiedades fotofisicas del sistema pueden
observarse fendmenos de reabsorcibn y reemision de la fluorescencia. Estos
disminuyen la fraccion de luz emitida, obteniéndose un rendimiento cuantico
observado, ®.s, menor al que se obtendria en ausencia de reabsorcidn; a este ultimo

se lo llamara rendimiento cuantico verdadero, ®f.

Por definicion:

numero de fotones emitidos

(I11.7) @ =
obs numero de fotones absorbidos
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La intensidad de fluorescencia puede calcularse como:

(11.8) I, =I,(1 -R)®,,,

donde R representa la reflectancia total a la longitud de onda de excitacidn.

Los espectros de emision de las muestras se miden con una geometria front face
en un angulo diferente a 45° para que la componente especular de la luz reflejada por

la muestra no llegue al detector; en general se utiliza un angulo de 30° (Figura II1.2).

Las medidas de emisién se registran en un espectrofluorémetro PTI modelo QM-1.
Para evitar que la luz de excitacién llegue al detector se coloca un filtro de corte
después de la muestra. Este debe tener una transmitancia baja, menor al 5%, a la

longitud de onda de estudio.

Reflectancia
especular .-

Muestra Filtro

Figura II.2: Arreglo experimental para la determinacién de fluorescencia en muestras

solidas.

Para evaluar los efectos de reabsorcidon de fluorescencia se toman espectros para
capas gruesas y capas finas de la muestra. Para obtener los primeros, la muestra se
coloca en un soporte de manera de que su espesor sea de alrededor de 3 mm. Al
depositar manualmente muy poca cantidad de muestra sobre una cinta adhesiva
bifasica, colocada sobre un vidrio que se apoya sobre el mismo soporte, se obtiene el

espectro para capas finas, tratando de obtener una monocapa de particulas. Los
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espectros de emisién deben ser corregidos de acuerdo a la curva de responsividad del

detector y del monocromador disponible en el software del equipo.

I1.3.2 Rendimientos cuanticos relativos

Para una muestra épticamente gruesa puede obtenerse el rendimiento cudantico de

fluorescencia observado como:

O (1-R?) I
(I1.9) O, = DX rf ) L
OX(1-R) I,

donde el superindice R denota la referencia. O es la intensidad de emisién obtenida
como el area integrada bajo el espectro de emisiéon en capa gruesa. Los valores de
reflectancia total (R) son los determinados a la longitud de onda de excitacién. Las
condiciones de medicidon para la muestra y la referencia deben ser las mismas y por lo

tanto, el cociente de intensidades de luz incidente, IRy/I,, se establece como la unidad.

I1.3.3 Rendimientos cuanticos absolutos

Para colorantes muy fluorescentes debe tenerse en cuenta que, al medir la
reflectancia, la luminiscencia del colorante puede alcanzar al detector, obteniéndose
espectros de reflectancia distorsionados. Debido a esto se trabaja con un método
desarrollado por Mirenda y otros [8] basado en la toma de medidas de reflectancia
usando un filtro optico antes del detector. De esta manera, parte de la emision es
parcialmente absorbida, pudiéndose obtener, no solo las reflectancias verdaderas, sino

también el rendimiento cuantico de fluorescencia observado del colorante.

La reflectancia total medida (observada) a la longitud de onda de excitacién Aig

puede escribirse como:
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ORI

(IL10) R(%,) =R, (%) +[1 - Rt(xo)]CD()bstobs(k) SO A

donde Ri(%o) es la reflectancia total verdadera de la muestra a la longitud de onda de
excitacion g, ®.ps €S el rendimiento cuantico de fluorescencia observado del colorante,
fors(L) es el espectro experimental en capa gruesa de la muestra, normalizando a uno
el area sobre A, y S()\) es la responsividad del detector en funcidon de la longitud de

onda.

Ahora, si se coloca un filtro antes del detector, la reflectancia obtenida se describe

segun:

T(.) SO A,
T(o) S(ho) 7 9

(1L11) R'(%,) =R,(A,) +[1 =R, (Ao)0,,. Lfobs(x)

donde el superindice f denota la presencia del filtro y T es su transmitancia a las

longitudes de onda de trabajo.

Si los espectros de absorcidn y de emisién se solapan apreciablemente, se utiliza la
Ecuacién II.11. Si el corrimiento de Stokes es grande y el solapamiento es
despreciable, el filtro bloquea completamente la radiacion emitida, y el segundo
término de la Ecuacién II.11 se anula y la reflectancia medida resulta igual a la

reflectancia verdadera.

para muestras altamente fluorescentes a A partir de los espectros de reflectancia

con vy sin filtro, la reflectancia verdadera del colorante puede calcularse segun:

I(1)R' (1) — I (g )R (o)

(11.12) R (%) = IO -IF(,)

donde:
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S(A) Ao
S(ho) A

(1113) I(%,) = [ fous(2)

T() S() %o
T(ho) S(ho)

(111.14) I'(h) = [ fops (1)

y el rendimiento cuantico de fluorescencia observado se obtiene como:

R(Ao) —R"(%)
(I1.15) O, = 3 g
I )[1-R ()] =T (Ao)[1-R(%o)]

A partir de este método y sin necesidad de contar con un compuesto de referencia
pueden obtenerse las reflectancias verdaderas y los rendimientos cuanticos de
fluorescencia observados para colorantes con alto rendimiento cudntico de

fluorescencia.

I1.3.4 Agregacion molecular.
Teoria excitonica

En sistemas con alta concentracion de colorantes la interaccidén entre las moléculas
vecinas puede provocar cambios en sus propiedades Opticas. Esta interaccién y los

fendmenos observados pueden ser explicados por la teoria excitéonica [14].

La teoria excitdnica resulta de un tratamiento de interaccion de resonancia entre
estados excitados de sistemas agregados. Este fue desarrollado por Kasha [15] a partir

de los estudios de transferencia de energia de Forster [16], entre otros.
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Si el solapamiento electrénico intermolecular es pequefio, puede aplicarse la teoria
de perturbaciones y las funciones de onda y las energias de los agregados pueden
tratarse en términos de las moléculas individuales [15]. La funciéon de onda de un
dimero en el estado fundamental se expresa como el producto de las funciones de
onda de los monémeros a y b. El Hamiltoniano que opera es la suma de los
Hamiltonianos de cada molécula aislada mas un término perturbativo: H=H,+Hy+Vgp.
El ultimo término corresponde a un potencial couldmbico aproximado al término de

interaccion dipolo-dipolo de la expansiéon multipolar.

A partir de la aplicacién del Hamiltoniano a la funcién de onda del estado excitado del
dimero, se obtienen dos estados excitados con diferente energia, E; y E;,. La diferencia
de energia entre ambos estados resulta en un término que se conoce como término de

desdoblamiento excitdnico, §, que, en la aproximacion dipolar, es [15-16]:

(IL.16) &= —2
-

M,M, 3M,.r[M,.r)
r5

donde M es el momento de transiciéon del mondmero a o b, r es la distancia entre los
mondmeros y r es el vector de posicidon de un dipolo tomando al otro dipolo como

origen.

La energia de la transiciéon para el agregado puede expresarse como la diferencia

entre la energia del estado excitado y la del estado fundamental:

(I1.17) AE = AE +AD + 35

dimero mondémero

donde AEnonsmero €S la diferencia entre las energias de los estados fundamental y
excitado de las moléculas aisladas y AD es la diferencia de energia de interaccion de
van der Waals entre un mondmero excitado y otro en estado fundamental, que
conduce a una estabilizacion del estado excitado. Finalmente, el efecto de la
interaccion queda evidenciado en el desdoblamiento de la energia del estado excitado

mediante el término §.

24



Capitulo II. METODOS EXPERIMENTALES

En el diagrama de la Figura II.3 se representan los estados correspondientes a la
molécula aislada y los resultantes de la interaccién de dipolos en funcion de los

parametros geométricos del agregado.

——(Re.

81 A |
=N
! ! =
I PR SN . AN N I U . A
So
Mondémero Dimero de Dimero de Dimero de

dipolos paralelos dipolos colineales dipolos oblicuos

Figura II.3: diagramas de niveles de energia del mondmero y de los distintos dimeros. (Los

desdoblamientos se encuentran a la misma energia para facilitar la comprension)

La disposicién espacial de los momentos dipolares de los mondmeros da lugar a

distintos tipos de dimeros, entre los cuales pueden encontrarse:

a) Dimeros H, con dipolos paralelos: en el estado E, el momento de transicion
resultante es el de mayor energia ya que hay repulsién electrostatica entre los
dipolos. Mientras que E; resulta de menor energia, el momento de transicion
resultante es nulo y, por lo tanto, la transicion desde el estado Sy a E; esta
prohibida. La transicién ocurre hacia el estado E, y el espectro de absorcién del
dimero tiene un corrimiento hacia el azul (corrimiento hipsocromico) respecto al
espectro del mondmero aislado. Desde el estado E, ocurre una rapida conversion
interna hacia el estado E;. Desde este estado la desactivacidon es no radiativa por
conversidn interna hacia el estado fundamental o por cruce entre sistemas hacia la

formacién de triplete. Dado que la transicion a E; es prohibida, no pueden ocurrir
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procesos radiativos eficientemente, y como consecuencia no suele observarse

fluorescencia en este tipo de dimeros.

b) Dimeros J, con dipolos colineales: en este caso puede verse que los dipolos se
compensan en el estado de mayor energia E, y, por lo tanto, la transicién hacia
éste es prohibida. El estado E; corresponde a una posicidon de dipolos en fase, de
energia minima. La Unica transicién permitida es hacia el estado E; y el espectro de
absorcién de estos dimeros muestra una banda de absorcién desplazada hacia el
rojo (corrimiento batocrémico) respecto al espectro de la molécula aislada. Los
dimeros J presentan fluorescencia, pero dada la baja energia del estado excitado,
la emisidén radiativa compite con la desexcitacion no radiativa, por conversion

interna o por cruce de sistemas.

c) Dimeros angulares (situacion intermedia), con dipolos oblicuos: dado que en
ninguna de las dos posiciones el momento de transicidn resultante se anula, las
transiciones hacia ambos estados excitdonicos estan permitidas. Como resultado se
observard un desdoblamiento de la banda de absorcion del mondémero y la

intensidad relativa entre ambas dependera de la geometria del dimero.

Existen otros arreglos que corresponden a moléculas en posiciones intermedias en
el plano y fuera del plano cuyo desdoblamiento depende del dngulo que forman. Estas

nos seran tratadas aqui.

El desdoblamiento exciténico depende de la magnitud del momento de transicion.
Por lo tanto, sélo los estados excitados singulete seran desdoblados y, en general, las

energias de los estados triplete no se veran afectadas.

La teoria exciténica se aplica a los casos de acoplamiento fuerte en que se
considera valida la aproximacién de Born-Oppenheimer (B-O) y las funciones de onda
electrénicas se encuentran separadas de las vibracionales en cada molécula. Asi, los
efectos en los espectros son apreciables y en un dimero ocurre el desdoblamiento de la
banda de absorcién (Figura II.4). Para acoplamientos débiles la aproximaciéon de B-O
falla. Aunque no cambia sustancialmente la forma del espectro de bandas, pueden

observarse efectos de segundo orden como hiper- e hipocromismo (aumento o
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disminucion de la intensidad, respectivamente) o ensanchamientos en la banda de
absorcién. Para la situacién intermedia no se aplica B-O, y el desdoblamiento se
produce individualmente para cada nivel vibrdnico, lo que resulta en un contorno de

bandas complejo [14].

Acoplamiento fuerte Acoplamiento intermedio Acoplamiento débil

Figura II.4: Efectos en los espectros de absorcion para los distintos casos de acoplamiento

segun el modelo excitonico.

Analisis experimental de la agregacion de colorantes

A partir de las medidas de reflectancia difusa se calculan los espectros de
absorcién, luego, pueden obtenerse las concentraciones de mondmero y dimero a
partir de la deconvolucion de los espectros de funciéon de remision mediante el uso de
las ecuaciones II.5 y II.6. Para hacer un analisis sobre la agregacién de los colorantes
en el sélido, se utiliza un método desarrollado por San Roman y Gonzalez [17] que usa

un procedimiento iterativo de regresién bilineal.
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Como punto de partida se utiliza el espectro de funcidn de remision, dividido por la
concentracion, de la muestra mas diluida como espectro del mondmero y el de la
muestra mas concentrada como espectro del dimero, suponiendo en principio que no
existen agregados superiores. A partir de estos, se calcula su en los espectros de las
muestras en forma iterativa. Se calculan los espectros de las muestras resultantes, se
comparan con los espectros experimentales y la iteracion finaliza cuando la diferencia
entre ambos es minima. La reconstruccién de los espectros experimentales a partir de
los espectros de los componentes puros es una forma de verificar la proposicidon hecha

y descartar la presencia de otras especies, como agregados superiores.

Los espectros de monémero y dimero puros se obtienen realizando combinaciones
lineales entre los espectros optimizados, restandoles al espectro de cada especie
cantidades conocidas y variables del espectro del otro. Este proceso se realiza hasta
obtener constancia en la relacién entre la concentracién del dimero y el cuadrado de la
concentracion del mondmero en todas las muestras. Por ultimo, se descomponen los
espectros experimentales de funcién de remisién en los espectros verdaderos de

mondmero y dimero calculdndose las concentraciones de los mismos en cada muestra.

Este procedimiento tiene la ventaja de utilizar toda la informacién espectral y no

sélo los valores de F(R,) a los cuales la absorcion del colorante es maxima.

I1.3.5 Efectos de reabsorcion y reemision

En el sistema a estudiar, parte de la radiacion emitida es reabsorbida por todas las
especies presentes como aceptoras. Este mecanismo de transferencia de energia
radiativo es también llamado trivial. La condicidon necesaria para que esta transferencia
sea posible es un solapamiento apreciable entre la banda de emision del fluoréforo vy la
banda de absorcidon de la especie aceptora. La transferencia de energia de excitacién
puede ocurrir entre moléculas de un mismo colorante si el corrimiento de Stokes es

pegueno.

La probabilidad de que la radiacién emitida sea reabsorbida por la muestra depende
de la concentracion del colorante, el solapamiento espectral y de la geometria del

sistema.
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Si se presenta el fendmeno de reabsorcidn, los efectos observados son la distorsion
del espectro de emision en la zona de solapamiento espectral y la disminucién del flujo
fotdnico emitido a medida que aumenta la concentracion de las especies aceptoras, en

forma dependiente de la longitud de onda de excitacién.

Los fotones reabsorbidos pueden formar, a su vez, parte de una cadena de eventos
en que son reemitidos y posteriormente reabsorbidos, continuando este proceso con
menor probabilidad para cada paso sucesivo. Los agregados de colorante, si se dan las
condiciones, y el mismo soporte, pueden participar en el proceso, lo cual acrecienta el
fendmeno. En la Figura II.5 se muestra un esquema de los pasos de reabsorcion y

reemision.

Of (1-P)

N

Io(1-R)cton N f
@ || | @ |

1° orden 2° orden 3° orden

Figura II.5. Esquema de reabsorcion y reemisidén para una especie emisora.

En la Figura II.5, Ig(1-R) es la intensidad de luz de excitacion absorbida por el
sistema, oo, esla fraccion absorbida por la especie emisora A, ®r su rendimiento
cuantico de fluorescencia, P es la probabilidad de reabsorcién de la fluorescencia y Pa
es la probabilidad de reabsorcidn por parte de la especie emisora. De acuerdo con el
esquema parte de la luz de excitacion es absorbida por la especie emisora (Ip(1-
R) o), una fraccion de las especies excitadas se desactiva mediante emisién de
fluorescencia, parte de esa fluorescencia escapa del sistema (®g(1-P)), contribuyendo
al rendimiento cudntico observado, y otra parte es reabsorbida por la especie

fluorescente (®f P,).
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Los espectros de emisiéon y los rendimientos cuanticos observados pueden
corregirse gracias a un modelo desarrollado por Lagorio y otros [2] y posteriormente
modificado por Rodriguez y otros [4]. En este modelo se presenta la funcion y(x )
interpretada como la fraccién de luz emitida a cada L que escapa de una muestra
sOlida excitada a X¢. Los espectros de emisidon en capa gruesa que se encuentran

distorsionados se corrigen al dividirlos por esta funcion:

1 1
CFRO T, [FROFR,) +2]
FR)+2 " |FR,)FR,,)+2]

El espectro corregido por reabsorcidon y el correspondiente espectro de

(ar.18) y(1, %) =

fluorescencia en capa fina deben resultar coincidentes si la reabsorcion en este ultimo

caso es despreciable.

La probabilidad de reabsorcion total se calcula como:
(I1.19) P=1- Lf(x) 70, %) di

y la probabilidad de que la radiacidon emitida sea reabsorbida por la especie emisora

que absorbe una fraccidn de la radiacion emitida o, se calcula segun:
(I1.20) P, = Lf(x) [1—y(h, g ]opd

donde f(A) es el espectro de emisién del fluoréforo obtenido para capas finas

normalizado a area unitaria sobre A.
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La fraccidén aa se calcula segun:

F(R,)a

(I1.21) o, = FR)
x

muestra

donde F(Ry)a es la funcién de remision de la especie emisora y F(R)\)muestra €S la funcion

de remisidn de la muestra en conjunto.

El rendimiento cuantico de fluorescencia verdadero se obtiene resolviendo el

esquema planteado en la Figura II1.5, llegando a la siguiente expresion:

q)obs
CI)obsPon + %o [1 - P]

(IL22) @, =

Esta correccidn tiene en cuenta, entonces, la absorcion del soporte, la formacion de

agregados y los procesos de reabsorcion y reemision.

I1.4 TECNICAS RESUELTAS EN EL TIEMPO

Las técnicas de Luminiscencia Inducida por LASER (LIL), para fluorescencia y
fosforescencia, y la de Fotolisis Flash por Reflectancia Difusa permiten el estudio
resuelto en el tiempo de procesos fotofisicos y fotoquimicos de colorantes adsorbidos
en soportes opacos heterogéneos [1, 18-21]. Estas técnicas han sido desarrolladas y
mejoradas por el grupo del Dr. Luis Felipe Vieira Ferreira, con el cual se trabajé en

colaboracién, en el Instituto Superior Técnico de Lisboa.

Los sistemas estudiados requieren el uso de una geometria front-face, de manera
tal que la reflexion especular no incida sobre el detector. Los sistemas de matrices de

diodos acoplados a fuentes de excitacion laser, monocromaticas, de pulsos cortos y de
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altas fluencias, son satisfactorios para obtener espectros de luminiscencia y de
absorcién resueltos en el tiempo de especies excitadas. El uso de un CCD (Charge
Coupled Device) con intensificador de sefial (ICCD), ANDOR model iStar-720, con una
ventana temporal minima de 2 ns, permite registrar espectros de fluorescencia,
fosforescencia y de absorcidon de estados transitorios con un solo impulso de laser en
un amplia zona del espectro, ya que este detector posee una matriz de diodos
(1024x1256 pixels) en la gama espectral UV-VIS-IRC (200 a 1050 nm).

II.4.1 Fluorescencia y fosforescencia

En la Figura II.6 se muestra, en forma esquematica, el arreglo experimental

utilizado para la obtencién de espectros de fluorescencia y fosforescencia resueltos en

el tiempo.
Fotodiodo
Muestra rapido
opaca e S ! — LASER N>
: . Reflexion
: ‘. especular A
v <

Policromador

de analisis COMPUTADORA E
INTERFASE IEEE

CCD intensificado
con ventana
temporal

A

A 4 \ 4
A I/0
UNIDAD DE
RETRASO

A
\ 4

Figura II.6. Diagrama esquematico del sistema de luminiscencia inducida por laser.

Se utiliza un laser pulsado de N, ( PTI 2000, ca. 600 ps FWHM, ~1.0 mJ por pulso)

a una longitud de onda de excitacién de 337 nm.

