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RESUMEN

Movimientos locales en peliculas delgadas de polimsramorfos

Resumen:

El objetivo de este trabajo de tesis es estudiar laridaéde los entornos sonda-caja
de polimero en peliculas nanométricas de polimeros amd?ara ello se utilizaron sondas
fluorescentes, altamente sensibles a las propiedadmsjfigmicas de su entorno (Rojo Nilo)
embebidas en polimetacrilatos de alquilo. La emisién adesdnda se estudid a escala
macroscopica (ensamble de moléculas de colorante)wehdd moléculas individuales. En
ambos casos se analizaron las propiedades espectratasignales de la sonda en la caja de
polimero. La espectroscopia de emisién de fluorescenamotizulas individuales de Rojo
Nilo mostrd fluctuaciones espectrales cuya frecuegcamplitud son independientes del
espesor y tipo de polimero, mientras que las reoriemesiale la sonda dependen del
espesor de la pelicula, que esta asociado a cambiosaarede la temperatura de transicion
vitrea por efecto del confinamiento. El fotoblanqueo seuamtca siempre presente en
experimentos de este tipo, y con esta motivacion, geupo una solucion al estudio de la
dinamica rotacional del ensamble en presencia de foipxe bajo excitacion linealmente
polarizada. Se obtuvo asi el coeficiente de difusion mtatide la sonda en los polimeros,
que explica la tendencia observada para la movilidad décolat individuales. Las medidas
se realizaron con dos configuraciones de microscopio ld@escencia: confocal con
deteccidn espectrografica y de campo amplio con détepailarizada. Este dltimo, se monté
integramente en uno de los laboratorios de la Facult@ikdeias Exactas y Naturales.

Palabras claves:polimeros, nanoconfinamiento, procesos de relajaciamrecencia,
espectroscopia de fluorescencia de moléculas Unicas, rapiaotde fluorescencia,
heterogeneidad espacial, heterogeneidad temporal.






ABSTRACT

Local movements in amorphous polymer thin films

Abstract:

In this Thesis, we study the dynamics of probe-polymer esy@&onments in thin
polymer films. For this purpose, we employed fluoresceabgs with a high sensitivity to
the physicochemical properties of its environment, as Ri#el. The selected polymer
matrixes were the polyalkylmethacrylates. The distama interactions between the probe
and its near environment (polymer cage) affect some emisésatures of the dye. Examples
of these features are: the emission spectrum and peabentation. Probe emission was
studied at macroscopic (ensemble of dye molecules)iagt snolecule level. Spectral and
reorientational properties of the emission were studietd.th& single molecule level,
fluorescence spectroscopy of individual Nile Red molexidhows spectral fluctuations
whose frequency and amplitude are independent of the thickndsthe polymer type. The
rotational dynamics of single molecule in the groundesttatilowed by polarized emission
measurements, showed a dependence of amplitude and freqiaroyientation events on
polymer film thickness. A new method to study probe rotafiaiffusion, which combines
anisotropy and photobleaching with linearly polarized exoitats presented. It is based on
1-photon photobleaching and isotropic rotation of the dye. difiusion coefficient of Nile
Red in the polymer matrix of different thickness wasamed and it was correlated to single
molecule reorientations results. Two fluorescencerascopy configurations were used:
confocal microscopy with spectrographic detection, andleviield microscopy with
polarized emission detection. The last setup was builh tipei Faculty of Exact and Natural
Sciences.

Keywords: polymers, nanoconfinement, relaxation processes, floenes, single molecule
fluorescence spectroscopy, fluorescence anisotropy, spagaérogeneity, temporal
heterogeneity.
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“We must not forget that when radium was discoverecm® knew
that it would prove useful in hospitals. The work was oheure
science. And this is a proof that scientific work must naopsidered
from the point of view of the direct usefulness of it. It rnestone for
itself, for the beauty of science, and then there is alway<shhnce
that a scientific discovery may become like the radiumreefitefor
humanity”

-Marie Curie, Lecture at Vassar College, May 1219

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 POLIMEROS AMORFOS: TEMPERATURA DE
TRANSICION VITREA

Los polimeros son moléculas largas formadas payuge de atomos
unidos covalentemente llamados mondémeros. La may@ilos polimeros
sintéticos son parcial o totalmente amorfos y desdepunto de vista

microscopico, desordenados.



1. Introduccién

Los polimeros amorfos pueden encontrarse principaien en dos
estadosvitreo y gomoso El estado vitresse presenta no solo en polimeros
sino también en liquidos sobreenfriados, silicioogm didxido de silicio
(vidrio), algunas aleaciones de metales e inclusel agua. En los polimeros
se llega a este estado cuando el sistema se defie el estado liquido o
gomoso En el proceso de enfriamiento las cadenas piegdergia cinética y
van quedando fijas espacialmente, con lo cual@enmenta la viscosidad. A
partir de cierta temperatura, las moléculas se eru¢an lentamente que no
pueden reacomodarse lo suficientemente rapido mgntontinia el
enfriamiento. Este hecho se pone de manifiestol estadio del volumen
especifico Vesp 0 de la entalpia con la temperatura. ErFigura 1.1 se

representd/espen funcion de la temperatura para un polimero [1].

estado gomoso o liquido

estado vitreo

(1)
2)

Vspo H

Temperatura

Figura 1.1: Representacion esquemética de la dependencia del esolaspecifico
(Vesp con la temperatura. Los puntos (1) y (2) corresporedeurvas obtenidas con
velocidades de enfriamiento diferentes. Esta figunanasadaptacion de la referencia

[1].
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En la figura se grafican dos rectas, una pamstldo gomosg otra
para elestado vitrep cuya interseccion es [@emperatura de Transicion
Vitrea, Ty Al alcanzar Ty por enfriamiento, el sistema se vuelve
estructuralmente rigido. Como los reacomodamiestns necesarios para
que el sistema alcance el equilibrio, si ellos @o gosibles, eV.s,Se desvia
del valor de equilibrio. En este proce3g,comprende un pequefio intervalo
de temperaturas mas que un valor fijo. En la figganuestran dos curvas
con velocidades de enfriamiento diferentes queatayen a dos valores de
Ty Este hecho pone de manifiesto que las propiedddksstado vitreo
dependen de como se formo [2]. Asi, la transicidea& puede ser entendida
como un fendmeno cinético ya que no se observaliscantinuidad en los

parametros fisicos ni transcurre a una temperaturatante.

Ty es una propiedad fundamental del estado amorfavg somo
parametro para caracterizarlo. Los metodos clagpeos determinafy son:
1) el analisis térmico mecéanico, donde la muestraleformada bajo una
carga estatica a medida que se modifica la temparaR) El analisis
dindmico mecénico, que mide la respuesta del nahtexi diferentes
frecuencias de deformacion, y 3) calorimetria éiferal de barrido (CDB)
gue mide el cambio de entalpia en funcién del tenpara un dado

programa de temperatura, dando una medida difetdeteT, [3].

A escala macroscopica, al pasar por la transiitiea disminuyendo
la temperatura, se observa un aumento muy marcada discosidad. Por
encima deT,, el sistema se encuentra en estado gomosen el que se
producen fluctuaciones rapidas y el comportamiedgolos entornos es
similar al de los fluidos. De esta forma, el conm@miento dinamico es
homogéneo y tiende a mostrar un solo tiempo caifatit®. Por debajo de

Ty, el sistema se encuentra enagtado vitrealonde las fluctuaciones son de
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muy baja velocidad y el lapso en que se igualandiéerentes entornos
puede ser de varios cientos de segundos, obses&noi@a distribucion de
velocidades o frecuencias de los procesos dinamkesis distribucion es
debida a la heterogeneidad dinamica [4] que tielgeo en las fluctuaciones
espacietemporales de la dinamica y que se manifiesta camoégimen
cinético ne-exponencial [5], [6]. La relajacion pude ser locafite
exponencial, pero los tiempos de relajacion puedsatar espacialmente.
Entonces, al promediar sobre la distribucion esppade tiempos de
relajacion, el régimen cinético es—+exponencial. Por otro lado, incluso la
dinamica local puede cambiar en el tiempo y magsttambién, una

relajacion neexponencial [7].

Para entender el proceso de transicion vitrea 8m@ms amorfos es
interesante contar con una teoria que considerEstlasd caracteristicas de
este fendmeno. Actualmente las teorias explicailoginente los resultados
experimentales en ciertas condiciones pero falfaoteas. Desde un punto
de vista termodinamico, Ty no es una propiedad termodinamicamente
estable y no esta completamente definida por cayd®ovariables de estado
como se esperaria en una transicion de primer pperejemplo, como la
que tiene lugar en el punto de fusion de una scistaifampoco es una
transicion de segundo orden ya que ambas fases lastcuales se produce
la transicion no se encuentran en equilibrio. Ratoatrario, estos estados
son metaestables con varios minimos locales enparficie de energia de
Gibbs. Estos minimos pueden ser explorados pgisteima en su totalidad a
tiempos muy prolongados a través de fluctuacioAss.la transicion vitrea
es considerada un proceso dinamico controladoicaménte mas que una
transicion de fases. Por lo tanto, que un polinser@ncuentre en ektado

gomosoo vitreo depende de la escala temporal de los procesoseguéden
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experimentalmente.

Por otro lado, existe unaelacibn empirica que relaciona la
dependencia con la temperatura de varios procesoslajacion, mecanicos

y eléctricos, por encima diy, llamada ecuacion de Williams-Landel-Ferry

[8]:

CXT —T
log(as) = — 01( 0) Ec. 1.1
C; + (T —Tp)

dondea; es la relacion de una propiedad entre su valaraatemperaturd
y a unaTy de referencia. Esta ecuacion es aplicable a ptages como la
viscosidad o los tiempos de relajacién. Cuandoss& T, C y CJ valen
17,4 y 51,6 respectivamente, para practicament®stdds polimeros

amorfos.

A pesar del esfuerzo colectivo de grupos de ilyastn dedicados a
entender la naturaleza de la transicion vitrea,n@ise cuenta con una teoria

gue considere todas las caracteristicas del fenmmen

1.1.1Procesos de relajacion

Aunque los polimeros esstado vitreaparentan la rigidez del estado
sélido, microscOpicamente existen movimientos gae drigen a procesos
de relajacion. Estos pueden tener un efecto profusd muchas de las
propiedades de los polimeros. Por ejemplo, el pma®e envejecimiento

produce cambios dependientes del tiempo en lasigquages fisicas y
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mecanicas del material con consecuencias impostapdéea su posterior

disefio y aplicacion.

Cuando un sistema polimérico se enfria, la perde&lanergia térmica
y la consecuente agregacion molecular, limita f@ica de las cadenas y
hace que los movimientos se vuelvan cooperativasndC resultado, el
movimiento de una cadena se ve afectado por larid@ade las vecinas
alcanzandose la transicion vitrea. En este monsnfoduce una relajacion
estructural que involucra el movimiento de segmemédativamente largos
de la cadena principal. Este proceso se conoce talajaciona y puede ser

detectada por medidas de espectroscopia de rélajdigléctrica [9], [10].

Tipo A

Tipo B 1 C\\
7 \0 o/ A
\R
R Tipo C

Esquema 1.1Tipos de movimiento molecular de relajacion sectiadan polimeros
amorfos en estado vitreo.

A temperaturas por debajo de la transicion vitpdaten relajaciones
secundarias que involucran movimientos molecullrealizados. Estos han
sido clasificados en tres tipos y los grupos ing@dos se ejemplifican en el

Esquema 1.11]. Los movimientos de Tipo A debidos a desplaeatos de
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pequefios segmentos de la cadena principal, coraoigaes alrededor del
eje del esqueleto principal, han sido observadgsodiminilo, policarbonato

y poliéster. Los de Tipo B involucran el movimiemte rotacion (completo o
incompleto) de la cadena lateral respecto de larmaagrincipal. En este
movimiento, el grupo pasa de un minimo local a @mola superficie de
energia potencial y puede requerir un pequefio mewimcooperativo de la
cadena principal. Finalmente, los de Tipo C, inecdn el movimiento muy
localizado de una pequefia unidad dentro de la eadateral. Los

polialquilmetacrilatos son excelentes ejemplos a@éimeros en los que
tienen lugar movimientos Tipo B y Tipo C, que daigen a procesos de

relajacionp y relajaciony, respectivamente.

1.1.2Polialquilmetacrilatos

Los Polimetacrilatos de Alquiloo Polialquilmetacrilatos (PAMA)
pertenecen a un grupo particular de polimeros de grerés en ciencia e
industria. Son polimeros sintetizados a partir dendmeros llamados
metacrilatos de alquiloTienen un esqueleto carbonado, o cadena principal
no polar y cadenas laterales flexibles no polarédas por medio de grupos
polares (éster). Esta familia de polimeros forma serie donde la cadena
lateral puede variar en la composicion quimica. dirEsquema 1.2se
representa por medio de R a la parte no polar dadena lateral de los

PAMA que se estudiaran en esta tesis.

La eleccion de los PAMA para el estudio de los moentos de
cadenas poliméricas se basa en que la extensida dadena alquilica

modifica las caracteristicas dinamicas, cofgosin necesidad de perturbar
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las propiedades quimicas del sistema. Para estdilg@ran técnicas de
espectroscopia de fluorescencia aprovechando |laaboalidad Optica de

peliculas poliméricas preparadas a partir de stdgeromunes.

i R, -CH;
% R, -CH.CH;
n R, -CH.CH.CH,
R, -CH.CH,CH,CH-
R; -CH,CHCH,€
o) CI) CH,
R

Esquema 1.2: Estructura de los Polimetacrilatos de alquilos: Rmetilo

(polimetacrilato de metilo, PMMA), R etilo (polimetacrilato de etilo, PEMA), 3R
propilo (polimetacrilato de propilo, PPMA) y.Rbutilo (polimetacrilato de butilo,
PBMA).

Las caracteristicas principales de los PAMA estlmBase presentan
en laTabla 1.1 donde se indican dos medidas promedio de la matar:
1) la masa molar promedio en pedd,; y 2) la masa molar promedio en
namero, M,. Estas medidas surgen de las diferencias en kticande
polimerizacion, donde en una muestra corrienteplmgmeros son mezclas
de especies cada una con una masa molar determiiagaque dan origen
a una distribucion de masas. Las medidas promeglita dnasa molar se

calculan segun lasc. 1.2y Ec. 1.3respectivamente:

_ ZiNiMi Ec. 1.2

M A
LN
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_ XiN:M?

M. = 2t Ec.1.3
Yo NiNM;

dondeN; es el nimero de moléculas con masa mdjata relaciéon entre los
valores promedio se considera en el indice de ippkdsidad,lpp, Y
caracteriza el ancho de la distribuciéon de masdsaulares. Cuando toma
valores entre 1-1,3 se dice que la muestra es nepwda. En el caso de
presentarse una muestra con alta polidispersidad;ddenas cortas pueden

actuar como plastificantes ablandando el material.

Tabla 1.1:Caracteristicas generales de los polimeros utilizadosr abfeviaturas en
el texto. ¥Valor informado por el proveedor.

Polimero* Tg Mw M (g/mol)
(CDB)f (g/mol)

PMMA: polimetacrilato de metilo 388 K 350.000

PEMA: polimetacrilato de etilo 334 K 377.000 101.400
PPMA: polimetacrilato de propilo 305 K 150.000

PBMA: polimetacrilato de butilo 298 K 337.000

PiBMA: polimetacrilato de isobutilo 320K
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I - W Ec.1.4
PD Mn

1.1.3Factores que afectan los procesos de relajacion

1.1.3.1 Estructura de la cadena lateral, masa molar y poligpersidad

Muchas de las propiedades de los materiales patiogramorfos
estan relacionadas con los movimientos moleculguesestan restringidos a
dimensiones en la escala de los nanometros. BPAMA T, es influenciada
por el tipo de cadena lateral unida al grupo é§&eaanto mayor es el largo
de la cadena lateral menor es la interaccion ecaéigeenas principales
disminuyendoTly [11], [12]. Entre PBMA Ty: 298 K) y PEMA {T,: 334 K),
existe una diferencia de 36 K 8. Si se compara el efecto de cadenas
laterales isoméricas sobfig, como en el caso de PBMA y PIBMA, es
mayor para el polimero que contiene el grupo abgoniés voluminoso [13].
PMMA presenta undj tan alta que no es accesible experimentalmente en

esta tesis y por lo tanto, sirve como referenciardernos rigidos.

La masa molar no afecta considerablementdya[14-17] Sin
embargo, cuanto menor &%, mayor es el nimero de extremos de cadena
principal, por lo que aumenta la movilidad por emento del volumen libre
[18]. La polidispersidad no afect® en experimentos llevados a cabo en
poliestireno (PS) por medidas de fluorescencia.[Xh embargo, por
medidas de elipsometridiy parece ser mayor para muestras con mbgor
Paralpp = 2,00 elpp= 1,05 la diferencia eify es de 3 K en peliculas de

espesor grueso (mayor a 200 nm) y practicamenteapaliferencias en las
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peliculas de espesor nanométrico [17]. En PMMA naisperso
(M= 91000 g/molJpp= 1,30)Tq tiende a aumentar levemente al disminuir
el espesor de la pelicula en el intervalo de 20GrifH nm, mientras que en
PMMA polidisperso M, = 71000 g/mol,lpp> 3) tiende a disminuir con el

espesor de la pelicula.

1.1.3.2 Frecuencia de muestreo

Las propiedades viscoelasticas del material se ctaizan por
experiencias mecanicas dinamicas aplicando unardafon sinusoidal a
una o varias frecuencias. Al aumentar la frecuermisnenta laT,
medida [19]. Por lo tantd, depende fuertemente de la frecuencia de
muestreo utilizada, o sea, de la escala temporal. & informar la
temperatura a la cual se produce la transicioeaies recomendable indicar

la frecuencia de muestreo.

1.1.3.3 Nanoconfinamiento e interfases

Una de las caracteristicas mas importantes de larimles en
general, son aquellas relacionadas con su uso. firdl es el caso de
dispositivos de diodos organicos y displays, dorsge usan peliculas
poliméricas luminiscentes de espesor nanométricd. efecto del
nanoconfinamiento puede llegar hasta una disminud& 30 K enfy [20],
influyendo en el desempefio de estos dispositivoda ltima década varios
trabajos han puesto especial énfasis en el fenordenariacion ddy en

funcion del espesor de la pelicula de polimero, sluge cuando el tamafio
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del dominio se vuelve comparable a la distanciaaataristica de las
fluctuaciones cerca di,. [11], [15], [21], [22].

El efecto de nanoconfinamiento puede aparecer siensas con
nanoporosidades [23] o en peliculas de espesommtrioo. Por ejemplo, en
este dltimo caso, los trabajos del grupo de Tookelmuestran que existe
una dependencia de la emision de fluorescenciardegoen funcion de la
temperatura en PS para distintos espesores dellpdl2]. La fluorescencia
de la sonda se usa para monitorear los cambioa emoVilidad local del
polimero. Por encima dg,;, disminuye la intensidad de la fluorescencia de
pireno ya que se incrementan los movimientos deddenas poliméricas y
de la sonda, que conducen a un aumento de la plidbdlde desexcitacion

no radiativa del pireno.

En los PAMA el efecto del nanoconfinamiento sobgees diferente
para distintas cadenas laterales. En PIBMA no le@eddencia d&y con el
espesor; en PMMA aumenta con la disminucién de2ssp mientras que en
PEMA y PPMA disminuye [20]. Este efecto puede desaper con el
agregado de pequefias moléculas que actien comtfiqgadates por

disminucién de la longitud caracteristicas de liastfiaciones [24].

El efecto de nanoconfinamiento depende fuertenamias interfases.
Al disminuir el espesor de las peliculas las iateek influyen cada vez mas
en la dinamica de las cadenas. Este hecho seuthaeki ampliamente en la
literatura tanto experimentalmente como por simalas. Baschnagel y
Theodorou [25-27] realizaron simulaciones compotaales de las cuales
obtuvieron una distribucion en la densidad delmeib dependiente de la
distancia al soporte (sustrato). De estos calcpl@slijeron una disminucion
de la densidad desde la interfase sustrato/polinercia la interfase

polimero/aire. Entre ambas interfases, la denstddcllada, es similar a la
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de una pelicula polimérica gruetalk).

Interfase aire/polimero

Bulk

Interfase polimero/sustrata

Esquema 1.3diagrama de distribucion espacial de cadenas limgm en la pelicula
delgada. En este se muestra la influencia de las istsrien la disposicion espacial
de las cadenas. En la interfaz aire/polimero el volulibe& es mayor debido a una
mayor cantidad de extremos de cadena principal. Emeglio la disposicién es
similar a la que podria observarse en una peliculesgpesor mayor a 200 nm,
(bulk=seno). En la interfaz polimero/sustrato, depemnitiate las interacciones entre
ambos, la densidad de cadenas puede aumentar.elaartifa representa una cadena
que puede experimentar las tres secciones debidonatmafinamiento. El largo
tipico promedio para una cadena de polimero Unicalesden de los 100 nm.

A partir de estos resultaros propusieron la exgstede una densidad
anisotropica en peliculas de polimero ultra delgddapesor < 3 nm), donde
en sustratos con interacciones atractivas con l@énpm los enlaces C-C
tienden a orientarse paralelos al sustrato. Uniblgodistribucion espacial
de cadenas poliméricas que responden a esta cagamzse presenta en el

Esquema 1.3

En la literatura se encuentran numerosos trabajoreda influencia
de la composicion del sustrato &p Por ejemplo, en PS, a través de medidas
de elipsometria y dispersion de luz de Brillouie, mostro queTy de
peliculas autosustentadas (sin sustrato) es mawer lg de peliculas

preparadas sobre sustratos de,SEh forma similar, 1aly de la pelicula de
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PS sobre SiQes menor cuando la capa de polimero se recubretcame
SiO [28]. Ty de peliculas de PMMA aumenta en SiOx probablemesitédo

a interacciones tipo puente de hidrogeno con laeréige, mientras que
sobre oro, disminuye [29]. Torkelsoat al. estudiaron las interfases
aire/polimero y polimero/sustrato de una serie AR [20]. Prepararon las
peliculas poliméricas sobre cubreobjetos de vigeterminaron el valor de
Ty por medidas de intensidad de emision de fluoresaen la interfase
aire/polimero, Ty disminuye, pero en la interfase polimero/sutragmnpre
aumenta. Concluyeron que la diferencialdeentre ambas interfases define
el comportamiento d&; medida globalmente. En resumen, la direccion en el
cambio deTy del polimero depende de las interacciones cosulpsrficies, y
dichas interacciones a su vez de la naturalezaicaide los grupos en las

interfases.

La bibliografia es extensa y en algunos casos agictoria. Por
ejemplo, técnicas como espectroscopia de anigoiade positrones lentos
[30], resonancia de plasmon superficial [31], disjga de luz de Brillouin y
elipsometria [28] predicen una disminucionTdemedida cerca de sustrato.
Mientras que trabajos en los que se utiliza espsobipia de absorcion fina
de rayos X cercanos (NEXAFS) [32], difraccion dgos X y microscopia
de fuerza (SFM), sugieren lo contrario. En PAMA ebtuvo por
elipsometria una reduccion @iy respecto del valor en peliculas gruesas
segun el siguiente orden: PMMA>PEMA>PPMA [33]. Estden es inverso

al publicado por Torkelson en medidas de fluoreseg]20].

Estos resultados indican que es necesario pregiacial atencion a la
informacion que puede obtenerse de cada técnies \cdracteristicas de

preparacion de las muestras a fin de caracterizamtado amorfo confinado.
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1.2 SONDAS FLUORESCENTES PARA EL ESTUDIO DE
PROCESOS DE RELAJACION EN POLIMEROS

1.2.1La caja de polimero

El estado amorfo, al ser desordenado, posee uma agnatidad de
entornos con caracteristicas diferentes. El marcadopaje de este sistema
con moléculas fluorescentes (sondas) permite, wedrale técnicas de
espectroscopia de fluorescencia, obtener informasabre el conjunto de
las moléculas adicionadas o sobre cada una eruydartiEn estos sistemas
la sonda se ubica en zonas llamadas cajas de poliopge se forman en
torno a ella en el momento de preparacion de layal La informacion que
se obtiene esta directamente relacionada cont@mationes entre la caja y
la sonda. Por ejemplo, los movimientos de la s@eddeben a oscilaciones
limitadas por el volumen de la caja y a movimierdeslas paredes que la
rodean. Esto genera fluctuaciones pequefas, debidasgitacion térmica y
otras mayores debidas a cambios grandes en larotad®n de la caja. Asi,
las propiedades espectrales de la sonda dependdm nigidez y de la

composicién quimica de los grupos que conformapdasdes de la caja.

En los polimeros erestado vitrep las cajas son heterogéneas en
espacio y fluctian en el tiempo [34], [35]. En e3pala heterogeneidad esta
relacionada con diferentes entornos moleculares; tempo, la
heterogeneidad se asocia a fluctuaciones en lawcoation de la sonda-caja

de polimero.
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1.2.2Sondas fluorescentes

Actualmente se ha avanzado en la sintesis de nia$eftuorescentes
con caracteristicas casi ideales para cada sisteestudiar. Existen sondas
fluorescentes cuya emision es altamente sensibifegentes caracteristicas
fisicoquimicas de su entorno. Para cavidades llasiatpasivas” el
comportamiento de la sonda depende puramente fdena, el tamafio y la
flexibilidad de la caja. En cavidades “activas’pl@&ntacion de la sonda y su
variacion temporal afectan las propiedades de lasiém debido a la
direccionalidad de las interacciones entre la sgnties paredes de la caja.
Estas interacciones pueden variar entre débiles ytin der Walls) y fuertes
(tipo puente de Hidrégeno o electrostaticas) [BH]]. Esta propiedad es la
gue hace a la espectroscopia de fluorescencia emantienta util para
entender la estructura de la caja y los procesosld@cion en polimeros. La
seleccion de la sonda adecuada es un paso funddnmemtcualquier
experimento de fluorescencia. Las sondas debemrmegspreferentemente

las siguientes caracteristicas generales:

1) Alto coeficiente de absorcion molar,Para lograr igual frecuencia de

luz absorbida con menor concentracion.