El fotodiodo rapido mide el tiempo de disparo del laser (t=0), a partir del cual se

hacen lecturas intensificadas. El pulso del laser puede ser épticamente retrasado
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utilizando una fibra Optica; esto permite realizar, programadamente, las lecturas
sucesivas de luminiscencia de las muestras con precision de picosegundos para
obtener espectros resueltos en el tiempo y decaimientos temporales. De esta forma es
posible separar la luminiscencia rapida de la retardada y, por lo tanto, obtener

espectros de fluorescencia y fosforescencia con un Unico sistema.

Se realizaron distintos experimentos de LIL con el fin de estudiar el
comportamiento de las muestras bajo diferentes situaciones. Los estudios a
temperatura ambiente (TA) y a bajas temperaturas con N, liquido (77K) permiten
determinar el origen de la fluorescencia retardada (Delayed Fluorescence -DF).
También se realizaron experimentos en equilibrio con aire y argdén dada la posibilidad
de formacién de oxigeno singulete por quenching del estado triplete del colorante por

parte del oxigeno atmosférico.

I1.4.2 Distribucion de tiempos de vida

La cinética de relajacion de estados excitados de colorantes adsorbidos en sdlidos
particulados es compleja dada la heterogeneidad de los sitios presentes. La manera
tradicional de estudiar estos sistemas es analizar la curva de decaimiento experimental
usando sumas de dos o tres exponenciales, lo cual carece de significado fisico, ya que
ninglin cromoforo existe en dos o tres formas emisoras exclusivamente. Sin embargo,
las especies pueden emitir desde entornos diferentes. Debe considerarse, entonces,

una distribucion de sitios de adsorcion.

Recientemente, en el Instituto Superior Técnico de Lisboa, se ha desarrollado una
nueva herramienta para el andlisis de distribucion de tiempos de vida (Lifetime
Distributions Andlisis — LDA) de emisidn de colorantes adsorbidos sobre superficies
heterogéneas [22]. El analisis se basa en el uso de distribuciones asimétricas y perfiles
de Voigt (una combinacién de distribuciones Gaussianas y Lorentzianas) en lugar de
distribuciones Gaussianas puras. Por medio de una herramienta simple y disponible,
Microsoft Excel Solver, se propone una via conveniente para el tratamiento de datos de

decaimiento de la emisidn de especies transitorias.

33



I1.4.3 Fotdlisis flash con laser por reflectancia difusa

Esta técnica (Diffuse-Reflectance Laser Flash Photolysis - DRLFP) fue desarrollada
por F. Wilkinson y sus colaboradores a mediados de los afios 80, quienes demostraron

que la técnica de fotolisis flash podia aplicarse también a muestras opacas [18].

El arreglo experimental es idéntico al usado normalmente en estudios de
transmisidn, pero en este caso con una geometria de reflexidn; los haces de analisis y
de prueba se encuentran en el mismo lado en la superficie de la muestra. Tal como la
técnica de fotdlisis flash convencional, el espectro de absorcidon es un espectro
diferencia. Esto significa que la absorcién determinada experimentalmente es la
diferencia de los espectros de absorcidn del estado excitado (creado por el laser de

excitacion) y el estado fundamental, para una dada longitud de onda.

Computadora y | a
controlador - > 1/0
A
v
Unidad de
Espectrdografo retraso

A

“"Reflexion
especular

Laser Nd:YAG

Muestra s
opaca

Figura II.7. Diagrama esquematico del sistema de flash fotdlisis en modo de reflectancia

difusa
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Los experimentos de DRLFP fueron llevados a cabo con la tercera armodnica de un
laser Nd:YAG (355 nm, ca. 6 ns FWHM, ~10-30 mJ/pulso) en modo de reflectancia

difusa como se muestra en la Figura I1.7 [1].

La luz de la ldmpara de andlisis (Xe 450 W) es colectada por un colimador de haces
acoplado a una fibra éptica y es detectada por un ICCD (modelo i-Star 720 Andor). El
detector esta acoplado a un espectrografo de imagenes compacto (Shamrock 163). La
absorcién y la emision resueltas en el tiempo estan disponibles en el intervalo desde

los nanosegundos a los segundos.

Para pequefios porcentajes de conversidn (grandes concentraciones de absorbentes
en el estado fundamental y bajas fluencias de laser, como las usadas) la concentracion
de especies transitorias decrece exponencialmente y los datos de absorciéon de los

mismos son mostrados como porcentaje de absorcion, definido como:

AW, _ 10 1= W
W0 W0

(I1.23) % Abs = 100.

donde W, y W; son los haces de luz difusa reflejada desde la muestra antes de la

exposicion al pulso del laser y a un tiempo t luego de la excitacion, respectivamente

[1].
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Capitulo III. PREPARACION Y CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LAS MUESTRAS

III.1 COLORANTES Y SOPORTE UTILIZADOS

Los colorantes se eligieron de modo tal de cumplir con ciertas condiciones
generales. En primer lugar se requiere que sean solubles en solvente volatil afin a la
celulosa, en general etanol, y en segundo lugar que presenten una fuerte absorcion a
532 nm, que corresponde a la longitud de onda de excitacidon utilizada en la mayor
parte de este trabajo. Se usaron dos tipos de colorantes: aquellos con alto valor de
rendimiento cuantico de fluorescencia (®¢), que no forman triplete, y otros con bajo

valor de @ y que forman triplete con alto rendimiento cuantico.

En el primer grupo se encuentran la Rodamina 101 (R101) y la Rodamina 6G
(R6G). Ambos son derivados xanténicos y sus estructuras se muestran en la Figura
III.1.

T I

- .-f'f-'

10l C,H,00C =
R T

. T ke S
N = < H 0 NH
C|O4'
a) b)

Figura III.1. a) Rodamina 101. b) Rodamina 6G.

Las rodaminas son muy utilizadas en diversas aplicaciones, particularmente como
colorantes para laseres [1], marcadores fluorescentes en microscopia [2,3] y como
referencia en las determinaciones de rendimientos cuanticos de fluorescencia [4,5]. En
general presentan una baja probabilidad de cruce entre sistemas (o1 < 0,01) [6] y, por
lo tanto, la desactivacidon no radiativa del singulete excitado se debe principalmente a

procesos de conversion interna.
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Las propiedades fotofisicas de R101 en solucién estan ampliamente tratadas en la
literatura [7,8]. Este colorante es cominmente usado como estédndar de fluorescencia
ya que presenta poca tendencia a formar agregados, es fotoestable y su rendimiento
cuantico de fluorescencia es unitario en solucién de etanol independientemente de la
temperatura [9]. La fotofisica de R101 adsorbida en celulosa ha sido estudiada en el

grupo por Analia Iriel como parte de su trabajo de Tesis doctoral [10].

Las propiedades de R6G son similares a las de R101 [7] y su rendimiento cuantico
de fluorescencia es cercano a la unidad (®r = 0,95 en etanol) [11]. Dada su
fotoestabilidad este colorante es utilizado también como estandar de fluorescencia
[12], marcador de fluorescencia en microscopia [13]y en laseres de colorante [14-15].
Existen estudios para su uso en el desarrollo de laseres en estado sélido [16-18]. En el
trabajo de Tesis de Hernan Rodriguez puede encontrarse un estudio de R6G adsorbida

sobre celulosa [19].

En el segundo grupo se encuentran dos compuestos xanténicos derivados de la

fluoresceina: Eritrosina B (EB) y Rosa de Bengala (RB) (Figura III.2).

La presencia de atomos pesados como sustituyentes en la estructura de estos
xantenos favorece la desactivacion del singulete excitado por cruce entre sistemas, por
lo que RB y EB son compuestos que forman triplete y producen oxigeno molecular

singulete con alta eficiencia [20-21].

cl
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Figura III.2. a) Eritrosina B, b) Rosa de Bengala
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EB se elige para estudiar el comportamiento del estado triplete en sistemas sélidos
microparticulados, ya que en solucién posee un alto rendimiento cuantico de formacion
de triplete [22-27], un bajo rendimiento cuantico de fluorescencia y una alta absorcién
a 532nm [28-29]. Este colorante, ademas, es un excelente marcador de fluorescencia
y fosforescencia para diferentes tipos de estudios [30-31]. Existen pocos trabajos

sobre las propiedades fotofisicas en medios sélidos [30-34].

Dado que RB posee un alto valor de @1 [23, 27, 35], ha sido muy estudiado para su
uso en terapia fotodinamica [36-38] y para la erradicacién selectiva de
microorganismos [39]. Recientemente, Rodriguez y otros estudiaron las propiedades
fotofisicas de RB adsorbido en celulosa [19, 40] mostrando que se forman agregados

fluorescentes a determinadas concentraciones.

En los experimentos de optoacUstica se utilizd una referencia calorimétrica. Esta
debe ser una sustancia que posea alta absorcion a la longitud de onda de trabajo y
libere toda la energia absorbida como calor, o sea, que no presente fluorescencia ni
fosforescencia ni forme fotoproductos estables. Las mismas condiciones generales
exigidas para los colorantes se aplican aqui. Inicialmente se propuso el uso de un
pigmento negro para asegurar la absorcién en el visible y la liberacion total como calor
de la radiacion absorbida y se selecciond Negro de humo (muestras grises - GR). Este
pigmento es estable frente a la luz y consta de una mezcla de productos de
combustidn incompleta de compuestos organicos. No es posible disolver Negro de
humo en etanol, pero se puede trabajar con suspensiones del mismo para preparar
muestras adsorbidas sobre celulosa. Sin embargo, al obtenerse una suspensién de
particulas en etanol el espectro de absorcidon puede tener una componente dispersiva
que las muestras de colorante no poseen y por lo tanto, no puede ser usado como
referencia. Su uso en esta Tesis fue restringido a la realizacion de diferentes pruebas
para la aplicacién de LIOAS sobre muestras que dispersan luz, como se vera en el

capitulo 1V.

Por lo tanto, como referencia se utilizd Brilliant Blue G (BBG), un colorante azul que
posee gran absorcién cerca de 600 nm [41]. Este colorante es de uso comun en la
industria alimentaria gracias a su baja toxicidad. Su estructura se muestra en la Figura
II1.3.
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Figura IIL.3. Brilliant Blue G (BBG)

Las muestras consisten en colorantes adsorbidos sobre polvo de celulosa (Figura
II1.4). La celulosa es un polimero de gran superficie para la adsorcion de moléculas. Es
un soporte conveniente debido a su facil manejo y bajo costo. La celulosa utilizada es
un solido microcristalino blanco con un tamafio de particula promedio de 20 micrones.
Su superficie es hidrofilica e interactla con las moléculas adsorbidas mediante la
formacion de puentes hidréogeno resultando en una estructura de dos o tres
dimensiones. Puede mostrar un area superficial que va desde 1 a 130 m?g* debido a
que posee la propiedad de hincharse en diferentes grados dependiendo del solvente

con el que interactda [10,42].

OH

HO o]

2H

Figura III.4. Estructura de la celulosa microcristalina.
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III.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y REFERENCIAS

Los colorantes R101 (sal interna, Kodak, grado laser), R6G (perclorato, Kodak,
grado laser), RB (sal disddica, Aldrich, pureza 93%) y EB (Sigma-Aldrich, grado laser)
fueron adsorbidos usando distintas cantidades de colorante en etanol (Cicarelli, grado
ACS), sobre polvo de celulosa microcristalina (Sigma). Una masa dada de celulosa (1-
1,5 g), secada previamente al vacio a 40 °C durante 48 h, se suspende en una
cantidad conocida de solucién del colorante. De ser necesario, se le adiciona etanol
hasta completar un volumen final de 30 cm?. La suspensidn se agita durante 5 minutos
y el solvente se evapora a presidon reducida en un Rotavap (Blichi R114) a 40°C. La
presion es regulada para alcanzar la evaporacion total del solvente en
aproximadamente 15 minutos. Las muestras son secadas en estufa de vacio (Heraeus
Instruments, VTR 5036) a 40 °C durante 48 h y mantenidas en la oscuridad. El
proceso de secado se repite antes de cada medicion. Las referencias calorimétricas se
preparan de la misma forma usando Negro de humo (comercial, GR) y BBG (Sigma-
Aldrich).

En las medidas de reflectancia, para poder utilizar la teoria de Kubelka Munk, las
muestras deben ser 6pticamente gruesas, lo cual se asegura preparando muestras de
3mm de espesor. Asi mismo puede obtenerse el valor de la reflectancia especular por
diferencia entre la total y la difusa, que en las muestras estudiadas en este trabajado

adquiere valores entre el 1 y el 6%.

III.3 COLORANTES CON ALTOS VALORES DE RENDIMIENTO
CUANTICO DE FLUORESCENCIA.

Como se discutié en el capitulo anterior, cuando se tratan sistemas altamente
fluorescentes se realizan medidas de reflectancia total y difusa con y sin un filtro
optico. Dado que los derivados xanténicos utilizados comienzan a emitir en la zona de
550-600 nm se utiliza un filtro Schott BG38 (2mm), el cual absorbe gran parte de la
fluorescencia evitando que luz de emisién llegue al detector. A partir del uso del
método descripto en la seccion 11.3.3 se determina el espectro de reflectancia

verdadero, sin distorsiones a causa de la emisidn, y asi puede calcularse la funcion de
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remision del sistema (F(R,)). Los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados

(dops) también se calculan a partir del método mencionado.

RODAMINA 101

Las muestras de R101 fueron preparadas a partir de una solucién de etanol. Las
concentraciones de las muestras y sus propiedades principales se presentan en la
Tabla III.1.

Concentracién
Muestra L R Dops
(moles x g*)

R101-1 8,4 x 10°® 0,79 0,50

R101-2 1,0 x 107”7 0,77 0,50

R101-3 3,0 x 107 0,66 0,35

R101-4 5,0x 10”7 0,61 0,28

R101-5 8,4 x 10”7 0,54 0,23

R101-6 1,0 x 10° 0,52 0,22

Tabla III.1. Concentraciones de las muestras de R101 adsorbida sobre celulosa, reflectancia

total y rendimiento cuantico observado a 532 nm.

A partir de los espectros de reflectancia difusa medidos para las muestras soélidas
se calculan, segun la Ecuacidén I1.4, los espectros de funcidn de remision que se
muestran en la Figura III.5. Se observa una banda cuyo maximo de absorcién se ubica
entre 578 y 583 nm, y un hombro a 540 nm. La celulosa tiene una baja absorcion y los
valores de F(R;) de las muestras de R101 se obtienen restando el valor de la celulosa
preparada bajo el mismo tratamiento. Esto se realizd para todos los colorantes usados

en esta Tesis.

En etanol, el colorante presenta una banda cuyo maximo se ubica en 566 nm [43],

por lo cual el corrimiento observado en muestras sobre celulosa es de 12 a 17 nm.
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Esto se debe a un efecto solvatocromico resultante de la interaccidon del colorante con

la celulosa.

oe | Concentracién

FiR)

04 4

450 500 550 800 850

7. (nm)

Figura II1.5. Espectros de Funcion de remisién de R101 adsorbida sobre celulosa.

Si se grafica el valor del maximo obtenido de F(R;) en funcién de la concentracion
(Figura III.6) se tiene una relacidon lineal. Esto es esperable si se considera que soélo
existe una especie que absorbe en la muestra (ver seccién II.2) por lo que la linealidad
observada descarta la formaciéon de agregados de colorante en el soporte en el

intervalo de concentraciones usadas.

Los espectros de emisidn fueron obtenidos excitando a 520 nm y la deteccién fue
realizada entre 540 y 800 nm. La emision se registré en capas gruesas y finas de la
muestra usando un filtro Schott OG530 (1mm) con el fin de evitar la llegada de luz de

excitacion al detector.

Los espectros de emision en capa gruesa normalizados se muestran en la Figura
III.7. Puede observarse que el colorante presenta un maximo de emision de
fluorescencia entre 610 y 618 nm, desplazandose hacia mayores longitudes de onda a

medida que aumenta la concentracion. Aqui los procesos de reabsorcion y reemision
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de fluorescencia tienen un rol importante en el corrimiento de la banda principal y en

la distorsion en el espectro, debido al efecto de filtro interno (ver seccién I1.3.4).

1,0

0,8 1

0,6

04 4

0,2

0,0 T T T T T
0 2,0x107 4,0x107 6,0x10-7 8,0x107 106 1,2x10®

C (mol g'l)

Figura III.6. Maximo de la funcidn de remisiéon de R101 adsorbida sobre celulosa en funcién

de la concentracion.
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Figura III.7. Espectros de emision en capa gruesa normalizados de muestras de R101.
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Los espectros para muestras en capa fina muestran una banda de emisién a 605
nm que presenta un ensanchamiento menor al observado en capa gruesa (Figura
II1.8). Esto se debe a que en las muestras preparadas como capa fina el espesor es
muy pequefio para que los procesos de reabsorcion sean apreciables. Para evaluar la
reabsorcién de la fluorescencia se dividié el espectro de fluorescencia en capa gruesa
por la funcidn y(A)), definida en la Ecuacién 11.18, a fin de compararla con los
resultados experimentales en capa fina como se muestra en la Figura III.8 para una
muestra concentrada de R101 adsorbida sobre celulosa. Se encuentra gran similitud
entre éstos, lo que senala que los efectos de reabsorcion y reemision son responsables
de la distorsion en los espectros de emision y del desplazamiento del maximo a
menores energias con la concentracion. Al mismo tiempo se demuestra que las capas

finas estan desprovistas de estos procesos.
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Figura II1.8. Comparacion de espectros de emision en capa fina (linea llena), en capa gruesa

(linea quebrada) y en capa gruesa corregida (linea punteada) de la muestra R101-6.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados (®.s) fueron calculados
para cada longitud de onda de excitacion a partir de los espectros de reflectancia como
se describe en la seccién 11.3.3. Los valores obtenidos (Tabla III.1) muestran una

dependencia apreciable con la concentracion. A medida que ésta aumenta el valor de
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dqps disminuye y esto se debe a que el efecto de filtro interno se hace mas evidente a

mayores concentraciones [44].

RODAMINA 6G

Las muestras adsorbidas sobre celulosa se prepararon a partir de una solucién de
R6G en etanol. Las muestras presentan las concentraciones y las propiedades se

indican en la Tabla III.2.

Concentracién
Muestra L R Dobs
(moles x g™°)

R6G-1 5,5x 10 0,75 0,50

R6G-2 7,7 x 1078 0,74 0,40

R6G-3 1,1 x 10”7 0,66 0,40

R6G-4 3,3x 10”7 0,54 0,34

R6G-5 5,5x 107 0,50 0,26

R6G-6 7,7 x 1077 0,39 0,20

R6G-7 1,1 x10° 0,34 0,20

Tabla III.2. Concentraciones de las muestras de R6G adsorbida sobre celulosa, reflectancia

total y rendimiento cuantico observado a 532 nm.

Como en el caso de R101, este colorante es altamente fluorescente, por lo cual las

medidas de reflectancia se obtienen utilizando el mismo filtro.

En la Figura III.9 se muestra el espectro de funcién de remisién de las muestras de
R6G adsorbida en celulosa. Puede observarse que éstas presentan un maximo de
absorcién a 534-536 nm y un hombro alrededor de 500 nm. En este sistema, R6G
muestra un corrimiento batocrémico en el espectro de absorcién (2 a 4 nm) y un

ensanchamiento de las bandas respecto a su comportamiento en solucion de etanol.

52



Capitulo III. PREPARACION Y CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LAS MUESTRAS

08

08 4

Concentracion

F(R)
=
5

0.2 1

oo
450 500 550 800

7 (nm)

Figura II1.9. Espectros de Funcién de remision de R6G adsorbida sobre celulosa.

En la Figura III.10 puede verse la relacidon lineal que existe entre el valor maximo

en la funcion de remision y la concentracién demostrando la ausencia de agregados.
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Figura III.10. Maximo de la funcion de remision de R6G adsorbida sobre celulosa en funcién de

la concentracion.
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Los espectros de emision para capas gruesas y capas finas se obtienen excitando a
una longitud de onda de 490 nm y detectando entre 520 y 800 nm usando un filtro
Schott OG515 de 1mm de espesor antes del detector. Los espectros de emision en

capa gruesa normalizados se muestran en la Figura III.11.
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Figura III.11. Espectros de emision en capa gruesa normalizados de muestras de R6G.

Los espectros presentan un maximo que va de 562 a 570 nm y un hombro que
aparece al aumentar la concentracién. Estos efectos se deben a los procesos de
reabsorcién y de reemisién ya que al comparar con los espectros corregidos por la
funcion y(L,%,) se observa que estos Ultimos son similares a los espectros para capa

fina, donde el maximo aparece a 557 nm [19, 45-46].

En la Figura III.12 se presentan para una muestra concentrada de R101 adsorbida
sobre celulosa los espectros de emision para capas gruesas, para capas finas y para
capas gruesas corregidos por reabsorcion. La coincidencia entre el espectro para capas

finas y el corregido comprueba la presencia de los efectos mencionados.
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Figura III.12. Comparacion de espectros de emision en capa fina (linea llena), en capa gruesa

(linea quebrada) y en capa gruesa corregida (linea punteada) de la muestra RG-7.

En la Tabla III.2 se muestran los valores de rendimientos cuanticos observados.
Aqui también los rendimientos disminuyen con el aumento de la concentracién debido

al efecto de filtro interno.

III.4 COLORANTES CON BAJOS VALORES DE RENDIMIENTO
CUANTICO DE FLUORESCENCIA.

En esta seccidn se tratan los colorantes del segundo grupo EB y RB. En estos casos,
debido a que el rendimiento cuantico de fluorescencia es bajo, no resulta necesario el
empleo de filtros Opticos para la obtencidon de reflectancias por lo que se realizan
medidas en forma tradicional. A su vez, la determinacion de rendimiento cuantico de

fluorescencia se hace en forma relativa como se describid en la seccién II1.3.2.
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ERITROSINA B

Las muestras solidas fueron obtenidas a partir de una soluciéon de EB en etanol y

en la Tabla III.3 se muestran las concentraciones obtenidas sobre celulosa.

Concentracién
Muestra L R Dobs
(moles x g*)

EB-1 4,5 x107° 0,83 0,063

EB-2 6,7 x 108 0,82 | 0,064

EB-3 9,0 x 1078 0,78 | 0,068

EB-4 1,7 x 1077 0,76 | 0,048

EB-5 2,3x 10”7 0,68 | 0,062

EB-6 3,3x 10”7 0,68 | 0,043

EB-7 4,5x 10”7 0,66 | 0,043

Tabla III.3. Concentraciones de las muestras de EB adsorbida sobre celulosa, reflectancia

total y rendimiento cuantico observado a 532 nm.

El espectro de la funcién de reemisién para EB adsorbida sobre celulosa (Figura
II1.13) presenta una banda principal a 543 nm y un hombro alrededor de 505 nm. Se
observa también que al aumentar la concentracién del colorante la relacidon entre los
valores en 543 nm y 505 nm disminuye y esto puede deberse a la presencia de

agregados.

Estudios realizados sobre EB en solucién etandlica muestran que el espectro de
absorbancia presenta la banda principal a 532 nm, correspondiente a una transicion
n>m’, y dos hombros a 495 nm y a 465 nm que corresponden a las transiciones 1-0 y
2-0 del modo respiracion del anillo, respectivamente [29]. Por lo tanto puede verse
gue en muestras sodlidas de EB hay un corrimiento batocréomico debido al cambio en el
entorno. El mismo tipo de corrimiento se encuentra para muestras de EB inmovilizada
en peliculas de polivinilalcohol (PVA) [30] y en solucidon sélida de polimetilmetacrilato
(PMMA) [33].
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Figura III.13. Espectros de funcidn de remisién de EB adsorbida en celulosa.

La Figura III.14 muestra que la relacion de F(R,) con la concentracién no es lineal,
0 sea que existe mas de una especie capaz de absorber la radiacion incidente lo que

puede atribuirse a la presencia de agregados.
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Figura III.14. Maximo de la funcién de remisiéon de EB adsorbida sobre celulosa en funcién de

la concentracion
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El analisis de agregacion, referido en la seccion II1.3.4, se realizd con los espectros
de funcion de remision considerando que las especies agregadas estan compuestas por
dimeros y no hay agregados superiores en las muestras aqui estudiadas. En la Figura
II1.15 se muestran los espectros de absorcion obtenidos para el monémero y el dimero
luego del ajuste de los datos experimentales. Como se refiere a unidades monomeéricas
el espectro del dimero esta dividido por 2.
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£'(g mol‘l)

4,0e+5
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0,0
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Figura III.15. Espectros de absorcion (¢ = 2¢/s) del mondmero (linea llena) y del dimero/2

(linea quebrada) para EB adsorbida en celulosa.

La forma de ambos espectros es similar aunque el espectro del dimero es mas
ancho y presenta una relacion menor entre el valor del maximo y de hombro. Si se
considera que las moléculas que conforman el dimero tienen un acoplamiento
intermolecular débil (ver seccion I1.3.4) pueden explicarse estas observaciones y el
efecto de hipocromismo observado [47-48].

Considerando las contribuciones relativas de los espectros de monémero y dimero
se recalculan los espectros de funcidn de remision para cada una de las muestras y se

presentan en la Figura III.16.
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Figura II1.16. Espectros de funcion de remisidn experimentales (circulos) y calculados (linea

llena) a partir de los espectros de mondmero y dimero, para las muestras EB-1, 2, 4, 6y 7.

La concordancia entre los espectros calculados a partir de los experimentos de
reflectancia y los recalculados a partir de los espectros base del monémero y dimero
indica que ambas especies contribuyen al espectro final, avalando el tratamiento
realizado. La agregacion aumenta a medida que aumenta la concentracién, de un 31%

para la muestra EB-1 hasta un 67% para la muestra EB-7.

Los espectros de emision para las muestras adsorbidas se registraron a partir de la
excitacion a 505 nm usando un filtro Schott OG515 (1 mm) para evitar que la luz de

excitacion llegue al detector. El espectro se recogié entre 520 nm y 800 nm.

Los espectros de emisién para muestras sélidas para capas gruesas se muestran en
la Figura III.17 donde puede observarse que la banda principal es ancha y su maximo
se encuentra en el intervalo 568 - 573 nm, desplazandose hacia menores energias al
aumentar la concentracién. En el espectro para capa fina el intervalo es 561-562 nm;
aqui la variaciéon es minima con respecto al aumento de la concentracion. El espectro

de emision de EB en etanol presenta una banda a 552 nm y un hombro alrededor de
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605 nm [24-29], de manera que aqui también puede observarse un corrimiento

importante hacia el rojo por efecto del entorno.
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Figura III.17. Espectro de emisién en capas gruesas de EB adsorbida en celulosa.

En los espectros de emision en capa dgruesa puede observarse, ademas, la
presencia de una banda ancha y débil a 703 nm que corresponde a la emisién de
fosforescencia. Esta banda también se observa en espectros para capas finas, aunque
es dificil de apreciar debido a la baja intensidad de emisién del colorante en muestras
delgadas. Notar que la posicién de la banda de fosforescencia no varia con la carga de
colorante a diferencia de la banda de fluorescencia ya que no se encuentra afectada

por los procesos de reabsorcion y reemision.

En la Figura II1.18 se muestran los espectros de emisidén en capa gruesa y fina para
una muestra concentrada de EB adsorbida sobre celulosa. En el espectro en capa fina
no se observa en forma tan pronunciada el hombro que aparece en capa gruesa a
longitudes de onda mayores al de la banda principal. Los posibles efectos de
reabsorcién y de reemision se evaluaron corrigiendo el espectro de fluorescencia para
capas gruesas con la funcion y(,%) Yy el resultado se muestra en la misma figura. Se
encuentra gran similitud entre el espectro corregido y el espectro para capas finas, lo
gue sefala que estos efectos son los responsables de la distorsion en los espectros de

emisién y del desplazamiento del maximo a menores energias con la concentracion.
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Ademas se demuestra que estos procesos no ocurren en las capas finas de muestras

de celulosa.
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Figura III.18. Comparacion de espectros de emisién en capa fina (linea llena), en capa gruesa

(linea quebrada) y en capa gruesa corregida (linea punteada) de la muestra EB-7.

Con el fin de hacer un estudio comparativo entre las propiedades fotofisicas de EB
se obtuvo el rendimiento cuantico relativo de fluorescencia en soluciéon de etanol.
Excitando a 495 nm vy utilizando como referencia una solucién de R6G en etanol se

obtuvo ®F = 0.08, coincidente con el valor de literatura [28].

Para las muestras sélidas de EB se obtiene el rendimiento cuantico de fluorescencia
relativo usando el método para muestras de baja fluorescencia, Ecuacion II.9. Se
utiliza R6G adsorbida en celulosa como referencia y se excita a 505 nm. Los resultados
se muestran en la Tabla III.3. Estos valores resultaron menores que el observado para
una solucién en etanol y presentan una variacién con la concentracién tal como sucede

en estos tipos de sistemas debido al efecto de filtro interno.

Para determinar el valor del rendimiento cuantico de fluorescencia verdadero, o sea
sin los efectos de reabsorcidon y reemision, se corrigen los valores observados

utilizando el procedimiento descripto en la seccién I1.3.5. Considerando que la Unica
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especie emisora es el monéomero (M) se obtuvieron los valores de ®r que se muestran

en la Tabla III.4 junto a los demas parametros del modelo.

Muestra Dops p OloM Py OF

EB-1 0,063, 0,560 0,865 0,340 0,157

EB-2 0,064 | 0,536 0,777| 0,311 | 0,169

EB-4 0,048 | 0,570 | 0,639 | 0,237 | 0,167

EB-6 0,043 0,576 | 0,579 | 0,222 | 0,169

EB-7 0,043 0,579 | 0,599 0,223 | 0,165

Tabla III.4. Parametros para la correccion del @ ,,s para muestras de EB adsorbida sobre

celulosa y los valores obtenidos.

El rendimiento cuantico de fluorescencia (®f) obtenido no muestra ninguna
tendencia con la concentracién y por lo tanto se considera constante e igual a 0,165 +
0,005. Por otro lado, el valor obtenido resulta mucho mayor que en solucion de etanol
(0,08) y de metanol (0,08) [28], mostrando la influencia de la matriz sobre las
propiedades fotofisicas del colorante. En el capitulo VII, se hard una discusion sobre
éste y los demas resultados obtenidos en la caracterizacion del colorante en este

sistema.

ROSA DE BENGALA

A partir de una solucibn de RB en etanol se obtuvieron las muestras de RB

adsorbidas sobre celulosa que se informan en la Tabla III.5.

Los espectros de funciéon de remision (Figura III.19) se calculan a partir de los
valores de reflectancias difusa medida (Ecuacién II.4). Como puede observarse los
espectros de RB sobre celulosa presentan un maximo de absorcién a 563 nm, lo que

muestra un corrimiento batocréomico con respecto a la solucién de etanol en que el
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maximo se ubica a 559nm [49]. Al mismo tiempo, se observa que al aumentar la

concentracion de colorante la banda principal muestra un leve ensanchamiento y la

relacidén entre su intensidad y la de la banda satélite decrece. Estos comportamientos

evidencian la presencia de agregados en el sistema [19, 40, 50].

Muestra Concentracilén R .
(moles x g™°)
RB-1 2,3x10°% 0,90 | 0,078
RB-2 4,7x10% | 0,86 | 0,073
RB-3 6,9 x 1078 0,83 | 0,082
RB-4 1,2x107 | 0,80 | 0,070
RB-5 2,1x107 | 0,77 | 0,069
RB-6 3,7 x 107 0,74 | 0,060
RB-7 4,1 x 10”7 0,68 | 0,057

Tabla III1.5. Concentraciones de las muestras de RB adsorbida sobre celulosa, reflectancia

total y rendimiento cuantico observado a 532 nm.

025

020 4

(=]
—

o
L

F(R)

0.10 4

005 4

Figura II1.19. Espectros de funcién de remisidon de RB adsorbida en celulosa.
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Figura III.20. Maximo de la funcién de remisidon de RB adsorbida sobre celulosa en funcién de

la concentracion

En la relacién que existe entre la funcidon de remision y la concentraciéon de
colorante adsorbido sobre celulosa se observa cierta desviacién de la linealidad para
las concentraciones estudiadas (Figura III.20). Este comportamiento coincide con la
observacién de que existe mas de una especie que absorbe en el sistema indicando

que el colorante se agrega al adsorberse en celulosa.

El analisis de agregacion se realizé de la misma forma que para las muestras de
EB, usando los espectros de F(R,) y considerando que las moléculas se agregan
formando sdélo dimeros. Los resultados de los ajustes para los espectros absorcion,
para el monémero y el dimero, se muestran en la Figura III.21 donde el espectro del

dimero esta dividido por 2, ya que se expresa en términos de unidades monoméricas.
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Figura III.21. Espectros de absorcion (¢" = 2¢/s) del mondmero (linea llena) y del dimero/2

(linea quebrada) para RB adsorbida en celulosa.

Igual que en el caso de las muestras de EB, la forma de ambos espectros es
similar. Las bandas en el espectro del dimero son mas anchas y su relacion de
intensidades es menor que para el mondmero. También se observa un marcado
hipocromismo, lo que lleva a la misma conclusién que en el caso anterior: el

acoplamiento entre las moléculas que conforman el dimero es débil [47-48].

Los espectros de F(R,) calculados a partir de los espectros del dimero y del
mondmero se muestran en la Figura III.22 junto con los espectros obtenidos a partir
de los valores experimentales de reflectancia. Ambos espectros tienen alta
concordancia apoyando la hipdtesis de la existencia de una especie agregada como
dimero. La agregacién aumenta con el incremento en la concentracion desde un 10%,

para la muestra RB-1, hasta un 60% para la muestra RB-6.
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Figura II1.22. Espectros de funcion de remisidn experimentales (circulos) y calculados (linea

llena), a partir de los espectros de mondémero y dimero, para las muestras RB-1, 2, 4, 5y 6.

Los espectros de emisidén para capas gruesas de las muestras de RB se muestran
en la Figura III.23. Al aumentar la concentracidon se observa un leve corrimiento de la
banda principal hacia el rojo (582-588 nm), ensanchamiento de las bandas y una
menor relacion entre la banda principal y a banda satélite. Este comportamiento es
esperado cuando existe reabsorcion de la fluorescencia como en el caso de las

muestras de EB.

Igual que para las muestras de EB en los espectros de emision para capas gruesas
se observa la presencia de una banda ancha y débil a 738 nm que corresponde a la
emisién de fosforescencia del colorante. Esta banda no se ve modificada por la carga

de colorante ya que no ocurre reabsorcion a esta longitud de onda.
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Figura III.23. Espectros de emisidn en capa gruesa de RB adsorbida en celulosa.

La Figura III.24 muestra el espectro de emision en capa gruesa y en capa fina para
una muestra concentrada de RB adsorbida sobre celulosa. En el espectro en capa fina
la relacion de la banda principal con la satélite es mucho menor y tiene menos
variacién que en capa gruesa (576-579 nm). Por su escaso espesor puede considerarse

que las muestras en capas finas presentan reabsorcion despreciable.

Los espectros en capa gruesa fueron corregidos por la funcidn y(i,A¢). Luego de
esta correccidon no se observan grandes diferencias con respecto a los espectros en
capa fina (Figura III.24). Esto sefiala que la reabsorcién es la responsable de la

diferencia de la relacion de bandas y en parte del corrimiento del maximo a menores
energias con la concentracion.
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Figura III.24. Comparacion de espectros de emision en capa fina (linea llena), en capa gruesa

(linea quebrada) y en capa gruesa corregidos (linea punteada) de la muestra RB-7.

Se determind el rendimiento cuantico de fluorescencia observado usando R101
como referencia [10, 51] para una longitud de onda de excitacion de 532 nm. Los
valores obtenidos se muestran en la Tabla III.6. El rendimiento cuantico aumenta al

disminuir la concentracion, ya que el efecto de filtro interno va haciéndose menor.

Muestra | ®Dgps P Clom 0lop Pu Dap
RB-1 0,078 | 0,390 0,934 | 0,057 0,352 | 0,130

RB-2 0,073 0,387 | 0,772 0,258 | 0,270 | 0,147

RB-4 0,070 0,380 | 0,638| 0,361 0,221 0,171

RB-5 0,069 0407| 0,579| 0,427 0,213 | 0,191

RB-6 0,060 0,424 | 0,554 | 0,434 | 0,220 0,181

Tabla III.6. Parametros para la correccién del ®,,s para muestras de RB adsorbida sobre

celulosa y los valores obtenidos a una longitud de onda de excitaciéon de 532 nm.
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Utilizando el procedimiento descripto en la seccidén I1.3.5., para corregir los valores
de @, Yy considerando que la Unica especie emisora es el mondmero (M). Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla III.6.

El rendimiento cudntico corregido aumenta con la concentracion mostrando que no
corresponde al valor de rendimiento cuantico verdadero de fluorescencia buscado. Por
ello, el valor calculado se considera aparente (®,,). Este fendmeno fue estudiado por
Rodriguez y otros [19, 40], quienes propusieron que los dimeros son fluorescentes. El
modelo aplicado para la correccién considera sélo una especie emisora, con lo cual no
puede ser aplicado en este caso. Al ser los espectros de emisidon de ambas especies
similares (no se evidencia distorsién en el espectro corregido) la probabilidad de que la

luz emitida escape del sistema es la misma para ambas especies y por lo tanto:
(II1.1) @ = (Dyagy + Ppog K1 - P)

donde ®y y ®p son los rendimientos cuanticos de fluorescencia del mondmero y
dimero, respectivamente, agm Y ogp corresponde a la fraccidon de la radiacion emitida
que es absorbida por el mondmero y el dimero, respectivamente y P es la probabilidad

de reabsorcidn total. Reordenando se obtiene la siguiente expresion lineal:

@
(IIL2) — 5 — @, + O, 20
agy(l-P) Com

Graficando el cociente entre ®q,s ¥ aom(1-P) en funcion de ogp/com pueden obtenerse
los valores de rendimiento cuantico de fluorescencia del monémero y del dimero, como
se muestra en la Figura III.25. De la pendiente y de la ordenada al origen se obtiene
oy = 0,130 = 0,006 y &, = 0,08 £ 0,01. Estos valores estan de acuerdo con los
obtenidos por Rodriguez y otros, mostrando que la disminuciéon del rendimiento
cuantico de fluorescencia en el dimero es significativa ain cuando el acoplamiento es
débil. El valor obtenido para el mondmero es mayor que el obtenido en solucién de

etanol (0,11) y de metanol (0,08) [28]. Este efecto sera discutido en el capitulo VII.
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Figura II1.25. Representacidn segun la Ecuacién III.2, para el célculo de rendimientos
cuanticos de fluorescencia del dimero y del monémero. Datos experimentales (circulos) y

regresion lineal (linea continua).

II1.5 REFERENCIAS PARA LIOAS.

NEGRO DE HUMO (MUESTRAS GRISES)

A partir de una suspensiéon de Negro de humo en etanol se tomaron porciones de

diferente volumen para preparar las muestras GR. Los valores de reflectancia se
presentan en la Tabla III.7.
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Muestra R Muestra R

GR-1 0,19 GR-7 0,43

GR-2 0,19 GR-8 0,50

GR-3 0,22 GR-9 0,59

GR-4 0,27 GR-10 0,65

GR-5 0,29 GR-11 0,70

GR-6 0,35 GR-12 0,77

Tabla II1.7 Reflectancias totales de las muestras de GR adsorbida sobre celulosa obtenidas a
532 nm.