2) Alto rendimiento cuantico de fluorescencig;. Para proveer mayor

concentracion de fotones emitidos.

3) Gran desplazamiento de Stokes. Para disminuir esdtefde la luz

dispersa en especial en medidas de anisotropimidea.

4) Alta fotoestabilidad. La poca cantidad de molécuascolorante en
las peliculas delgadas limita la intensidad der@scencia que puede

colectarse durante una medicion. Para mejorarld&iém sefial/ruido
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en muestras delgadas son necesarios tiempos dagaiiten largos
(2 s/nm). La fotoestabilidad puede mejorarse tei@dy en vacio, ya
gue el Q es normalmente el agente que limita la fotoesthull
también desde la seleccién de la sonda, eligiehdardforos con
constantes bajas de cruce entre sistekgls ya que el estado triplete

suele ser reactivo en la fotooxidacion.

5) Alta solubilidad en mezclas tolueno/polimero, yae das peliculas

poliméricas se preparan a partir de estas solugione

6) Estabilidad térmica en el intervalo de trabajo (esta tesis:

278 K-363 K) y baja dependencia d& con la temperatura.

Las sondas que presentan sistemas dadores y axsedelectrones
son quizas las mas interesantes. Para estas nadgtudgo de la absorcion
de un fotdn, el estado excitado singulete de menergia es un estado de
transferencia de carga intramolecular (TCI). Deédie estado se emite la
fluorescencia que es sensible a los cambios deagui®n con el entorno.
Debido a la gran diferencia de interacciones cawsesntre el estado
fundamental y el excitado, la sonda presenta um gvatocromismo.
Incluso algunos compuestos llegan a mostrar emidigsde dos estados
interconvertibles durante el tiempo de vida ded@stexcitado (fluorescencia
dual).

1.2.3 Medidas que dependen de las interacciones sonda-caga d
polimero

La alta sensibilidad de las sondas fluorescentks a&ambios en el

entorno ha convertido a la espectroscopia de fhgereia en una
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herramienta Unica para estudiar propiedades deal@ria, en particular
polimeros. Las interacciones sonda-caja pueden diaste por

espectroscopia de estado estacionario o resuekh tempo obteniéndose
informacion promedio sobre el ensamble. Cuando eseal estudiar las
interacciones individualmente se recurre alteraatiente a técnicas
avanzadas de microscopia de fluorescencia [38-A40]se pueden obtener

distribuciones de valores de una propiedad en gesudvalor promedio [41].

En los siguientes incisos se detallan propiedadpsotrales de la

sonda que se ven afectadas por las interacciomda caja de polimero.

1.2.3.1 Energia espectral y solvatocromismo

En el proceso de absorcion de un foton la sonda gasun estado
fundamental a un estado excitado Franck-Condon. (E€)esta transicion
vertical no ocurren cambios en la posicion de ldsleps de la sonda ni de
su entorno. En el estado excitado se produce uoEyamizacion de la
densidad electronica casi inmediata, y dado queakysondas pueden sufrir
procesos de TCI, el momento dipolar del estadot&kezisuele ser mayor al
del estado fundamental;e>ur. Paralelamente, el entorno se reorganiza
conduciendo a un estado relajado de minima engrgfap que la energia

del estado emisor es menor a la del estado FC.

La relajacion de los entornos depende de la vidadsiel material. Si
el tiempo requerido para la reorganizacion de lagoulas del entorno es
rapido comparado con el tiempo de vida de fluomseers la emision se
produce desde estados relajados. Esto se manif@sta un desplazamiento

del espectro de emision hacia mayores longitudesnda, resultando en un
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aumento del desplazamiento de Stokes. Si el tiedgoeorganizacion es
lento en comparacion &, la emision se produce desde estados cercanos al
estado FC y practicamente no hay desplazamientegpelctro de emision.
Si los tiempos son comparables los primeros fot@enesidos son de mayor

energia que los altimos.

Dentro de la caja de polimero el fluoréforo se emtxa rodeado de
grupos con composicién quimica diferente. El estAgdudamental y el
excitado son estabilizados, en mayor o menor medidpendiendo de las
interacciones sonda-caja que pueden ser explicadagérminos de las
interacciones de Van der Waals, dipolares y de teude hidrégeno. La
determinaciéon de la posicion energética del espeatdremision de la sonda
da cuenta de las diferencias entre interaccionesstiedo fundamental y del
estado excitado emisor con el entorno. Asi, camiimoli composicion de la
caja generan cambios en la polaridad del entorre sgutraducen como
desplazamientos de la posicion de una banda dercaisoo emision

electrénica. Este fendmeno se denonsiolaatocromismo

Existen compuestos de referencia que permiten monstscalas
empiricas de polaridad. En particular, la escalapdiridad E(30) se

describira y aplicara en €lapitulo 3

1.2.3.2 Rendimiento cuantico y tiempo de vida deutbrescencia

El rendimiento cuantico de fluorescencia es laciéla entre el
namero de fotones emitidos y el nimero de fotohssrbdidos; y se calcula

a partir de la ecuacion:
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Ke

b= ———
T ket Ky

= krTS Ec.1.5

dondek; y ky son las constantes asociadas a los procesos vadigtino
radiativos, respectivamente. En entornos rigidgsplmcesos no radiativos
son menos probables que los radiativos, conducianéie mayores que en
entornos flexibles [42], [43].

El tiempo de vida de un fluoréfores, también es sensible al entorno,
debido a las vias de desactivacion de la emisiée pueden verse
favorecidas dependiendo de la viscosidad del stdverla friccion con la

caja de polimero [44], [45].

1.2.3.3 Desplazamiento espectral por excitacion el flanco rojo del
espectro de absorcion

Los sistemas amorfos presentan una distribucionnteracciones
sonda-caja debido a la existencia de entornos d¢oamdica, energia y
configuracion espacial a nivel atbmico diferent@smo el momento dipolar
es distinto en el estado fundamental que en eltad@i se genera una
distribucion de energias para cada estado ensgimbleEsto se manifiesta
experimentalmente como uensanchamiento inhomogénel®l espectro.
Este tipo de ensanchamiento es, en general, mayelkensanchamiento
homogéneamriginado por los distintos niveles vibracionatks cada nivel

electronico [46].
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El efecto sobre el espectro de emision por la azidih en el flanco
rojo del espectro de absorcion (REE, por sus siglasngles: red edge
effect) fue originalmente observado por Chen erv198], Fletcher en 1968
[48], Galleyet al. en 1970 [49] y finalmente descripto por Azuetial en
1975 [50] quien lo aplico al estudio de la rigidkz polimeros en 1988 [51].
REE se basa en la seleccion de moléculas quedntenan fuertemente con
el entorno, por ejemplo, en las que los procesosI@k se encuentran
favorecidos. Si se irradia con una energia mem@da la transicion 0;@na
parte de la distribucion de fluoréforo se exciteesttvamente. Esto da origen
a unafotoseleccion de sitigs2], [53].

REE depende del tiempo de reorganizacion del mgdie observa
preferentemente en sistemas con baja movilidadiastal. En sistemas
rigidos, donde la dinamica de relajacion del sist@s suficientemente lenta,
la energia de emision se vuelve dependiente deld@ solvatacion vy del
tiempo de relajacion del polimero. En polimeros daosse espera que por
debajo deT, los entornos no lleguen a equilibrarse en el temni@ vida del
estado excitado y que REE sea apreciable. Al eXeitmuestra con energias
menores a la del maximo de absorcion se observaneed, un
desplazamiento del espectro de fluorescencia hlacigitudes de onda
mayores respecto de la excitacion en el maximdoderaion. Por encima de
Ty la movilidad del medio aumenta, los entornos poeeguilibrarse y el
sistema puede reorganizarse disminuyendo considerahte el
desplazamiento del espectro. REE se ha utilizada pa estudio de la

rigidez, volumen libre y viscosidad de matricesmeéricas [51], [54].
En esta tesis, REE se cuantifica por medio de dompetros:

1) La variacion de la posicién del maximo de emisiw}, ., (cm™1), al

cambiar la longitud de onda de excitacidi,,. (nm), cuando se
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excita mas alla del maximo de excitacion:

REE = |v/L — 2 Ec. 1.6

max max

dondel; es la menor longitud de onda de excitacidly ya mayor.

2) La dependencia de REE con la temperatura:

REE(T,ay) — REE(Typy;
AREEr = (Tmax) (Tmin) Ec. 1.7

Tmax - Tmin

dondeT,,;, es la minima temperaturaly,,, la maxima temperatura a la cual
se mide el sistema. Este parametro depende derikeciom del tiempo de

relajacion del polimero con la temperatura.

1.2.3.4 Anisotropia de fluorescencia

Segun Jablonski la anisotropia de fluorescencia deueser

caracterizada por:

I, — L)%+ (I, — )%+ (I, — I,)?
tot
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dondel, I, e I; son las intensidades de las distintas componeigtda luz
en la direccion de los ejes cartesianos, Ig; = I;+ I, + I3 [55].
Generalmente la anisotropia se determina a 908je@le propagacion de la
luz incidente, que esta linealmente polarizadaegias condiciones se miden
las componentes paralelkq, Yy perpendicular]pe, de la emision. Por la

simetria axial del sistemig = I3 = I,er €11 = Iy, Y T SE reduce a:

[ —1
T ) Ec. 1.9
Inar + 2. Loer

dondelisr = Tpar + 2. 1per

La anisotropia resuelta en el tiempo luego de [Etaxon con un

pulso de luz se define como:

_ Ipar(t) - Iper(t)
r(t) = WO Ec. 1.10

Cuando una poblacion de fluoréforos es iluminadaloa linealmente
polarizada,E, son excitados preferentemente aquellos con elentomde
transicion de absorciénM,, orientado en direccion cercanaEa Este

fendmeno se conoce corfadoseleccion
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> /'Y

Esquema 1.4Sistema de coordenadas para un fluor6foro con monui#ptdar de
transicionM, y excitacion linealmente polarizada, Dondeé es el &ngulo entrél y
E. ¢ es el &ngulo que forma la proyeccionMen el planoxy medido con respecto al
ejex.

Como la distribucién de fluoréforos excitados es@tmdpica, también
lo es la emision [56]. Cuandd es paralelo al momento de transicion de
emision Mg) el momento de la transicion se representa c@ardimetrdv.
En este caso el angulg, entre ambos momentos es cero. La absorcion de
luz se produce a lo largo de un eje preferenciaduyprobabilidad es

proporcional aos?6, donded es el angulo entid y E (verEsquema 14

En una muestra macroscoépica, debido a la difusiacional durante
el tiempo de vida del estado excitado se produeedesspolarizacion parcial

de la fluorescencia traducida en una disminucion de

Existen varios factores que despolarizan la flumesia: las
vibraciones torsionales, la conversion internaeeasitados electrénicos de la
sonda, la transferencia de energia entre molédela®lorante y la difusion
rotacional. En particular, esta ultima se origira pl movimiento térmico
desordenado y al azar de las moléculmsvimiento Browniano)Si una
sonda esférica experimenta rotaciones isotropielaiempo en el que se

despolariza la emisiéon depende del tiempo de @mid rotacionalz.,
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segun la ecuacion:

r(t) = roe_t/"——rot EC. 111

donde ., esta relacionado con el coeficiente de difusid@aaional,D, a

través de la ecuacion:

1

Si el tiempo de vida del estado excitadpes mucho mayor a.,;
entoncesM puede rotar varias veces durante el tiempo de dedaestado
excitado y la emision se despolariza completam@nte0). Sit<<T.y, la
molécula permanece inmovil durante el tiempo dea dd fluorescencia y la
anisotropia permanece casi constante (caso sisi@ifuotacionaly = ryo).
Cuandor ~ 1. la anisotropia puede sensar cambios que afectanal@on

deM ya que ambos se encuentran en la misma ventapaain

Si se conoce el valor dey der, (valor limite de<r> en ausencia de
giro) se puede conocdd realizando medidas de anisotropia de estado

estacionario utilizando la ecuacion de Perrin:

.. T Ec. 1.13
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A partir de la ecuacion de Stokes-Einstein se pusbeterminar la

friccion del entorno molecular:

D all Ec.1.14
= — C. 1.
6Vn

dondeV, es el volumen hidrodindmico de la sonda,yla viscosidad del

solvente. Esta ecuacion ha sido ampliamente wddizpara describir la
rotacion de moléculas, modeladas como una esfexaaja en un solvente
fluido continuo, donde el tamafio de la esfera egomal de las moléculas
del solvente. Es mas dificil de usar el valor@ieobtenido por medio de
sondas fluorescentes, para calcular la viscosieadadvente debido a que el
tamafio de la sonda es comparable al de las moéedelaentorno y hay
interacciones especificas o0 no hay rotaciones diben todas las

configuraciones posibles como es el caso de lasaespoliméricas.

En los polimeros la sonda encuentra zonas rigidadeldificilmente
puede moverse, y otras donde puede experimentainmeoios de mayor
amplitud, dependiendo de la relacion de tamafio yladeinteracciones
especificas sonda-caja. Se ha probado experimeatitdpor generacion de
segundo armonico [57], espectroscopia dieléctb&4 ¥ espectroscopia de
fluorescencia de moléculas Unicas [59], que losimm®@ntos de la sonda
estan acoplados a desplazamientos de segmentosadbnas o que

demuestra la amplitud y/o flexibilidad del entorno.

A nivel microscopico, se pueden considerar lasratigones sonda-
caja a partir del coeficiente de friccion introdieien la ecuacion de
Langevin Ec. 1.15.
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d?x dx

i _ = Ec. 1.15
mdzt F(o) fdt

En esta ecuacion una particula de nmasxperimenta una fuerZt)

debida a los choques con el entorno cercano. Adeswiste una fuerza que
.. dx .. .
se opone al mowmlento—(fa), dondef es el coeficiente de friccion. La

fuerza que se resiste al movimiento es proporciankl velocidad de la
particula y el coeficiente de friccion esta asoeiada viscosidad del sistema

en el llamado régimen hidrodindmico habitualmersizdo [60].

En resumen, a partir de medidas de anisotropidudeekcencia es
posible conocer los cambios de orientacion de @&y asociar la amplitud

y frecuencia de estos cambios a la rigidez dejadmpolimero.

1.2.4 Espectroscopia de fluorescencia de moléculas Unicas

La espectroscopia de moléculas unicas (EMU) perseleccionar la
emision de una molécula, seguir su evolucion tealplmcal, obteniendo
informacion indirecta del entorno de la moléculi][@sto es posible ya que
se combinan: alta sensibilidad de deteccion, a#ipe@ficidad y baja
invasion, lo que permite estudiar, por ejemplotess condensados
complejos. Esta técnica pone en evidencia la exdgiede una distribucion
de individualidades mas que un comportamiento Uproonedio y permite

una medida directa de la distribucién de comporatos.

En los polimeros cada molécula da informacion acdecla caja en la
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gue se encuentra, pudiendo evidenciar la heteratphdinamica y espacial
del sistema. Por el contrario, en las medidasedsamblese obtiene
informacion promedio del sistema realizando medgtdse un conjunto de
moléculas. La detecciéon de fluorescencia mwléculas Unicaspor
microscopia confocal es una técnica que se haadi desde los ultimos 20
afios en el estudio de polimeros [40], [62—-64]. &eal gran desafio de las
técnicas demoléculas Unicasgarantizar que la muestra elegida es

representativa del conjunto.

Las técnicas de microscopia de fluorescencimdi&culas Unicasen
comparacion con otras técnicas de fluorescencieseptan la ventaja de
cubrir escalas temporales amplias. Siendo una d&caiil para estudiar
sistemas que poseen un amplio espectro de tienapasteristicos, como en
el caso de los polimeros amorfos [40], [65], [a8).estos la escala temporal
involucrada en los procesos de relajacion se da eénintervalo
10'-10*s[2]. Una de estas técnicas ampliamente utilizada la
espectroscopia de correlacion de fluorescencia YEGQ&e posee gran
resolucion espacial y muy bajo limite de detecci@si permite realizar
medidas en condiciones de equilibrio y cubrir mé$ drdenes de magnitud

temporal con una sola determinacion [67].

Las dos configuraciones de microscopia mas ut#igadon: la
confocal y la de campo amplio Ambas se basan en la posibilidad de
detectar un bajo niumero de fotones emitidos separaficientemente de la
fuente de excitacion (generalmente Laser), amijaseh principalmente en

el area iluminad&squema 1.5Estas técnicas se describen eGagbitulo 2
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Campo amplio Confocal
(S

Esquema 1.5Volumen de excitacion sobre la muestra en microssodé campo
amplio y microscopia confocal [68], las zonas griegsesentan el haz de excitacion.

A pesar de los beneficios aportados por la espaipia denoléculas
Gnicas existen factores inherentes al método que delkentemidos en
cuenta. Un ejemplo es la limitacion espacial (gsiel@ orden dd/ 2 en la
direccion transversal) dada por el limite de ddrée debido al uso de lentes
y luz visible. Ademas, en el proceso de adquisiciénmagenes o de trazas
temporales demoléculas Unicgsse tiende a observar y seleccionar la
fluorescencia de aquellas moléculas que tienenraltasidad y estabilidad,
obteniéndose un panorama incompleto de los procésogor esto que
pueden surgir discrepancias entre el comportamiprdamedio, medido en
un fluorimetro convencional, y el resultado acurdalale las moléculas
individuales. Otro factor a considerar es el fodnljueo de la sonda que

limita el tiempo total de un experimento de EMU.

En esta tesis se estudian los procesos de relajamd peliculas
poliméricas delgadas mediante las propiedades dsiGemde sondas
fluorescentes embebidas en el polimero. La ubioad®é la sonda en la
matriz define una cavidad (caja de polimero) coreges flexibles y de

polaridad variable, cuyas propiedades fisicoquimicgobiernan las
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caracteristicas espectrales locales y temporalds denda, asi como sus
movimientos de reorientacion. La naturaleza hetameg de la dinamica,
tanto en tiempo como en espacio, se pone de nmsoifedn técnicas de
espectroscopia que permiten seleccionar poblacidee$luoréforos con
caracteristicas diferentes en la emision. El greanee en las técnicas
espectroscopicas, permite hoy en dia, estudiamtasacciones no solo a
nivel de conjunto de moléculas sino también, sé@er las moléculas
individualmente y analizar su evolucion local temgboAplicando ambas
visiones del sistema, en esta tesis, se han diiizgcnicas de espectroscopia
de fluorescencia convencionales y de moléculasagnique permiten el
estudio global, macroscoépico y microscopico, daefesacciones sonda-caja
de polimero y su relacion con el fendbmeno de rei@@apolimérica. Con
este fin, la tesis se estructura de la siguientmdo en el @pitulo 2 se
describen los materiales y métodos utilizados eardparacion de muestras,
asi como las técnicas de medicion aplicadas eneshrllo de los

experimentos elaborados en @apitulos 3y 4.

En el Capitulo 3 se describen y discuten medidas asociadas a la
heterogeneidad espectral. A nivelelesamblela heterogeneidad se pone de
manifiesto seleccionando poblaciones de fluoréfajos interaccionan de
forma diferente con el entorno por medio del efedtoexcitacion en el
flanco rojo del espectro de absorcion y su deperidazon la temperatura.
Las interacciones sonda-caja de polimero dependela dibicacion de la
sonda en el ensamble heterogéneo de entornosidtemas configuraciones
de la caja de polimero afectan la dinamica esfdeidréa sonda, y se ponen
de manifiesto siguiendo la traza temporal del gspeate emision de cada
molécula. Las fluctuaciones espectrales se estudiamvel demoléculas
unicas por medio del analisis de la funcién de distribuncacumulada

complementaria (FDAC) y de los tiempos de residenci
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En el Capitulo 4 la anisotropia de fluorescencia se utiliza como
parametro de la dindmica rotacional de la sondaf@ma acerca de la
rigidez de los entornos. La anisotropia de flu@es@a de estado
estacionario o resuelta en el tiempo, brinda ingaidn de los movimientos
de rotacidon de la sonda que ocurren en el estaditad® y que sensan
procesos que ocurren en una ventana temporal nayefie. Por otro lado,
los cambios de orientacion de la sonda en el edtattamental se pueden
medir en una amplia escala temporal, limitada perstema de detecciéon y
la fotoestabilidad de la sonda. Esto se lleva aocatiquiriendo trazas
temporales de la intensidad de fluorescencia [zalda de moléculas Unicas,
excitando con luz linealmente polarizada y anativalas fluctuaciones de
orientacion por medio de la FDAC. Debido a la ddgcion fotoquimica se
encuentra siempre presente en este tipo de exp#dsjese propone un
método para determinar el coeficiente de difus@iadional aprovechando el
fotoblanqueo de la sonda en condiciones de irrathamntinua linealmente
polarizada. En estas condiciones, se registra ecidn del tiempo la
anisotropia estacionaria del conjunto de molécidtsseleccionadas y se la

relaciona con la difusion rotacional.

Por altimo, en eCapitulo 5se presentan las conclusiones de la tesis.
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CAPITULO?2

MATERIALESY METODOSEXPERIMENTALES

2.1 INTRODUCCION

Con el fin de estudiar las propiedades espectrasa®mle sondas
embebidas en peliculas poliméricas a niveledsambley de moléculas
Gnicas es necesario que las peliculas presenten altdadalbptica. El
estudio de las propiedades de la materia confiradda escala de los
nanometros requiere de muestras preparadas baehamistivo control de
las dimensiones, rugosidad y homogeneidad. Unacgaplicada a la
preparacion de peliculas poliméricas, tanto enctaetomo en industria, es

la despin-coating ya que permite alta reproducibilidad de deposiadén

39



2. Materiales y métodos experimentales

pelicula sobre areas de diversos tamarios.

En este capitulo se describen los métodos usadadgppreparacion
de muestras a partir de los insumos basicos, asbdas técnicas de

medicion.

2.2 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE
PELICULAS POLIMERICAS

2.2.1 Tecnica de spin-coating

Esta técnica se basa en esparcir un fluido visasain disco
horizontal que rota a gran velocidad (miles de rdbnrante la deposicion
del fluido el disco puede estar estatico o giramdana baja velocidad
angular. Posteriormente, el disco es rapidamergéer@aco a una mayor
velocidad. En este proceso actian fuerzas adheswmada interfaz
polimero/sustrato y fuerzas centrifugas que ras@taun movimiento del
fluido hacia los laterales del soporte. Debido @ gmrte del liquido es
eyectado. Al mismo tiempo, la evaporacion del stiwecausa un aumento
en la concentracion del polimero y por lo tantdeeviscosidad, resultando
en una disminucién del espesor de la peliculaétcaita permite obtener
peliculas uniformes sobre sustratos planos en wana &ea ¢>30cm) y
con la posibilidad de variar el espesor de la pklide manera controlable

y reproducible [1]. Los parametros mas relevantemar en cuenta son:
e Velocidad angular.

e Viscosidad de la solucién.
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e Concentracion de la solucion.

e Volatilidad del solvente“¢Chilling” ).

Otros parametros menos influyentes:

e Cantidad de liquido depositada inicialmente.
e Velocidad con la que se lo deposita.
e Tiempo total de giro.

e Aceleracion rotacional previa a la inicial.

La concentracion de polimero, que cambia la visiawkide la
solucién, es el principal factor para tener un amrgobre el espesor (ver
Tabla 2.). Para asegurar una alta reproducibilidad es agoesontrolar

posibles corrientes de aire, temperatura y humeslativa ambiente.

2.2.2 Preparacion de peliculas delgadas

En este trabajo las peliculas se prepararon ptéciaica de spin-
coating a partir de soluciones en tolueno (MerckASDL-grado

espectroscopico) de cada PAMA.

Para las medidas espectroscopicas se agregaladas@olimérica
el colorante en concentracion necesaria segun aleae medidas de

ensamblaele moléculas o dmoléculas Unicas
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Se utilizd un spin-coater marca Laurell WS-400-6NARs
condiciones de operacion del spin-coater se fijagondos pasos. El
primero de 5s a 500 rpm con aceleracion 3 (segperoificaciones del
equipo, AC 3), y el segundo paso de 45 s a 2500c@mAC9. 5QuL de
muestra se esparcen uniformemente sobre un cubtesbge vidrio
(Menzel-Glaser # 1,5) con ayuda de una micropipetavidrio. Todo el
material de vidrio es previamente tratado segunpeitocolo del
Apéndice 1.A.1.1Variando la concentracion de polimero se obtienen
distintos espesores (entre 25 nm y 500 nm) comodedmalla en la
seccion 2.2.4.1Las peliculas obtenidas se mantienen en estufade a
T>Ty entre 15 y 20 h para eliminar el tolueno remanenteensiones
producto de la evaporacion rapida del solvente.ghuee enfrian
lentamente hasta temperatura ambiente dentroektuéa. Las muestras se

miden dentro del dia de preparacion.