La Figura III.26 muestra los espectros de funcién de remisién calculados a partir de
medidas de reflectancia para cada muestra. Se observa que este colorante no presenta
una banda principal diferenciada. Observar la alta absorcién a la longitud de onda de

estudio, 532 nm.
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Figura III.26. Espectros de funcién de remisién de las muestras GR.
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BRILLIANT BLUE G

Las muestras de BBG fueron preparadas a partir de una solucién en etanol. Las

muestras finales presentan las concentraciones indicadas en la Tabla III.8.

Concentracién
Muestra . R
(moles x g™°)

BBG-1 3,6 x 1077 0,79

BBG-2 7,7 x 107 0,77

BBG-3 1,1 x 10°® 0,66

BBG-4 1,8 x 10° 0,61

BBG-5 2,9 x10° 0,54

BBG-6 3,6 x 10°° 0,52

Tabla II1.8. Concentraciones de las muestras de BBG adsorbido sobre celulosa y reflectancia

total a 532 nm.

Los espectros de funcién de remision (Figura III.27) poseen una banda con un
maximo a 620 nm. Si bien éste se halla alejado de 532nm, su alto coeficiente de
absorcidon hace que los valores de reflectancia a esta longitud de onda sean
comparables con los obtenidos para los demas colorantes. Esto es imprescindible para
su uso como referencia calorimétrica en los experimentos de optoacustica. Los

estudios de emision mostraron que este compuesto no presenta fluorescencia.
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Figura III.27. Espectros de Funcién de remisiéon de R101 adsorbida sobre celulosa
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Capitulo IV. APLICACION DE LA OPTOACUSTICA INDUCIDA POR LASER
(LIOAS) PARA MUESTRAS SOLIDAS

IV.1 INTRODUCCION A LA TECNICA DE LIOAS PARA MUESTRAS
SOLIDAS

La optoacustica (o fotoaclstica) detecta el calor emitido por procesos de
desactivacion no radiativa de estados excitados o metaestables [1]. En un sentido mas
amplio la optoacustica tiene en cuenta la generacién de ondas acusticas u otros efectos
termoelasticos por interacciéon del medio con la radiacidon electromagnética, pulsada o

modulada, de alguna frecuencia incluyendo haces de particulas [2].

Luego de la absorcidén de luz la desactivacién no radiativa de las especies excitadas
produce un calentamiento local en el medio que genera ondas térmicas (expansion
termoelastica). La medicion directa o indirecta del cambio de temperatura se refiere a
las técnicas fototérmicas u optotérmicas. Las ondas de presion generadas por la
expansion térmica pueden ser detectadas como ondas de sonido usando un detector
acustico, micréfonos o materiales piezoeléctricos y en ese caso se habla de los

métodos fotoacusticos u optoacusticos [3].

La medicidn del calor entregado al medio a raiz del decaimiento del estado excitado
brinda informacidn cinética (tiempos de vida, rendimientos cuanticos) y termodinamica

(contenidos energéticos) de las especies transitorias generadas en el sistema.

La aplicacidon de estas técnicas a sistemas solidos comenz6 a desarrollarse a fines
de los afios 70 debido a las dificultades encontradas al estudiar sistemas opacos y
altamente dispersivos para los cuales no era posible el uso de las técnicas opticas
tradicionales. Los principios basicos de la optoacUstica aplicada a la materia
condensada fueron establecidos por Rosencwaig y Gersho [4] y Patel y Tam [5]. La
técnica aplicada a sistemas condensados ha sido utilizada hasta la actualidad para la
obtencién de espectros de absorcidn, la determinacidon de propiedades termofisicas
como la conductividad térmica en ciertos materiales y la determinacién de parametros
estructurales en materiales soélidos novedosos como los metales incluidos en ciertas
matrices. Por otro lado el desarrollo del laser tuvo gran influencia y las innovaciones de
disefio de la instrumentacidon permitieron el uso de la técnica con éxito sobre diferentes
materiales soélidos [6-9]. Sin embargo, el desarrollo de esta técnica para determinar
propiedades fotofisicas de especies incluidas en matrices sélidas ha sido escaso [10-
11], desde que Adams propuso su uso para el estudio de propiedades de especies en

estados excitados en soélidos [12].
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La absorcién de radiaciéon proveniente de un laser pulsado y la deteccién acustica
constituyen la base de la Espectroscopia Opctoacustica Inducida por Laser (Laser
Induced Optoacoustic Spectroscopy - LIOAS). El andlisis de la sefial, en este caso, se

realiza en el dominio del tiempo [3, 13-15].

Para la aplicacidn de LIOAS en muestras sélidas y dispersoras de luz se presenta en
esta Tesis un método cuyo disefio permite una alta sensibilidad utilizando radiacién
laser y deteccion optoacustica en forma directa, es decir, acoplando directamente a la

muestra sélida un detector piezoeléctrico.

En un sistema sdlido la disipacidon no radiativa de energia ocurre a distintas
profundidades dentro del mismo. Para muestras opticamente gruesas el detector
acustico se ubica en la cara opuesta a aquella por la que penetra la radiacion (Figura
IV.1). Esto permite que la simetria del sistema de irradiacién / deteccién sea lo mas
alta posible a fin de simplificar el analisis. Idealmente, si el haz de irradiacion es
colimado y abarca toda la superficie de la muestra el detector recibe una onda plana,
resultante de la convolucion de las sefiales acusticas provenientes de todo el volumen

de la muestra.

Radiacion incidente

g(((
(¢
(«

> muestra

(@
(¢
(¢

detector

Figura IV.1. Esquema bdasico del proceso optoacustico

Los procesos tipicos que se desencadenan en una molécula luego de su excitacion
mediante radiacion electromagnética de longitud de onda adecuada se resumen en el

diagrama generalizado de Jablonsky de la Figura IV.2 y se describen segun:
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hv, +S, — S, Excitacion
S, > S, +calor Conversion Interna kg
S, > S, +hv Fluorescencia Ke
S, » T, + calor Cruce de sistemas k2l
T, - S, + calor Cruce de sistemas k{2
T, > S, +hv Fosforescencia Kp
S kii kes
. cecesp ky'
: x
. T4 .
Es o Ka § Ke s ; « Er
So =y So X

Figura IV.2. Diagrama de Jablonsky general para una molécula en solucién

Los procesos correspondientes a las constantes k\s,s,k\,Tr son procesos de relajacién

vibracional, transiciones no radiativas entre estados de la misma multiplicidad, que
liberan calor y son extremadamente rapidos. Los procesos no radiativos que compiten
con la emisién de fluorescencia, esto es la conversion interna S; — Sy y el cruce entre
sistemas S; — T; determinan, en conjunto con la emisidn misma, el tiempo de vida del
estado singlete S;. Este tiempo es corto en comparacion con los tiempos caracteristicos
de la deteccidn optoacustica. Por el contrario, la desactivacién radiativa y no radiativa
del estado triplete T; tienen lugar en escalas de tiempo variables, generalmente mucho

mas largas que la desactivacion del estado singlete.

La variedad de tiempos en los que procede la fotofisica del sistema permite trabajar
bajo ciertas condiciones considerando dos tipos de procesos: los procesos rapidos que

incluyen a todos los que conducen a la desactivacién del estado singlete y la formacion
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de triplete y los lentos que son los que lo consumen. De acuerdo con esto, los primeros

definen la produccién de calor rapido y los segundos la de calor lento.

El tiempo de resolucidn depende de tres factores: el tiempo de respuesta del
sistema electrénico empleado, particularmente del detector optoacustico y su
electrénica asociada, el ancho temporal del pulso de luz y el arreglo geométrico del
experimento, el cual determina el tiempo de transito acustico [3]. La respuesta
temporal del sistema determina la separaciéon entre los procesos rapidos y lentos y
permite considerar al calor que se produce a tiempos largos como energia almacenada

por las especies transitorias, en este caso el triplete.

El siguiente balance de energia es aplicable a todas las técnicas calorimétricas para

las cuales el calor liberado es monitoreado después de la absorcién de radiacidn

monocromatica de energia E,:

(IV.1) E, =E.®; + E,¢ + AE, D,

donde Ef, en el primer término, es la energia emitida como fluorescencia (hvg) y ®f el

rendimiento cuantico de emision.

El segundo término corresponde a la producciéon de calor rapido, donde ¢ es la
fraccion de energia absorbida liberada al medio como calor e incluye todos los procesos
no radiativos que ocurren a tiempos muy cortos, menores que el tiempo de respuesta

del dispositivo.

El termino AEx®y es la cantidad de energia almacenada por especies transitorias o
por productos estables a tiempos mayores que el tiempo en el que se detecta la onda
acustica. @y es el rendimiento cuantico del proceso y AEx es la energia contenida de las
especies formadas. El segundo y el tercer término pueden ser separados para su

tratamiento.

A partir de la Ecuacion IV.1 y conociendo Ex®r y el calor medido, puede conocerse
la energia total almacenada (AEx®x). En esta Tesis, donde se estudian moléculas que
forman triplete, el Ultimo término corresponde a E;®d; donde E; es la diferencia de
energia entre el estado excitado T; y el estado fundamental Sy. Er se obtiene a partir

del espectro de fosforescencia. De esta manera pueden calcularse los valores de @t
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[3]. Para el caso de moléculas que no forman triplete el tercer término es nulo y la

variable a determinar es ®.

En este estudio se consideran despreciables los cambios de volumen que pudieran
ocurrir en las muestras sélidas, lo que generarian sefales optoacusticas superpuestas

a las resultantes de la liberacion de calor.

Los métodos optoaclsticos requieren el uso de referencias calorimétricas,
caracterizadas por una desactivaciéon no radiativa muy rapida, que no emitan
esencialmente fluorescencia o fosforescencia y que no formen productos quimicos
estables al interactuar con la luz incidente. Aqui el tiempo de vida del estado excitado
debe ser menor que el tiempo de resolucion del método empleado y de esta manera la
fraccién o es igual a uno. La referencia debe medirse en idénticas condiciones a las

empleadas para la muestra y con la misma geometria.

Aunque bajo ciertas condiciones se aplican ecuaciones similares a las usadas en
solucidn, la iluminacion frontal de muestras dispersoras de luz requiere una evaluacion
rigurosa de las condiciones experimentales. En lo que sigue se discuten los
procedimientos experimentales, la validez de las hipdtesis subyacentes y la

aplicabilidad del método.

IV.2 ASPECTOS EXPERIMENTALES Y TEORICOS

IV.2.1 DESCRIPCION DE LA CONFIGURACION EXPERIMENTAL

Las mediciones de LIOAS fueron realizadas sobre muestras épticamente gruesas,
iluminadas frontalmente, contenidas en un portamuestra anular colocado sobre una
placa de cuarzo acoplada por la otra cara a un detector piezoeléctrico. Este sencillo
enfoque ha sido optimizado a partir de las experiencias preliminares realizadas

mediante: a) el establecimiento de un protocolo estandarizado para la preparacion de
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las muestras, b) la mejora del contacto acustica entre la muestra y el detector, y c) la

minimizacidon de efectos no deseados en la conduccion térmica y acustica [16].

L

L |
FITLETT

10 mm

Figura IV.3. Celda de medicién. D: detector (PZT); Q: placa de cuarzo; S: portamuestra de
aluminio; M: muestra; V: ventana de acrilico; R: reflector de aluminio; N: tubo de bronce

ennegrecido; B: cuerpo de bronce; C: cilindro; T: tornillo.

El arreglo final de la celda de medicidon de LIOAS se muestra en la Figura IV.3. Una
placa de cuarzo (Q) de 8 mm de espesor se coloca entre dos placas de acrilico de tal
manera de establecer contacto entre el portamuestra de aluminio (S) y el detector
piezoeléctrico (PZT) (D). El exceso de presidon se evita mediante un O-ring de neoprene
o similar debajo de la placa de cuarzo y el contacto acustico se asegura a ambos lados
con una pequefia cantidad de grasa siliconada. El portamuestra S tiene forma anular

con 10 mm de didmetro interno, 3,6 mm de altura y 1,6 mm de espesor para la base.
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Una ventana de acrilico (V) encastrada en un reflector de aluminio (R) se apoya sobre
la muestra y se mantiene por medio de un cilindro (C) ajustado manualmente con un
tornillo (T) en la parte superior de un cuerpo de bronce (B). El cuerpo de bronce tiene
un tornillo (no mostrado en la figura) que encaja en una ranura vertical en la parte
exterior del cilindro C que evita la rotacién del conjunto mientras el tornillo T se
mueve. El cuerpo B, a su vez, sirve para presionar el portamuestra contra la placa de
cuarzo. La muestra, consistente en una pastilla sélida preparada como se describe mas
adelante, es iluminada desde arriba y la luz dispersada es expulsada por el reflector y
parte es absorbida por el tubo negro N para evitar que regrese a la muestra. El
contacto acustico entre el portamuestra y el resto de los materiales es minimizado por
el uso de O-rings (no mostrados en la figura). El detector piezoeléctrico y la placa de
cuarzo se mantienen fijos durante toda la serie de experimentos, mientras que el

reflector y las demas partes mecanicas se ajustan al cambiar de muestra.

La preparacion de las pastillas se efectia a partir de una masa de muestra dada
colocada en el portamuestra ejerciendo una cierta presién sobre la misma durante un
tiempo determinado. Para obtener resultados satisfactorios es necesario controlar

cuidadosamente estas variables.

Las muestras conteniendo colorante y las referencias calorimétricas son medidas
bajo las mismas condiciones durante el mismo dia a fin de lograr senales
reproducibles. Se obtienen sefiales despreciables cuando se mide una muestra de

soporte sin colorante.

Los experimentos de LIOAS fueron realizados por excitacion con la segunda
armonica de un laser Nd:YAG (Spectron, 8 ns @ 532 nm). El haz del laser pasa a
través de una serie de filtros IR (Schott, KG5, 2 mm de espesor) y un filtro en cufia
gris, como se muestra en la Figura IV.4; luego un prisma desvia el haz entrando en la

celda de medicidon por la parte superior.

El diametro del haz del laser a la altura de la muestra es de aproximadamente 3
mm, determinado por un estenopo (pin hole). Dos placas de vidrio localizadas después
de la cufa dirigen pequenas fracciones del haz del laser hacia un dispositivo disparador
(fotodiodo) y a un medidor de energia (Lab Master, Coherent, Ultima, Mod LM-P2). La
salida del detector piezoeléctrico (ancho de banda 300 kHz; impedancia de salida
10%Q), condicionada por un adaptador de impedancia/preamplificador (impedancia de

salida 509, no mostrado en la Figura IV.4) y un amplificador (Comlinear CLC 100
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Video Amplifier, 500Q/50Q, 20 dB de ganancia, 0 - 500 MHz), alimenta a un
osciloscopio (Hewlett Packard 54504A). El registro se realiza en una computadora a

través de una interfaz IEEE-488.

La adquisicién de datos es realizada usando un programa ad hoc. Las sefiales
fueron promediadas 64 veces antes de adquirirlas. Dado que el medidor de energia
realiza promedios decadicos y el osciloscopio promedia 2" veces (n entero), los ultimos
50 pulsos del laser fueron considerados a los efectos de promediar la energia medida.
Diferentes periodos de promedio no dan errores significativos dado que promediando
dos ciclos consecutivos se obtienen idénticos resultados dentro del error experimental.

El nUmero de promedios usado resulté en una buena relacion sefial-ruido.

OSCILOSCOPIO >
COMPUTADORA E
4 4 INTERFAZ IEEE
AMPLIFICADOR DISPARADOR

X _

E Estenopo Filtro IR

: LASER Nd:YAG

CELDA( G- Xc--- A4 ) R I 532 nm
Reflectores

4

MEDIDOR b Cufia
ENERGIA

Figura IV.4. Esquema del arreglo experimental para la medicién de LIOAS.

IV.2.2 FUNDAMENTOS TEORICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Idealmente, la experiencia puede resumirse de la siguiente forma. Una muestra de
polvo es frontalmente iluminada a través de la ventana transparente con un pulso de
laser de algunos nanosegundos. La radiacién incidente es atenuada por absorcién y

dispersién mientras atraviesa la muestra sin llegar a la parte posterior. Esto produce
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un perfil de generacién de calor dentro de la muestra que da lugar a ondas acusticas
que, luego de atravesar el portamuestras de aluminio y la placa de cuarzo, llegan al
detector y son convertidas por el cristal piezoeléctrico en oscilaciones eléctricas

amortiguadas.

El calor es liberado a diferentes distancias dentro de la muestra y las ondas
acusticas son atenuadas en diferente medida dependiendo de su origen espacial, lo
gue genera una distribucién de tiempos de llegada al detector y una compleja sefial de
salida. La solucién general se obtiene aplicando la teoria de Kubelka-Munk de
dispersién de luz para calcular el perfil de absorcion de una muestra dépticamente
gruesa [17-18]

Para estudiar el comportamiento de la sefial que se obtiene es necesario tener en
cuenta las siguientes consideraciones: a) Se cumple la teoria de Kubelka-Munk b) la
muestra es dpticamente gruesa (no hay transmisién de luz por la cara opuesta) y c) la
reflectancia especular es despreciable. Las muestras compuestas por colorantes
adsorbidos sobre celulosa microgranular no muestran transmitancia luego de 1-2 mm,
obedecen la teoria de Kubelka-Munk y tienen una reflectancia especular menor que
2%. La reabsorcién de la fluorescencia cambia el perfil de absorcién, causando una
distorsidn de la sefal acustica cuando el perfil de absorcién se extiende profundamente
dentro de la muestra, este efecto sera discutido mas adelante. Por el momento se

considerara que d) la radiacion emitida no es reabsorbida por la muestra.

Para los colorantes utilizados, los tiempos de vida de fluorescencia se encuentran
en los nanosegundos y los tiempos de vida de triplete son del orden de los
microsegundos a milisegundos. Por lo tanto se considera que: e) el calor rapido es
liberado al mismo tiempo que se desarrolla el pulso del laser y el calor lento se libera
luego que se ha detectado la onda acustica proveniente del calor rapido y f) el tiempo
de respuesta del detector es mucho mayor que el ancho del pulso del laser y mucho
menor que el tiempo en el que se desarrolla el calor lento. Para el detector usado el
tiempo de respuesta es mayor que el ancho del pulso ya que el mismo posee un ancho
de banda de 300 KHz.

Ademas, durante los experimentos se deben cumplir una serie de requerimientos:
1) La luz espuria no alcanza al detector piezoeléctrico, 2) la radiacidén dispersada por la

cara frontal no vuelve a la muestra y 3) la luz reflejada no genera ondas acusticas
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indeseables. Para ello, la construccidon de la celda asegura el completo bloqueo de la
luz espuria y permite que la luz dispersada que escapa de la ventana no regrese a la
muestra. Las reflexiones desde la ventana hacia la muestra pueden tenerse en cuenta
pero se desprecian porque se limitan a un pequefio porcentaje de la luz incidente. Este
disefio asegura, ademas, la ausencia de sefales optoacusticas diferentes de las

producidas por la muestra.

Durante el desarrollo de la técnica se verifica la ausencia de efectos no lineales que
podrian corresponder, entre otros, a fendmenos como la absorcién multifoténica y el
agotamiento del estado fundamental, ya que en las condiciones en las que fueron
realizados los experimentos existe proporcionalidad entre las sefales de salida y la

energia del pulso del laser.