2.2.3 Preparacion de peliculas de espesor micromeétrico

Las peliculas de 350m de espesor se prepararon por evaporacion
de solvente en placas de Petri, silanizadas cd@Hg{Cl, a partir de un
volumen adecuado de solucién de polimero (7 %yApnda fluorescente
en tolueno Apéndice 1.A8 Se deja evaporar lentamente el solvente bajo
campana y el tolueno remanente se extrae en efufacio por 16 h. Al
igual que en las peliculas delgadas, la temperdtita estufa se ajusta por
encima dely para permitir al polimero liberar tensiones y hota historia
térmica previa. De esta forma todas las medidasazan en peliculas en

condiciones iniciales similares.
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2.2.4 Caracterizacion de peliculas delgadas

Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas &betatorio de la
Dra. Teresa Atvars, en el Instituto de Quimica,vdrgidad de Campinas,

Sao Paulo, Brasil.

2.4.4.1 Determinacion del espesor por Perfilometria

El espesor de las muestras puede determinarsmipayscopia de
fuerza atdbmica (AFM) o por Perfilometria. En amlx@sos se genera
mecanicamente un desnivel desde la superficie démpro hasta el
sustrato. En la perfilometria se mide el movimievgeotical de una punta
durante el desplazamiento lineal sobre la muestfaesza constante.
Mediante el uso de un Perfilbmetro (marca Veeckt@e3ST) es posible
abarcar una longitud de muestra deuf®a 50 mm, y en alto 10 nm a 130
um, con resolucion vertical de 0,1 nm, aplicando Zasrde barrido entre 1
y 40 mg. En la técnica de AFM la distancia maxinia quede recorrerse
es de 15Qum. La perfilometria ofrece una superficie de barridelocidad
de acercamiento y de medicibn mayores comparadoA€dn. Ademas
con el Perfildmetro es posible medir espesoresagea5 mm de alto, en
cambio, en el AFM, un cambio abrupto de altura d8 d@ 1 um puede
dafar la punta. Por estos motivos se utilizo léilparetria para determinar
el espesor de las peliculas de PEMA sobre cubreashgke vidrio comun y

silanizado, los resultados se presentan dmakda 2.1
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Tabla 2.1:Espesor de las peliculas obtenidas por spin-coatingpldeiones de
distinta concentracion de PEMA en tolueno sobre cultmdbhde vidrio comun y
silanizado. Medidas realizadas por perfilometria (lotores resultan de un
promedio sobre 10 mediciones por muestra).

PEMA Espesor (nm)t 5%

Concentracion % p/p 1500 rpm 2500 rpm  Silanizado 25Drpm

0,25 - 23 24
0,50 55 50 52
1,00 106 99 104
2,00 - 200 -
4,00 564 554 -
5,00 863

Al comparar los valores de espesor para muestegmpmdas sobre
vidrio comun y silanizado no se observan diferencggnificativas.
Considerando los estos resultados de la Tablda®.peliculas delgadas de
200 nm, 100 nm, 50 nm y 25 nm de espesor se prerpartir de
soluciones de los diferentes PAMA en tolueno de ceatracion
2,00 % p/p, 1,00 % p/p, 0,50 % p/p y 0,25 % p/ppeetivamente.
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2.2.4.2 Microscopia electronica de barrido

Una vez determinadas las condiciones Optimas pditener
espesores de peliculas de PAMA controlables y demibles se
estudiaron, a través de la microscopia electrédedarrido (SEM), las
caracteristicas de la superficie de las muestraslaB-igura 2.1.A se
muestra la superficie de una pelicula de 50 nm spesor de PEMA
obtenida sobre un cubreobjeto de vidrio. En ellaobserva que el
cubrimiento de la zona estudiada es total y homegeAl aumentar la
maghnificacién de 10a 10 pueden verse islas generadas debido al
tratamiento de recubrimiento de la superficie deelicula con una capa de
carbono y oro de 10 nm de espedéigura 2.1.B. Este tratamiento es
necesario ya que la potencia del haz de electrdessuye la muestra
durante la adquisicion de la imagen. Para detelstapresencia de
irregularidades superficiales se tomaron imagenada muestra inclinada

65° respecto del detectéiigura 2.1.C

20 kV x10.000 1 im 20 kV x100.000 0.1 tmj¥

20 kV x30.000 0.5 um

Figura 2.1: Imdgenes de SEM de una pelicula de PEMA de 50 nrasgesor
obtenida por spin-coating sobre cubreobjeto de vidi@uadros AvyB:
magnificacion x16 y x1&°, respectivamente. Cuadro C: Imagen tomada con una
inclinacién de 65° para observar rugosidad.
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Estas mediciones se repitieron para peliculas ddAP&e distinto
espesor a distintas magnificaciones. En todos ko< las peliculas
presentan un cubrimiento total y homogéneo de feersigie de vidrio

tratada.

2.2.4.3 Microscopia de fuerza atomica

Por microscopia de fuerza atdmica se estudidé laosidgd
superficial de las peliculas de PEMA de 50 nm. daterminaciones se
realizaron a fuerza constante (0,852 N) y con wiacidad de barrido de
1,02 Hz. El equipo tiene una distancia de barridixima de 2Qum. A
distancias de barrido mayores se observan linea&dmas en la imagen

debidas a interferencias que causan resultaddisialéis de rugosidad.

Figura 2.2: Imagen de AFM de una pelicula de PEMA de 50 nm ¢geses. El
andlisis de las imagenes se llevo a cabo con el progiamascope Il: area del
recuadro seleccionado = 73,29% rugosidad promedio = 1,02 nm del &rea
seleccionado, méxima altura (Rmax)=12,10 nm.
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Se realizaron medidas de las peliculas de PEMAapaglas sobre
sustrato de vidrio comun y de vidrio silanizado. &nbas muestras se
observé una baja rugosidad superficial y una cakeertontinua de la
pelicula polimérica. En ningun caso se observéexndth de procesos que
generen ruptura de la pelicula (“dewetting”,[2]el[procesamiento de las
imagenes obtenidas (Programa: Nanoscope I1), @8229um?”, se obtuvo
una rugosidad promedio de 1,02 nm, calculada cdnmoenedio de las

desviaciones respecto del plano cenfad\ra 2.2).

Con estos analisis se ha probado que las pelitaltacadas por
spin-coating pueden obtenerse con un espesor tamhdrtanto sobre vidrio
comun como vidrio silanizado. Las peliculas resatlia estar
homogéneamente distribuidas sobre los cubreobjete#drio, con espesor
reproducible y rugosidad superficial baja, menor2&b respecto del
espesor total de la muestra, cuando se observaram del orden de
70 um?2,

2.2.4.4 Espectroscopia Infrarroja

Se adquirieron espectros IR de peliculas obtemdasvaporacion
de soluciones al 5 % p/p en tolueno sobre pastiablaBr,Figura 2.3en
un FTIR Nicolet 8700 20 SXC.
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Figura 2.3: Espectro IR de peliculas de PMMA y PBM# 1 pum de espesor
depositados sobre NaBr.

Las muestras se mantuvieron en estufa de vacio gianaar el
tolueno remanente. Se observaron bandas entre cBdD§ 2800 cnit
caracteristicas de los PAMA debidas al estirami€itd y un pico intenso
en 1734 crit debido al estiramiento C=0 de la cadena latefalN® se
observaron bandas alrededor de 3500 cpor lo cual no se espera la
presencia de grupos —OH que pudiesen provenir daltalisis del grupo

éster.

De la misma forma pero sobre sustratos de vidriangentaron
tomar espectros de IR de las peliculas de 100 mrer8bargo, la ventana
espectral que permite observar el sustrato deovidia baja cantidad de
material limitan el analisis. Se adquirid el especte IR a 293 K de una
muestra de PBMA antes y después de un tratamiémtado de 30 min a
363 K.
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Figura 2.4: Espectro IR de PBMA de 100 nm de espesor sobreasuste vidrio.
Linea gris: sustrato limpio. Linea negra: PBMA a 298 ikea gris oscura: PBMA
después de un tratamiento a 363 K durante 30 min.

En la Figura 2.4 se muestran los resultados, las flechas indican la
bandas de estiramiento de C-H de la cadena latetal C=0. Si bien la
intensidad de las bandas es pequefia debido ada#aiidad de material,
luego del tratamiento térmico no aparecen nuevadds ni corrimientos
de las prexistentes. Esto confirma que la pelidalpolimero es estable en

las condiciones en que se realizaran algunas needgfsectroscopicas.

2.3 SONDAS FLUORESCENTES

A continuacion se detallan las caracteristicas cppales vy
estructuras de las sondas aplicadas al estud@ diedmica de las cadenas

de polimeroEsquema 2.1
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Cl-
HI\II/ o C:?[NH QN
o LA,
9 A
0
S RN

R6G

| RU(dpp)3l e

Esquema 2.1Estructuras de sondas fluorescentes.

Rodamina 6G (R6GJEs un colorante xanténico, cationico, utilizado
como colorante Laser. Posee un alto rendimientatmeéde fluorescencia
y estabilidad, lo que permite su aplicacion en ascopias de
fluorescencia y como trazador biologico [4-7]. Spsopiedades
espectroscopicas son similares en solucion y emigestpoliméricas,
incrementando su estabilidad en estas ultimas[§8],La fotofisica de
R6G depende de la deslocalizacion de la cargaiyegie los grupos
amino en el sistema n del anillo xanténico. Posee un tiempo de vida de
estado singulete excitado de 4 ns en agua. Lasndiorees de la sonda
estimadas por métodos de mecanica cuantica AM1 son:
13,8 Ax11,5 Ax9,0 A [10]. El radio de la esfera de Onsager es de
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56 A [11]. R6G fue comprado en Aldrich y utilizadin purificacion

adicional.

Rojo Nilo (RN): 7-diethylamino-3,4-benzophenoxazine-2-ona. Es
una oxazina, neutra e hidrofébica con un alto mamito cuantico de
fluorescencia y fotoestabilidad, empleada comoreolie Laser. Ha sido
ampliamente utilizada para estudiar la polaridadcallo y
microheterogeneidad de zeolitas [12], micelas [p&ljculas poliméricas
[14-16] y como material activo en LEDs de emisidemba [17]. Presenta
caracteristicas solvatocromicas que resultan esouimmiento del espectro
de emision en funcion de la polaridad del entoEgie comportamiento se
debe a un gran incremento en el momento dipolaredi&ldo excitado
respecto del fundamental [18]. Esta diferencia esagroximadamente
11,6 D, calculada a partir de corrimientos esptdrfl9]. Entornos mas
polares estabilizan mejor el estado excitado de dri¢, el fundamental,
disminuyendo la energia de emision. El cambio emahento dipolar se
debe a procesos de TCI [20], [21] desde los graleguilamino al grupo
carbonilo [22]. La existencia de un segundo estadhisivo en RN se
encuentra actualmente en discusion [23]. El espatdrabsorcion de RN
es poco sensible a la polaridad del polimero. 8ibaggo, el espectro de
emision de fluorescencia no es especular con elcéspde absorcion. En
solventes no polares, RN muestra un espectro deiG@mton estructura
vibracional parcialmente resuelta. En solventesngs| el ensanchamiento
inhomogéneo de las bandas hace desaparecer lat@strwibracional
observada en solventes no polares. Esto sugierelgestado excitado es
mucho mas sensible a la polaridad del entorno duaneamental. En

solventes no polares el tiempo de vida de fluoresaees de ~ 4,5 ns [24].
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En solventes polares, los procesos de transferateiaarga en ambas
direcciones estan favorecidos termodindmicamente w@ consecuente
disminuciéon del rendimiento cuantico de fluoresignc del tiempo de
vida del estado excitado [25]. Esta disminucionobserva también en
solventes proticos. Las dimensiones de la sondeadas por Corey-
Pauling-Koltum son: 16,8 #9,4 Ax3,9 A [19]. RN fue comprado en Bio
Chemika (Sigma for Fluorescence) y utilizado simifimacion adicional.

Se determino el coeficiente de absorcion molaresR tolueno a 521 nm
resultando (3,510 + 0,1x10%) M*cm™®. Este valor es cercano al
informado en otros solventes como 1,4-dioxasw8,8x10° M cm*[26],

en metanolg=4,5¢<10" M cm™[27].

4-Aminoftalimida (4-AP):Es una sonda fluorescente altamente
sensible a la polaridad del medio y sobre todo eal@acidad donora de
uniones puente hidrogeno del mismo. La energiardedimo de emision
de fluorescencia, la intensidad del espectro yieshgo de vida se ven
afectados. Por ejemplo, el rendimiento cuantico fileorescencia
disminuye drasticamente en entornos polares y edpmmte en los
préticos. Esta sensibilidad se debe al procesoQleeiitre el grupo amino
y el carbonilo. Tiene un tiempo de vida de 15 nsodureno [28] y 18 ns en
PAMA [29], lo cual incrementa la ventana temporarg observar
procesos que ocurren en el estado excitado compa@d R6G y RN,
siendo una sonda ideal para estudiar los procesodajacion de entornos.

Presenta un gran corrimiento de Stokes.

Ru (I1) batofenantrolina ([Ru(dpg)*?): Rutenio (1) trig4,7-difenil-

1,10-fenantrolina) La espectroscopia de este complejo octaédrico esta
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dominada por la transferencia de carga metal ligaGiCML), que
involucra el pasaje de un electrén del orhitdlel metal a umrbital 7* del
ligando. Presenta una gran diferencia practicaeelatrexcitacion y la
emision debido a que ésta tiene caracter de fagfeneia desde un estado
formalmente triplete excitado con un tiempo de Vatgo ~us [30], [31].
Debido a esta caracteristica, ha sido utilizadoacsensor de oxigeno por
desactivacion de la luminiscencia [32], [33]. [Ruiis] > fue comprado a

G. Frederik Smith Chemical y se lo utilizo sin gigacion adicional.

2.3.1 Concentracion de sonda

Las peliculas poliméricas se preparan segun selladade la
seccion 2.2.2La concentracion de sonda utilizada depende idel de
experimento a realizar. En |I&apitulos 3y 4 se presentan resultados de
medidas adquiridas de ensamble realizadas en w@ttesfuorimetro. Se
probaron muestras con 4-AP, R6G, RN y Ru(Bph)

La minima intensidad de fluorescencia de R6G y Bidk puede
medirse en el fluorimetro en las peliculas policasj se obtiene para una
concentracion de x20° mol de colorante/kg polimero en peliculas de
25 nm de espesor, teniendo en cuenta el uso deizaolares para las
medidas de anisotropia. A esta concentracion lardig promedio entre
moléculas de colorante es de 200 nm. La transferetecenergia (TE) de
tipo Foster entre moléculas de colorante despaldaizmision y afecta las
medidas espectroscopicas. A partir de la ecuaEidr2.1se calcula la
eficiencia de trasferencia de energfgg, para la distancia promedio entre

moléculas:
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Pgr =

1+ (5=

T )6 Ec. 2.1
Ry

donde para R6GR:=5 nm, distancia critica de transferencia entreodgd

aceptor, [4]. En estas condiciones la TE es deirec

24 TECNICAS APLICADAS A MEDIDAS DE
ENSAMBLE EN ESPECTROFLUORIMETRO

2.4.1 Excitacion en el flanco rojo del espectro de
excitacion/absorcion

Para estudiar el efecto de la excitacion de laaamdel flanco rojo
del espectro de absorcion/excitacion se colectflulerescencia de las
muestras en un espectrofluorime®dI-QuantamasterSe adquieren los
espectros de emision variando la longitud de oredaxtitacion Aex) en
un intervalo adecuado. La cota inferior del intéyvde excitacion en
experiencias de este tipo, corresponde habituaéreetd longitud de onda
del maximo del espectro de excitacion. Normalmembe se observa
cambio en el espectro de emision al excitar elkchbaazul del espectro de
excitacion. La cota superior del intervalo corregpmal maximo valor de
Jexc @l que se puede colectar el espectro de emisidiudeescencia con
una buena relacion sefial a ruido (operativamentestnequipo se tomo
|F"®>1x10% cuentas). La longitud del intervalo depende deiimiento de
Stokes de la sonda en la matriz. Cuanto mayortescesimiento, mayor
es el intervalo de. accesible experimentalmente. La magnitud del efect

de REE para RN en peliculas de PAMA se mide contiféaencia entre
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la posicion de los respectivos maximos de emisigemdo la muestra se

excita a 540 nmy a 480 nm, seguikta 1.6en elCapitulo 1

2.4.2 Anisotropia de fluorescencia

La sonda confinada en una caja de solvente estetaswg
interacciones con el entorno cercano. Las reoenas en la caja pueden

estudiarse a través de la anisotropia de fluoresten

Excitacion

1

Polarizador

V() de excitacion

Cubreobjeto
con la muestra

z
.L' y V(09
X
El haz de exitacion se
dispersa en direccion =)
opuesta al detector Al
detector
Polarizador
de emisién

Esquema 2.2Esquema para la determinacion de la anisotropia deoents
fluorescencia adaptable a un fluorimetro convenciomster8a de medicion: porta
muestra y polarizadores. Es posible rotar la posicidrejgede cada polarizador
para obtener las componentes de la emision horizongtigaimente polarizadas,
y el factor de correccié@.

Las medidas de anisotropia se llevaron acabo en un

espectrofluorimetr@Tl-QuantamastelEn un soporte adecuade coloca
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un polarizador de pelicula de polimero con un misoam que permite
girarlo de manera tal que se puede orientar el dgk polarizador
perpendicular o paralelamente con respecto al plinocidencia. En la
deteccion se coloca un segundo polarizador con iginm sistema de

referenciaEsquema 2.2

Para la medida de anisotropia se excita la muestra luz
linealmente polarizada y se colecta la emisionstirdas posiciones de los
polarizadores. Con el polarizador de excitaciorpesicion vertical (0°) y
el de emisidn en posicion vertical (0°) el espeotitenido corresponde a
la componente verticalmente polarizada de la emisig,. Luego el
polarizador de emision se coloca en posicion hat&do(90°) y se colecta
la componente horizontalmente polarizaga, Debido a que el sistema de
deteccion tiene diferente sensibilidad a la luzivak y horizontalmente
polarizada, es necesario determinar el factor deccon de sensibilidad,
G(A). Esto se logra aprovechando la simetria cilindreedadexcitacion de
una muestra isotropica con luz polarizada en eh@lde incidencia
(horizontal). En este caso, cuando la detecciomeadéiza a 90° de la
excitacion (configuracion habituallyy e Iyy son iguales por simetria y
las diferencias en la medida se deben a la sadsithiiferente del canal

de deteccion

Inv(4)

CA = 1

Ec. 2.2

A partir de estos 4 espectros se calab donde, por la simetria

del sistemalyy=I per € Iy =l par SEQUN:
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_ Ipar(/l) - G(A)Iper(/l)
A= D+ 260 Lo (D) Fe.2.3

Debido a que el espesor de las muestras es muyeipeges
fundamental encontrar condiciones de medicidon engae se pueda
obtener la mejor relacion sefial a ruido. Para ssiesarrollé un protocolo
de medicion para minimizar la dispersion de luzxgeitacion que pudiese
llegar al detector y maximizar la coleccion dellefescencia. La muestra
se ubica entre dos soportes de bronce cada uno 2caorificios
perpendiculares entre si, de manera que la luzdiapesté direccionada
opuesta al detector (configuraciback face y que la transmitida no sea
reflejada por las paredes del soporte. De estaaftermayor parte de la luz
gue llega al detector es debida a la fluorescedeilacolorante. Para
mejorar la relacion sefial a ruido se utilizarotrdd ubicados entre el
polarizador de emision y el sistema de detecci@to Elimina la luz
proveniente de la excitacion que pudiese llegaettctor. EI soporte para
muestra tiene un angulo respecto del haz de exaitae 30° y la emision
se registra a 90°. El angulo de 30° se elige pananzar la luz reflejada
gue llega al detector y maximizar el angulo soldio coleccién de luz

emitida.

2.4.3 Control de la temperatura en experimentos de REE y de
anisotropia

Para estudiar la dependencia de la anisotropia REE con la

temperatura se adapto al sistema de medicién ua pabeta de bronce
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dentro de un recipiente provisto de una camisa garalacion de agua de
un bafio termostatizado. La temperatura sobre layl@lde polimero se
determind con una resistencia calibrada de platara superficies (Pt100,
modelo RS). La méaxima temperatura alcanzable e30*€ debido a la
composicion del liquido del bafio termostatico @iad + agua), las
perdidas de energia en forma de calor y la edabilmecanica del sistema

de flujo.

2.5 MICROSCOPIAS OPTICAS

En esta tesis se utilizaron dos técnicas basicasnideoscopia:

confocal y de campo amplio.

En general, el limite de deteccion de las medida$iwbrescencia
depende de las caracteristicas espectroscopicaslasle moléculas
fluorescentes, de la intensidad y estabilidad déuémte de excitacion
(Laser), la eficiencia en la coleccion de la luzed@ision, la coleccion de

luz espuria y la sensibilidad del detector.

La microscopia de campo amplio tiene la ventaja, @specto al
arreglo confocal, de la adquisicion simultanea dentos que ocurren en
distintas zonas de la muestra, pero el tiempo nuirde lectura de estos
eventos esta limitado a 4ms por el sistema decdéte que es
generalmente una camara CC[Dispositivos acoplados a Carga). La
camara CCD consiste en un arreglo en dos dimersideeuna gran

cantidad de sensores de luz sobre un sustratdide delgado. La unidad

! Del inglés Charge-coupled Device
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de sensado es un capacitor de oxido metalico sadhictor (MOS) que

actua como fotodiodo y como sistema de almacenamdmncarga.

En la microscopia confocal se enfoca el haz deaioin sobre la
muestra al limite de difraccion, aumentando la dexasfotonica respecto
del sistema de campo amplio. El sistema de detecaitamente sensible,
de Fotodiodos de Avalancha, APDs, posibilita registos fotones de a

uno en un tiempo de integracion de (1

En ambas técnicas cuando se desea estudiar el tampmnto de
las moléculas individualmente es necesario asedarpresencia de una
unica molécula en el minimo volumen discernibléetsta limitado en el
microscopio confocal por el limite de difracciorelydiafragma confocal,
tipicamente a 1 fL. En campo amplio esta limitado lp difraccion de un
circulo de diametro del orden de la longitud deaodd excitacion. Para
evitar el conglomerado de moléculas, la concerirade la muestra debe
ser muy baja (~ nM). Teniendo en cuenta que lalseédida proviene de
los fotones emitidos por la sonda fluorescentea paaximizar la relacion
sefial a ruido es necesario seleccionar moléculaseicentes con un alto
rendimiento cuantico de fluorescencia y solventesatrices con una baja
cantidad de impurezas. Gran parte de la luz espurallega al detector
proviene de la dispersion elastica de la fuentexddacion (Rayleigh) y de
la dispersion Raman del soporte, solvente o mdtazseleccion de filtros

de excitacion y emision adecuados minimiza estatéude ruido de fondo.

2.5.1 Microscopia confocal

Esta técnica de microscopia se basa principalmemteliminar la
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fluorescencia proveniente de planos fuera del pfagal. Para esto una
fuente de luz es reflejada por un espejo dicroyces enfocada sobre la

muestra al limite de difraccion, segun la ecuad@irnst K. Abbe (1873):

A

= —— Ec.2.4
2NA

d

donded es el diametro del haz enfocadd Ya longitud de onda de la luz
incidente. La luz es enfocada a través de un objele apertura numerica,
NA, (dondeNA = nsenf., n es el indice de refraccioné es la mitad del
angulo del cono de luz que sale o entra del olmkt@on un objetivo de
NA alta se colecta mas luz y se tiene mayor podeestducion que con
uno deNA baja. La fluorescencia es colectada por el misietivo
(sistema de epi-iluminacion), transmitida por elpegs dicroico y
seleccionada por los filtros de fluorescencia. gfego dicroico refleja la
luz de excitacion y transmite la luz de emisionflderescencia, que esta
corrida hacia mayores longitudes de onda que laxdgacion. Como el
bloqueo del haz de excitacion por parte del espgooico no es tan
eficiente (generalmente OD3, 3 ordenes de magnged)ecesitan filtros
adicionales. Por ejemplo, los filtros pasabanda geeadaptan a las
propiedades de emision del fluoréforo asegurande spio llegue al
detector la emision proveniente del intervalo dggltudes de onda donde

emite la sonda.

Para limitar el volumen de deteccion en la direccaxial, se
introduce un estenopmifihole @4iametro~30 um) en el plano focal,
blogueando la luz proveniente de otros planos, ementandose

ampliamente el contraste. El estenopo actia confdtunespacial y solo
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la luz que esta dentro de este plano puede sertdéte De esta forma el
volumen de observacion resultantelfl) es mucho menor al excitado.
Mediante esta técnica se obtiene una alta resolu@tporal, que es
normalmente limitada por el sistema de adquisidérdatos. Una de las
ventajas principales de la microscopia confoc#d g®sibilidad de realizar
seccionados Opticos de entre 0,5 y \nb a diferentes alturas en un
intervalo de hasta 5@m. Sin embargo solo una pequefia porcion de la

muestra puede analizarse a la vez.

El sistema puede adaptarse para la deteccion deolaszaciones
perpendiculares y paralelas de la emision. Pam s# ubica un cubo

divisor de dos estados de polarizacion del hasatddos detectores.

2.5.1.1 Adquisicion de espectros de moléculas unsca

En este trabajo se utilizé un microscopio confgeah la deteccion
de espectros de emision de moléculas individu&@agitulo 3 EI equipo
fue montado en el laboratorio del Dr. Christian Borczyskowski, OSMP
Group, TU-Chmenitz, Alemania. Este consiste en dfmente Laser
continua, 488 nm (Innova 70C Spectrum, Coherentjealmente
polarizada, que se enfoca sobre la muestra conbjetivi (Zeiss LD
PLAN-NEOFLUAR 63X/ NA:0,75 Korr, inmersion en ajrexcitando la
sonda fluorescent&ssquema 2.3Los fotones emitidos por la sonda son
colectados por el mismo objetivo y enfocados salwe detectores: un
APD (Perkin Elmer) y un espectrometro (300 lineas/rresolucion:
2,3+ 0,2 nm, Acton Research Corporation SpectraPro aZéplado a un
arreglo CCD unidimensional (Princeton instrume8ig;121). Con el APD

se sigue la intensidad de emisién en funcién eetpgio. De esta forma es
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posible detectar la ubicaciéon de moléculas en l&stna. Mediante el
espectrografo se colectan los espectros de enasidichas ubicaciones.
Debido a que el volumen observado es muy pequedigye la sonda se
encuentra relativamente fija en la matriz, la nmaeseé barre colocando un
espejo movil (Newport) en la excitacion que permeiteecorrido del laser
para estudiar distintas zonas. Asi se recorre lastrai por lineas
obteniéndose un mapa de la posicién de las mokdulggo se selecciona
una de las moléculas, a la cual se toma el espedremision de
fluorescencia, posicionando el haz con el espegwa Rl control de la
temperatura se acopla al sistema un criostato pataoscopio (Janis
ST500-H). Para minimizar el fotoblanqueo de la sofas medidas se
realizan a una presién de 1énbar. El objetivo utilizado tiene un comando
gue corrige aberraciones oOpticas debidas al espdsda ventana del

criostato.
Espectrégrafo
Laser de excitacion
n

o : ‘L \ Espejo movil

Separador  Filtro  Espejo dicroico
del haz

Lentes

. Objetivo

Cri6stato

Esquema 2.3Esquema del microscopio confocal para deteccionsgecgros de
moléculas Unicas.
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Los espectros adquiridos se corrigieron por la ibgiad del
espectrégrafo a las distintas longitudes de ondaetactor de correccion

de laFigura 2.5.

Factor de correccion

0 5 | 1 ] | ]
L )

550 600 650 700 750
Longitud de onda [nm)]

Figura 2.5: Factor de correccion debido a la diferencia de béidsid del
espectrografo a las distintas longitudes de onda.

2.5.2 Microscopia de campo amplio

El equipo utilizado para esta técnica consta denigroscopio de
epifluorescencia invertido. En este arreglo se iluminaarea de varios
micrones en ambas direcciones con un laser colintédwaz de excitacion
llega a la muestra luego de ser reflejado por ymejesdicroico. La
fluorescencia emitida es enfocada sobre una ca@@m Esta técnica ha
sido exitosamente aplicada para determinar difusaercional, mostrando
diferentes regimenes de relajacion del polimer@@sio cambios rapidos

en los entornos [34].

Esta técnica se utilizo en eCapitulo 4 para dos tipos de

experimentos dependientes de la concentracion ldeaote. Uno a nivel
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de moléculas uUnicas y el otro a nivel de ensamlbds. caracteristicas
especificas de cada experimento se detallan eac@os experimental del

capitulo.

Objetivo <— Lamina
Retardadora
Prisma

A
Espejo dicroico <— ‘l-k % l f’ \\
\
|

Filtro <—
. - Filtro de Cuna
l Polarizador N

™
*

CCcD L@ : Obturador ‘
Olympus

Polarizadores IX71 Diodo Laser

Esquema 2.4Microscopio de campo amplio.

El equipo esta compuesto por un microscopio Olyniguds
(Esquema 2)4 Se utiliza un objetivo de inmersion en aceiteymadus
PLAN APO N 60x,NA=1,42. El haz de excitacion proveniente de un diodo
Laser (SDL-532-200T, Shanghai Dream Lasers Teclgyoldo., Beam
Mode: TEM,y) de 532 nm, es atenuado por un filtro neutro dacwy
redireccionado con un prisma hacia la entrada detostopio. En este
camino optico se controla la polarizacion del haz an polarizador y una
lamina retardadora de cuarto de onda. Es necesaioir la lamina
retardadora ya que el espejo dicroico dentro detpmudel microscopio
cambia la fase del haz de excitacion cuando esterefigjado y

redireccionado hacia la muestra. Este efecto d@rafesmision se corrige
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cuando se aplica la correccion por el fackben la determinacion de la
anisotropia de fluorescencia. El sistema de filtyosspejo dicroico se

monta en un cubo comercial.

Cubo de filtros (TRIT C, Rodamina)
100
Excitacién

90 1

Dicréico
80 1Emisién iy
70 4
60
50 1
40 1
30 |
20 4
10
0

%T

L) L T T T T T
300 3%0 460 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda [nm]

Figura 2.6: Espectros de trasmision del sistema de filtros y espigimich
utilizado en el microscopio de campo amplio paraei@ckion de moléculas Unicas
y de ensamble de RN embebido en peliculas delgad@aMé de 25 y 200 nm de
espesor. Linea verde: Espejo dicroico, linea aztro fde excitacién y linea roja:
filtro de emision.

Los espectros de trasmision de estos elementoso§pe muestran
en laFigura 2.6.A la salida del microscopio se coloca una ruedélues
con dos polarizadores de lamina en posiciones guadi y orientados
perpendicular y paralelo al haz de excitacion. €stos se determinan las
componentes de la emision paralela y perpendi@ilaaz de excitacion.
La rueda demora 150 ms para desplazarse entragresiccontiguas y es
este el factor limitante en el tiempo de adquisiai@ imagenes sucesivas.
Finalmente la emision se detecta con una camaraCER- Andor
iIXon—-885 con 10041002 pixels activos de 8x8n de tamafio. En las
condiciones experimentales descriptas el tamafjxid corresponde a un

tamafo de muestra sobre la platina de Qrh3
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CAPITULOS3

DINAMICAESPECTRAL DE ENSAMBLE Y
MOLECULASUNICAS

3.1 INTRODUCCION

En este capitulo se describen los estudios espeopiwos del
comportamiento con la temperatura de las peliquidimméricas delgadas de
diferente espesor a escala nanomeétrica. Para sstabordo el problema
desde dos puntos de vista diferentes y complemesitd?or medio de la
adquisicion del espectro de fluorescencia del cdojude moléculas de
colorante énsamblg es posible obtener una idea general del
comportamiento del polimero en diferentes condisory analizar la

dindmica y polaridad de los entornos. Por otro Jadeando se estudian
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sistemas a nivel demoléculas Unicasse evidencian eventos que se

encontraban ocultos en el promedio.

En particular, se analiza el comportamiento espkcte la sonda

Rojo Nilo en matrices de PAMA a partir de medidas ehsambley de

moléculas Unicas

1)

2)

70

Los espectros deinsamblede moléculas de colorante se adquirieron con
un espectrofluorimetro, y a partir de estos sed@stel solvatocromismo
y el efecto de excitacion en el flanco rojo deleztp de excitacion
(REE), y la dependencia de ambos fendmenos coem@dratura. Se

estudiaron peliculas de PMMA, PEMA, PPMA y PBMA, 88 nm a

350 um de espesor.

Los espectros demoléculas Unicasse midieron por la técnica de
microscopia confocal modificada para la detecci@ edpectros de
emision [1], [2]. Debido a que las moléculas deoramte estan
relativamente fijas en la matriz polimérica los b&ws en el espectro y
en la intensidad de fluorescencia estan relacianadm procesos de
parpadeo klinking), rotacion molecular y cambio en las interacciones
molécula-entorno [3]. Estos cambios son importapi@s entender la
dinamica de cadenas poliméricas. PBMA y PPMA sedéston por
debajo y por encima di,. EI comportamiento dinamico de los espectros
se estudi6 por medio de la funcion de distribuci@oumulada
complementaria (FDAC) de las diferencias de eneegi@e espectros
sucesivos y el tiempo de residendias experimentos fueron realizados

durante dos estadias de 2 meses cada una, emeltaid del Prof. Dr.
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Christian von Borczyskowski, junto con la Dra. Dedai Tauber y la
colaboracion del Dipl.-Phys. Stefan Krause, GrugoE$pectroscopia
Optica y Fisica Molecular del Instituto de Fisica & Universidad
Técnica de Chemnitz, Alemania (OSMP, Jhémnitz).

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Espectros de ensamble

3.2.1.1 Preparacion de muestras

Se obtuvieron peliculas de espesor nanométrice-2(Ebnm) vy
micrométrico (35Qum) a partir de soluciones de polimero en tolueno
(Aldrich, grado espectroscépico) con RN en conemiin 10°-10°mol
de RN/kg de polimero sobre cubreobjetos de vidmopibs segun las
condiciones de preparacion explicadas erlCapitulo 2 en lassecciones
2.2.2-3y2.3.y elApéndice 1.A.1.1

3.2.1.2 Adquisicion de espectros

Los espectros de emision y excitacion del fluor@fembebido en la
matriz  polimérica se adquirieron con un espectoflaetro
PTIQuantamasterAntes de cada medicion la muestra se mantuvo a la

temperatura de trabajo por 20 min. Debido a lasitdciones en la
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concentracion maxima de colorante que pude utidezase colocaron en el
porta-cubeta dos muestras iguales, con la superficiecdleteobjetos en
contacto entre si, para incrementar la sefial. D fesma se aumenta al
doble la intensidad colectada. Para evitar la cosal@dn de agua sobre las
muestras se adquirieron los espectros en atmoédierlh, seco. REE se
determind excitando las muestras en el flanco dejespectro de excitacion
como se detallé en Iseccion 2.4.1 y seccion 1.2.3RBara RN /., Se vario

entre 490 nm y 540 nm, en intervalos de 10 nm.

3.2.1.3 Correccion y ajuste de espectros

Los espectros obtenidos con intensidad de fluoresgemenor a
1x10° cuentas/s son apreciablemente afectados porpardién de la luz de
excitacion. La dispersion Rayleigh (dispersion tea$ genera un
ensanchamiento aparente del espectro de emisigndesplazamiento del
maximo hacia mayores energias. Este efecto puedrisinizado restando
al espectro de emisién, el espectro correspondeefdedispersion generada
por una muestra sin colorante adquirido en las assoondiciones. La curva
de dispersion obtenida en funcién della. se ajusta operativamente con
una exponencial decreciente. Este procedimientapdea también a los

espectros de las medidas de anisotropia que sebil@scen elCapitulo 4

En laFigura 3.1se muestra el espectro de emisiéon de RN junto kon e
espectro corregido por la dispersion y la curvaddpersion ajustada para
PEMA de 350 um de espesor.
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Figura 3.1: Correccién del espectro de fluorescencia de RN enA&#/1350um de
espesor a partir de una muestra de igual espeseolsirante. Linea gruesa negra:
espectro sin corregir, linea gris: espectro corregidinea cortada: espectro de
dispersidniex:490 nm.

Para graficar el espectro de emisién en numerande,d, o energias
es importante tener en cuenta que a pesar de glaeldse puede convertir
env segunv = 1/ A, el ancho de banda en una escala de longitud adkeAdn
no es simplemente la inversa del ancho de bandauwhekro de ondav.
Para los espectros adquiridos con un ancho de bigadan nm, se debe
corregir la emisiéon para obtenerla en “treeginI(¥) = A%I(1). Esta
ecuacion da la distribucion espectral correcta f@ac@nversion del espectro

de emisién adquirido en intervalos fijos en nnmtarivalos fijos en cih
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Luego de corregir los espectros por la funcionedpuesta del equipo,
por la dispersion y de expresarlos en escala deggienese ajustaron los
mismos con una suma de dos funciones Gaussianak Egura 3.2 se
muestra, en el cuadro de la izquierda, un ejemplajdste de espectro de
fluorescencia para RN embebido en PEMA de i@hQle espesor, y en el de
la derecha, el ajuste de la emision para la sondREMA de 50 nm de

espesor.

0.05

Residuos IF(normaIizada)

'0'051.4 1.6 1.8 1.4 1.6 1.8

Numero de onda [cm'1] x10*

Figura 3.2: Cuadros superiores: Espectro de fluorescencia etaedeaenergia, de
RN en PEMA de 35@m (izquierda) y de 50 nm de espesor (derecha)siidatro se
corrigié por dispersion y se ajusté con la suma @ fdnciones gaussianas (lineas
punteada y circulos: gaussianas, linea gris: datos iexpeales y linea negra
discontinua: resultados ajustados). Cuadro inferior: ilistiton de residuos.
Aex=490 nm.
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3.2.1.4 Medidas preliminares

3.2.1.4.1 Concentracion de la sonda

La posicion espectral del maximo de emision se ldeaphacia
mayores longitudes de onda con el incremento deotecentracion de la
sonda mas alla de TOV.. A concentraciones mayores, la amplitud de REE
disminuye hasta desaparecer. Estos efectos secaxplor la transferencia
de energia electronica; ya que cuando se increnlantancentracion de
sitios de menor energia de excitacion, estos actdaro trampas de energia
electronica. Este efecto se evita manteniendo eetracion de colorante
menor a %10° mol de RN/kg de polimero. A esta concentracién 80 e
posible obtener el espectro de absorcion de lasuyte$ delgadas en un
espectrofotometro ShimadzwV-3101 (abs <<0,001), por lo que el
intervalo delex. de REE se determiné por el flanco rojo del esped&

excitacion.

En las peliculas de 25 nm a estas concentracioeeldrante, las
correcciones no son suficientemente buenas y ptanim no se analizaron

los espectros de emision en estas condiciones.

3.2.1.4.2 Polaridad del sustrato

Como se explico en &apitulo 1 la polaridad del sustrato influye en
la dindmica de las cadenas de polimero en pelidél@&spesor nanométrico.
Para analizar la influencia del sustrato en lagidsiespectral y en REE se

prepararon peliculas de PEMA de 100 nm sobre cbimts de vidrio
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comun vy silanizadoHRigura 3.3. El primero presenta densidad de carga
negativa debido a la presencia de grupos silaheggindo esta cubierto por
una capa de tetrametilsilano que le confiere uraatar no polar (ver
Apéndice 1.AB
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562 L L L L -3.00
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Figura 3.3: Influencia del sustrato en la posicion del maximeedssion en funcion
de la temperatura (cuadro A)ek=480 nm) y en el efecto de REE en funcion del
espesor (cuadro B) para RN en PEMA de 100 nm dessesp Los rombos
corresponden a cubreobjetos de vidrio, y los cuadramoubreobjetos silanizados.

La polaridad del sustrato influye levemente endsigion del maximo
de emision y en la variacion de la amplitud delcefeREE con la

temperatura (calculado segurde. 1.7, Capitulo 1L

3.2.1.4.3 Otras sondas

Se probaron otras sondas como 4-AP y Ru@ppla primera es

altamente sensible a la polaridad del medio y tiamegran corrimiento de
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Stokes, pero la intensidad de emision es bajaspdhiculas delgadas, vy al
incrementar la concentracion se forman otras espeemisoras que

dificultan el analisis espectral, por lo que secdds® este fluoréforo.

o
0

A
o))

normalizada

| 1

450 550 65
Longitud de onda [nm)]

Figura 3.4: Espectros de fosforescencia de excitacion (linea matéa, 620 nm,
sin corregir) y emisién (linea s6lidaexs480 nm) de Ru(bpp)’ embebida en
peliculas de PMMA de espesor micrométrico.

En la Figura 3.4 se muestra el espectro de excitacion y emision de
fosforescencia de Ru(bph)en PMMA de 100 nm de espesor a temperatura
ambiente. Esta sonda presenta la ventaja de teaegran diferencia entre la
longitud de onda de excitacion y la de emisi®h50 nm). Esto minimiza la
probabilidad de transferencia de energia y el efdetla dispersion cuando
se excita la emision en el flaco rojo del espedieoexcitacion. En estas
condiciones es posible incrementar la concentrag@la sonda en la matriz

polimérica.
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Figura 3.5: A) Espectros de emision y B) Efecto de la tempesasobre el REE de
Ru(bpp)}> embebida en peliculas de PMMA de espesor microméttitmeas y
circulos grises: 363 K, lineas y puntos negros: 2984¢.470 nm-540 nm.

En laFigura 3.5se presentan los espectros de emision y REE a 298 K
y 363 K para Ru(bpg}” en PMMA de 100 nm de espesor. El espectro de
emision se desplaza hacia menores energias comcedmento de la
temperatura y se observa REE con una amplitud, @&ulm, muy pequefia:
3 nm al rojo cuando se varigentre 470 y 540 nm. En PBMA de 25 nm de
espesor se observo el mismo comportamiento. Esidasdeberia tener un
gran cambio de polaridad, dado que el estado fuadthes casi octaédrico
y el excitado es TCML, con la carga localizada an de los ligandos (se
vuelve asimétrica y polar). La baja sensibilidadadsonda a la polaridad del
entorno puede deberse a que el electron en elcestacitado sobre el
sistema © de la fenantrolina se encuentre ubicado en el centro de los dos

grupos fenilo, aislandolo del entorno [4].
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3.2.2 Espectros de moléculas unicas

3.2.2.1 Preparacion de muestras

Se obtuvieron peliculas de 25nm y 200 nm de espgsw
spin-coating de soluciones de polimero en tolueno (AkJrigrado
espectroscopico) con RN en concentracion dé il de RN/kg de
polimero, sobre substratos de silicio limpios, eora capa de SiOpara
evitar la desactivacion de la fluorescencia de mod#s cercanas a la
superficie (ver protocolo de limpieza enfgéndice 1.A.2)1 En este caso,

no existe formacion de agregados por la baja cdraza@én de colorante.

3.2.2.2 Microscopio confocal

El espectro demoléculas uUnicasde RN, embebidas en la matriz
polimérica se registr0 con un microscopio confabalbarrido, provisto de
dos detectores: un fotodiodo de avalancha (APD)ny egpectrégrafo
enfriado, con sensibilidad demoléculas Uunicas (ver Capitulo 2,
seccion 2.5.1)1 El tiempo de adquisicion se fij6 en 1 s, commpoomiso
considerando la relacion entre el tiempo promegpeemental que tarda la
sonda en sufrir el fotoblanqueo, la relacion sedidld del espectro
adquirido y la posibilidad de obtener la maximainiacion temporal. Con
este tiempo de adquisicion, se colectaron trazapdeales de espectros en
cada punto identificado en la imagen de barriddamad, hasta el blanqueo

de la emision (20 s sin reemitir).
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3.2.2.3 Andlisis de datos

Se usaron solo aquellas trazas espectrales eruddsscse observo
desaparicion total de la intensidad de emisionresalo paso. Con este tipo
de consideracion se evita la posibilidad de temsrrdoléculas o mas en el

volumen de observacion.

Los espectros dmoléculas Unicase ajustaron en escala de energias
con la suma de cuatro funciones Gaussianas, poordeduna rutina escrita
en MATLAB® desarrollada en el Grupo OSMP por el Dr. Danny &idw.
Una vez determinada la posicion espectral del mdpnncipal de emision
se construyeron trazas de su evolucion temposatjua se analizaron por la

FDAC y el tiempo de residencia.

3.3 RESULTADOS

3.3.1Espectros de emision de ensamble de moléculas

En laFigura 3.6se muestra el espectro de emision de fluoresceecia

RN en una serie de polialquilmetacrilatos.
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Figura 3.6: Espectro de emision de Rojo Nilo en PMMA (linea aegplida), PEMA
(linea negra punteada), PPMA (linea gris puntead®BMA (linea gris soélida).
Condiciones: [RN]:6xlﬁ mol de RN/kg de polimerdlexc =510 nm, T =298 K,
espesor de la pelicula: 3pf.

Con el incremento del largo de la cadena alquititeral, el maximo
de emision se desplaza hacia menores longitudesdbe Esto se debe a que
la densidad de grupos carbonilo disminuye con ehemio del largo de
cadena lateral, resultando una menor polaridad des éntornos
(solvatocromismo). Teniendo en cuenta que RN ti@meestado excitado
mas polar que el fundamental, entornos mas poksesbilizan en mayor
medida el estado excitado, disminuyendo la enedgiala emision de
fluorescencia. Como se muestra erfFigura 3.7, la posicion espectral del
maximo de emision depende de la composicion quidet@olimero siendo
practicamente independiente del espesor de la utelientre 50 nm vy
350 um.
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Figura 3.7: Solvatocromismo de RN en peliculas poliméricas desespentre 50 nm
y 350um, dondePMMA (298 K): cuadrados, PEMA (304 K): triAngulosPN@A
(290 K): rombos y PBMA (281 K): circulosid=490 nm).

En cada uno de los polimeros este efecto se caasideuna
temperaturaTyi») por debajo dd,”™™. T, en PBMA es 281 K, en PPMA,
290 K; en PEMA, 304 K y en PMMA, 298 K. En estamdiziones, la
relajacion del polimero se minimiza para todos P#MA. La diferencia
entrevPMMA v, PBMA o5 4e200+ 30 cm™ y permanece constante para todos
los espesores de pelicula estudiados. Debido aetjusmlvatocromismo
depende fundamentalmente de la densidad de grigies én la caja de
polimero, que estabilizan el estado excitado demala, la emision de RN se
encuentra a energias menores en PMMA que en el destos polimeros

estudiados.
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Figura 3.8: Variacién de la posicién del méaximo de emisién de @N") con la
temperatura en funcion del espesor de la pelicula patm AT=Tmax Tmin para cada
polimero se calcula entre la maydin{y y menor Tmin) temperatura a la que se
expuso la muestra: PBMATH =281 K y Thac=313 K; PEMA: T1in=304 K,
Tmae=363 K PPMA: Trin=290 K yTha=347 K; PMMA: Thin= 298 K yT1a=363 K.
PMMA: cuadrados, PEMA: triangulos, PPMA: rombos y PBMAirculos.
(Lex=490 nm).

El efecto de la temperatura sobre la posicion detimo de emision
(termocromismo) para distintos espesores de palisel muestra en la
Figura 3.8 Para RN, se observa un desplazamiento espeati mayores
energias con el aumento de la temperatura. Estetoefee cuantifica
calculando el cociente entre: la diferencia deplasiciones del maximo de
emision (cm’) a la mayor Tma) Y menor Tmin) temperatura de trabajo, y la
diferencia de estas temperaturaST£TmaxTmin). La magnitud de esta
variacion es siempre positiva y pequefia (del odierl cni/K) y no hay
una tendencia uniforme ni con el espesor de laydalini con el tipo de

polimero.
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IF (normalizada)

Figura 3.9: A) Espectros de excitacion y emision de RN embebidara pelicula
de PBMA de espesor 3%@n. Las flechas indican las longitudes de onda de
excitacion (490 nm y 540 nm). Para285 K: Lineas continuagex=490 y 500 nm,
lineas grises continuag:x=530 y 540 nm. Pard=333 K: Lineas negra cortada:
Jex=490 y 510 nm, linea gris cortada;=540 nm. B) Efecto de la temperatura en la
variacion del maximo de emision por excitacion en elctharojo del espectro de
excitacion,T=285 K (tridngulos) =333 K (circulos).

El efecto de excitacion en el flanco rojo del egqmede excitacion se
estudio en funcién de la temperatura, a fin deratenformacion cualitativa
sobre la relajacion de los polimeros confinadosaaetcala de los
nanometros. En I&igura 3.9.Ase observa el efecto del desplazamiento del
espectro de emision de RN en PBMA de 3&0de espesor, al excitaigc

entre 490 nm y 540 nm, ademas del efecto de lagmnhpa en el REE

o
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[e))
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. emisién (nm)
(8]
»
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550
A emisién [nm]

650

medido a 285 Ky 333 K.

En el cuadro B, a=285 K, A, depende dée, Yy la amplitud, en
médulo, de REE es de 2350 cm® en el intervalo de longitudes de onda
medido (490 a 540 nm). Con el incremento de la ggatpra por encima de
Ty del polimero,T=333 K, 1em S€ vuelve independiente dg.y la amplitud

de REE practicamente desaparece 30 cm?). Por debajo dely la
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dindmica de los entornos es lenta y no llegan alagse. Por encima, la
dinamica aumenta y se observa un comportamientogdio en la polaridad
de los entornos, por lo cual la amplitud de REEndhsiye. Sin embargo, en
PPMA, PEMA y PMMA se observo REE por encimaTgepor lo que en

principio podria pensarse que no todos los entdtegan a igualarse.

En laFigura 3.9se ve que REE esta superpuesto al termocromismo y
gue en el resultado neto este ultimo predominaugala emision se corre al

azul al incrementar la temperatura.

0,00
-0,50 }
£ -1,00
-1,50 F
2,00 F
2,50 F
-3,00

mYK]

AREES: [c

0 50 100 150 200 250
Espesor [nm

Figura 3.10:Variacion de REE con la temperatura para RN enylaae PAMA de
50 nm a 200 nm de espesor. Circulo lleno: PMMA, rotiidrm: PEMA, ambos con
lineas continuas. Triangulo sin relleno: PPMA, circutorslleno: PBMA, ambos con
lineas punteadas. PBMAThn=281 K y Tna=313 K; PEMA: Tpin=304 K,
Trmax=363 K PPMA: Tin=290 K yT1ax=347 K; PBMA: Tin=298 K yTma=363 K. (a
100 nm de espesor, la magnitud del efecto en PEMAWAPEvincide)

En laFigura 3.10se representa el cambio de la magnitud de REE con
la temperaturaAREE;, obtenido a partir de I&c. 1.7, Capitulo 1para RN

en peliculas de 50 nm a 200 nm de espesor. Losegse calcularon entre
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la menor Tmin) Y Mmayor Thay temperatura de trabajo, ver leyenda en la

figura.