Las medidas realizadas con esta técnica sobre las muestras son relativas a una
referencia, por lo tanto la hipdtesis de trabajo considera que las muestras y las
referencias desarrollan los mismos fendmenos Opticos y acuUsticos. Es decir, la
dispersiéon de luz y sonido dentro de la muestra, la no planaridad de las ondas
acusticas y las reflexiones del sonido en las diferentes interfaces, la inhomogeneidad
en la iluminacién y los efectos de borde distorsionan la sefial de la misma forma para
la muestra y para la referencia. Se hardn comentarios sobre esto en lo que sigue. Por
otro lado se considera que el coeficiente de absorcién del sonido de la muestra es

independiente de la frecuencia de la onda acustica.

IV.2.3 DESARROLLO DE LA TEORIiA

La Figura IV.5 muestra un esquema simple de la celda y el desarrollo de la sefal de
LIOAS.
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ventana muestra Portamuestra/ getector
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Figura IV.5. Esquema de la celda de medicién de LIOAS.

El perfil de calor liberado luego de la absorcion de luz, h(x), puede ser obtenido a

partir del nUmero de fotones absorbidos por pulso de laser como funcidn de x:
(IV.2) h(x)dx = ql,(x)dx

donde I,(x)dx es el niumero de fotones absorbidos en dx y q es el calor liberado por
foton absorbido. Como solo se considera el calor rapido y se utiliza un pulso de laser
de nanosegundos como fuente excitacidon (consideraciones e y f) q puede considerarse
independiente del tiempo.

El calor liberado en dx genera ondas acusticas en direcciones x y —-x con amplitud
proporcional a ¥2h(x)dx. La onda delantera, en la direccién x, alcanza al detector a un
tiempo t'=(d-x)/u+6 donde d es el espesor de la muestra, u es la velocidad de sonido
dentro de la muestra, y 0 es el tiempo que se requiere para que la onda atraviese el
portamuestra y la placa de cuarzo. Esta onda de sonido es atenuada a medida que

atraviesa la muestra en un factor:

(IV.3) r(x) = exp [- p(d - x)]
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donde p es el coeficiente de absorcion del sonido. Como se considera sélo el calor

rapido, la sefial eléctrica generada en el PZT esta dada por:

(IV.4) dS (x,t) = %h(x) (x) dx G(t - t')

donde G(t-t') es la sefial eléctrica generada a la salida del detector por una onda
acustica atenuada resultante de la liberacidn instantdnea de una unidad de calor a una
distancia x a partir de la superficie de la muestra. Cambiando t' por (d-x)/u+6 e

integrando la Ecuacion IV.4 se obtiene:

(IV.5) S(t) = %qua(x) r(x)G [t C(d-x) e}dx

0

Como se dijo antes, la reabsorcidon de fluorescencia (d) cambia el perfil de
absorcion dentro de la muestra, lo que causa distorsion de la sefial acustica. Se

consideran dos casos para resolver esta situacion.
Caso 1: No hay reabsorcion de la fluorescencia.

La teoria de Kubelka-Munk predice un perfil exponencial de absorcion de luz dado
por las ecuaciones IV.6 y IV.7 para muestras dépticamente gruesas con reflectancia

especular despreciable que no presentan reabsorcion de fluorescencia [18-20]:

(IV.6) I(x) = I, exp(- «x)
1-
(Iv.7) J(x) = 1+EIO exp(- kx)

donde I(x) y J(x) son los flujos foténicos que circulan dentro de la muestra en las

direcciones x y —x, respectivamente, I, es el flujo foténico incidente, k = [k(k + 25)]y2y

B= [k/(k + 25)]%. En estas expresiones, k= 2gyc y s= 2o son los indices de absorcién y

de dispersién de la muestra respectivamente, donde ey Y o son los coeficientes de
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absorcion neperiano y de dispersion respectivamente, y ¢ es la concentracion de la

muestra en moles por gramo de celulosa.

A partir de las ecuaciones IV.6 y IV.7, la reflectancia difusa, supuesta aqui igual a
la reflectancia total, R, y el perfil de absorcién, I,(x)dx, es decir, el numero de fotones

absorbidos por segundo en dx, son facilmente calculables a partir de:

(1V.8)R=@=1_B
I, 1+

(Iv.9) I,(x)dx = kI (1 - R)exp(- kx)dx

La Ecuacion IV.9 muestra la relacién entre el nimero de fotones absorbidos en dx,
I.(x)dx, y el numero de fotones incidentes, I,. Como se observa a partir esta ecuacion,

el perfil de absorcién es exponencial, con una longitud caracteristica igual a 1 / «.

Para una muestra en la que no se produce reabsorcion de fluorescencia, q

(Ecuacioén IV.II) se calcula como:

(IV.10) q=hv, - @ ,,.h(ve) - OE;

donde h es la constante de Planck, vy es la frecuencia de la radiacién incidente, ®gps =
oo®Pr es el rendimiento cudntico de fluorescencia observado, oy es la fraccion de
radiacion absorbida que excita al fluoréforo (ap < 1 si la matriz u otras especies no
emisoras absorben luz a vp), (v¢) es el promedio de la frecuencia de emisidn que se
obtiene a partir de los espectros de fluorescencia normalizados a area unitaria f(vg)
como (ve)= Jve f(ve) dve y el término ®E; corresponde a la energia acumulada por el

triplete.

A partir de las ecuaciones 1V.3, IV.5, IV.9 y IV.10 y reemplazando hvgly por la

energia del pulso del laser, E, se obtiene la Ecuacién IV.11.
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(IV.11) Sl(zt) _ %(1 —R)[1 o, (Ve) o, Er ]U(t, x, U, d)

Vo hv,

donde:

d
(1v.12) U(t, «, 1, U, d) = [ exp(- xx)expl- u(d - x)] Glt - (d - x)/u - 6] dx
0

Para las referencias calorimétricas se aplica la misma ecuacién con ®yps = ®7 = 0.

La inhomogeneidad del haz de luz, la no planaridad de las ondas acusticas y los
efectos de borde pueden distorsionar la funcidén U. Sin embargo, para muestras que
comparten el mismo espesor, grado de compactacidon y perfil de absorcion, U es la

misma funcion.

Caso 2: Existe reabsorcion de la fluorescencia.

Cuando k¥ —» «, exp(-kx) asume valores significativos soélo alrededor de x= 0. En

estas condiciones la Ecuacidon IV.12 se transforma en:

(IV.13) U(t, x, 1, U, d) = exp(- ud)G(t - d/u — )] exp(- wxkix = exp(- ud) Glt - d/u - 0)

de tal forma que la sefial optoacustica, S(t) / E (ecuaciéon IV.11), toma la forma de

G(t) y se hace presente luego del tiempo de transito, d/u -0, atenuada en un factor

exp(- pd):

Vo Vo

(Iv.14) SI(Et) = %(1 - R)(l D, tve) G hET J exp(- ud) G(t - d/u - 0)
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Sélo la amplitud de la sefial varia en funcidon de las propiedades fotofisicas de la

muestra.

Cuando se produce reabsorcidon de la fluorescencia el perfil de liberacion de calor
deja de ser exponencial, como puede inferirse a partir de la Ref. 19, y la ecuacion
IV.12 no es mas aplicable. Sin embargo, si el perfil decae en las cercanias de x = 0, la

ecuacién IV.14 se verifica independientemente de la forma de dicho perfil.

En estas condiciones, el rendimiento cuantico de fluorescencia observado y el
espectro de fluorescencia se vuelven funcién de la concentracion del colorante y de la

frecuencia de excitaciéon de acuerdo con las ecuaciones IV.15 y IV.16 [19-20]:

_ ®p0y(1-P)

(IV.15) o
T 1-0.P,

(IV.16) fouq (ve, Vo) = Fve Ve, vo)

donde P es la probabilidad de que un fotén sea reabsorbido por la muestra, P. es la
probabilidad de que un fotdn emitido sea reabsorbido por el fluoréforo y y(ve,vo) €s la
probabilidad de que el foton emitido a vg, cuando la muestra es excitada a vy, escape
de la muestra. El célculo de las distintas probabilidades se puede encontrar en la

seccion I1.3.5.y en los trabajos originales [19-20].

Teniendo en cuenta la discusion anterior, la Ecuacion IV.14 puede utilizarse también
para los casos en que existe reabsorcidn y reemision de fluorescencia en tanto la
liberacién de calor se verifique en las cercanias de x = 0. En la practica esto conduce a

los requerimientos que se discuten en la Seccidn IV.3.

Finalmente, al igual que en los métodos convencionales en que se utiliza LIOAS,
puede trabajarse con la relacién del maximo de la sefial, H, con la energia del pulso del

laser, E, obteniendo la Ecuacion IV.17 a partir de la Ecuacion IV.14.
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(IV. 17) g _1 (1 - R) [1 ~ D, <V7F> -D, :TJ exp(—ud) max [G(t - d/u- 6]
A%

0 Vo

N

Esta ecuacién puede reescribirse para la muestra, M, y la referencia, R, tomando

respectivamente la forma de las ecuaciones IV.18 y IV.19:

Vo hv,

(IV.18) HT - AfL- RM{l —o,, (ve) _ o, LT ]
E

H R
(IV. 19) E} = A[L-R®)

donde A =exp(-pd) max [G(t — d/u-6] es funcién de la geometria del sistema, de las

propiedades termoelasticas de la pastilla, que dependen de la forma de preparacion de

la misma, y de la naturaleza del sistema de deteccion.

El parametro A se obtiene de la pendiente de la recta que resulta al graficar los
valores de H/E para diferentes concentraciones de la referencia calorimétrica en
funcion de (1-R). Para garantizar que la constante A sea la igual en las Ecuaciones
IV.18 y IV.19 las muestras de colorante y las referencias deben prepararse en la

misma forma y medirse en idénticas condiciones.

IV.3 DESARROLLO DE LA TECNICA

La preparaciéon de las muestras tiene un gran efecto sobre la sefial de LIOAS,
particularmente sobre la amplitud y sobre el tiempo al que llegan las senales acusticas
al detector. La presion y el tiempo de compactacion aumentan la densidad de la
muestra y reducen su espesor incrementando la velocidad del sonido y reduciendo la
pérdida de sefial por absorcidon de la onda acustica. Para evaluar el comportamiento de
las muestras y verificar el cumplimiento de las hipdtesis formuladas se efectuaron

estudios preliminares usando referencias calorimétricas.
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Para los estudios preliminares se utilizaron muestras de Negro de humo adsorbido
sobre celulosa (GR), colocando una masa determinada de muestra en el portamuestras
y compactandola mediante un émbolo a distintas presiones durante diferentes tiempos
mediante una prensa. Algunas de las sefiales obtenidas se muestran en la Figura IV.6.
Luego de la normalizacién de las sefiales y de su desplazamiento en el eje del tiempo
hasta hacer coincidir los maximos se observa que la primera mitad de la onda bipolar

tiene la misma forma independientemente de las condiciones de compactacion.

0.3 IH'E) s, {f, — E)/us
0.6 \i_\

2 0.4 o~
02 *\i\

0.0 4

SOE (na.)

e

Tiempo (us)

Figura IV.6. Sefial de LIOAS dividida por la energia del pulso del laser en funcion del tiempo
para diferentes protocolos de preparacién de muestra: de izquierda a derecha 60 s a 38 bar de
presion, 30 s a 38 bar, 40 s a 32 bar, 30 s a 25.5 bar para la muestra GR-5. Grafico insertado:

maximo de la sefal de LIOAS vs. tiempo de recorrido dentro de la muestra.

En la practica, la verificacion de la Ecuacion IV.17 exige que las ondas de sonido se
originen en una zona cercana a la superficie exterior de la muestra de modo que el
sistema de deteccidon, que posee un ancho de banda finito, no pueda discriminar su
origen espacial. Este requerimiento se cumple si la dispersion de tiempos de
propagacion de las ondas acusticas es menor que la reciproca del ancho de banda del
detector o, en otros términos, si u.x < 300 kHz. Dado que esta condicion es menos

restrictiva que la impuesta para obtener la ecuacion IV.17 (k — »), debe exigirse
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ademas que las ondas acusticas no se atenuen sustancialmente dentro de la regién en
gue se originan. Esto implica que el decaimiento de la absorcién dentro de la muestra
sea mas rapido que el decaimiento de la amplitud de la onda acustica debida a la

absorcion del sonido, o sea que p < .

De acuerdo a la Ecuacién IV.17, para una sola muestra o referencia calorimétrica
preparada en diferentes condiciones, la sefal optoacustica es H/E= B exp(—ud), donde
B incluye los parametros fotofisicos de la muestra y las variables instrumentales. La
velocidad del sonido en la muestra puede ser estimada como u=d/(t,-0), donde t; es el
tiempo en el que llega la sefial al detector luego del pulso del laser. Eliminando d y

aplicando logaritmos se obtiene la Ecuacién IV.20:
H
(Iv.20) InZ =InB- un(t, - 0)

El tiempo de transito de una onda originada en la superficie de la muestra es
t'=d/u+06 (Figura IV.5). Dado que la velocidad de sonido en el cuarzo y el aluminio es
respectivamente 5570 y 6320 m s [21] y que los espesores de la placa de cuarzo y
de la base del portamuestra son respectivamente 0.8 y 0.16 cm, se calcula 6=1.7 us
como el tiempo requerido para que la onda que emerge de la muestra llegue al
detector. En la Figura IV.6 se observa que (t; — 0) oscila entre 2,8 y 4,3 pus. Como d ~
0.2 cm, u resulta del orden de 700 m s para la muestra mas compacta y 500 m s
para la menos compacta. Estos valores son sélo aproximados, ya que el efecto de la
compactacion de la muestra sobre la densidad no se considera. Por otra parte, como
se realizan experimentos sobre una misma muestra, puede utilizarse la Ecuacion IV.20
y a partir de pendiente del grafico de In(H/E) vs. (t, — 8) puede obtenerse el coeficiente
p. El ajuste lineal se muestra en el inserto de la Figura IV.6. A partir de la pendiente
del gréfico y los valores estimados de u, se obtienen valores de 5 a 7 cm™* para p en el

intervalo de compactacion considerado.

A partir de F(R,)=k/s y considerando al coeficiente de dispersion s para la celulosa

como 92 cm™ [24], se calcula el valor del pardmetro k = [k(k + 25)% para el conjunto

completo de los colorantes usados. Los valores extremos de x corresponden a BBG

(230 cm™) y RB (13 cm™). Estos valores son mayores que p (5-7 cm™). Ademas, los
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valores resultantes de k.u varian entre 750 KHz y 14 MHz y por lo tanto son mayores
que el ancho de banda del PZT (300 KHz). Por lo tanto, se satisfacen las condiciones

necesarias para la aplicacién de la ecuacién IV.17.

Queda demostrado entonces que las condiciones exigidas para la utilizacion de la

Ecuacién IV.17 y siguientes se cumplen para todas las muestras estudiadas.

Una vez probadas las distintas condiciones experimentales se procedido a
estandarizar el procedimiento para la preparacidon de las pastillas con el fin de obtener
resultados reproducibles. Se encontré que la sefial obtenida dependia de que la
medicidon se realizara inmediatamente o un tiempo después de ser compactada la
muestra, ya que la estructura de la celulosa relaja lentamente luego de haber sido
presionada [22]. El procedimiento estandar consistié en tomar una cantidad de sdlido
seco (60 mg) y compactarla ejerciendo una presion de 25,5 bar durante 120 s y
esperar un tiempo de al menos 24 horas antes de las mediciones de LIOAS. Siguiendo

este procedimiento, las muestras se comportan en forma reproducible.

El comportamiento temporal de las sefales obtenidas se usé para validar los
resultados. En particular, fueron consideradas solamente las muestras cuyas sefales
optoacusticas coincidian en forma y aparecian con el mismo retardo. Para ello se
consider6 la sefial completa como aparece en la Fig. IV.6 y no sdlo la primera
semionda, ya que la evolucidn posterior es mucho mas sensible a pequefias diferencias
en las propiedades de las muestras. El mismo argumento se usé para usar BBG en las
experiencias definitivas en lugar de las referencias preparadas en base a negro de

humo.

La linealidad de la senal de LIOAS con la energia del pulso del laser se comprobd
mediante el uso de un filtro de transmitancia variable. Se obtuvo una correlacién lineal
dentro de +10 % por debajo de una energia de laser de 250 pJ por pulso (Figura IV.7).
El didmetro del haz sobre la superficie de la muestra es de alrededor de 3 mm, lo que
permite calcular una fluencia maxima permisible de 3,5x107® J/cm?. A esta fluencia, las
muestras pueden ser iluminadas con un gran numero de pulsos antes de que se
observe su descomposicion. Una condicion muy importante es que la componente IR
del haz del laser no produzca sefiales optoacusticas indeseadas. Para ello, se colocaron
filtros de 2 mm de espesor, Schott KG5, a la salida del laser (Figura IV.4). Un minimo

de 3 filtros asegura que los resultados no se vean afectados por la radiacion IR.
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Figura IV.7. Primer maximo de la sefial LIOAS en funcidn de la energia del laser para la
muestra RG-6 (circulos), la muestra BBG-6 (cuadrados) y RB-7 (tridngulos). La linea llena

representa un ajuste lineal de cuadrados minimos pasando por el origen.

El desarrollo de la técnica continud con el estudio de la reproducibilidad en cuanto a
la colocacién de la muestra en la celda de medicion. Como se dijo, la mayoria de las
partes se encuentran fijas mientras que las partes que sostienen al portamuestra que
se coloca sobre el cuarzo son méviles y se ajustan cada vez que se cambia la muestra.
Este ajuste debid ser estandarizado, ya que de lo contrario se observan variaciones en
la forma de la sefial. Inicialmente se utilizé un resorte que ejercia una presién sobre el
conjunto del portamuestra y la ventana para mantenerlo fijo durante la medicién pero
posteriormente se vio que el uso del cilindro C, ajustado manualmente, aseguraba una
mejor reproducibilidad (ver Figura IV.3). En esta forma todas las partes moviles

guedan ajustadas en una posicién estandarizada cada vez que se cambia la muestra.
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V.1 VALIDACION DE RENDIMIENTOS CUANTICOS DE
FLUORESCENCIA

A partir del desarrollo tedérico y experimental de la técnica de LIOAS para
colorantes sobre matrices sélidas que se mostré en el capitulo IV, se procedié a su
aplicacion para determinar rendimientos cuanticos de fluorescencia observados (®gps).
Las medidas se realizaron sobre los colorantes fuertemente fluorescentes adsorbidos
sobre celulosa, R101 y R6G, caracterizados en el capitulo III. Las experiencias
realizadas permitieron validar, al mismo tiempo, el método para la determinacién de
®ops desarrollado en nuestro laboratorio por Martin Mirenda y otros [1] basado en
medidas de reflectancia total y difusa usando un filtro Optico antes del detector

(seccidn I1.3.3).

De acuerdo con el balance de energia y de las consideraciones tedricas y
experimentales hechas en el capitulo IV se obtuvo la Ecuacién IV.19, que da el
cociente entre la amplitud maxima de la sefial optoacustica y la energia de laser (H/E)
en términos de los parametros fotofisicos del sistema. Para mayor claridad esta

ecuacioén se reproduce aqui:

{ve)

(v.1) =A(1—R){1—q>obs -0, Ey j
Vo hv,

m|XI

donde 1-R es la fraccion de energia absorbida, siendo R la reflectancia total de la
muestra, ®,,s Y ®1 representan los rendimientos cuanticos de fluorescencia observado
y formacién de estado triplete, respectivamente, v, es la frecuencia de excitacion, (vg)
es la frecuencia promedio de emision de fluorescencia y Er es la energia del estado
triplete. Como la banda de fosforescencia que muestran los colorantes usados es
bastante simétrica, la frecuencia correspondiente al maximo es similar al promedio de
frecuencias, por lo tanto, ET es obtenida a partir la frecuencia que corresponde al
maximo de emisién de fosforescencia [2]. La constante A incluye todos los parametros
instrumentales e intrinsecos de muestras preparadas en celulosa bajo condiciones

estandarizadas. El cumplimiento da Ecuacion V.1 requiere que la onda acustica se
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genere en las cercanias de la superficie irradiada, lo cual se cumple para todas las

muestras bajo estudio.