PBMA presenta la mayor variacion de la amplitud RIEEE con la
temperatura, mientras que en PMMA la variacion &s aula. En ningun
caso REE desaparece completamente al aumentanpgeitatura, indicando
gue persisten las diferencias de polaridad enti@mws. Esto es diferente a
lo observado para la pelicula grueség@ra 3.9. Dentro del error de las
determinaciones, la amplitud de REE es indeperglidatla temperatura y
del espesor de la pelicula nanométrica. La tendegemneral del modulo de

la magnitud de REE es la esperada: disminuye aéatanla temperatura.

3.3.1.1 Discusioén

En laFigura 3.8se observo que al aumentar la temperatura el espect
se desplaza hacia mayores energias. Esto se pugdieae por una

disminucién de la polaridad de los entornos cdeitaperatura [5].

'A'E‘Ill

max

min

.
> >

Aisi Aexc

Esquema 3.1A) Desplazamiento espectral en funcién de la longdedonda de
excitacion a distintas temperaturas, don@lg.<<Tq Y Tmac>Tg B) Efecto
termocréomico en REE.
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El estado excitado es menos estabilizado debideedagreorientacion

de los grupos del entrono es mas rapida y al amnadajas temperaturas.

REE se manifiesta como un desplazamiento espdwad menores
energias debido a la lenta relajacion del polinggi® genera heterogeneidad
en las interacciones sonda-caja de polimeEsgiema 3.1.)A Este efecto se
observa cuando el sistema es rigido a una temparéid,), ya que si se
aumental suficientementeTyae>T,) el sistema llega a un estado fluido y
REE desparece debido a la rapida reorientaciosaleénte, produciéndose
la emision desde un mismo estado estabilizado.sEnsgtuacionAREE; es
negativo y alcanza su valor absoluto maximo. Deenld de la rigidez del
sistema en el intervalo deestudiado T<T,), puede no haber diferencias en
AREE;. Para valores dd intermedios, la relajacion es incompleta y el valo

deAREE; es intermedio.

Al aumentar la temperatura los dos efectos dessripturren a la vez
y se contraponerEgquema 3.1 )Bel desorden creciente del entorno tiende a
desplazar el espectro al azul y la relajacion leva desplazamiento al rojo.
Como la amplitud de REE no es muy grande puedeidmEnasse que
predomina el efecto termocrémico, que resulta en pequefio
desplazamiento del espectro hacia menores enabiasrementall a la
dexe POr ejemplo, en ld&igura 3.9 se ve que REEEC. 1.6, Capitulo L
tiende al valor predicho casi nulo a 333 K, en cotiancia conT>Ty y
relajacion completa. Pero en el resto de las magstl efecto de la
temperatura sobre la posicion espectral predomima,\se desplaza hacia
mayores energias, modificando los resultados edpgrn experimentos de
REE.
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3.3.2Espectros de emision de moléculas Unicas

En la Figura 3.11 se muestra la posicion deoléculas Unicas
localizadas por su fluorescencia como puntos ht#lg La imagen

corresponde a un area de 4 um en la muestra. (Pot: 4V)

Los espectros obtenidos presentan distinta intadsi@structura y
posicion del maximo de emisién de mas alta eneigiala Figura 3.12se
muestra el histograma de frecuencias del maximenaision para todos los
espectros registrados de todas las moléculas deétecen cada polimero en

peliculas de 200 y 25 nm de espesor medidas a 2Z8&KK y 323 K.

1250
- 1200
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1100
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50 100 150 200 250 v
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Figura 3.11: Mapa de la posicion de las moléculas fluorescente? dMA de
200 nm de espesor adquirido a 296 K. La intensidadnaision se representa en la
barra de color de la derecha y representa las cugntasxel en 100 ms.
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Bulk

PBMA (Tg'=298K) PPMA (Tg'=305K) PMMA (Tg = 388K)
200nm  25nm 200nm 25nm 200nm 25nm
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Figura 3.12: Histograma de energia del maximo de emisién de lagdbdadmayor
energia en la traza temporal de RN en peliculas de BBNMMMA y PMMA de 25 nm

y 200 nm de espesor a 278 K, 296 K y 323 K segudedalla en la figura. Las
frecuencias estan normalizadas por el nUmero déamlals medidas en cada muestra.
Las lineas punteadas marcan los limites energéticopulesibs para las
configuraciones Tipo A, B y C (ver texto). Se estudiamds de 100 moléculas por
histograma.
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Figura 3.13: Ejemplos de tres tipos de espectros de moléculas simieaRN
registrados en una pelicula de PBMA de 200 nm de aspe286 K, tiempo de
adquisicion: 1 s. Estos ejemplos son representativosodgbortamiento espectral de
RN en todas las muestras medidas. La linea negresponge al espectro medido, la
linea gris muestra la suma de 4 curvas gaussianass(tjneabscuro) empleadas para
el ajuste.
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En todos los polimeros se detectaron tres tipoacteristicos de
espectros de emision y que son similares a losnrddos en la literatura por
Yoon et al. y Higginset al.en PMMA y PS [6], [7]. En l&igura 3.13se
muestran ejemplos caracteristicos obtenidos en PB&200 nm de espesor
a 296 K. Debido a que el espectro de emision deefRhltamente sensible a
la polaridad del entorno, las diferentes interanegosonda-caja se observan

como distintas posiciones del maximo de emisiéfiudgescencia.

Los espectros de emision de fluorescencia se ickasih en tres tipos
en funcion a la posicion del maximo principal deistém (Figuras 3.12
y 3.13). Los espectros Tipo A corresponden a aquellds€gue el maximo
de emisidn se encuentraBaq> 2,37 eV, los de Tipo B, a aquellos en los
gue 2,22 e\K Eax< 2,37 eV y los Tipo C, &« < 2,22 eV. La intensidad
del espectro esta asociada a la rigidez y a larigath del entorno. Cuanto
mayor es la rigidez del entorno menor es la prdioiaoi de que la poblacion
de moléculas en el estado, Secaiga por vias diferentes de la de
fluorescencia. Estos hechos estan en linea comdereado en solventes:
cuanto menor es la polaridad del solvente, mayal esndimiento cuantico

de fluorescencia de RN [8] y mayor es la energiand&imo de emision.

La energia espectral del maximo de emision puedeoseparada con
el maximo de emision de RN en distintos solventra gstimar la fuerza de
las interacciones entre la sonda y la caja de potima través de la escala
empirica de polaridad£0). A partir de datos de literatura se constrlay6
Figura 3.14 los valores utilizados y las referencias respastse presentan
en laTabla 2.A.1delApéndice 2.A
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Figura 3.14:Correlacion entre el maximo de emision de RN en distinolventes y

la escala de polaridad empiricg(8D). Las lineas punteadas corresponden a ajustes
lineales para: solventes cdy(30) < 36 (circulos) y solventes coBr(30) > 36
(triangulos).

Considerando sélo la energia del maximo de emidamespectros
clasificados como Tipo A corresponden a RN en eo®rsimilares a
n-hexano, dondé&n_hexano = 2 36 eV Tabla 2.A.1 Apéndice 2.7 Los de

Tipo B estan comprendidos entre entornos de tipds GC n-hexano

(E;§§:2,2&2,25 eV) y los de Tipo C, ubicados en cajas dorake |

interacciones son similares a las presentes er@ig yCacetonitrilo (AcN),
EAN =1,98.203eV. En el Esquema3.1se presenta una posible
conformacion para la caja de polimero, la ubicaciérkRN y su analogo en
solventes liquidos no polares y medianamente polarehexano y

clorometano, respectivamente.
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Entornos polares  Entornos no polares

Esquema 3.2Representacion esquematica de ambientes polarepolares para RN
en PBMA (A-D). Comparacion con entornos liquidos repngativos para espectros
Tipo A (no polares en n-hexano, F) y espectrosBiid (polares en clorometano, E).

En entornos polares los grupos éster del polimemrientan hacia el
interior de la cajaEsquema 3.2)A En otra conformacion posible, la sonda
puede intercalarse entre las cadenas alquilicaigles orientando sus grupos
polares dietilamino y carbonilo en direccion pegieunlar a la cadena
principal del polimero, interactuando con los gmupsster del polimero
(Cuadro B). En entornos no polares la caja puetée Bgmada por cadenas
alquilicas del polimero que rodean a la sonda apdola de los grupos
éster, Cuadros C y D. A partir de estos esquemasosible interpretar
cambios de polaridad del entorno debido a reordeardos de la caja de

polimero.
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3.3.2.1 Comportamiento de ensamble vs. comportamiwenacumulado

Para analizar si el conjunto de moléculas seleacion es
representativo del comportamiento general, se congh espectro de
ensamble adquirido en un fluorimetro en una muestra coinada, con el
espectro acumulado obtenido como la suma de todss ekpectros
individuales para cada muestra. En el caso paaticde RN embebido en
PMMA de 200 nm de espesor el espeetnsamblanedido en el fluorimetro
a 296 K, lexc= 490 nm y a una concentracién de colorantexd®? mol de
RN/kg polimero; coincide con el espectro acumuladastruido en las
mismas condiciones experimentales que el espectsamble pero a una

concentracion menoFigura 3.15.A.

5 J ;! e ro Ensamble 5 = Espectro Ensamble
;; A . ::E:E:raicumu?;dg E B + Esgeclroicumutlj;do
30,8 1 30,8
N N
Tgioﬁ- - go,a-
) o}

20,4t 1 So4 .
3 L s |1
%0,2F f =1 20,2}
c Hin]l 77
o Yl S | il
o I | 1 1 i) SO I ‘ . . AR
~ 550 600 650 70 550 600 650

Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm]

Figura 3.15: Espectros acumulado de todas las moléculas Unicd&laseen una
muestra (puntos) y el correspondiente espectendamblemedido en un fluorimetro
(linea gruesa) para RN en A) PMMA, 200 nm, 296 KB)yPBMA de 25 nm de
espesor, 323 K. Los espectros se midieron en lasasisondiciones d&x, espesor
y temperatura pero diferente concentracion. [Réisamble= 2x10° mol de RN/kg

de polimero y [RN] (acumulado) <102 mol de RN/kg de polimero.
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Este hecho demuestra que el conjunto de espectranoticulas
Unicases representativo del comportamiento eletambleen esta muestra.
Por otro lado, se puede concluir que los Tiposspe&ro observados son los
gue contribuyen principalmente al espe@dnsambley son representativos
de los tres entornos en los que la sonda se puzdaren los polimeros

estudiados.

En el resto de los sistemas, el espectro acumuldieoe del espectro
ensamble en la presencia de un maximo hacia mayores esergia
Figura 3.15.B Este es un efecto comun en medidasmdéculas Unicas
donde la estadistica se ve afectada en el proaseldccion y adquisicion
de espectros. Las moléculas de RN con espectresndeon Tipo A, son
aguellas con el maximo de emision desplazado Imaigres energias, son
ademas mas brillantes, estructuradas y establesitragiacion continua,
comparadas con las moléculas con espectros TipdCBomo se explico
recién, los espectros Tipo A tienden a ser selaados con mayor facilidad.
Debido a esto los espectros de cada tipo no nemewarte reflejan la
fraccion de entornos de Tipo A, By C en la mued®@r esta razon no se
realiz6 un analisis de la distribucion de espeatro$uncion de la energia de

emision.

3.3.3Comportamiento espectral temporal de RN en matrices
poliméricas de PAMA

En la Figura 3.16 se muestran dos ejemplos de traza temporal del
maximo principal de emision de moléculas de RN BMR de 25 nm de

espesor a 323 K y los correspondientes espectros.
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Figura 3.16:Ejemplos de trazas temporales de moléculas UnicabldPPBMA de
25 nm de espesor, obtenidos a 323 K (tiempo de adguisic s). En las figuras de la
derecha se observa la evolucion temporal de los méxitados espectros ajustados.
La barra lateral en escala de grises muestra la ideghselativa de los espectros y
los circulos blancos representan el méximo principladsigectro ajustado en funcion
del tiempo. Se distinguen fluctuaciones pequefias abedeel valor medio de
energia de emision. En la izquierda, en color grimysestran los espectros de mayor
energia y en negro, los de menor energia.

Estas trazas temporales muestran que existen dltiones pequefias
alrededor de la posicion del maximo principal dasam y que en algunos
casos se producen cambios en la energia de enmdsidogran amplitud,

llamados saltos espectrales, en los que el espeantnbia entre Tipos A, B o
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C. Estos saltos se deben a reordenamientos dgalajea conducen a un
cambio grande en las interacciones sonda-polimenentras que las
fluctuaciones pequefias obedecen a pequefios camddsrmacionales,
como por ejemplo el movimiento del grupo dietilamine RN o a
reordenamientos de la caja poco significativosedacion a cambios en la

interaccion sonda-polimero.

En el panel inferior derecho deHRegura 3.16se observa que el valor
de Emnax fluctia alrededor de 2,26 eV con una desviaciotanesr de
0,008 eV. A los 40 s, la posicion espectral candi2,39 eV y fluctia
menos, con una desviacion estandar de 0,003 e¥.eluehto corresponde a
un ejemplo de salto espectral de Tipo B a Tipo Add#oel entorno alrededor

de esta molécula de RN se torna menos polar.

En el panel superior de Egura 3.16se muestra otro ejemplo donde
el comportamiento espectral de la molécula pastm®eB a Tipo C, con un
cambio de entorno a uno con caracteristicas masgslAdemas se observa
parpadeo de la emision por un periodo de 15s gsatios de 5s. En
entornos con interacciones de Tipo B y C se obsemnaamayor frecuencia
de parpadeo de la sonda, con respecto a la emisidnpo A. Esto ya fue

observado en trazas temporales de moléculas ingikad [9-11].

3.3.4 Analisis de la distribucion de diferencias de engias de
emision.

Las trazas temporales en general, no contienenficiente cantidad
de datos para ser analizadas por medio de la ful@correlacion temporal.

Por esto se decidié analizar la distribucion degias de emisién por medio

96



3. Dinamica espectral de ensamble y moléculas Unicas

de lafuncién de distribucion acumulada complementaif#@AC) de las
diferencias de energias [12]. Esta funcién da lbabilidad de que la

variable aleatoriX sea mayor que un valor en particular,

El estudio de las fluctuaciones espectrales dédass temporales se
llevd a cabo calculando las diferencias de eneegiie el maximo de
emision de espectros sucesivag). Como ya se menciond-ifura 3.16,
se observaron fluctuaciones de energia alrededounde@alor medio v,
eventualmente, fluctuaciones de energia granddgpsaSe calculd el
logaritmo de la FDAC del cuadrado de la diferend& energia entre
maximos de emisién de espectros sucesivosil@dE’)). Se representa asf
la probabilidad de observar un cambio espectralwanenergia superior a
un dado valor en modulo. Este analisis permite déimacion de la
probabilidad y amplitud de cambios espectralesy perdistingue el sentido

de los cambios ni la informacion sobre su velocidad

AE?
log®.(AE?) = log(1 — F(AE?).d (AE?)) Ec. 3.1
0

Las moléculas con comportamiento Tipo A mostratoctfiaciones
de baja amplitud y bajo nimero de saltos. Estagcntds se encuentran en
entornos mas estables y menos polares que las utadéccon
comportamiento Tipo B y C. Estas ultimas, que soenas estables,
muestran fotoblanqueo y parpadeo mas frecuentepgcres de menor
intensidad que las Tipo A. Esta observacion est@&artordancia con el
hecho de que el rendimiento cuantico de fluoresaemg:, de RN se ve

incrementado en medios no polares comparado coosmpedlares: en C¢lI
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@e= 0,65; en cloroformo, 0,33; en acetona, 0,32; estamitrilo, 0,29 y en
metanol, 0,08 [8], [13].

En general los saltos mas frecuentes se dan epexteos Tipo B y
C, mas que entre A con B y C. Como las fluctuagosen mas frecuentes
entre sitios Tipo B y C se decidido combinar amboseypararlos de los
Tipo A. Como criterio se asignd a una molécula emmisn comportamiento
espectral Tipo A, B o C, si el maximo principal geimer espectro de la
serie temporal se encuentra en el intervalo degemearacteristico de cada

Tipo de espectro.

3.3.5 Simulaciones de un sistema de dos niveles de ergergi

Para explicar los cambios espectrales observad®srealizaron
simulaciones de la evolucién temporal de la posi@épectral del maximo
principal de emisién de una molécula que puedeéuaraentre dos niveles de
energiaE; y E,. Estas simulaciones permiten entender la FDAGe&TION

con las fluctuaciones espectrales.

En laFigura 3.17se muestran simulaciones de la evolucion temporal
del maximo de emision para un sistema de dos mveée energia con
fluctuaciones al azar alrededor del valor medicata estado y con una baja
probabilidad de intercambio entre niveles. Segursigema representado

por:
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k12
E, 2 E, Ec. 3.i
k21

dondek;, es la constante de velocidad de salto de energia direccion

k . K
E; = E,, ¥ koy, la constante de velocidad de salto en la dlradé‘,goi% E;.
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Figura 3.17 Simulacion de un sistema de dos niveles de eneiay E;
intercambiables con constanties y kp1. Traza temporal (cuadros superiores) y el
logaritmo de la funcion de distribucion acumulada cemgntaria de los saltos de
energia al cuadradmg®.(AE?) (cuadros inferiores). En la figura del centro:
simulacién  con ki =k =0,058, fluctuacion en &E;=d8E;= 0,012 eV,
AE1 = E;-E> = 0,14 eV (triangulos negros del panel inferior)slairculos blancos
corresponden a datos experimentales para una molgeuiN en PBMA 200 nm a
278 K. El cuadro interno superior muestra una amipliedel 90% de los eventos.
Paneles de la izquierda y derecha, respectivamentemiente en la constante de
transicion k> = k1= 0,3 §', e incremento en la amplitud de la incerteza, donde
0E; = 8E,= 0,050 eV. Todos los deméas parametros de la simualggermanecen
igual a los del panel central.
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La escala temporal de las fluctuaciones se fijouanintervalo de
tiempo arbitrario, que se tomé como 1 s para coarfwacon los resultados
experimentales. Los valores de energia en el eeullaFigura 3.17 se
fijaron arbitrariamente, siend&;=2,00eV yE,=2,14¢eV. Se asigno
0E;=0E,= 0,012 eV para las fluctuaciones al azar alredddbvalor de los
niveles de energia. Con estos parametros se geneyecuencias aleatorias
dinamicas. A partir de estas secuencias se cdlaulderencia de energia al

cuadrado entre espectros sucesiwd®, = (E ., — Ey)2.

En los paneles superiores de la figura se muestraza temporal del
sistema simulado y en los paneles inferiores, lacifin ®@,(AE?

correspondiente en escala logaritmica.

En el panel central inferior, se presenta tamb&rdmparacion, en
circulos blancos, con los valores experimentaldslapD(AE?) de una
molécula de RN en PBMA de 200 nm de espesor a 218K triangulos
negros corresponden a la simulacion que mejor ibbeset comportamiento
experimental, segun los parametros sefalados @amemte. Se ve que el
modelo de intercambio entre dos niveles describecwatiamente lo
observado. En los paneles laterales se muestrgllericia en log(AE?)
del incremento en la constante de velocidad deo sditquierda,
ki» =ko1= 0,3 &) y el incremento en la fluctuacién aleatoria abdar del
valor de energia de cada nivel (deredba= 6E,= 0,050 eV).

La forma delog®@(AE?) esta relacionada con el comportamiento

espectral temporal de las moléculas segun losesites puntos principales:

1) La pendiente inicial de IeB(AE?) (a bajos valores dAE?) esta

relacionada con las fluctuaciones pequefias alredialosalor medio
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de energia de cada nivel.

2) Cuando el namero total de saltos espectrales ensasantidosN;) se

normaliza por el niumero total de observaciones,olsgene una
probabilidad que determina el valor de da(A\E?) en que se establece
el plateaude la funcién.N; es igual a la frecuencia total de saltos
multiplicada por el tiempo total de observacion.s8i considera la

fraccion de tiempo que permanece la moléculB,en

kiz
[, = ———— Ec. 3.2
kip + kyq
y enE; segun:
k21
[, = ——— Ec. 3.3
kiz + kaq

Entonces, la frecuencia de saltos hacia albgjoy hacia arriba,

f1o, quedan expresadas de la siguiente manera:

f21 = k21.F12 Ec. 3.4
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N, se calcula, en funcién de las frecuencias, segun:

Ny = (f21 + le)-Tobs = ﬁfobs Ec. 3.6
12 21

donderps €s el tiempo total de observacion.

3) En los casos en los que se observaplateau nitido, el valor de
AE?= (E-E;)? corresponde al valor para el cual ®@\E?) decrece

0,3 unidades desde el valor gédteau

3.3.6 Andlisis de la FDAC para moléculas con comportamméo
espectral Tipo Ay Tipo B-C

En la seccion anterior se vio que la simulacion sigiema con dos
niveles de energia intercambiables permite des@ilmomportamiento de la
dinamica espectral de una molécula y obtener larmmécion relevante a
partir de la FDAC. Ahora, es interesante estudiarc@mportamiento
conjunto de todas las moléculas clasificadas compo A o Tipo B-C para

un mismo polimero, a un dado espesor y temperatura.

En laFigura 3.18 se muestra la funcion de distribucion acumulada
complementaria de un conjunto dwléculas Unicagsle RN que presentan
espectros Tipo A en PBMA de 25 nm de espesor y & K32Este

comportamiento es representativo del observadd reste de las muestras.
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Figura 3.18: A) log®.(AE? vs. AE? para moléculas de RN con comportamiento
espectral Tipo A en PBMA de 25 nm de espesor a 32Bds. circulos blancos
corresponden a los datos experimentales y los tlidsgegros a la mejor simulacion
(AE = 0,13 eV yki2 = kz1 = 0,003 & y dos fuentes de fluctuaciones: SAE,~0.012 eV

y 0AE; ~ 0,001 eV) El recuadro interno muestra un detalle eal@sioble logaritmica
para el intervalo de datos deE® de baja amplitud. B) Histograma d&E.

C) Expansion en el eje @é- de los datos de B) y ajuste con dos funciones gmessi
de la parte central de B) (ver texto).
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En el cuadro A, lo@(AE? muestra que el 95 % de los casos presenta
fluctuaciones menores a 0,03 eW{D*eV?), que existe un salto con
amplitud de ~ 0,12 eV (0,014 &W con probabilidad de 0,0210"7); esto
indica que solo existe un 2% de saltos AE=0,12 eV entre los

2200 espectros obtenidos en estas condiciones @stea conjunto de

moléculas.

El cuadro B muestra el histograma de fraciue de AE. En él se ve
claramente que la mayoria de los eventos estambdisos en forma
simétrica alrededor de cero y que también existes mbblaciones con
menor frecuencia que se encuentran equi-especeldatedor del cero a
aproximadamente + 0,12 eV y que corresponden adliss de energia. La
distribucion de fluctuaciones de baja amplitud muegr ajustada por la
suma de dos distribuciones gaussianas, cuadro @istridbucion total delE
tiene tres componentes principales, la primeracr@hada con fluctuaciones
al azar alrededor del valor medio y de muy bajaldénag) que representa a la
mayoria de las fluctuaciones espectrales. La segunelacionada con
fluctuaciones de mayor amplitud también alrededdnalor medio. Y una
tercera, que tiene en cuenta los saltos de grarditachentre dos niveles

energéticos distintos.

Por lo tanto, para simular la FDAC para los valatescuadro A es
necesario agregar una fuente de fluctuacionesealoediel valor de energia
de cada nivel y de muy baja amplit@Bh\E; ~ 0,001 eV) y otra, de mayor
amplitud (6AE2 ~ 0,012 eV), también alrededor de los mismosreal de
energia. El valor del salto simulado &8 = 0,13 eV yki, = ky; = 0,003 &.

El ajuste de las distribuciones alrededor del vatp, se hace a partir del

detalle de la distribucion del cuadro C y de Ilos lores
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AE2
(2x(1,9+0,2)1073eV) 2

N+ (12 3)exp[— o ). Esta

(94 + 4)eXp[—( (2% (8,2+ 0,9) 10 3eV) 2

distribucion se muestra enfigura 3.18.C

La primera componente puede ser asociada a fluonegtérmicas y
error del ajuste. La segunda componente puedeiorlrse con pequefios
cambios conformacionales que se promedian a ceta eentana temporal
de observacion y que pueden tener asociados dstuatiores en diferentes
ubicaciones de Ila sonda, aun perteneciendo al midipo de
comportamiento espectral. Este efecto ha sidonmdidio anteriormente [14],
[15] y estd relacionado con la heterogeneidad @mpata tercera
componente involucra cambios conformacionales e ifgeracciones
sondapolimero, que cambian la posicion del espectropgaxdamadamente
0,1eV.