Para obtener la constante A se realizan experimentos de LIOAS usando referencias
calorimétricas, las cuales no emiten fluorescencia ni acumulan energia, por lo que la

ecuacion anterior toma la siguiente forma y el superindice R significa referencia:
R
(v.2) :} = All-RR?)

de manera que A se obtiene de la pendiente de un grafico de H/E en funcion de la

fraccion de la radiacion incidente absorbida por la muestra (1-R).

Para las muestras de colorante, dado que R101 y R6G no forman esencialmente

triplete, el Ultimo término de la Ecuaciéon V.1 puede eliminarse, quedando:

donde el superindice M, corresponde al uso de la muestra. El calculo de ®.us requiere
conocer, ademas de de la frecuencia media de fluorescencia, la reflectancia verdadera,
R, que puede obtenerse mediante el método desarrollado por Mirenda y otros [1], que
llamaremos en lo que sigue como método de la reflectancia. Si bien este método
permite obtener @, la exactitud del calculo es mucho menor que la obtenida para la
reflectancia. En lo que sigue se usaran las reflectancias obtenidas
espectrofotométricamente para calcular el rendimiento cuantico observado, de modo

tal de validar el método de reflectancia para el calculo de rendimientos cuanticos.

Se realizaron experimentos con muestras épticamente gruesas de R101 y R6G
sobre polvo de celulosa microgranular usando BBG sobre el mismo soporte como
referencia calorimétrica. Las muestras fueron preparadas para la medicion de LIOAS,
segun el protocolo estandarizado (seccidén IV.4), esto es, presionando 60 mg de sdlido
seco dentro del portamuestras de aluminio, a una presidon de 25,5 bar durante 120 s.

Antes de las mediciones las muestras fueron dejadas en desecador por lo menos 24 h
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a presion atmosférica y temperatura ambiente. La reflectancia total y los valores
de ®,,s de las muestras de colorantes obtenidos a partir de las medidas de reflectancia
se muestran en la Tabla V.1 junto con los valores para la referencia a distintas

concentraciones.

muestra | C (molg!)| R Pobs "/E (L-R)L- Do (ve)/vo) | Dgps (LIOAS)
(reflect.)| (u.a.)

R6G-1 | 55x10°% 0,75 | 0,50 | 0,41 0,14 0,47 + 0,07
R6G-2 | 7,7x10%| 0,74 | 0,40 | 0,41 0,16 0,47 + 0,07
R6G-3 | 1,1x107| 0,66 | 0,40 | 0,43 0,22 0,62 % 0,05
R6G-4 | 3,3x107 | 0,54 @ 0,34 | 0,83 0,32 0,38 + 0,08
R6G-5 | 5,5x107| 0,50 | 0,26 | 1,15 0,38 0,15 + 0,10
R6G-6 | 7,7x107| 0,39 | 0,20 | 1,52 0,50 0,04 £ 0,11
R6G-8 | 1,1x10° 0,34 0,20 | 1,52 0,54 0,12 + 0,10
R101-1| 8,4x10%| 0,79 | 0,50 | 0,29 0,12 0,55 + 0,06
R101-2| 1,0x107| 0,77 | 0,50 0,27 0,13 0,63 = 0,05
R101-3| 3,0x107| 0,66 | 0,35 | 0,63 0,24 0,32 + 0,08
R101-4| 5,0x107| 0,61 | 0,28 0,57 0,29 0,50 £ 0,07
R101-5| 8,4x107| 0,54 | 0,23 | 0,90 0,37 0,28 + 0,09
R101-6| 1,0x10°®| 0,52 | 0,22 | 0,97 0,39 0,26 + 0,09
BBG-1 | 3,6 x107| 0,79 | 0,00 0,52 0,20 0,00
BBG-2 | 7,7x107| 0,77 | 0,00 | 0,77 0,29 0,00
BBG-3 | 1,1x10°| 0,66 | 0,00 | 0,84 0,32 0,00
BBG-4 | 1,8x10°%| 0,61 | 0,00 | 0,95 0,39 0,00
BBG-5 | 2,9x10°| 0,54 | 0,00 1,08 0,44 0,00
BBG-6 | 3,6 x10°| 0,52 | 0,00 1,31 0,48 0,00

Tabla V.1. Datos de reflectancia total y LIOAS para muestras de R6G, R101, y BBG.
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Las siguientes dos columnas en la Tabla V.1 se grafican en la Figura V.1 siguiendo
la Ecuacion V.3. El grafico muestra que, con excepciéon de los valores andmalos
identificados con simbolos vacios, todas las medidas caen dentro del ajuste por
cuadrados minimos con intercepcién en cero. Las barras de error de la figura
representan un 10 % del valor de H/E. Esta estimacion resulta de comparar distintas
experiencias realizadas sobre una misma muestra e incluye la incertidumbre en la

medicidn de la energia del laser, la preparacién de la pastilla y el ajuste de la celda.

H1E (a.u.)

08 4
04 - 3
0.0 T T
0.0 0z 0.4 0.8

(1-RX1 - Eppvprivg)

Figura V.1: Grafico del primer maximo de la senal de LIOAS de acuerdo con la Ecuacién V.2
para R6G (triangulos), R101 (rombos) y BBG (cuadrados); la linea llena es el ajuste por
cuadrados minimos para la referencia calorimétrica. Los simbolos vacios corresponden a valores

andémalos (ver texto).

En la Figura V.2 se representa ®.s en funcién de la concentracion del colorante
para R6G y R101, comparando los valores obtenidos por LIOAS con los hallados
mediante el método de la reflectancia. Los valores correspondientes se dan en la Tabla

V.1. Los errores se calculan por propagacion a partir de la ecuacion V.3.
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Figura V.2: @, para R6G (arriba) y R101 (abajo) obtenidos a partir de medidas de

reflectancia (simbolos llenos) y por LIOAS (simbolos vacios).

Se observa que la tendencia obtenida para las medidas de reflectancia es la misma
que para LIOAS. Los errores aleatorios para los valores obtenidos por la técnica de
LIOAS no son grandes. En cambio, no puede decirse nada acerca de los posibles
errores sistematicos en el calculo de ®,s por el método de reflectancia. Por lo tanto, la

comparacion con los datos de LIOAS es pertinente. Los rendimientos cuanticos son
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consistentes dentro de + 0.1, lo que conduce a una estimacion de error relativo de

+ 20% para los valores obtenidos.

V.2 OBTENCION DE RENDIMIENTOS CUANTICOS DE FORMACION
DE TRIPLETE

En este caso los colorantes utilizados poseen un rendimiento cuantico de formacion
de triplete alto y un rendimiento cuantico de fluorescencia bajo pero no despreciable,

con lo cual la sefial observada responde a la Ecuacién V.1 completa.

Los experimentos se realizaron con muestras de RB y EB adsorbidos sobre celulosa
usando BBG como referencia calorimétrica. Las muestras fueron preparadas como se
indico anteriormente, manteniendo las mismas condiciones para todas ellas, de esta
forma se obtiene una sefial cuyo maximo se ubica siempre en el mismo tiempo. Los
resultados se presentan en la Tabla V.2 junto con los valores de R y @, (capitulo III).

Los error de ®; se estiman en la misma forma que en la seccién V.1.

Concentracion
muestra R Dobs H/E

(moles x g'!) (u.a.) e

EB-1 4,5 x 108 0,83 0,063 0,18 0,48 = 0,08

EB-2 6,7 x 10°® 0,82 | 0,064 0,19 0,50 £ 0,07

EB-3 9,0 x 10°8 0,78 | 0,068 0,20 0,58 £ 0,07

EB-4 1,7 x 10”7 0,76 | 0,048 0,33 0,30 £ 0,10

EB-5 2,3x 107 0,68 | 0,062 0,27 0,64 £ 0,06

EB-6 3,3x 10”7 0,68 0,043 0,40 0,35 £ 0,09

EB-7 4,5 x 107 0,66 0,043 0,29 0,64 = 0,06

BBG-1 3,6x107 0,79 0,00 31 0,00
BBG-2 7,7x107 0,77 0,00 | (43 0,00
BBG-3 1,1x10° 0,66 0,00 | g46 0,00
BBG-4 1,8x10° 0,61 0,00 54 0,00
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Concentracion
muestra L R Dops H/E D7
(moles x g*)

RB-1 2,3x10°® 0,90 0,078 0,08 0,54 +£ 0,08

RB-2 4,7 x 10°8 0,86 0,073 0,09 0,66 + 0,06
RB-3 6,9 x 108 0,83 0,082 0,11 0,63 £ 0,07

RB-4 1,2 x 10”7 0,80 0,070 0,19 0,37 £ 0,09

RB-5 2,1 x107 0,77 0,069 0,19 0,52 + 0,08

RB-6 3,7 x 10”7 0,74 0,060 0,22 0,49 £+ 0,08

RB-7 4,1x 107 0,68 0,057 | 0,25 0,55 + 0,08

BBG-1 3,6 x 10”7 0,79 0,00 0,28 0,00
BBG-2 7,7 x 1077 0,77 0,00 0,40 0,00
BBG-3 1,1 x10° 0,66 0,00 0,44 0,00
BBG-4 1,8 x 10° 0,61 0,00 0,58 0,00
BBG-5 2,9x10° 0,54 0,00 0,65 0,00

Tabla V.2. Datos de reflectancia y LIOAS para EB, RB y BBG adsorbida sobre celulosa.

Los valores del parametro A, calculado para cada grupo de experimentos, resulta
de 1,46 £ 0,08 en las determinaciones sobre muestras de EB y de 1,43 £ 0,05 en las

de muestras de RB.

El valor de E; se obtiene a partir de hvp usando el valor de frecuencia que
corresponde al maximo de la banda de emision de fosforescencia, como se menciond
anteriormente. Los valores para las frecuencias de fluorescencia y fosforescencia
fueron tomados como 5,17x10'* cm™ y 4,27x10* cm™ para EB y 4,70x10'* cm? vy
4,07x10 cm™ para RB, respectivamente, a partir de los espectros de emisién capa

gruesa (Figuras II1.17 para EB y II1.23 para RB).

En la Figura V.3 se muestran los valores de rendimiento cuantico de formacién de

triplete obtenidos en funcidn de las concentraciones de los colorantes.
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Figura V.3: Valores obtenidos de ®; en funcién de la concentracion de muestras de EB

(cuadrados) y RB (circulos).

Si bien lo valores obtenidos presentan una alta dispersidn, no muestran ninguna
tendencia con la concentracion. Por ello se concluye que ®; es constante para todas la
concentraciones e igual a 0,50 £ 0,15 para EB y 0,54 £+ 0,10 para RB. Las incertezas
se atribuyen, principalmente, a la medida optoaclstica como en el caso de la

determinacion de ®gps.

Puede observarse, por un lado, que los valores obtenidos no muestran ninguna
dependencia aparente con la concentracién. Como se vio en el capitulo II, a medida
gue aumenta la concentracion aumenta el porcentaje de agregados. Sin embargo,
esto no parece modificar la probabilidad de formacion de triplete. Por otro lado, el
valor obtenido resulta considerablemente mas bajo que lo observado en solucién para
ambos colorantes. En la bibliografia se encuentra bastante variabilidad respecto a
rendimientos cuanticos en distintos solventes pero todos los valores son cercanos a
uno [3-7]. La primera observacién sera analizada desde el punto de vista de la teoria
excitonica. La disminucién del valor del @ respecto de la solucion se asocia al entorno.
En el capitulo siguiente se caracteriza al estado triplete de ambas moléculas mediante
técnicas complementarias con el fin de aportar herramientas a la discusién, que sera

presentada en el capitulo VII.
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Capitulo VI. CARACTERIZACION DEL ESTADO TRIPLETE

VI.1 FOSFORESCENCIA RESUELTA EN EL TIEMPO

Los estudios de fosforescencia fueron realizados utilizando la técnica de
Luminiscencia Inducida por Laser descripta en el capitulo II. Los experimentos fueron
realizados sobre el conjunto de muestras de diferentes concentraciones de EB y RB
adsorbidos sobre celulosa. Los espectros de emisién se obtienen a una longitud de
onda de excitacion de 337 nm con laser de N,, en una ventana temporal de 1000us y
un retardo de 1us y se adquieren espectros cada 20us teniendo 50 series, cada una de

las cuales es el resultado del promedio de la acumulacion de 10 espectros.

Si bien estos colorantes tienen mayor absorcion en el zona visible (ver capitulo III)
existe también absorcion en la zona del UV, dada la transicion S, — S,, como se
muestra en los espectros de funcién de remision de la Figura VI.1. Se observa que
tanto los colorantes como el soporte presentan absorcion a 337 nm. Por lo tanto, en
estos experimentos se excita tanto a los colorantes como al soporte de celulosa en el

que se encuentran adsorbidos.
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Figura VI.1: Espectros de funcién de remisién de muestras concentradas de RB (linea negra
continua) y EB (linea negra punteada) y de un blanco de celulosa (linea gris). En el grafico se

muestra la posicion de la longitud de onda de excitacién de 337 nm.
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Se realizaron estudios a temperatura ambiente (TA) y a bajas temperaturas (77K)
en N, liquido. Por otro lado, con el fin de estudiar el comportamiento del soporte frente
a la permeabilidad del oxigeno, se trabajé con muestras de RB adsorbida sobre
celulosa en presencia de oxigeno (aire) y en ausencia de oxigeno (argén). En estos

experimentos se buscan evidencias de quenching del estado triplete por parte
moléculas de O, en estado fundamental.

VI.1.1 MEDIDAS A TEMPERATURA AMBIENTE

ERITROSINA B

En la Figura VI.2 se muestran los resultados de experimentos de fosforescencia a
temperatura ambiente para distintas concentraciones de EB sobre celulosa.
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Figura VI.2: Espectros de emisién a 0,1 us de muestras de EB (EB-2 a EB-7) y un blanco de
celulosa. En el grafico insertado se muestra en detalle de la zona marcada donde la banda

simple corresponde a la emision de celulosa.
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En los espectros se observan tres bandas, correspondiendo la banda principal a la
fosforescencia del EB a 700 nm, esto confirma la asignacién de la banda a 703nm en
mediciones de luminiscencia para capas gruesas (Figura III.17). La banda que aparece
a bajas longitudes de onda, corresponde a la emisidn de fosforescencia de la celulosa.
Esta banda coincide con la emisién de fosforescencia evidenciada en el espectro de un
blanco de celulosa y presenta un maximo aproximadamente a 520 nm. La banda
intermedia tiene un maximo a 567nm para la muestra mas diluida y para la mas
concentrada a 572 nm. Estas bandas coinciden con las observadas en los espectros de
emisidn para capas gruesas donde los maximos aparecen entre 568 nm y 573 nm al
aumentar la concentracién. Por lo tanto, esta banda puede asignarse a la retardada
(DF - delayed fluorescence), ya que coincide con la fluorescencia observada en la
técnica estacionaria, pero aparece a tiempos mayores en la técnica resuelta en el
tiempo.

En la Figura VI.3 se comparan los espectros de emisién de celulosa y una muestra
de EB a 0,1 us con los espectros de funcidon de remision y fluorescencia de la misma

muestra.

I(ua)6F(R,)

400 500 600 700
A (nm)

Figura VI.3. Espectro de emision a 0,1us de celulosa (linea negra fina), espectro de emisién
a 0,1us de una muestra EB-1 (linea negra gruesa), espectro de funcién de remisién (linea gris

fina) y espectro de emision en capa gruesa de la misma muestra (linea gris gruesa).
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En el espectro de emisidn de la muestra de colorante, la banda que corresponde a
la emision de fosforescencia de celulosa aparece corrida hacia el azul respecto a lo
observado en el espectro de celulosa pura. Dado el gran solapamiento entre esta
banda y el espectro de absorcién del colorante, se plantea que existe reabsorcion de la
emision de fosforescencia de la celulosa por parte del colorante en esta zona. Esto
genera distorsidon y disminuciéon de la amplitud de la banda que corresponde a la
emisidon de celulosa en el espectro de la muestra de colorante. Por otro lado, en la
misma figura, se observa la coincidencia entre la banda propuesta como DF y el
espectro de fluorescencia en capa gruesa. Para conocer el origen de la banda de DF se

realizaron experimentos a baja temperatura (ver mas adelante).

De acuerdo con la posicién y forma de la banda de fosforescencia del colorante
puede decirse que no hay variacidn apreciable con la concentracion para todo el
conjunto de muestras estudiadas ni con el tiempo, tal como se muestra en la Figura
VI1.4. Por lo tanto, se considera que el proceso de desactivacién radiativa del estado

triplete se refiere siempre a la misma transicion.

20 4

[ ] e

Figura VI.4. Espectros normalizados de fosforescencia (corridos 1 unidad) de todas las

muestras estudiadas de EB adsorbida sobre celulosa a 0,1us (arriba) y a 500 us (abajo).
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ROSA DE BENGALA

Se tomaron los espectros de emisién a resueltos en el tiempo al grupo de muestras
de RB adsorbida sobre celulosa de distintas concentraciones. Para un tiempo de 0,1 pus

se muestran los resultados en la Figura VI.5 comparados con un blanco de celulosa.
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Figura VI.5. Espectros de emisién a 0,1 us de muestras de RB (RB-2 a RB-6) y de un
blanco de celulosa. En el grafico insertado se muestra en detalle de la zona marcada donde la

banda simple corresponde a la emisién de celulosa.

También aqui se observan tres bandas distintas. La banda principal corresponde a
la fosforescencia del RB a 737 nm, que coincide con los espectros de emisién medidos
en fluorébmetro para capas gruesas (ver Figura III.23) donde puede observarse la

banda de emisién de fosforescencia (738 nm).

La banda que corresponde a la fosforescencia de la celulosa aparece en la misma
posicion que la observada anteriormente en el caso de EB (520 nm). La banda
intermedia puede atribuirse a DF haciendo el mismo analisis que se realizdé para EB. El
maximo para la banda de DF para la muestra mas concentrada se encuentra a 587 nm
y para la mas diluida a 582 nm, lo que coincide con lo observado por la técnica

estacionaria para capas gruesas de muestras (588 nm y 582 nm, respectivamente).
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En la Figura VI.6 se comparan los espectros de emisién de la celulosa y una
muestra de RB a 0,1 us con los espectros de funcidn de remisién y de fluorescencia de
la misma muestra.
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Figura VI.6. Espectro de emision de fosforescencia de un blanco de celulosa (linea negra
fina), espectro de emisién a 0,1us de la muestra (linea negra gruesa) de RB-7 espectro de
absorcion de la muestra (linea gris fina) y espectro de emisién para capas gruesas de la misma

muestra (linea gris gruesa). Graficos no a escala.

Aqui también puede verse el efecto de la reabsorcion de la emision de
fosforescencia de la celulosa por parte del colorante, lo que provoca la distorsion de
esta banda de fosforescencia. La coincidencia con la banda de fluorescencia del
espectro de emisidn para capas gruesas y la mayor intensidad observada respecto a la
emision de la celulosa confirman la asignacién de DF para la banda intermedia que

aparece en el espectro de emision estudiado.

Observando los espectros normalizados para todas las concentraciones a distintos

tiempos, puede decirse que no hay variacion apreciable en la posicién y la forma de la
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banda de fosforescencia del colorante, para todo el conjunto de muestras estudiadas,

como se muestra en la Figura VI.7.

[f1 max
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Figura VI.7. Espectros normalizados de fosforescencia de todas las muestras estudiadas de

RB adsorbida sobre celulosa a 0,1us (arriba) y a 500 us (abajo).