En laFigura 3.19se muestra la FDAC para todas las moléculas con

comportamiento espectral Tipo B-C en PBMA, PPMA MNPA de 25 y

200 nm de espesor, medidas a 278 K, 296 K y 3284&. curvas del
log®(AE?) presentan una pendiente inicial alta (en méduldyiego un
gradual decrecimiento del médulo de la pendiente,us plateau nitido.
Esto puede ser el resultado de la heterogeneidadtei@cciones sonda-
entorno evidenciadas como variabilidad de la annghlite fluctuaciones y de
saltos espectrales de lamléculas UnicasEste efecto de la heterogeneidad
espacial hace perder la nitidez gddteay observado cuando se analiza la

trayectoria de una sola molécula.

En todos los casos el 90 % de los datos presemttudiciones del
maximo de emisién menores a 0,03 e¥1(@>eV?). Las fluctuaciones de
gran amplitud son mas frecuentes en las pelicida20@® nm que en las de
25 nm para PBMA, PPMA y PMMA.
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Figura 3.19 log@.(AE? en funcién de laAE? para fluctuaciones espectrales de
entornos Tipo B-C de RN en PBMA, PPMA y PMMA (izguie, centro y derecha,
respectivamente) de 200 nm y 25 nm de espesor (superinferior). El tipo de
marcador responde a la temperatura: 278 K, circi®6;K, cuadrados y 323 K,
triangulos.

En elCapitulo 1se explicé que en varios trabajos se ha obsemyado
Ty de peliculas poliméricas delgadas se ve influelacigor el espesor. Sin
embargo, en base a los resultados presentados poséde obtener una
correlacion entre la frecuencia y amplitud de laos espectrales cony,.
Este hecho indica que los eventos registrados én essociados a la

temperatura de transicion vitrea de los polimestsdéados.

En PPMA T, disminuye 18 K en peliculas de 25 nm de espesor
respecto de las peliculas de mas de 200 igpes 290K y 308 K,
respectivamente). En PMMA, aumenta levemente en 7 K cuando se

disminuye el espesor entre esos valoiigsde 388 K para 200 nm y 395 K
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para 25 nm) [16]. Con respecto a PBMA no se hammado informacion en
la literatura en relacion g, de peliculas delgadas por lo que se toma el valor
de ensamble, 298 K, como referencia. Los movimgtdectivos parecen
no tener influencia en los cambios espectrale® Rgede explicarse si las
fluctuaciones espectrales son determinadas por ioandonformacionales
restringidos a zonas criticas de la sonda o deaja de polimero. Por
ejemplo, la aproximacion del grupo éster del potomedel grupo carbonilo
o dietilamino de la sonda, sin un reordenamientyanae la caja y con

leves fluctuaciones de la ubicaciéon de la sondé&rdele la misma.

En laFigura 3.20 se muestra lo@(AE?) en funcién deAE? para el
comportamiento espectral de entornos Tipo A de RNPBMA y PPMA.
Los espectros Tipo A fluctian menos que los tipaC Ben iguales
condiciones. Solo RN en PBMA de 25 nm a 323 K prizsfluctuaciones de
mayor amplitud. Debido a la baja probabilidad ds &ventos, estos no
contribuyen significativamente a las grandes vaiss de energia

responsables delateaude las distribuciones mostradas efrigura 3.19

El analisis anterior muestra que hay cambios désges mas
significativos entre ubicaciones diferentes dedada en un dado polimero,
gue entre polimeros diferentes. Este resultadereéula conclusion de que
las fluctuaciones espectrales no estan relacionadasTy, pero si con
cambios de interacciones de tipo van der Waalpolalies entre las paredes
de la caja y la sonda, como por ejemplo las favdascpor la relajacion del
grupo alquilo y éster que comienzan a rotar a majp bemperatura [17],
[18].
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Figura 3.20: log®@«(AE?) en funcién de la\E? para fluctuaciones de espectros en
entornos Tipo A de RN en PBMA (izquierda) y PPMA (db@ de 200 nm
(superior) y 25 nm (inferior). El tipo de marcadospende a la temperatura: 278 K,
circulos; 296 K, cuadrados y 323 K, triangulos.

La amplitud de los saltos espectrales es, en todasasos, de 0,11 eV
a 0,15 eV. Este hecho fortalece la hipotesis denismo proceso comun
para todos los polimeros estudiados. En este tralsaj propone el
movimiento de las cadenas laterales del polimeem yespecial del grupo
éster, que se encuentra en todos los PAMA, y soxapacion relativa a los
grupos carbonilo y dietilamino de RN, como respbiesae los cambios en
las interacciones sonda-caja. Una conclusion girtalabién fue hallada por

Weisset al. en la interaccion de PAMA con la sonda Pireno.[19]

3.3.7 Analisis de tiempos de residencia

Segun la hipoétesis ergodica, resulta equivalentades un solo

108



3. Dinamica espectral de ensamble y moléculas Unicas

sistema a lo largo del tiempo, que hacer medidaesepeticiones idénticas
del sistema a un mismo tiempo. Por lo tanto esbposiemplazar el
promedio temporal de un microsistema por el promeaobre las réplicas.
Analizando la traza temporal de la emision de mdé&independientes, se
puede obtener informacion cinética y de equililtté conjunto. A lo largo
de una trayectoria temporal el sistema puede vagiaire distintas
configuraciones. A una temperatura suficienteméiafa el sistema fluctia
entre minimos locales con energia de activaciéra bjtre distintas
posiciones. Cada tanto, el sistema logra cruzareamsgia de activacion

mucho mayor y alcanzar otra conformacion estable.

Esta descripcion es aplicable al sistema presergadaEc. 3.idonde
ahora, los dos niveles de enerBiay E, estan representados por los estados

Cy B segun:

C28B Ec. 3.ii

El tiempo medio de residencia en cada estado seededr lasEc. 3.7
y 3.8 de manera que la fraccidon de tiempo que el sesteemmanece en el

estado C y en el B es, respectivamente:

Tres,B = fBTObS Ec. 3.7

Tres, C = fCTObs Ec. 3.8
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Para este caso, se define una constante de eiuilky, entre
conformaciones diferentes de la sonda-caja de podimque son

responsables de los distintos tipos de emisioncashe

Tres B NB
eq = =
Tres C NC

Ec. 3.9

El tiempo de residencia es considerado igual alge total durante el
cual las moléculas emiten desde los estados Tipdlpo C.Ng ¥ Nc es el
namero de espectros (observables) con valoresBtipdC. Al considerar el
tiempo y no la intensidad de emision es posibleprshdizarse del brillo de
las moléculas en cada estado. Para esto, se ynetapodas las trazas
temporales de las moléculas estudiadas en una mismiastra,
correspondientes al Tipo B-C, sin incluir los estdde parpadeo y
fotoblanqueo. Se arma asi un vector temporal @difipara cada polimero,
espesor y temperatura, que se supone es ergodicest& punto se supone
gue la probabilidad de parpadeo y la duracion desgseriodos oscuros es

igual en las dos conformaciones de la caja de godim

El mismo procedimiento se usa para el conjunto asemoléculas
anicascon espectros Tipo A. Al usar estas trazas tengmiatificiales se
puede reemplazar el tiempo medio de residencia@a conformacion por el
namero total de espectros de cada tipo en la texnporal artificial (ver
Tabla 3.). Luego, se elige un valor de energia umbral qgserichina el
estado del sistema y permite definir el tiempo edencia en cada estado.

De esta forma se calcula la fraccion de tiempomprenanece el sistema en
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cada estado. Esto es valido por que todos los &epese obtuvieron con
igual lapso de exposicion. Enfégura 3.21se presentan los resultados para
el conjunto de espectros Tipo B-C en PBMA de 25denespesor a 323 K.

<
S B =3
£ =
e Q
) 5
© )
o) =
Q ™
: g
o
C D
L 1 < 1 1
500 1 000 = 2,15 2,25
Numero de cuadro Energia umbral [eV]

Figura 3.21:A) Vector temporal artificial de la posicion del méxime emision de
RN en PBMA 25nm a 323 K para moléculas con compueato espectral
Tipo B-C (marcados en el eje izquierdo). Los puntos negpsesentan el tiempo
gue permanece la molécula Unica en estado emisor TG Bn base al valor
umbral de 2,22 eV, linea punteada. B) valor calculdelcq en funcion del umbral
de energia seleccionado.

El valor umbral se seleccion6 a partir de grafigag vs. energia
umbral Eumbras €V), Figura 3.21.B Se utiliza el valor medio de la energia
para el qu&,no cambia en un intervalo de al menos 0,05 eV.d @S0
el valor de energia umbral es de 2,22 eV, en atdémuia con el valor de
energia limite para la clasificacion entre espeacifqpo B y Tipo C. En
general el valor de energia umbral coincidié connebral seleccionado para

la clasificacion de espectros en TipoBAy C. Los resultados para todas las
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muestras se presentan ed &bla 3.1

Tabla 3.1 Numero total de espectros en cada estldoy(Nc), Keq para el conjunto

B+C en las muestras poliméricas estudiadas. En tod@asm & mpra =2,22 €V.

PBMA 25 nm 200 nm
278 K 296 K 323K 278K 296K 323K
Ng 521 1617 1068 401 259 95
Nc 5 711 983 229 756 477
Keq 107 2,3 1,1 1,7 0,3 0,2
PPMA 25 nm 200 nm
278 K 296 K 323K 278K 296K 323K
Ng 997 1855 1553 1489 405 235
Nc 458 484 454 446 121 230
Keq 2,2 3,8 34 3,3 3,3 1,0
PMMA 25 nm 200 nm
296 K 296 K
Ng 539 49
Nc 1309 795
Keq 0,44 0,06
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En esta se observa que el comportamient&gd@&e PBMA con la
temperatura es diferente del de PPMA. En PBMA latores deKeq
disminuyen con el aumento de la temperatura. En &#Bba tendencia es
mucho menor, mostrando valores casi constanteR2NEMA se realizaron
medidas solo a 296 K porque el valoriges muy superior a los valores de

temperatura estudiados y no se esperaban ver cambio

A partir de los datos en PBMA y PPMA es posiblénest el valor de

AGP° del sistema segun

AG® = —RTInKeq = AH® — TAS® Ec. 3.10

dondeR es la constante de los gasé&sla temperatura absolutaH® la

entalpia yAS°la entropia estandares del proceso.

300 325 350 3.75
1T K" x103

Figura 3.22: InKeq en funcion deT?, para los cambios espectrales entre
configuracionesC — B. Los puntos sin relleno corresponden a PPMA y los egro
PBMA. Circulos: peliculas de 25 nm de espesor, trilxsgypeliculas de 200 nm de
espesor.
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Por estimacion lineal de los datos dd-igura 3.22se obtuvieron los

parametros termodindmicos que se resumen Ealia 3.2.

Tabla 3.2:AH°, AS°y AG°® de transicién calculados a partir de regresion lineésle
datos de l&igura 3.22

Polimero Espesor AH° AS® AG®
[nm] [kJ/mol] [J/Kmol] [kJd/mol] 296 K
PBMA 25 -72+35 -230+110 S5+ 2

200 -32+£15 -120+ 60 2+ 1

PPMA 25 7+ 4 30+ 15 16 +

J’_
N

I+
(o6}

200 -20+ 10 -60+ 25 38

Los valores de parametros termodinamicos de eqoién PPMA son
bajos y poco dependientes del espesor de la peliuientras que para
PBMA las diferencias son significativas con el egpe En PBMA la
transicionC — B es exotérmica y en PPMA es practicamente termomeut
El valor deK¢q en PBMA de 25 nm a 278 K es muy alf®abla 3.1,
probablemente debido a la muy baja frecuencia derghcion de espectros
Tipo C (baja extension temporal de la traza o nmagstquefia). Esto puede
verse también en ligura 3.12 donde la frecuencia de espectros Tipo C es
baja a 278 K y aumenta con la temperatura. Esteeatares mucho mayor
en PBMA gque en PPMA. Los valores A8 son negativos sugiriendo algun

tipo de ordenamiento molecular por el cambio deigsracciones sonda-

114



3. Dinamica espectral de ensamble y moléculas Unicas

caja durante el proceso. La transic®n» B tiene parametrasH® y AS’ con

el mismo signo, del estilo de una transicion de:faxotérmico para dar un
estado mas ordenado. Los procesos de estabilizaoi@olvatacion también
tienen estas caracteristicas. La temperatura débegu(Tey) a la que este
cambio puede tene&xG° =0 es 318 K para PBMA de 25 nm y 283 K para
PBMA de 200 nm de espesor.

Salto espectral

Fluctuaciones
Fluctuaciones
MWW Tipo C
Tipo B

Esquema 3.3representacion de la superficie de energia potepaial la transicién
B—C y fluctuaciones de menor energia en cada nivel.

En el Esquema 3.3se muestra una posible representacion del
comportamiento de RN en los polimeros mediantaufeedicie de energia
potencial para la transicion de Tipo C a Tipo Blt¢sg y para las

fluctuaciones alrededor del valor medio de eneaillgiaada nivel.

Los saltos espectrales que se establecen entrerowtiones Tipo A
y otro Tipo no fueron analizados desde un enfogu®addinamico. En las
trazas temporales artificiales armadas para guotm Tipo A-B no parece

alcanzarse un estado de equilibrio entre conforomasi, dado que los
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intercambios son muy poco frecuentes.

cA ' ' l 5
0 X,
K% 3
& (@)
Q o
Q D
= 2
S o
= 2,28
B -H—III-. .+ + +++.H4 o
300 600 900 f’:

Numero de cuadro

Figura 3.23:A: Vector temporal artificial de la posicion del maxime emision de
RN en PBMA 25 nm a 323 K para moléculas con conapoignto espectral Tipo A.
Los puntos negros representan el tiempo que permdaemolécula en el estado
emisor Tipo A o B en base al valor umbral de 2,37la¥a punteada.

En la Figura 3.23 se muestra la traza temporal para el conjunto de
espectros Tipo A de RN en PBMA de 25 nm de espas823 K. Puede
verse que las moléculas permanecen mas del 99 %edgio en el estado

Tipo Ay rara vez cambian a otro Tipo de estadcsemi

3.3.8 Enfoque segun procesos de coalescencia

Al obtener®(AE?) se pierde la informacion temporal del sistema. Si
embargo las experiencias sugieren la existencfudiiaciones en distintas

escalas temporales. Un analisis como un fenOmercoalescencia permite
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interpretar la forma de las distribuciones de ei@ecgmparando la ventana

de observacion con el tiempo caracteristico d&dasiciones.

Los procesos dinamicos afectan la distribucion dergia media
observada en un intervalo en un sistema que pugeleambiarse entre dos
estados. La forma de la distribucion depende del&cion entre el tiempo
de residencia en cada estado y la frecuencia destreae(o tiempo de
exposicion). LaFigura 3.18 puede interpretarse también en estos términos.
En laFigura 3.18.Bse observaron tres fendbmenos separados por lataanpl
de la fluctuacion y por la frecuencia temporal. @i@ el tiempo de
observaciéon es corto con respecto al tiempo ddersia en cada estado, se
observa gque la molécula puede emitir desde doslastde energia bien
definidos. Este tipo de comportamiento genera ustaltlicion de diferencia
de energias de espectros sucesivos que presentaadonos bien definidos
y simétricamente distribuidos alrededor del cear, giemplo, como se ven
en laFigura 3.18.Ba+ 0,13 eV. Estas corresponden a los saltos de engrgi
son debidas a grandes cambios en las interaccsoreta-polimero como
resultado de reacomodamientos importantes de ldasgnde la caja de

polimero.

En laFigura 3.24se muestra la distribucion de energia&uadro B);
y de las diferencias de energisk (cuadro C) de una simulacion de un
sistema de dos niveles de energia intercambiabiegl(o A) similar a las

realizadas en I&igura 3.18.A con un valor dAE de 0,13 eV.

En esta figura se ilustra el efecto de la ventangpbral de muestreo
en la distribucion deE y AE para el caso de una simulacion con
kio= k1= 0,3 §'. La forma de las distribuciones se ve afectadaptempo

de observacion que estd asociado al tiempo de sddmi en un
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experimento real. Al variar la ventana temporalotiservacion es posible

obtener la forma de la distribucion Hey AE para la misma traza temporal.

2,35 ! Eu.hlllulm’mulnﬁm

% 23 A E?"t*ml-lllillllllllllJ

T 2285 . T T Bl

g 2‘

& 2,15
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T T T | |
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© 8 01 —
(&] O 1
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$ 0,051 — S
0 %)
o ® 0,05 —
LL L x100
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206 214 2722 01 0 01
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Figura 3.24:A) simulacién de una traza temporal d& f0ntos, tomando cada punto
arbitrariamente como de 1 s de duracion, donde k:;=0,3 §', AE=0,13 eV y
OE = 0,01 eV. En el cuadro interno del grafico de lagremporal (A) se muestra una
ampliacion de los primeros 30 s de simulacion. britia de la ventana temporal de
muestreo: en B) los histogramas de la posicion @elimo principal de emision y en
C) los histogramas de las diferencias de enefdtaEn los histogramas, la ventana
temporal de observaciéon se distingue por la escalaoldees de la representacion.
Donde rojo=1 s, verde=500 s y azul=10000 s.

Para este fin, la traza temporal simulada de lecigosde los maximos

de emision se segmenta en intervalos sucesivodegyud ancho de la
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ventana temporal elegido para la observacion. Datgrestos segmentos se
promedian los valores de energia y se genera unaritaza temporal. Este
procedimiento se repite para distintos lapsos deemicion. Las
distribuciones calculadas a partir de estas trézaporales par& y AE

entre espectros sucesivos se muestran Eiglaa 3.24 By C.

Cuando la ventana temporal es igual a 1 s, seabser distribucion
de E con 2 picos, debidos a la ocurrencia de los niveéeesnergid; y E,.
En AE la distribucién tiene 3 picos, dos de muy bajacdencia,
equiespaciados y que corresponden a la difererciandrgia entre niveles
(salto); un pico centrado en cero, con mayor frecuencjag/esta asociado a
la diferencia entre observaciones consecutivas el@hdistema permanece
en el mismo nivel de energi&; o E,. Al incrementar el tamafio de la
ventana temporal (ventana temporabd&'s), se observa una distribucion
de energias, centrada alrededor del promedio denlagyias de los niveles
E: v Ex (Eyom tipica de la coalescencia de la sefislE tiene una
distribucion ancha, con un solo pico, centradadaller de cero. Al
incrementar aun mas la ventana temporal (ventamgpdel=k10"s) se
observa una distribucion angosta centrada alredeelgon en el caso del
cuadro B, y centrada en cero, en el caso del cu@dAd promediar mayor
namero de eventos como consecuencia de incremeht@amano de la

ventana temporal, el ancho de la distribucion se ltada vez menor.

En laFigura 3.18.Bhay tres fenomenos, separados por la amplitud de
la fluctuaciéon y por su frecuencia temporal. Encidn de lo analizado en la
Figura 3.24el fendmeno es del estilo de la coalescenciaetacdion de dos
sefales cuando el tiempo de observacion es conoespecto al tiempo de
residencia, cuadro C (distribucién roja); una seéatha y distribuida

alrededor de cero cuando los dos tiempos son c@ileary que representa
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las fluctuaciones de energia intermedia, cuadrdisEripucion verde); y una
sefal angosta y situada en el centro, cuando rabtiede observacion es
mayor al de las fluctuaciones. En este caso, puederrir varios procesos
gue se promedian dando una sefial angostsEen0. Asi se presentan las
tres escalas temporales caracteristicas del sisyemdas que obedece la

distribucion observada para los datos experimentaidaFigura 3.18.

El andlisis por la FDAC de los saltos de energidiene informacion
temporal. Para agregarla se hace necesario obsansstema en varias
escalas temporales. En las condiciones actuafegnsbargo, tal analisis no
es posible porque una disminucion del tiempo deuigdion de espectros
resultaria en un gran incremento del ruido y ehpie total de observacion

esta limitado por la fotoestabilidad de la sonda.

3.4 CONCLUSIONES

Debido a su diferencia de polaridad entre el estaxintado y el
fundamental, solubilidad en el solvente de trabagtabilidad térmica y
fotoquimica, RN fue probada para sensar cambiodagninteracciones:
sonda-caja de polimero de distintos PAMA causadadgtemperatura y el

espesor de la pelicula polimérica.

Por medio de medidas @msamblede moléculas de colorante, en un
espectrofluorimetro convencional, se pudo obtehesmectro de emision de
fluorescencia de RN en matrices poliméricas deaha8tnm de espesor con
una baja influencia de la dispersion de la luz yadwansferencia de energia

electréonica entre estados excitados moléculas emledundamental. En
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estas condiciones se estudio cualitativamentepartdencia del espectro de
emision con respecto a cuatro factores: la estraiajuimica del polimero

(longitud de cadena lateral), la longitud de onda&xkitacion, la temperatura
y el espesor de la pelicula. Los tres primerostafela emision de la sonda
de forma significativa y estan relacionados conlmamsen las interacciones
sonda-polimero. El espesor de la pelicula en lal@ste los nan6metros no

afecta significativamente las propiedades de emg@la sonda.

Por medio de la espectroscopia meléculas Unicase ha podido
detectar el espectro de moléculas de RN en lastdistmatrices poliméricas
de distinto espesor y a las distintas temperatdeatrabajo. Los espectros
adquiridos presentan diferente posicion del maxpriacipal de emision,
intensidad, fotoestabilidad y estructura. Estasrdiicias se atribuyeron a la
alta sensibilidad de RN para sensar entornos ctamiggades diferentes, que
se originan en las posibles configuraciones solagi-de polimero que

estabilizan el estado excitado de RN.

Los espectros denoléculas Unicaspresentaron cambios no solo
debido a la localizacion de la sonda en la matnia también en la evolucion
temporal para una dada localizacion, observandostiéciones espectrales
de baja y alta amplitud (saltos). Las fluctuacionesiestran tres
componentes diferentes en la evolucion tempordadmergia de emision,
gue pueden ser entendidas en términos de la tderieoalescencia: dos
distribuciones con valor medio cero, con desviacéstandar diferentes,
asociados a procesos que ocurren con tiempos edsiicbs comparables y
menores al tiempo de observacion (1 s en nuests0),c§ una tercera
componente con menor frecuencia y amplitud iguakddr de los saltos de
energia (0,13-0,15 eV) que ocurre con tiempo caristico mayor al tiempo

de observacion.
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Del analisis de la FDAC se pudo concluir que lacdencia de los
saltos resultd independiente del espesor, longidteadcadena lateral del
polimero y temperatura de trabajo. Esto sugiere lpge movimientos
colectivos parecen no tener influencia en los camlespectrales de RN y
gue el origen de los saltos se puede atribuir actenisticas quimicas que
tienen en comun los tres polimeros estudiados. s sentido se propone
gue los reacomodamientos en las interacciones smjdale polimero que
involucran el carbonilo del polimero sean los resables de los saltos
espectrales y que estos involucran pequefios reazymentos en el entorno

de la sonda.
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CAPITULO 4

DINAMICAROTACIONAL DE ENSAMBLE Y
MOLECULASUNICAS

4.1 INTRODUCCION

Los cambios en las interacciones sonda-polimemeben a diferentes
conformaciones de la caja de polimero y son regies de las
fluctuaciones espectrales en la fluorescencia dp Rblo (energia del
maximo de emision y cambios de intensidad), comopresentd en el
capitulo anterior. En este capitulo se estudiacztsa que afecta la emision
de la sondatos movimientos rotacionalel®s cuales también contribuyen a

fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia.
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4. Dindmica rotacional de ensamble y moléculas Unicas

Mediante el analisis de la fluorescencia polarizesi@osible conocer
las caracteristicas de la difusion rotacional déémdas individuales [1-5].
En la configuracion mas simple, se analizan las pmormantes paralela y
perpendicular a la direccidon de polarizacion derkdiacion y se obtiene la
proyeccion del momento dipolar de la emision erplamo, expresando su
orientacion parcial con el angulo azimutal. Debada geometria del sistema
de medicion, al utilizar un microscopio como elatgao en laseccion 2.5.2,
Capitulo 2 (epi-iluminacién), se pierde informacion de una ths
componentes de la emision. La componente de laipatéon paralela a la
direccion de propagacion de la I\ puede determinarse por otras técnicas
como imagenes desenfocadas [6] y TIRF [7]. En édtimma, la onda
evanescente es generada al excitar la muestraueopar reflexion total
interna. Hofken®t al. publicaron estudios de orientacion d®léculas
Unicascon imagenes desenfocadas que brindan informacidmpleta sobre
la dindmica y la orientacion en 3 dimensiones ddaaaolécula. En este
trabajo los autores estudiaron la orientaciomadeculas Unicagn funcion
de la temperatura alrededor figde PBMA (298 K) de 300 nm. Observaron
ocasionalmente saltos de orientacion, los cualdsasen mas frecuentes a
315 K [8]. Los resultados obtenidos concuerdanmedidas densamblale

moléculas de colorante.

En este capitulo se presentan los resultados dmaanica rotacional
de sondas fluorescentes estado excitadoy enestado fundamental La
dindmica se estudio por medio de la anisotropiaflderescencia de
moléculas Unicay de ensamble con la sonda embebida en peliculas de
espesor controlado de distintos PAMA. Las rotacgonge sondas
fluorescentes que tienen lugar enestado excitadose estudiaron por
medidas de espectros de emision polarizados, emspactrofluorimetro

convencional, y las que tienen lugar en estado fundamental por
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imagenes de emision polarizada, adquiridas con ignostopio de campo
amplio. En muchos casos, el andlisis de los dawmsmitroscopia de
fluorescencia de medidas desamblese ve afectado por el fotoblanqueo de
la sonda. Por ejemplo, en el analisis de correfadé fluorescencia el
fotoblanqueo modifica la intensidad total, genewarekultados ficticios [9].
Por este motivo, es importante encontrar una eénagiie conduzca a la
resolucion del problema de difusion rotacional eamtlando el
fotoblanqueo en condiciones de irradiacion contiimsalmente polarizada.
En este capitulo se propone un método de resolwabrproblema y su

aplicacion a la dinamica de RN en PAMA.

4.2 DINAMICA DE ROTACION EN EL ESTADO
EXCITADO

En la seccion 1.2.3.4, Capitulo 1se introdujo la anisotropia de
fluorescencia como parametro para describir lasagtiones sonda-caja de

polimero.

Se adquirieron los espectros de emision polarizadgén se describe
en laseccion 2.4.2, Capitulo 3, la anisotropia de fluorescencia de estado

estacionario se calcula a partir d&a 1.9

! parte de los métodos de andlisis de datos usados en agetaloc se

desarrollaron en conjunto con el Lic. Aquiles Carattowmo parte de su trabajo de tesis

de licenciatura presentado en el Departamento deaF3RA.
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4.3 DINAMICA DE ROTACION EN EL ESTADO
FUNDAMENTAL

4.3.1 Ensamble de moléculas

Cuando se irradia una muestra con luz linealmealarigada,E, se
produce una fotoseleccion de las moléculas exdtatkbido a que los
momentos de transicion de excitacibhy y de emisionMg, del fluoroforo
estan polarizados. A partir de las medidas de ao@@ soélo puede
determinarse el angukbentreE y M (se supone, sin perdida de generalidad
como se discute mas adelante i), siendog el angulo entréiy y Mg).
Para caracterizar la orientacion de las moléculak dsistema se usa
frecuentemente el parametro de ord&rEn una distribucion uniaxia§ se

define como el promedio estadistico del polinoneoLeégendre de grado 2,

S= < Py(cosf) >= 3< cos?6 > —1.

Cuando el sistema tiene una
direccion privilegiada existe un orden perfect&=1, cuando no hay orden

< cos’ 0> = 2y S=0.

Como la irradiacion es linealmente polarizada,csiree fotoblanqueo
(degradacion fotoquimica) este también tiene peefga con la orientacion.
Por lo tanto, dependiendo del tiempo de rotaciota yprobabilidad de
degradacion fotoquimica de la sonda, el fotoblangpeede afectar el
andlisis de la difusién rotacional. A continuacigs analizan los posibles

casos de dindmica rotacional con y sin efectoaebfanqueo.

4.3.1.1 Caso estatico sin fotoblanqueo

La orientacion espacial d¢ puede ser descripta porEedquema 4.1
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Esquema 4.1Sistema de coordenadas que describe la orienta@bmdmento
dipolar de transiciony de la sonda, con excitacion linealmente polariz&dan la
direccion dey, con propagacion ed. Este esquema representa el sistema de
coordenadas para microscopia de campo amplio coita@ga linealmente
polarizada y deteccion polarizada paralela y pefigefar a la excitacionM” es la
proyeccion devl en el planaxz, y M’ es la proyeccion del en el plano de la platina
del microscopioxy.

Sobre unensamblede moléculas la relacién entre la anisotropia de

fluorescenciar(t), y la distribucion angular dél viene dada por:

2 —
r(t) = 3 cos”6(t) — 1 Ec. 4.1

2

donde para el caso dé: paralelo @, y excitacion linealmente polarizada

de una orientacion aleatoria de moléculas en eda@spsin posibilidad de
rotar,cos? 6 = 2y <r(t)>=0,4 [10]. Este valor der (t)> es el valor maximo
de anisotropia deensambleque se puede medir en una muestra sin

orientacion preferencial.
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RN puede ser modelada como un elipsoide prolad@kommmento de
la transicion en la direccion del eje largo de laléuaula (transicion tipa—
n*) [11]. El Esquema 4.les aplicable a la sonda RN en una matriz de
polimero, ya que la orientacion de la molécula fcamente no se modifica
entre el proceso de excitacion y el de emisionmaseMe es practicamente
paralelo dV, en este caso. En efecty (t)> para RN es cercano a 0,4 en los

polimeros estudiados [12].

Una molécula orientada segun Ebquema 4.1contribuye a las
intensidades paralelalpf) y perpendicular Ige) al haz de excitacion

linealmente polarizado en la direccigrsegln las ecuaciones:

Iyar(6,9) o cos* 6 Ec. 4.2

her(8,9) o sen*Bsen?q Ec. 4.3

Para un ensamble de fluor6foros orientados con funcion de
distribucionf(6), con simetria cilindrica respecto del gjeel nimero de

moléculas orientadas ent® y 6+d6 es proporcional d(8)do=senodé.
Entonces la distribucion de fluord6foros excitadasn cluz linealmente

polarizada esta dada por:

£(8)d6 = cos? 0 senfdo Ec. 4.4
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A partir de estas ecuaciones es posible obtenéntirssidades totales
paralelas y perpendiculares a la excitaciQg, € Iper respectivamente, en
funcion de la intensidad incidente, para una maasicada sobre la platina
de un microscopio con epi-iluminacion (simetriaaxml), con fluoroforos
orientados al azar, donde el polimero delgado wstzado en el planay, y
se excita la muestra con luz linealmente polarizzdéa direccioéry, con un
haz de luz propagandose en la direc@d@rse mide la emision polarizada en

las direccionesx ey. Se tiene para la muestra estatica:

21 T AT
0 0

s

2m 4T
Iyer = IOJ cos? ¢ d(pf cos? 0 sen30 df = EIO Ec. 4.6
0 0

Esta relacion indica que experimentos con excitadidealmente

polarizada aumentan el contraste effge e /e,

Ipar

=3 Ec. 4.7
Iper

4.3.1.2 Caso estatico con fotoblanqueo

El fotoblanqueo es una transicion irreversible flebroforo a un
estado no fluorescente. En este proceso la sorfda woa trasformacion

guimica a un producto con una baja probabilidadalogorcion o un bajo
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rendimiento cuantico de fluorescencia [11] [12]eqgasulta en una ausencia
de emision. Las causas del fotoblanqueo son mestigl muy dificiles de
caracterizar. En trabajos anteriores se han prtpuastemas de 5 o 6
niveles electronicos que incluyen estados oscurtplgtes para describir,
en forma aproximada, las curvas de decaimiento adenfensidad de
fluorescencia bajo irradiacion continua [15]. Palrandlisis de la cinética de
fotoblanqueo, en esta tesis se considerdé un sissmplificado con 3
niveles electronicos, el cual se muestra enEstjuema 4.2 donde &
corresponde al estado fundamentl, el estado excitado i?, un estado

OSCUro:

\u

\

kc‘.rb.s- kf \\. kb
\

i

S, \ o

Esquema 4.2Sistema de tres niveles considerado para el moddtatdanqueo
propuesto S, representa el estado fundamenfakl estado excitadd? el estado
fotoblanqueado. Dondeys ke ¥ ks Son las constantes de velocidad (énde los
procesos de absorcion, fluorescencia y fotoblangespectivamente.

Bajo condiciones de excitacion linealmente polalizda intensidad
absorbida), se escribe comb, = I,6N(6,t) cos? 8, dondec es la seccion
eficaz de absorcidbn moleculds, es el niamero de fotones incidentes por

unidad de area y tiempbl(6,t) es la distribucion angular de moléculas en el
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estado fundamental (nGmero de moléculas y su agant) yo es el angulo
entre la direccion de polarizacionM. Usando la aproximacion de estado

estacionario parg,

IN(8,t)

P —@, 1,0 cos? 0 N(6,t) Ec. 4.8

donde®, es el rendimiento cuantico de fotoblanqueo. Lagoh para esta

ecuacion es de la forma [15]:

N(Q,t) — lvoe—(CbeOO'COS2 ot Ec. 4.9

En las condiciones de irradiacion descriptas pamsiaoscopio y para
una muestra estatica, las intensidades de emisitanizadas dependen del

fotoblanqueo segun:

2T

Ipar(t) = j N, cos* § e~(®ploo cos® 0)t songdg  Ec. 4.10
0

2T

Lyer () = j N, cos? @ sin? § e~ (®ploo cos? 0)t goppgn  Ec. 4.11
0
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4.3.1.3 Caso difusional con fotoblanqueo

El blanqueo selectivo de la emision de sondas gt erientadas en
la direccion del vector de campo electromagnétieolad luz incidente es
responsable, por una via adicional, del decaimidetta anisotropia. En el
caso que se analiza ahora, se tiene en cuentmbiade la orientacion por
la difusion rotacional de la sonda. Dado que eblit&nqueo se encuentra
siempre presente en experimentos de fluorescdadidea principal de este
analisis es poder interpretar medidas de conjuatmaléculas que tengan en
cuenta la rotacion difusional y el fotoblanqueacendiciones de irradiacion
polarizada. Mas aun, puede considerarse el fotghlem como una
fotoseleccion que hace evidente la difusion rotaio Combinando las

Ec. 4.8y la ecuacion de difusion rotacional [14] se aldie

ON(6,1) _ [ 1 9 (sen aN(0,1t)

ot a0 20 )]_[‘DbIOC’COSZ oIN(6,t) Ec.4.12

senf 00

dondeD es el coeficiente de difusion rotacional, supotieque la rotacion
es isotropica. Cabe recordar ghNEd,t) corresponde a la distribucion en el
estado fundamental. Para resolver estas ecuaamnpsieden considerarse
soluciones solo en término de los armonicos esfgricse deben buscar
soluciones que tengan en cuenta la evolucion teahfibf] y para la cual se

propone en este trabajo

N(6,t) = C,(t).P;(cosh) Ec. 4.13

dondeP, son los polinomios de Legendreldarden yC, son los coeficientes
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dependientes del tiempo. La solucién propuestadtl|4.13aplicada a la

Ec. 4.12leva a un sistema de ecuaciones diferenciales|parcoeficientes:

dc
— = —[DI(1+ 1) + PTUC, — S1—20T1—2 — Qr2$Cry2 Ec. 4.14

dt

donde ¢ = I,0®, es una pseudoconstante de primer orden para la
velocidad de fotoblanqueo. El desarrollo de lasaemnes y las expresiones
para los coeficientes T, S y Q, que dependen seld, de encuentran

explicados en é\péndice 3.A

- !
]
‘
a
0.4 7
! -
’
!
¥
S f | b
n 7 >
,' Tiempo (s)
] J
/
!
4+ / c
-0,5 '

Esquema 4.3:Dependencia temporal de la anisotropia con la velocidad
reorientacion y de fotoblanqueo de la sonda. La flechiedre incremento eﬂf;—.

Los distintos casos dinamicos se representan &scgiema 4.3En
éste se muestra la anisotropia esperada teniendaega que la solucion

estacionaria depende del compromiso entre la daciel fotoblanqued)
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y ¢. En elcaso 1 moléculas sin posibilidad de rotar y en ausenlda
fotoblanqueor(t) tiene evidentemente un valor constante de Oacu Si
la sonda sufre fotoblanqueo, pero no gira apreembhte durante el tiempo
de observaciormt) decae hasta un valor minimo &5, con una velocidad
de cambio que depende de la potencia de la fuen&xcitacion ¢aso 3,
curva c. Este ejemplo no es accesible experimentalmenteuga para
alcanzar el valor dgt) =-0,5 todas las moléculas fluorescentes que quedan
en el sistema deben estar orientadas en una dire@proximadamente
perpendicular a la luz de excitacion, por lo querlzbabilidad de excitarlas
es casi nula y no se detectan fotones. Si se adeegatacion con una
velocidad apreciable se genera una familia de sudependientes de la
velocidad de reorientacion/(6D) y de fotoblanqueo¢ = I,0®;,), curvas

. Es de notar, que el valor constante de 0,4 iffrae obtiene también si la
molécula rota muy rapidamente con respecto a laciddd de fotoblanqueo.
En este caso, se mantiene la orientacion al azantfutodo el decaimiento,

lo que explica el valor de 0,4 (sin rotacion eesthdo excitado).

Si bien las ecuaciones se resolvieron consideraqo® 5=0 vy
ro= 0,4, no se pierde generalidad en el andlisispcgerexplica en lseccion
4.4.2.2

4.3.2 Moléculas uUnicas

La anisotropia de fluorescencia dwléculas Unicages una medida
estandar de su dinamica rotacional y de la intédaccon el entorno. Para
determinar la orientacion tridimensional de unalécula Unicaes necesario

conocer los angulo8y ¢. A partir de las medidas de intensidad polarizadas
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loer € lpan SOIO Se puede calcular el anguléormado por la proyeccion dé
en el plano de la muestra, vectdi en elEsquema 4,1y la direccion de

polarizacion de la luz.

1—7r I
tan? o = = 2= Ec. 4.15
1+ 2r  Ipyr
I
a = arctan( Ipﬁ) Ec. 4.16

En el caso de moléculas individuales, la aniso#roparece del
significado estadistico que posee en un conjuraodg de moléculas y en
este caso debe ser analizado como una medidaelad#n de intensidades.
La ventaja de usar el parametrsobre la relacion de intensidades, es que el
primero estd acotado entre 1-9,5, mientras queéan?a va de cero a

infinito.

En los sistemas estudiados el tiempo de vida datesxcitado del
fluoréforo es mucho menor que el tiempo caraciedste las rotaciones. De
esta forma la emision ocurre en la misma orientacmlecular en la que
tuvo lugar la absorcion de luz. Debido a esto réssiitados mostrados en la
seccion 4.4.2corresponden a movimientos de la sonda en su cestad
fundamental, entre excitaciones sucesivas de lenaisiolécula y no son

aguellos causantes de la despolarizacion en elestecitado [18].
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Condiciones experimentales: dinAmica de rotaciomeel
estado excitado

4.4.1.1 Adquisicion de espectros y ajuste

Las muestras se preparan segun se indican erCaglitulo 2,
seccion 2.2.2Al igual que en el estudio de REE, las muesieawnislieron en
atmosfera de Ny se estabilizaron a la temperatura de trabajardar
20 min, previo al inicio de las mediciones. Se prapn peliculas de
PBMA, PIBMA, PEMA y PMMA de 50 nm, 100 nm y 200 nde espesor.
Las sondas estudiadas fueron R6G, RN, 4-AP y R{Bpp

0,35

0,3

550 600 650
Longitud de onda [nm]

Figura 4.1 Espectro del factor de correccion de la anisotro@i&s.em del
monocromador de emision, obtenido con una muestra6@edfd PEMA de 350
um de espesor (linea gris claro), con una soluciéon de Rosa de Bemrgatalueno
(linea negra) y con una solucién de RN en toluenog(lims).
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En el calculo de la anisotropia es necesario obtehéctorG del
equipo en funcion de la longitud de onda. Este dsbecalculado en base a
espectros que sean libres de luz esp@ialepende solo del sistema de
deteccion y es independiente de la muestra, por pata asegurar un buen
valor deG, se lo obtuvo a partir de los espectros polarigagg e Iy (ver
Capitulo 2, Ec. 2. para una solucién del colorante en tolueno yapar

colorantes en peliculas grueskigjura 4.1.

Para la determinacion de la anisotropia estaciaréfi), se adquieren
cuatro espectrosiyy(4), Ivi(A), HH(A) Y lv(A), segin se detallé en el
Capitulo 2, seccion 2.4.2 Los espectros de RN se adquirieron a
Jexe= 500 nm y para disminuir la luz espuria provereet¢ la excitacion se
utilizé un filtro Schott OG515 en la deteccion. #&6G las condiciones
fueron: Aexc=490 nm y un filtro GG495 en la deteccion. Largpma de
rendijas de excitacion y emision correspondio amcho de banda de 6 nm
y 8 nm, respectivamente, y el tiempo de integrasi@riijo en 2 s/nm. Los
valores de(A) obtenidos en funcién di, se promediaron entg,,,+5 Nm
Yy Amaxt20 Nm. En este intervalo, la sefial es suficientgenalta, estd menos
afectada por la dispersion y se observa ug permanece practicamente

constante.

La componente dispersiva presente en los espedeofmision
polarizada, se minimiz6 usando como referencia ikpelsion de una

pelicula sin colorante, adquirida en las mismasimiones que la muestra.
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Figura 4.2: Eje de la izquierda: Intensidad de fluorescencianxdda, Vv (linea
continua), dispersion del blanco de polimero sin reoite (linea gris), intensidad
corregida por dispersion (linea cortada) para R6G EMA?de 50 nm de espesor
excitando a 500 nm. Eje de la derecha: Anisotroptautzda a partir de datos crudos
(puntos grises) y corregidos (puntos negros),43 (std=0,02) y=0,38 (std=0,01),
respectivamente; calculado entre 555 y 575 nm.

En laFigura 4.2se muestra el espectro de la luz dispersada (inga
continua, polarizado) obtenido con una muestragiarante; el espectro de
l\w de R6G en PEMA de 200 nm de espesor sin corrdigiea( negra
continua) y corregido por la dispersion (linea aegprtada). El valor medio
de r(A) sin corregir por dispersion y usand®d obtenido en iguales
condiciones (puntos grises) es de 0,43 (std=0l02yo de corregir y usando
G libre de dispersionHigura 4.1), r = 0,38 (std=0,01), puntos negros.
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4.4.1.2 Medidas preliminares

Se probaron sondas con tiempos de vida de estaitadx mayor que
RN y R6G: tal son los casos deAP y Ru(bpp)? Al permanecer mas
tiempo en el estado excitado tienen una ventanpdexrhmayor que permite
sensar eventos que generen cambios en anisotropisnfrecuentes.
Ademas tienen un gran corrimiento de Stokes, |¢d disaninuye el efecto de
la dispersion en los espectros de emision. 4-Afetin tiempo de vida del
estado excitado en matrices poliméricas de PAMA~d8 ns [19] y
Ru(bpp)** de ~5us [20].

En el caso de 4AP, como se menciond en €lapitulo 3 no es

adecuada ya que a las concentraciones necesaridgrrsan especies

adicionales al monémero.
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Figura 4.3: Espectro de emisiomy) de Ru(bppy’ (fexc= 480 nm) embebida en
PMMA de espesor micrométrico. Anisotropia de emisioB&R (linea gris) y 363 K
(linea negra).
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La anisotropia de emisién deu(bpp)** se siguié en funcién de la
temperatura en una pelicula de PMMA de espesoiomigtrico,Figura 4.3
La sonda posee una anisotropia maxima cercana \a €sfio hace que sea
una sonda poco adecuada para estudios de anisotdgpiemision en
polimeros. El bajo valor d€1) puede deberse a que la transicion electronica
tiene lugar entre estados doblemente degeneradda pita simetria de la
sonda o a que el angulo entre los momentos de absoy de emision es

grande debido a que estan involucrados diferestasies electronicos.

Por las razones expuestas, se descart6 el ustadesendas.

4.4.2 Condiciones experimentales: dindmica de rotaciomeel
estado fundamental

4.4.2.1 Preparacion de muestras

Se utilizo PMMA, PEMA, PBMA y RN. Las peliculas (AMA de
25 nm y 200 nm se prepararon por la metodologiao#fspada erCapitulo 2
sobre cubreobjetos de vidrio. Las mediciones sealtmn a cabo de dos
formas diferentesmoléculas Unicagy ensamble En ambos casos se uso6
irradiacion linealmente polarizada. En las medidés ensamble la
concentracion de colorante fue de "fol RN/kg de polimero. Para
moléculas individuales la concentracion fue dé4fiol RN/kg de polimero

con irradiacion estroboscopica.
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4.4.2.2 Instrumentacion

Las mediciones de ensamble y de moléculas indileduéueron
realizadas con el mismo equipdun microscopio Olympus IX-71 invertido,
con un sistema de filtros adecuados para la ex@itag coleccion de la
emision de RN, se le agreg6 un polarizador y unaina retardadora de
cuarto de onda en la excitacion para lograr lueadimente polarizada

(relacion de ejes para luz eliptica: 1/200). €apitulo 2 Esquema 2.4

En esta configuracion, el movimiento de la ruedafilos es el
limitante en la velocidad de adquisicion de imagensiendo de
aproximadamente 150 ms por desplazamiento. Debglgedos cambios en
la orientacién informados en la literatura ocuregnescalas temporales del
orden de las decenas de segundos, la limitaci@ sempo de adquisicion
no afecta las medidas de dinamica rotacional [3&].tuvo en cuenta la
diferencia de sensibilidad del sistema de detecc&nlas distintas
polarizaciones de la luz, fact@. Para determinarlo se midio la anisotropia
de muestras de concentracion alta en un espedriflatro obteniéndose
<r(t)>~0,4. Con este valor se calculo el facB®del microscopio, a partir
del registro delpar € lper CON esta misma muestra en el microscopio. La
anisotropia se calculd6 usando las imagenes susesparalelas vy
perpendiculares a la direccion de excitacion. Bareegirr(t) por el ruido de
fondo B) se utilizé laEc. 4.17

Lyar — B — G(Lyer — B
r(t) = 22 Uper = 5) Ec. 4.17
Ipar —B+ ZG(Iper —B)
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El valor de B se obtuvo de diferente forma en las medidas de
moléculas Unicay en las deensambleseguin se explica en las secciones

siguientes.

La teoria descripta en las secciones anterioresnsugueE es una
onda plana, al igual que la emisién. Sin embargmcala luz es enfocada
sobre la muestra por una lente, puede ocurrir qupolarizacion medida
disminuya respecto de la real. Esto es debido acgda componente de la
emision en la direccion los ejes del sistema derdmwdas, tiene
contribuciones de las otras componentes que depaele®AN y afectan la
anisotropia de una manera compleja [22—26]. Entesdt@jo no se ha tenido
en cuenta la influencia de AN del objetivo en la intensidad polarizada
detectada ya que se priorizé la capacidad de |gtivdis con altaAN de
colectar mayor cantidad de fotones para mejorarelacion sefial/ruido.
AN > 1 pueden introducir contribuciones de la compbaede la intensidad

en la componente-y.

4.4.2.3 Adquisicion de imagenes de moléculas Unicas

Un problema comun en la espectroscopia de molécuaas es el
fotoblangqueo de la sonda cuando es necesario deqyrctorias temporales
largas. Incluso la sonda mas estable no puede naerdurante periodos
largos bajo la irradiacion continua de un experitodipico demoléculas
Unicas Para esto se resolvid interrumpir la excitaciémsy disminuir la
importancia del fotoblanqueo. Se irradi6 duranfeslseguidos de oscuridad
por 10,0 s, permitiendo seguir moléculas hastahdr&s sincronizando la

adquisicion con la excitacion. La potencia de iaawhn fue de 0,60 mW
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medida sobre un portaobjeto a la salida del olgetion un medidor de
potencia (FieldMaster-Coherent) y un fotodiodo cosamsor (LM 2vis,

Coherent). Durante el tiempo de irradiacion se exqo secuencias de
imagenes, donde los cuadros impares correspond&n iatensidad de
fluorescencia paralela a la direccion del campoctet® del haz de

excitacion,l,q; y los pares a la intensidad perpendiculgr,

En laEc. 4.17 B se determind con la funciogaussfde la libreria
Diplmagede Matlab. Debido a que la excitacion no es homegé&n toda el
area iluminada, es necesario considerar un vald daussiano en las dos

dimensiones espaciales, para evitar subestimarreeastimar el ruido.

4.4.2.4 Adquisicion de imagenes de ensamble

La adquisicion se llevo a cabo de forma similamautilizada en el
sistema para medidas deoléculas UnicasSe excitd de manera continua
adquiriendose imagenes consecutivag.ge | .. El tiempo de exposicion y
la ganancia se variaron segun la concentracion NepRra ajustar la
intensidad maxima dentro del intervalo lineal d€€faD. La potencia de la
luz incidente sobre la muestra se varié entre 9,080 mW. Las medidas se
repitieron en al menos tres zonas distintas de patimero y los resultados

obtenidos fueron reproducibles.

En el analisis de anisotropid,se consider6 como un valor constante

adquirido en una muestra sin colorarie.(4.17.
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4.4.2.5 Analisis de resultados

El procesamiento de imagenes se llevd a cabo dorasuescritas en
Matlab. En el andlisis denoléculas Unicasse identifican los puntos
brillantes en las imagenes fijando un valor umlal intensidad. Si el
entorno inmediato de este punto tiene por lo mdnpigeles adyacentes con
intensidad por encima del umbral, se lo consideraccla emision de una
molécula. Con estos datos se genera una “mascaralacposicion de los
centros del conjunto de pixeles brillantes y sdcaph toda la secuencia
temporal. En algunos casos hay moléculas que eo@esntran en un estado
emisivo al principio de la medicion, entonces, exeasario repetir la
generacion de la mascara en alguna imagen inteanukdla secuencia, sin

considerar las posiciones ya identificadas enitagra mascara.
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Figura 4.4: A) Cuadro superior: Decaimiento temporal de la intenside emision
paralela y perpendicular de RN en PMMA 200 nm (lings) y ajuste multi-
exponencial (linea punteada). Cuadro inferior: remduB) Cuadro superior:
Evolucion temporal de la anisotropia y ajuste. Lineaticoa gris: datos
experimentales. Linea punteada negra: ajuste. Facto0,850, B = 400 cuentas.
Cuadro inferior: residuos.
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En las medidas densamblepara descartar efectos en el valor@g
debido al corrimiento temporal en la adquisicionlgge Iy, S€ ajustaron
operativamente las curvas de decaimiento de egtassidades con sumas de
exponenciales y se calcutft) a partir de los valores ajustados a un mismo

tiempo,Figura 4.4

45 RESULTADOS

4.5.1 Dinamica de rotacion en el estado excitado

En laFigura 4.5.Ase muestra el cambio relativo de la anisotropia de
emision con la temperatura para RN embebido erpaheaula de PBMA de
50 nm, 100 nm y 200 nm de espesor. Este componiémies similar al

encontrado cuando se utiliza R6G como soRdpra 4.5.B

di 3 AT atd B
~ Y I ; g
< 01 i T -
< .
02 -+ -
-0,3+ -+ : .