VI.1.2 MEDIDAS A BAJAS TEMPERATURAS

La fluorescencia retardada puede ser de tipo P y de tipo E. La primera proviene de
la interaccion entre dos moléculas excitadas en estado triplete y da lugar a una
molécula en estado singulete fundamental S, y otra en estado excitado S; que decae
radiativamente; se produce a intensidades de excitacidn altas y, en ausencia de
difusion, requiere que ambas moléculas estén préximas para permitir el cambio de
espin. De acuerdo a esto el tiempo de decaimiento es la mitad del que se observa para
la fosforescencia. La tipo E resulta del cruce entre sistemas inverso S; < T; (reverse
intersystem crossing) y es un fendmeno activado; es un proceso unimolecular que se
da a cualquier intensidad de iluminacion y se favorece aumentando la temperatura. En

este tipo de DF el decaimiento coincide con el de la fosfosforescencia [1].
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Una forma de identificar si la fluorescencia retardada resulta a partir de un proceso
tipo P o tipo E es realizar experimentos a baja temperatura, ya que la tipo E es un
proceso activado térmicamente y no ocurre a bajas temperaturas. Existen referencias
sobre la ocurrencia de este tipo de proceso para los xantenos halogenados como RB y
EB [2-7].

Con el fin de determinar el origen de la fluorescencia retardada se tomaron
espectros de emisién de fosforescencia en la misma forma que la descripta en la
Seccion VI.1.1 pero sometiendo a muestras de EB y RB concentradas (EB-7 y RB-7,
respectivamente) a la temperatura del N, liquido (77K). Los espectros obtenidos,
tomados a 0,1 us, se presentan en la Figura VI.8, en comparacion con los espectros

de las mismas muestras a TA.

I T o
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Figura VI.8. Espectros de emision de fosforescencia normalizados de la muestra EB-VII

(izquierda) y de la muestra RB-VII (derecha) a 77K (lineas gruesas) y a TA (lineas finas).

En los espectros de emisidon a 77K se observa un aumento en la emision de la
celulosa respecto a lo observado a TA, aqui se hace evidente el fendmeno de
reabsorcién de la emision de fosforescencia de la celulosa por parte del colorante ya
para ambas muestras se presenta una depresidn que coincide con la banda de
absorcién de los colorantes (ver Figuras VI.3 y VI.6). Las bandas presentes alrededor
de 580 nm y 600 nm para muestras de EB y RB, respectivamente, son producto de la
distorsién de la banda de emisiéon de fosforescencia de la celulosa a causa de la
reabsorcidon mencionada. En experimentos a TA las bandas alrededor de la misma

posicion se asignan a DF dado que poseen mavyor intensidad que las correspondientes
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a la emisién de celulosa. Sin embargo en los experimentos a bajas temperaturas no se

observa esta diferencia, lo que muestra, aparentemente la ausencia de bandas DF.

Puede observarse, ademas, que la posicion de las bandas de fosforescencia del
colorante y de la celulosa presentan corrimientos hacia el azul, de 12 nm para EB, 11
nm para RB y de 34 nm para la celulosa, respecto a las posiciones observadas en

experimentos a TA, por efecto de las bajas temperaturas.

La aparente ausencia de bandas correspondientes a DF en los espectros de emision
de las muestras de EB y RB a 77K manifiesta que el proceso que origina la DF es de

Tipo-E ya que este es un proceso activado.

VI.1.3 EFECTO DEL OXIGENO

Debido al alto rendimiento cuantico de formaciéon de triplete que presentan en
solucién de etanol, las moléculas de EB y RB pueden facilmente producir oxigeno
singulete en contacto con el oxigeno del medio y de esta manera presentar bajos

rendimientos cuanticos de formacién de triplete.

Dado que en estudios de LIOAS se obtuvieron valores de rendimiento cuantico de
formacion de triplete mas bajos que los observados para ambos colorantes en solucién
se realizaron estudios de fosforescencia con una muestra de RB en equilibrio con
argon, con el fin de determinar si existe flujo de oxigeno a través de la red polimérica

de la celulosa.

Los espectros obtenidos, mostrados en la Figura VI.9, resultaron invariantes en
atmodsfera de argdn respecto a los obtenidos en atmdsfera con oxigeno, con lo cual se
asegura que en la celulosa no es permeable al oxigeno y que el rendimiento cuantico
de formacion de triplete no es menor que en solucién de etanol, debido a un posible

qguenching por oxigeno molecular.
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Figura VI.9. Espectros de emision de fosforescencia normalizados de la muestra RB-7 en
equilibrio con aire (linea negra) y en equilibrio con argdn (linea gris).

VI.1.4 TIEMPOS DE VIDA
Todos los espectros de emision de la muestra mas concentrada y la mas diluida de

EB adsorbida sobre celulosa, tomados cada 20 us, se muestran en la Figura VI.10.
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Figura VI.10. Espectros de emision medidos entre 0,1 y 980 pus, cada 20 us, de la muestra
de EB-7 (arriba) y de EB-1 (abajo).

Los estudios cinéticos no arrojaron tiempos definidos dada la curvatura del grafico
semilogaritmico (Figura VI.11). Los tiempos de decaimiento calculados a 700 nm se
encuentran entre 300 y 500 us e incluso se han observado las mismas variaciones para

un punto alejado (750 nm) y para todas las concentraciones sin encontrar tendencias.
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Estos tiempos son mucho mayores que el reportado por Kamat y Fox [8] en solucién

de etanol (76 us).
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Figura VI.11. Grafico de logaritmo de intensidad de fosforescencia a 700 nm (circulos) y de

fluorescencia retardada a 570 nm (cuadrados) en funcion del tiempo para la muestra EB-7.

En la Figura IV.11 también se muestran los valores para la DF tomados a 570 nm.
Se observa claramente que el decaimiento coincide con el de la fosforescencia. Esto
resulta una evidencia concluyente para considerar que la fluorescencia retardada

procede por un mecanismo de Tipo-E.

Para los estudios cinéticos de RB adsorbido sobre celulosa se colectaron espectros

desde 0.1 pus a 980 us, cada 20 us y se presentan en la Figura VI.12, para muestras

concentradas vy diluidas.
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Figura VI.12. Espectros de emisién medidos entre 0,1 y 980 us, cada 20 us, de la muestra

de RB-7 (arriba) y de RB-1 (abajo).

No se observan tiempos definidos dada la curvatura del grafico semilogaritmico
(Figura VI.13). Los tiempos de decaimiento calculados a 737 nm se encuentran entre
220 y 340 ps y lo mismo se observa en un punto alejado (770 nm) y para todas las

concentraciones. El tiempo reportado en solucién de etanol es 90 us [8].
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Figura VI.13. Grafico de logaritmo de intensidad de fosforescencia a 737 nm (circulos) y de

fluorescencia retardada a 586 nm (cuadrados) en funcién del tiempo para la muestra RB-7.

El decaimiento para la banda de DF en la Figura VI.13 muestra a tiempos cortos el
mismo tipo de decaimiento que presenta la banda de fosforescencia del colorante, pero
a tiempos mas largos es probable que sea afectado por el decaimiento de Ia
fosforescencia de la celulosa (1,~1000 ps). Esto es posible, ya que segun las Figuras
VI.2 y VI.5 la fosforescencia de la celulosa es comparativamente mas importante para
RB que para EB. Sin embargo, estas observaciones coinciden con un comportamiento

correspondiente a un mecanismo Tipo-E para la fluorescencia retardada.

En medios heterogéneos por lo general existe una distribucién de tiempos de vida y
no un unico tiempo por efecto de la variabilidad del microentorno. Por esto resulta
dificil encontrar estos valores a partir de los tratamientos de datos usuales. Por lo
tanto, se utilizd el tratamiento para obtener la distribucion de tiempos de vida, LDA,

desarrollado por Branco y otros [9] brevemente descripto en la seccién 11.4.2.
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Se analizaron los datos presentados anteriormente para una muestra concentrada,

una intermedia y una diluida de EB y RB, resultando las distribuciones de las Figuras

VI.14 y VI.15.
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Figura VI.14. Distribucion de tiempos de vida de fosforescencia para una muestra de EB-2

(a), EB-5 (b) y EB-7 (c) a TA.

Para EB, se observa un tiempo largo de relajaciéon de entre 470 y 520 us que

aparece en todas las concentraciones, pero a concentraciones intermedias comienza a

aparecer un nuevo tiempo de relajacidn mas corto de entre 160 y 190 ps.
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Figura VI.15. Distribucién de tiempos de vida de fosforescencia para una muestra de RB-3

(a), RB-5 (b) y RB-7 (c) a TA.

En el caso de RB puede observarse que no se manifiesta mas que una sola

distribucién de tiempos de vida para el estado triplete, que es la misma en todas las

concentraciones y que incluye un gran intervalo de tiempo pero el maximo se

encuentra entre 260 y 320 pus.

Puede decirse que para EB y RB adsorbidos en celulosa el tiempo de vida aumenta

considerablemente respecto a la solucién de etanol, asi mismo se observa una
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distribucién de tiempos, y no un Unico tiempo, a causa de la microheterogeneidad del
ambiente y la disponibilidad de diferentes sitios donde las moléculas se encuentran

adsorbidas.

De acuerdo a lo observado anteriormente (espectros de fosforescencia vy
rendimientos cuanticos de triplete), el proceso de formacion del estado triplete parece
ser el mismo tanto para muestras diluidas como para concentradas, en que la
concentracion de dimeros es mayor, permitiendo a los mondmeros que los integran
comportarse en este estado transitorio como moléculas individuales (espectro de

fosforescencia unico).

Para muestras concentradas de EB se observa la aparicion de un tiempo de
decaimiento adicional, menor al observado a concentraciones bajas, sin embargo no se
encuentran diferencias significativas entre los espectros de fosforescencia del colorante
a distintas concentraciones y se presenta este fendmeno en las muestras de RB. Las
observaciones sobre esto y las hechas a lo largo de este capitulo seran tratadas en el

capitulo siguiente.

VI.2 FOTOLISIS FLASH CON LASER POR REFLECTANCIA DIFUSA

Tal como se describe en la seccion I1.5, se realizaron experimentos de Fotdlisis
Flash en modo reflectancia difusa para muestras de EB y RB, los resultados se

muestran en la Figura VI.16.

Se espera, para estas moléculas, varios estados T, con diferencias de energia de
alrededor de 1 eV [5]. Las transiciones van desde el UV hasta el IR incluyendo el
visible. Estas son dificiles de apreciar dada la fuerte absorcidon del estado fundamental

alrededor de 600 nm.

Los valores negativos indican la despoblacion del estado fundamental y reflejan el
espectro de absorcién de la molécula. Se obtiene el espectro transitorio esperado,

donde la zona positiva en el rojo indica la absorcion del estado triplete [10-14].
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Figura VI.16. Espectros de absorcion de estados transitorios de la muestra de EB-7
(arriba) medidos a 0,25us (linea continua) y a 50 us (linea punteada) y de la muestra RB-7
(abajo) medidos a 0,10 us (linea continua) y a 2,5 ps (linea punteada).

No es posible obtener conclusiones al respecto sin hacer un estudio riguroso para

ambas moléculas, lo cual excede los alcances de esta Tesis.
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Capitulo VII. DISCUSION

Aplicacion de LIOAS para la determinacion de rendimientos cuanticos de

colorantes en matrices sélidas

En esta Tesis se presenta el desarrollo de un método para la determinacion de
rendimientos cuanticos aplicando la técnica de LIOAS a sistemas sélidos que dispersan

la radiacion incidente.

Los fundamentos de la aplicacién de la técnica se basan en un disefio donde se
subraya el uso de radiacion laser y deteccién optoaclstica (PZT) en forma directa,
acoplando el detector a una placa de cuarzo sobre la que se coloca la muestra soélida,
lo cual asegura un uso eficiente de la radiacion incidente y una mayor respuesta en la
deteccion. El disefio posee simetria cilindrica, permitiendo un analisis cuantitativo
relativamente simple. La experiencia del grupo sobre el manejo y el desarrollo de
métodos para el estudio de este tipo de muestras permitié formular cuantitativamente
las hipdtesis referidas a la forma en que las muestran absorben la luz y los procesos
que luego se desencadenan. El diseno utilizado asegura la maxima sensibilidad posible.
Las mejoras hechas sobre el dispositivo luego de las experiencias preliminares se
orientaron a optimizar el contacto acustico, mejorando la reproducibilidad de la

medida.

El criterio de seleccion de las moléculas utilizadas en los experimentos de LIOAS
tuvo en cuenta sus propiedades fotofisicas de acuerdo al sistema de iluminacién y
deteccion usados. Se requieren colorantes con alto rendimiento cuantico de
fluorescencia (®.ps) 0 rendimiento cuantico de formacién de triplete (®1), seguin sea el
caso, con alta absorcion a la longitud de onda de excitacién, 532 nm. Este
requerimiento fue importante para conocer la respuesta del sistema y estudiar la
relacién de la sefial con las propiedades fotofisicas de las moléculas estudiadas.
Gracias a la existencia previa de un método para la determinacion de rendimiento
cuantico de fluorescencia [1] pudo evaluarse la consistencia del método propuesto y

fijar las condiciones necesarias para asegurar la confianza de la medida.

Como se muestra en el capitulo V, los rendimientos cuanticos de fluorescencia
obtenidos por LIOAS son consistentes dentro de + 0.1, lo cual implica un error relativo

del 20% para @ del orden de 0.5. La preparacion de la muestra tiene un gran efecto

141



sobre la sefial de LIOAS, tanto en su amplitud como sobre el tiempo al que llegan las
ondas acusticas al detector. El establecimiento de un protocolo, tanto para la
preparaciéon de la pastilla, como para el procedimiento en la mediciéon (ajuste de la

celda en el sistema), permitié maximizar la reproducibilidad.

En principio, se podria argliir que el uso de LIOAS no aporta ninglun dato adicional
sobre la técnica de reflectancia, que permite obtener al mismo tiempo las reflectancias
verdaderas y los rendimientos cuanticos de fluorescencia observados [1]. Sin embargo,
el método basado en LIOAS resultd util para asegurar la validez del método de
reflectancia para el calculo de rendimientos cuanticos de fluorescencia. Los estudios
realizados sobre colorantes con altas eficiencias de formacién de triplete no pudieron
ser contrastados con otro método porque hasta la actualidad no existe ninguno
enteramente confiable. En el capitulo V se muestra que los resultados de rendimiento
cuantico de triplete para EB y RB adsorbidos sobre celulosa son erraticos con una
dispersién de un 20% considerando un valor medio independiente de la concentracion.
Los errores se atribuyen principalmente, como en el caso de la determinacién del
rendimiento cuantico de fluorescencia, a las condiciones de reproducibilidad tanto en la
preparacion de la muestra y ajuste de la celda como en el sistema de iluminacién. Sin
embargo, el resultado obtenido para cada colorante pudo ser evaluado junto con las

demas propiedades del estado triplete como se muestra mas adelante.

Se puede decir, entonces, que el método propuesto es fiable dentro de las cotas de
error indicadas para la determinacion de rendimientos cuanticos en muestras sdlidas
que dispersan luz. Las sefiales obtenidas responden a las hipdtesis de trabajo y se
relacionan con los parametros fotofisicos segin la expresion planteada en la Ecuacién
IV.19. Por lo tanto, puede obtenerse valores de rendimiento cudntico de triplete,
parametro que no es accesible a partir de ningiin método confiable desarrollado hasta

el momento para este tipo de muestras.

a técnica puede ser utilizada para todo tipo de sdélidos opacos ya que asegura una
alta sensibilidad en la detecciéon y un buen contacto acustico. Debe tenerse en cuenta
que la senal brindard informacion sobre los procesos fotofisicos de los cromdforos

presentes solo si las muestras son épticamente gruesas.
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Caracterizacion de colorantes adsorbidos sobre celulosa. Estado triplete.

Los colorantes adsorbidos sobre celulosa estudiados muestran gran influencia del
entorno sobre sus propiedades fotofisicas. A lo largo de la Tesis se han comparado los
parametros observados con los obtenidos en solucidon de etanol o metanol. Mientras
que en solucién la molécula se encuentra en un ambiente homogéneo, la situacion del
colorante adsorbido en celulosa es muy diferente, ya que la molécula esta inmersa en

un entorno rigido microheterogéneo.

La microheterogeneidad del entorno se manifiesta en los efectos sobre el espectro
de absorcién y de emision, dando bandas mas anchas que las esperadas y produciendo
corrimientos espectrales. La ubicacién de moléculas adsorbidas en las cercanias de
otras promueve el efecto de filtro interno mediante los fendmenos de reabsorcién y de
reemision. Esto provoca una distorsién en el espectro de emisién y causa la
disminucion del rendimiento cuantico de fluorescencia a medida que aumenta la carga
de colorante. A su vez, aumenta la probabilidad de formacion de agregados. La
microheterogeneidad del medio puede manifestarse en los tiempos de vida de las
especies excitadas, mostrando una distribucion en vez de un Unico tiempo de
decaimiento. En esta parte de la discusion el analisis se realiza para los mondmeros de

los colorantes estudiados y la situacion de los dimeros se discute mas adelante.

El corrimiento de la posicion del maximo de una determinada banda en un
espectro, en diferentes solventes, muestra una variaciéon en la energia de los estados
fundamental y excitados que presenta la molécula en este entorno. Asimismo, al
modificarse la energia de estos estados, cambian los parametros cinéticos que
dominan las diferentes transiciones radiativas y no radiativas. Desde este punto de

vista se discuten las observaciones realizadas en esta Tesis.

Los derivados xanténicos sobre los que se determinaron rendimientos cuanticos de
formacion de triplete, Rosa de Bengala y Eritrosina B, tienen propiedades fotofisicas
similares. Estas moléculas contienen atomos pesados (haldégenos) en su estructura que
las diferencian de otros derivados xanténicos mas livianos, ya que pueden formar
triplete eficientemente. Esto se debe al alto valor de la constante de velocidad de cruce

entre sistemas (kcs) debido fundamentalmente al acoplamiento espin-érbita. El efecto
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de rigidizacién por la adsorcién de la molécula sobre la celulosa no deberia influir sobre
el rendimiento cuantico de triplete. Sin embargo, de acuerdo a los estudios de LIOAS,
®; disminuye apreciablemente para ambas moléculas en comparaciéon con sus valores
en solucién, por ejemplo en agua, metanol y etanol. Por lo tanto, este resultado debe

ser estudiado en el marco de la interaccion de la molécula con su entorno.

La primera observacion que puede hacerse es que los espectros de absorcidon y de
emisidon, para ambas moléculas, sufren un desplazamiento batocrémico respecto del
espectro en solventes comunes [2-4], lo cual sugiere la estabilizacién del estado
excitado en celulosa. La estabilizacién de los estados !(nn*) se favorece cuando el
entorno con el que interactla la molécula es polar. Este no es el caso de la celulosa
respecto de solventes como agua o metanol. Lo mismo se observa en los espectros de
fosforescencia; el corrimiento hacia el rojo muestra una disminucién de la diferencia de
energia entre el estado T; y el fundamental Sy, y otra vez, no es lo esperado para
estados 3(zn*) en este entorno [2]. Para que ello ocurra debe modificarse también el
estado fundamental de manera que la variacidén de energia para cada estado estd dada
segun: AE(Sq)> AE(S:)> AE(T;) al aumentar la polaridad del medio. A esta conclusién
llegaron Robinson y sus colaboradores [3] al explicar el aumento del rendimiento
cuantico de fluorescencia en la serie agua < metano < etanol < isopropanol,
postulando un aumento en las constantes de desactivacion no radiativas, en particular

kcs.

El esquema mostrado en la Figura VII.1 ilustra la situacién descripta. Todos los
estados se estabilizan al aumentar la polaridad del medio, lo cual estd de acuerdo con
la naturaleza de las transiciones nr*. La diferencia de energia entre S; y Sy (A)
aumenta con la polaridad debido, principalmente, a que la estabilizacion del estado
fundamental es mayor que la del estado excitado. De la misma forma, la diferencia de
energia entre los estados T; y Sg (B) es menor en un medio menos polar. Esto
corresponde a lo observado en los espectros de absorcion y emisién estudiados en esta
Tesis. Las variaciones encontradas para la serie de alcoholes muestran una tendencia

bien clara.
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Figura VII.1: Diagrama esquematico de la variacion de la posicion de los niveles

energéticos de los estados electrénicos de RB y EB.

En la Tabla VII.1 se muestran los valores de A, B y C para RB y EB en algunos
solventes y matrices, junto con los resultados de las mediciones de muestras de los

colorantes en celulosa.
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Eritrosina B Rosa de Bengala

solvente A Ref. B Ref. C A Ref. B Ref. C
Agua 224,2 | [3] | 187,4| [9] | 36,8]| 211,5| [3] | 172,0 | [11] | 39,5
Metanol 219,7 | [3] 209,7 | [3] | 169,1 | [12] | 40,6
Etanol 217,3 | [3] | 176,1 | [10] | 41,2 | 209,0 | [3]

i-Propanol | 215,0 | [3] 207,9 | [3]

Silica gel |213,4|[5]|175,3| [5] | 38,1

Films PVA | 214,6 | [6] | 173,3 | [6] | 41,3

Sacarosa | 215,7 | [7]1|177,4| [7] | 38,4

Celulosa 213,4| * |1709| * |42,5]207,9| * |162,5| * |454

Acetona 213,8 | [8] 209,0 | [4]

Tabla VII.1: Valores obtenidos de diferencia de energias, A, B y C (ver texto) en
kJ/mol. Las referencias corresponden a valores espectrales de fluorescencia y

fosforescencia. (*) corresponde a los resultados de este trabajo de Tesis.

Segun estudios recientes [4], para RB la posicidon del maximo en los espectros de
absorcién varia linealmente con la polaridad del solvente si se trata de solventes
proticos, indicando un corrimiento hacia menores energias al aumentar la capacidad
del solvente para formar puentes H. Por lo tanto, dada la tendencia explicada para los
alcoholes, puede ubicarse a la celulosa a continuacién de la serie mostrada, ya que se
trata de un compuesto polar del tipo R-OH. Los bajos valores en los parametros A y B
muestran una menor capacidad de la matriz para formar puente H. Si bien la celulosa
presenta grupos hidroxilo, su estructura amorfa no permite que todos los grupos sean

accesibles para la interaccion con la molécula de colorante.

Segun la teoria [13] kcs es muy sensible a la diferencia de energia entre el estado
T,y el Sy, AE(T;S;). Por lo tanto, es esperable que una variacion en AE(T;S;) provoque
un cambio en el rendimiento cudntico de triplete. En la Tabla VII.1 se muestran
algunos valores obtenidos para AE(T;S;) (parametro C). Segun el diagrama de niveles

de energia, a medida que disminuye la polaridad AE(T;S;) se hace mas grande. Esto
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puede observarse para los alcoholes; para la celulosa se observa que este parametro
es mayor que para los alcoholes mostrados. Un aumento en AE(T;S;) provoca una
disminucion en kcs, haciendo al proceso de formacion de triplete menos probable, con
la consecuente disminucién del ®; respecto de los valores en soluciéon acuosa y de
alcoholes. Como se mostré en la seccién V.2, se obtuvieron para ambos colorantes

valores de alrededor de 0,5 para @+ utilizando el método desarrollado en esta Tesis.

Los espectros de emision de fosforescencia muestran que las moléculas estudiadas
en celulosa son capaces de presentar fluorescencia retardada (DF) tipo E tal como lo
hacen en etanol u otros solventes. Alun teniendo valores mas altos de AE(T;S;) que en
solucidon de alcoholes, éste es lo suficientemente pequefio para que se promueva, a
temperatura ambiente, la transicion de cruce entre sistemas reverso desde el estado

T, al estado S;.

A partir de los valores medidos puede hacerse un breve analisis sobre las

constantes de velocidad de los procesos fotofisicos observados.

Dado que no pudieron obtenerse los tiempos de vida de fluorescencia para estas
muestras por superposicion de las bandas del colorante con las de celulosa, se toma
como valida la observacion de Robinson: la variacidon del rendimiento cuantico de
fluorescencia se debe sélo a la variacion de las constantes de desactivacidn no
radiativas. Por lo tanto, puede considerarse que la constante radiativa del estado
singulete (kg) no varia apreciablemente con la polaridad del entorno. A partir de esto
se toman los valores de kr que obtuvo Robinson y se calculan las constantes para las
transiciones no radiativas con los datos de rendimientos cuanticos de literatura, para
RB y EB, en solucidon en metanol y los obtenidos para muestras adsorbidas sobre

celulosa, teniendo en cuenta las siguientes expresiones:

k
VII.1) @, = F
( ) P Ke + Kes + K
(VIL.2) @, = Kes

ke +Kes + K
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En las Tablas VII.2 y VII.3 pueden encontrarse los resultados incluyendo el calculo
del tiempo de vida de fluorescencia segun:

(VIL.3) 1. = De
. F —_
I(F

EB r tr (NS) ke (1/s) knr (1/5) o7 kes (1/5) | ke (1/s)

metanol | 0,08 [3] | 0,500 [3] | 1,6.10% [3] | 1,8.10° [3] | 0,90 [15] | 1,8.10° | 0,4.108%

celulosa | 0,165 (*) 1,0 1,6.10% [3] 0,8.10° 0,50 (*) | 0,5.10° | 3,2.108%

Tabla VII.2: Rendimientos cudnticos de fluorescencia y de formacién de triplete

(®F y ®7), tiempos de vida de fluorescencia (1) y constantes de desactivacién de
fluorescencia (kg), de cruce entre sistema (kes) y de conversion interna (kc;) para EB
en solucion de metanol y en muestras adsorbidas sobre celulosa. (*) datos obtenidos

en este trabajo.

RB Dr 7 (NS) ke (1/s) Knr (1/5) Dy Kes (1/8) | Ker (1/s)

metanol | 0,08 [3] | 0,665 [3] | 1,2.108[3] | 1,4.10°[3] | 0,90 [15] | 1,4.10° 0,3.108

celulosa | 0,13 (*) 1,1 1,2.10%[3]| 0,8.10° 0,54 (*) | 0,5.10° | 3,1.108

Tabla VII.2: Rendimientos cudnticos de fluorescencia y de formacién de triplete

(®F y ®7), tiempos de vida de fluorescencia (1) y constantes de desactivacién de
fluorescencia (kr), de cruce entre sistema (kcs) y de conversion interna (kg) para RB
en solucion de metanol y en muestras adsorbidas sobre celulosa. (*) datos obtenidos

en este trabajo.

Robinson [3] y Fox [14] observaron que ®r aumenta con la disminuciéon de la
polaridad atribuyéndolo exclusivamente a la disminucidon de kcs y plantearon que la

constante de desactivacion por conversion interna (kc) es despreciable para estos
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colorantes. Sin embargo, se observa que la suma ®; + ® se aleja cada vez mas de la
unidad al disminuir la polaridad. Esto sugiere un aumento importante en el valor de
ke, Un aumento en ke se contrapone con la disminucion de kes haciendo que el valor
de ®r no aumente demasiado con la disminucion de la polaridad. Esto puede
comprobarse al observar los valores en celulosa respecto de los valores en solucion de
metanol. Este razonamiento, junto con el supuesto sobre kg, se corresponde con los

valores mostrados en las Tablas VII.2 y VII.3.

Por otro lado, puede decirse que para EB y RB se espera que el tiempo de vida de
fluorescencia aumente en muestras adsorbidas sobre celulosa respecto de la solucion
en etanol. Segun experimentos no mostrados en esta Tesis el tiempo de decaimiento
de fluorescencia de la celulosa es alrededor de 3 ns y las bandas se superponen
considerablemente con las del colorante, por lo cual, el valor de tiempo de vida de
fluorescencia para cada colorante resulta dificil de obtener a partir de los espectros de

emision resueltos en el tiempo.

Caracterizacion de dimeros de colorantes adsorbidos sobre celulosa

La adsorcion de colorantes en matrices sdlidas aumenta la probabilidad de
formacion de agregados. La variacion de los espectros de absorcion con la
concentracion demuestra que tanto EB como RB se agregan en altas proporciones a las
mayores concentraciones estudiadas (Cap. III). Se observa que el porcentaje de

agregacion llega a un 67% para la muestra EB-7 y un 60% para la muestra RB-6.

Los espectros de absorcion de los dimeros se diferencian de los de los respectivos
monodémeros por la intensidad absoluta de las bandas (marcado hipocromismo) vy la
mayor relaciéon entre las intensidades de las bandas de mayor y menor energia [16-
17]. La posicién de las bandas permanece por el contrario invariable. Por otro lado, los
espectros de fluorescencia corregidos por reabsorcién y reemision son invariantes con
la concentracion del colorante, exceptuando un pequefio corrimiento batocrémico al
aumentar la concentracion. Estos resultados indican que los dimeros son en ambos
casos de tipo H o casi H (mondmeros enfrentados ligeramente desplazados) y la

interaccion entre los mondmeros es débil (seccién 11.3.4).
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El analisis para la obtencién de rendimientos cuanticos de fluorescencia verdaderos,
realizado en el capitulo III, indica que, mientras que los dimeros de EB no son
fluorescentes, los dimeros de RB si lo son. La fluorescencia de los dimeros de RB ya
habia sido demostrada sobre celulosa [18] y en suspensién de nanoparticulas cargadas
positivamente [19]. Tipicamente, los dimeros H muestran una sola banda de absorcién
a mayor energia que el mondmero y no son fluorescentes. Debido a la débil interaccion
existente esta regla puede romperse dando lugar a la existencia de dimeros
fluorescentes. Que esto ocurra sélo para RB indicaria que la interacciéon entre
mondmeros es mucho mas débil para RB que para EB (la Figura VII.2 esquematiza
esta hipdtesis). En ambos casos la diferencia de energia entre ambos estados
excitonicos debe ser mucho menor que la separacién entre ambas bandas de absorcién
del colorante (EB o RB) y se traduce en un mayor ancho de cada banda sin
desdoblamiento aparente. Probablemente, el mayor tamafio de RB debido a la
sustitucién del anillo xanténico por atomos de cloro impida un mayor acercamiento

entre ambos mondmeros.
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Figura VII.2: Diagrama de los niveles energéticos de los estados electronicos de

dimeros de RB y EB (la escala corresponde sélo a los mondmeros).
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El rendimiento cuantico de formacidn de triplete es independiente de la
concentracion para ambos colorantes. Esto implica necesariamente que la probabilidad
de formacion de triplete a partir de los mondmeros o los dimeros es la misma. En
otras, palabras, la interaccidn existente entre los monémeros que conforman el dimero
no incide sobre dicha probabilidad. Dado que el rendimiento cuantico de fluorescencia
es bajo para ambos colorantes en forma monomérica o dimérica (nulo para el dimero
de EB):

kCS

(VIL4) O ~ —C5
Kes + Kg

indica que la relacidn kcs/kcr debe ser similar para el dimero que para el mondémero.

Observando la Figura VII.2 y teniendo en cuenta que el desdoblamiento excitonico
del estado singlete es bajo y que el estado triplete no se desdobla (el momento de
transicién T-S es muy bajo) es posible afirmar que las diferencias de energia S;-Sp y
S;-T; son las mismas para el dimero que para el mondmero. Entonces es razonable
pensar que Kcs Y Kcr son iguales respectivamente para ambas formas del colorante, con

lo cual @ no deberia cambiar con la concentracion tal como se observa.

El hecho de que en los espectros de emisién la fosforescencia y la fluorescencia

retardada no son afectadas por la concentracidn avala esta hipétesis (capitulo VI).

El decaimiento del estado triplete, sin embargo, presenta diferencias entre ambos
colorantes en estudios de LDA. Mientras que para RB se obtiene una distribucion
monomodal de tiempos de decaimiento de fosforescencia independiente de la
concentracion, para EB se obtiene a una distribucion bimodal a altas concentraciones,
con la aparicion de un decaimiento mas rapido. Este decaimiento puede asociarse al
del triplete del dimero. Contrariamente, al ser la interaccion entre los mondémeros de

RB mas débil, el decaimiento del triplete no se veria afectado por la dimerizacion.
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El interés en el estudio de sistemas compuestos por altas concentraciones de
colorantes se debe a la posibilidad de analizar las interacciones entre moléculas que se
encuentran muy cercanas y su efecto sobre la fotofisica del propio sistema, ya sea a
través de la transferencia de energia de mediano a largo alcance o mediante la
generaciéon de trampas de la energia de excitacion, con efecto positivo o negativo
sobre dicha eficiencia. Asimismo, la eficiencia de los fotoprocesos que suceden en el
sistema podria aumentar dado que en estas condiciones puede ser absorbida una

fraccion considerable de la radiacion incidente.

En solucién, muchos colorantes presentan altas absorbancias a concentraciones
relativamente bajas, poseen alta tendencia a la agregacién, especialmente si se trata
de compuestos con estructuras aromaticas extendidas y el efecto de filtro interno no
puede evaluarse convenientemente en forma cuantitativa. La inclusiéon de colorantes
en soportes sélidos permite alcanzar concentraciones locales dificilmente accesibles en
sistemas homogéneos. A concentraciones a las que en solucidn las moléculas se
agregan, en solidos, esta tendencia se reduce dado que la interaccion con el soporte
modifica la forma en la que interactian las moléculas de colorante, ademas permite
mantener las distancias intermoleculares relativamente cortas. El sélido provee un
ambiente en el que las moléculas se distribuyen en forma mas o menos ordenada, lo

cual es requisito esencial para el desarrollo de dispositivos moleculares fotoactivos.

Para los estudios de colorantes adsorbidos, la celulosa microcristalina resultdé ser un
excelente soporte. Si bien los fendmenos de reabsorcion y reemision no pueden
evitarse a las concentraciones usuales, éstos pueden ser facilmente evaluados en base
a un modelo simple que se basa en la teoria de Kubelka-Munk para sdlidos que
dispersan fuertemente la radiacidn incidente y emitida. Esto permitié el desarrollo de
métodos y modelos para la caracterizacién fotofisica por parte del grupo de
investigacién en el que trabajé, en particular, la determinacién de rendimientos
cuanticos de fluorescencia verdaderos (corregidos por reabsorcién y reemisién de la

fluorescencia).

Los trabajos realizados generalmente se focalizaron en el andlisis de los estados
singulete de los colorantes adsorbidos. Dada la imposibilidad de determinar en forma
confiable y fehaciente rendimientos cuanticos de formacién de triplete, en esta Tesis se

presenta un método basado en la aplicacion de la Espectroscopia Optoacustica
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Inducida por Laser (Laser Induced Opto-Acoustic Spectroscopy - LIOAS) para este fin,
contribuyendo a un andlisis mas completo de los procesos que ocurren en estos
sistemas. Como paso previo se desarrolld6 su aplicacion a la determinacion de
rendimientos cuanticos de fluorescencia de muestras de Rodamina 6G y Rodamina 101
en celulosa. La consistencia de los resultados hallados con los resultantes de aplicar un
método basado en medidas de reflectancia constituyd el antecedente necesario para
ajustar detalles experimentales, verificar el cumplimiento de las premisas tedricas y
ganar confianza en la aplicacién de la técnica a sistemas que no registran antecedentes
semejantes en la literatura. A partir de su aplicacion sobre muestras de Eritrosina B
(EB) y Rosa de bengala (RB) adsorbidas sobre celulosa se obtienen los rendimientos
cuanticos de triplete. Si bien los resultados obtenidos muestran cierta dispersidn, se
demuestra que la técnica LIOAS puede ser aplicada y los resultados obtenidos pueden

ser evaluados junto con las demas propiedades del estado triplete.

La posibilidad de determinacién de rendimientos cuanticos de fluorescencia y de
triplete permite conocer los procesos primarios que ocurre en cada molécula y a partir
de estos la construccion de un diagrama modificado de Jablonski incluyendo las
propiedades de este estado. Para esta tarea, es necesario tener también informacién
espectroscopica y decaimientos temporales. Asi, a partir de los resultados para EB y
RB pudo estudiarse el comportamiento de estos colorantes al ser adsorbidos sobre
celulosa. Las propiedades espectroscopicas de los colorantes xanténicos se ven
modificadas por la polaridad del entorno. Las variaciones de las energias para cada
estado excitado y fundamental se manifiestan en el orden: AE(Sq)> AE(S;:)> AE(T;)
segun aumenta la polaridad. Los corrimientos al rojo observados en espectros de
absorbancia y emisién para muestras de EB y RB muestran que el entorno en el que se
encuentran es menos polar que en etanol. Por lo tanto, los valores bajos de
rendimiento cuantico de formacion de triplete, de alrededor de 0,5, obtenidos para las
muestras pueden ser justificados por un aumento en AE(T;S;) lo cual sugiere una
disminucion en la constante de desactivacion de cruce de sistemas (kcs). Al mismo
tiempo, se propone un aumento en la constante de desactivacion del estado singulete
excitado de conversiéon interna (kc;). Sin embargo, para tener una informacién
completa sobre el comportamiento de estos xantenos en celulosa se necesita un
estudio temporal de la fluorescencia y de esta manera encontrar los valores para todas
las constantes de velocidad. Esto no ha podido realizarse ya que la fuente Laser

disponible para estudios de emision en el tiempo no era conveniente. En trabajos
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futuros se dispondra de una fuente de irradiacion LASER de 532 nm y se completara el

analisis.

El estudio sistematico de las propiedades de los colorantes en funcidon de su
concentracion permite extender el conocimiento de la fotofisica del sistema a
concentraciones en que las interacciones entre moléculas de colorante son altas,
particularmente cuando éstas conducen a la formaciéon de agregados. Los colorantes,
EB y RB, forman facilmente agregados al ser adsorbidos sobre celulosa en altas
concentraciones. Estos agregados son esencialmente un dimero de acoplamiento débil.
Segun las observaciones espectroscdpicas pueden identificarse como dimeros tipo H.
Aunque se espera que este tipo de dimeros no presente fluorescencia, ésta se observa
para muestras de RB lo que sugiere que la interaccidn entre mondmeros es mucho
mas débil que para el caso de EB (ver Figura VII.2). Teniendo en cuenta que en el
dimero el desdoblamiento excitdnico del estado singlete es bajo y que el estado triplete
no se desdobla se desprende que kcs Y Ker son iguales para el dimero y el mondmero y
coincide con la observacidon de que ®; no cambia con la concentracion. Las diferencias
de comportamiento entre las moléculas de RB y EB se manifiestan, ademas, en los
tiempos de decaimiento de fosforescencia. Mientras que para RB resultan en una
distribucién independiente de la concentracién, para EB se observa la aparicién de un
decaimiento mas rapido a altas concentraciones. Este decaimiento se ha asignado al
del triplete del dimero. Como la interaccién entre los monémeros de RB es mas débil,
probablemente debido a su tamano, el decaimiento del triplete no se veria afectado
por la dimerizacion. Entender este fendmeno es una tarea pendiente ya que permitira
no sélo explicar cdmo se dispone la molécula de colorante respecto a la superficie y a
las moléculas vecinas si no también contribuir al conocimiento de las formas de

transferencia de energia intermolecular.

En este trabajo se mostrd que el uso de la técnica de LIOAS sobre muestras sélidas
es util para determinar rendimientos cudnticos de fluorescencia y de triplete de
colorantes que se encuentran en medios dispersivos. La importancia de esta
observacidon radica en que la posibilidad de determinar el rendimiento cuantico de
triplete permite el estudio de las propiedades fotofisicas de manera completa ya que

esta informacion no es accesible por otros métodos.
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