308 328 348 368 308 328 348 368
Temperatura [K] Temperatura [K]

Figura 4.5: A) Cambio relativo de la anisotropia en funcién detdmperatura,
respecto del valor &= 293 K para RN y B) R6G en PBMA. Espesor de pel&ula
50 nm (triangulos), 100 nm (circulos) y 200 nm (caads).
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No se observa una dependencia con el espesor pelitala y el
cambio en la anisotropia ocurre para ambas sonda3~227 K,

aproximadamente 30 K por encimaedel polimero.

Este mismo experimento se llevo acabo en matrioéism@ricas de
100 nm de espesor de PBMA, PIBMA y PEMRAgura 4.6. La intensidad
de la sefal de fluorescencia adquirida en PBMA esanque en PIBMA y
PEMA a medida que se incrementa la temperaturaisteina, esto se debe a
gue moléculas en entornos menos restrictivos pi@senayor movilidad y
degradacion fotoquimica [27-29]. EI cambio en laadiica de RN en las
matrices estudiadas se registra aproximadamenteka @®r encima de la
respectivaly en cada polimero: 327 K en PBMAy(= 298 K), 348 K para
PIBMA (Tg=334K) y no se observa cambio en PEMA hasta K365
(Tg = 334 K).
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90 305 320 335 350 365
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Figura 4.6: Variacion de la anisotropia en funcién de la tempesapara RN en
PBMA (rombos), PIBMA (triangulos) y PEMA (circulos d00 nm de espesor. Los
ajustes lineales se representan con una linea contiru®BMA, linea punteada gris
para PIBMA, y linea punteada negra para PBMA. Las fieéhdican la interseccion
de las rectas para PBMA y PIBMA.
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4.5.2 Dindmica de rotacion en el estado fundamental

4.5.2.1 Fluctuaciones de la orientacion de molécslandividuales

4.5.2.1.1 Analisis de trazas temporales de intEtspolarizada y
anisotropia de moléculas unicas

La Figura 4.7muestra una imagen de la intensidad de fluoregrelec
RN en PMMA de 200 nm de espesor. Debido a la bajeentracion de
colorante y la alta sensibilidad de la CCD es pedilistinguir la emision de

moléculas individuales como puntos brillantes dedel area iluminada.

- 18000

- 16000

50 100 150
Pixel X

Figura 4.7: Imagen de emision de fluorescencia paralela a la dinecde
polarizacion de excitacion de moléculas Unicas deeRNna pelicula de PMMA de
200 nm de espesot,y.=532 nm, tiempo de exposicion=100 ms.
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Figura 4.8: Ejemplos del comportamiento temporal de la anisotropimaléculas
Unicasde RN en PMMA de 200 nm de espesor (Cuadre®)Ay de PBMA de
200 nm de espesor (CuadrosH} a 296 K bajo excitacion linealmente polarizada.
Para cadanolécula unica Gréfico superior: variacion temporal delia (linea gris
punteada)),ar (linea negra) é,eG (linea gris continuaG=0,45). Gréfico Inferior:
traza temporal de la anisotropia.
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Para minimizar efectos de ruido se fij6 un valotuah de intensidad
(3000 cuentas/cuadro, ~ 3,5 veces el ruido de famdta intensidad total) a
partir del cual se considera que la molécula estdiendo. Es importante
notar que al incluir esta restriccion adicional s® estudian todas las

posiciones posibles en la semiesfera de orientasion

En lasFigura 4.8 se presentan secuencias temporales de la intdnsida
paralela, lpa, perpendicular,lye, total, l: (grafico superior) y de la
anisotropiaf(t) (grafico inferior) demoléculas unicasle RN embebidas en
peliculas de PMMA (Cuadros-®) de 200 nm de espesor a 296 K y de
PBMA de 200 nm de espesor a 296 K (Cuadred)ESegun le&Ec. 4.171a
anisotropia para unaolécula unicgpuede abarcar valores entre 120)

y 0,5 (pa=0). Se observa que las fluctuaciones temporalds deisotropia
de RN en PMMA son pequeiias y el valor dgt)> es practicamente
constante. En laBiguras 4.8.A y 4.8.Ba anisotropia de urmaolécula Unica
alcanza los valores extremos. En Haura 4.8.A a tiempo ~1800s la
molécula es fotoblanqueadd,g e, SON Nulas, como consecuencia a partir
de los 1800 s la anisotropia presenta fluctuacidisdigias que no son

tenidas en cuenta para el analisis.

En laFigura 4.8.C<r(t)>~0, este valor de anisotropia puede deberse a
entornos que presentan una movilidad alta y en edaosr (t)>~0 o al caso
en quelp, € lper Son iguales y con baja movilidad. En este ejemgeoopto
por la interpretacion de orientacion fijga~lpeG, porque las fluctuaciones

tienen una desviacion estandar similar a la dejemplos anteriores.

En laFigura 4.8.D<r(t)> permanece constante con un valor medio de
0,41 y una desviacion estandar de 0,10. Aproximadéena los 700 s se

observa un salto de intensidad que no modiiog@)> esto puede deberse a
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una reorientacion d# fuera del plano de la muestra. No se debe a un
cambio en la intensidad del laser de excitacioqu@no se registra en otras
moléculas observadas al mismo tiempo. Sin embasgdopestudiado en el
Capitulo 3 el aumento de intensidad también puede debansecambio de
polaridad del entorno. En entornos no polares RiMemta el rendimiento
cuantico de fluorescencia, por lo tanto, la intdadi de emision [30]. Las
fluctuaciones espectrales y de orientacion puedem estar correlacionadas
[31].

En la Figura4.8.EH, se muestra el comportamiento dinamico
rotacional demoléculas unicase RN en PBMA de 200 nm de espesor. En
este polimerosr (t)> muestra fluctuaciones de la orientacion mayorks a
mostradas en PMMA de igual espesor. Ademas, estatudciones se
producen alrededor de valores medios diferentasefemplo, en el cuadro
E, hasta aproximadamente 300@&) muestra fluctuaciones grandes de la
orientacion, luegor(t) disminuye de forma abrupta y la proyeccionvien
el planoxy oscila entre posiciones cercanas. En el cuadse Rjuestra una
molécula unicaque emite durante 50 s con amplitud de fluctuasaimilar
a la de RN en PMMA. En el cuadro H, otra molécutate durante 50 s
antes del fotoblanqueo. Durante el tiempo de emisdfre un cambio

abrupto en la dinamica.

En la Figura4.9 se presenta la evolucion temporal de las
intensidades, anisotropia y del angalpara unamolécula Unicade RN en
PMMA de 200 nm de espesor. Se observa un cambielevalor de
anisotropia de 0,2kid= 0,04) a 0,83¢td= 0,06).
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Figura 4.9: Superior: variacion temporal de lIg; (linea gris punteada)par (linea
negra) elpeG (linea gris continuaG=0,45) para una molécula Unica de RN en
pelicula de PMMA de 200 nm de espesor a 296 K baftaexon linealmente
polarizada a 532 nm. Central: traza temporal de la @ofg@. Inferior: evolucion
temporal del &ngula.

En general las fluctuaciones de orientacion de RNPRIMA son de
baja amplitud, demostrando entornos rigidos. Elpamiamiento de la sonda
en PBMA es diferente. Se encuentran frecuentenesritgenos con dinamica
diferentes. Incluso es posible que la dinamica mesntorno cambie en el
tiempo de observacion. En [eigura 4.10 una molécula unicade RN
embebida en PBMA de 25 nm de espesor muestra ubicgan la dinAmica
rotacional. Al inicio de la medicion la molécula secuentra en un estado
oscuro,a los 1600 s pasa al estaglmisivocon <(t)> =-0,01 6td=0,19).

A los 1900 s disminuye su movilidad con cambio anahisotropia a
<r(t)>=0,07 6étd=0,09). Este ejemplo es similar al mostrado en la

Figura 4.8.Ey H para PBMA de 200 nm de espesor.
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Figura 4.10: Superior: variacion temporal de lg; (linea gris punteada)gal (linea
negra) e JG (linea gris continua) para una molécula tunica deeRNPBMA de
25 nm de espesor a 296 K bajo excitacion linealmentripatla a 532 nm. Inferior:
traza temporal de la anisotropia.

El coeficiente de difusion rotacional depende dé&dauencia de las
fluctuaciones y de la amplitud de las mismas. Atagés grandes con
frecuencias bajas pueden conducir a un mismo vEd® que amplitudes
pequefas con frecuencias altas. ErfFilgura 4.11 se muestran dos trazas
temporales de RN en PBMA de 200 nm de espesors@ueepresentativas
de los casos observados. Se presentan dos entanmospn rigidez alta, B
(triangulos),std= 0,09, y otro con movilidad alta, A (circulostd= 0,33
gue experimentan reordenamientos con frecuenciag difierentes. La
molécula unicaA presentaA r;,,,=1,07 entre puntos sucesivos, mientras que

la B tiene A 1;,,,,=0,07.
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Figura 4.11: Anisotropia de emisiéon de dos moléculas de RN en PBEIR00 nm

de espesor a 296 K. La molécula A (circulos) tiena dimdmica mayor que la
molécula B (tridngulos).
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Figura 4.12: Efecto del desenfoque en la imagen de fluorescet@iaipolo de la
transicion para RN en PMMA de 200 nm de espesor, adgsicon excitacion
circularmente polarizada, tiempo de exposicion: 100Ansmagen sin desenfocar.

B: imagen desenfocada de la misma region de la muéstsacirculos de colores
resaltan moléculas con orientacion angular diferente.

En los resultados presentados se puede observar egisten

comportamientos dinamicos distintos entre molécutas una misma
muestra. Por medio dese puede conocer la orientacion de la proyecaion e

el plano x-y de M. Por otro lado, a través del estudio de imagenes
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desenfocadas es posible obtener informacion dedatacion total dé [6],

[32]. Excitando con luz circularmente polarizadeoyn un ligero desenfoque

de la imagen (0,5 ajim) se puede obtener informacion de la orientacion de
una molécula Unicaen las tres dimensiones. Las imagenes desenfocadas
muestran la distribucion espacial angular de laamdn del dipolo de

emision Figura 4.12.

Figura 4.13: Series de patrones de emisién simulados para imagesesfocadas
(1 um de desenfoque). Los &ngulos son para el primeémpad = 90° y ¢ = 0°,
parael2do: ©= 90°y¢ = 45°, 3ro0:@0= 0°y¢d = 0° y para el 4to:
© = 90°y ¢ = 135°. Imagen tomada de la referencia [33]. El programaVatlab
para realizar las simulaciones se encuentra dispogible pagina web del grupo del
Dr. Jorg Enderleinhttp://www.joerg-enderlein.de/research/current-projauisging-
of-single-molecules.html

En la Figura 4.12 dos imagenes de la misma zona de irradiacion
muestran el cambio en el patron de emision québsena al desenfocar el
haz de excitacion sobre la muestra. Con circulodistento color se marcan
moléculas unicason diferentes orientaciones Me En la figura se muestra
una imagen sin desenfocar, A, y la misma imageardesada, B, adquirida

4 s después.

Contando con simulaciones del patron de emisiéndgello de una
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molécula Unicacon distintas orientaciones, como los mostradoslaen
Figura 4.13 es evidente que las orientacionestientre las moléculas en la
Figura 4.12son diferentes, mostrando una alta heterogeneidpdcial, sin

una orientacion preferencial. Si bien existen paowas accesibles para
obtener la orientacion a partir de este tipo degenés, el proceso es
bastante demandante y se eligi6 usar luz lineakngmtlarizada, que
aumenta el contraste, y analizar las trazas tertgzorde r(t) como se

describe a continuacion.

Existen trabajos en la literatura, computacionalg—36]y
experimentales [37-41] donde se informa que el artamiento dindmico
de las interfaces aire/polimero y polimero/sustestanuy diferente entre si.
En experimentos daoléculas unicapor microscopia confocal y de campo
amplio la distancia que se excita en la direccramdversal al sustrato es
mayor al espesor de las peliculas poliméricas estad (25 nm—-200 nm).
Por esto no ha sido posible atribuir las diferencga la dindmica de

moléculas Unicaa una posicion especifica en la direcade la matriz.

45.2.1.2 Andlisis por la funcion de distribuciorcuanulada de las
fluctuaciones de orientacion

Los resultados de anisotropia dwléculas Unicase analizaron en
forma analoga a los resultados de fluctuacionesatisdes delCapitulo 3
Para ello, primero se calcularon las diferenciasmisotropia de imagenes
sucesivas en las trazas temporales de cada ures droléculas. Luego se
computo la funcion de distribucion acumulada comm@etaria del cuadrado

de las diferencias de anisotropfa( A r2), segun l&c. 4.18
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Ar?
D (A1) =1- F(ATE)d Ar? Ec. 4.18
0

logd,

log®,

Figura 4.14:Logaritmo de la funcién de distribucion acumulada demgntaria de
los saltos de anisotropia para RN en PMMA, PEMA y PBEI&A200 nm (triangulos)
y 25 nm (circulos) de espesor a 296 K.
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La Figura 4.14muestra los resultados obtenidos para RN en PMMA,
PEMA y PBMA de 200 y 25 nm de espesor a 296 K.

En PMMA, la distribucién de las fluctuaciones deentacion para las
peliculas de 200 nm y para las de 25 nm son mujasen. Solo hay una
pequefa diferencia en el 1 % de las fluctuaciomesdyor amplitud que se
observa con probabilidad creciente en las pelia#a®5 nm. EI 90 % de los
saltos ocurre comi| < 0,20. Asi, los ejemplos mostrados erfilgura 4.8
son representativos del comportamiento generaslenbléculas en PMMA,

con fluctuaciones principalmente de baja amplitud.

En PBMA la distribucion de saltos de anisotropiantgén es
independiente del espesor de la pelicula poliméritae 25 y 200 nm de

espesor. Para este caso, solo el 30 % de los saftes\r| < 0,20.

En PEMA las fluctuaciones de mayor amplitud son mésuentes en

peliculas delgadas y hay una gran diferencia emdailidad en los dos

espesores analizados.

Figura 4.15: Comparacion entreog®.( Ar?) para RN en peliculas de A) 25 nm y
B) 200 nm, de espesor a 296 K en PBMA (rojo), PEMé&de) y PMMA (azul).
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En la Figura 4.15 se compara el efecto del espesor de la pelicula
segun el polimero en lé,( Ar?) a 296 K, los graficos son los mismos que
los de laFigura 4.14 En peliculas de 25 nm los cambios de orientad®én
RN en la matriz son iguales en PBMA y PEMA y losvintientos de gran
amplitud son mas frecuentes que en PMMA. En lakgwek de 200 nm las
fluctuaciones en PEMA y PMMA son de igual probalaili y las de gran

amplitud son menos frecuentes que en PBMA.

Tabla 4.1: Valores de referencia de desviacion Tg de peliculas de espesor
nanomeétrico con respecto al valor de espesor micromg®i¢o

Polimero T Pelieula_ bulk T Pelieula_ bulk
(200 nm) (25 nm)
PEMA (T4=334K) ~0K -14 K
PMMA (T4 = 388 K) ~0K 8 K
PBMA (T4 =298 K) Sin datos Sin datos

En literatura se informan los valores™gaproximados para 200 nm y
25 nm para PEMA y PMMATabla 4.1[37]. Si Ty de una pelicula delgada
es menor &y de una pelicula gruesa esto causa que los enteeamsmas
flexibles a una temperatura menor en la peliculgadi&a. Segun los datos de
PEMA de laTabla 4.1a 296 K el sistema de 25 nm de espesor se enauentr
24 K por debajo ddy y sin embargo se puede detectar diferencias en la

movilidad de los entornos respecto de la pelicél2@0 nm, que se midid
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38 K por debajo ddy. En el caso de PMMA tanto para 25 nm como para
200 nm la temperatura medida esta al menos 80 Kigoajo dely, y no se
observan diferencias en el comportamiento de ambos, responden al
patron de entorno rigido. En PBMA, la pelicula d¥® 2m de espesor se
encuentra &~ Ty y log®.(Ar?) presenta el mismo comportamiento que las
peliculas de 25 nm. Este hecho sugiere que candd#&las de anisotropia de
moléculas Unicase sensan movimientos locales previos a los mevitos
cooperativos que dan origen a la transicion vitrgaeT, de las peliculas de
PBMA es inferior a 296 K. Este tipo de comportanvegse ha informado
también en la literatura en PS [42] y en polimefatcr (PMA) [43], donde
observan un cambio en la orientacion de molécutasad por imagenes

desenfocadas entre-2ZD K por debajo d&; en peliculas delgadas.

Los movimientos permiten reorientaciones de unal@acomo RN
(V=285 A% L=10 A, [11]) de gran amplitud en el intervalo @d—1 s. Aln
en estas condiciones hay anisotropia de emisidludescencia Kt)>=0,4
porque una reduccion de este valor requiere monimseen el intervalo de
nanosegundos, que se alcanz&>a3, De hecho estos resultados estan de
acuerdo con lo observado en las medidas de emgsfacionaria para

emision de fluorescencia, dondgA)> baja de 0,4 a-T;>30 K.

Si bien <(t)>=0,4, aun por debajo dg, se ven movimientos locales
dependientes de la diferendial,, que son de gran amplitud. Para el caso de
PEMA estos movimientos ocurren al menos 24 K pdragedeT,. En la
Figura 4.15 puede verse que las curvas para PBMA de 200 yn25a
superponen con las de PEMA 25 nm, y que, a sulaszdle PEMA 200 nm
se superponen con las de PMMA 200 y 25nm, sugioerun

comportamiento Unico en los sistemas estudiados.
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Este estudio de la funcion de distribucion acumaladvela que
moléculas de RN en la matriz polimérica tienen dasiltle anisotropia
mayores en peliculas delgadas, hecho que es cdabepatbn ambientes

menos rigidos por disminucion dg

4.5.2.2 Medidas de Ensamble de Moléculas

4.5.2.2.1 Resolucién de la ecuacion diferencialapalr problema difusional
con fotoblanqueo

Se resolvid la&Ec. 4.12numéricamente por una rutina escrita en Matlab,
obteniéndose valores de anisotropia desde 945a Para hacer el programa
eficiente se considerd una tolerancia en las iategrcon las que se calcula
loar € lper, que se adapta al valor de la intensidad totakida&ente el
programa controla mientras va calculando los patr@seel valor de la
intensidad total. Si este valor es bajo, disminaylerancia. De esta forma
se evita cometer errores grandes en el célcula @aisotropia, reajustando
la tolerancia automaticamente en cada caso. Elitdgn para obtener la
solucién general se prob6 en los casos limites ifisidn rotacional en
ausencia de fotoblanqueo y de fotoblanqueo en aiasete difusion
rotacional. En el primer caso se obtuvieron lasaside decaimiento dét)
con parametrog = 0 yD entre 0,01 y 0,50. Las curvas se ajustaron con una
exponencial decreciente y se comprobd que la talaentre el valor de
constante de decaimiento ajustada y el valoD dgado para la integracion
es 6, que esta de acuerdo con la ecuacion de dentnue la anisotropia
para un rotor isotrépicoCapitulo 1, Ec.1.11 En el caso que existe

fotoblangueo sin reorientacion, el calculo de Erdiucion de orientacion de
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moléculas coincide con el decaimiento expresaddgdoc. 4.9[44].

Para optimizar el ajuste de las curvas experinetaon las
soluciones de laEc.4.12 se analiz6 la relacion entre las curvas

observandosd-{gura 4.16:

1. r(t) decae hasta un valot,, donde ambos procesos, fotoblanqueo

selectivo y reorientacion, se equilibran.

.- . ., D
2. Las familias de curvas con igual relacion -(gl&:onvergen a un

mismo valor de ... En laFigura 4.1 para% =2,0,r, =0,38 para

2-1,0r.=0,36 y par%:O,S se obtiene, = 0,35 Cuanto menor

S|

D
esg, menor es el valor de.

-
-
-
kL 8
“““““

0 200 200 600 800
Tiempo [u.a.]

Figura 4.16: Curvas de anisotropia en funcién del tiempo calculadas & gartla
integracion numérica de Ec. 4.12para diferentes valores ((%e Para%:Z,O: D=0,02 y

¢=0,01, parag:l,o, D=0,02 y¢=0,02 y par%:O,S,D:0,0l y¢$=0,02, lineas continuas.

Las lineas punteadas corresponden a un factor 0,10 en lossvaddD y ¢, manteniendo
la relacidon constante.
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Tiempo [u.a.]
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Figura 4.17:A) Evolucién temporal de(t), obtenida por integracién numérica de la
Ec. 4.12 para una familia de curvas donde la relag—iéﬂ con valores individuales

entre 0,0001 (linea continua gris) y 0,03 (linea contineigra). B) Simulacion de
datos segun la para valores [0e0,002 y¢=0,002 y ajuste segun Ec. 4.19con
parametrosr..=0,36 (0,005%) yz,;=84,1 u.a.£15%); para los cuales se obtiene, a
partir de lasEc. 4.20y Ec. 4.21 D=0,002 u.a. £15%), ¢=0,002 u.af15%). y
To=75 U.a.£15%), como se explica mas adelante.

. ., D
3. Sila reIacmnE es constante, cuanto menor es el valor de estos

parametros mas lentamente se alcanza el valos geor lo tanto
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cambia la escala temporal de los eventos. Estesdlal mejor en
la Figura 4.17

Las curvas de l&igura 4.16se ajustaron con la ecuacion

r(t) = Ar e %op + Ec. 4.19

donder, = 1y — Ar y 7,, €s el tiempo de decaimiento, relacionadoDon
¢.

En laFigura 4.17.Bse muestra una curva simulada y la calidad del
ajuste segun l&c. 4.19 cuyos parametros se especifican en el pie de la

figura.

0 20 40 60 80 100 120
1/(0,4-r )
o0
Figura 4.18: Relacion entr% y I, obtenidos a partir de la integracion numérica de

laEc. 4.12y del ajuste de I&c. 4.19(puntos negros). Linea: ajuste seguBda4.20
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Con los valores de los parametros de ajuste deuac&n operativa,

Ec. 4.19r1,y 7,, (siemprer, =0,4) y los valores dB y ¢ que se usaron

. . L g ., D
para simular los datos, se obtienen los graficosadelacion entr% yrey

entreD y 1/ 7,,,; Figuras 4.18y 4.19 respectivamente.

D (0,038« 0,001)
= + (0,040 + 0,001) Ec. 4.20
¢ 04 —1,

0,03

I

0,02~

0,01

! -

Figura 4.19: Relacion entre la inversa del tiempo de decaimientoatipe de la
anisotropia,—, (Ec. 4.19 y el coeficiente de difusion rotacion&, obtenidos para

1

Top
familias de curvas con relaci((}?)nfija. Circulos:%:LO, triéngulosgzz,o, cuadrados:
220,5. La linea punteada representa la regresion lmealmejor ajusta los datos

Ec.4.21

A partir de este ajuste es posible obtener laidalagntre la velocidad
de rotacion de las moléculas y la velocidad debfatmqueo conociendo el

valor der.,. El valor det,,, también obtenido del ajuste conHa. 4.19 se
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relaciona con el valor dB respectivo. Asi se construye fégura 4.19 la

cual puede ser ajustada por una regresion lingahseEc. 4.21

1
D = (0,20 + 0,04)T—— (2x 107%+ 1x 107%)s™! Ec.4.21
op

Esta ecuacion es valida en el intervalardentre 0,31 y 0,38, que es
el intervalo experimental. Esta figura demuestra glivalor de I, solo

depende d® y es independiente de

En resumen, los datos experimentales de los ggatiomo los de las
Figuras 4.16 y 4.1,7se ajustan empiricamente segukda4.19y se obtienen

r, Y Top- EStos se relacionan con los valoredddg ¢ usando las relaciones

de lasEc. 4.20-4.21

4.5.2.2.2 Momentos de transicion de absorcion wiémino paralelos

Hasta aqui se han desarrollado las ecuacionesntimien cuenta que
los momentos de transicion de absorcion y emisidm garalelos. Sin
embargo, en algunos fluoréforos, esta condicionseocumple y pueden
existir diferencias en la orientacion enfvky, y Mg. Esta diferencia esta
cuantificada por el angulg entre ambos momentos. En el caso de una
distribucion de fluoréforos en la cufll= 0, la anisotropia fundamentay,
alcanza el valor maximo de 0,4 en una muestraogmi@. De existir
cambios en la direccion entreM, y Mg por factores como:

reacomodamientos nucleares entre el estado fundamgnel excitado,
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vibraciones del solvente, conversion entre estaglestronicos antes de

emitir, ro<0,4. En estos casogse calcula a partir de la ecuacion:

3 1
1= 0,4|=cos?p — = Ec. 4.22
RV 2

Si hay absorcion o emision desde estados electr®rdoblemente
degenerados$y<0,4. En este caso no se puede uskclat.22porque no hay

una direccion definida de uno de los momentos.

Debido a que los calculos de saccion 4.5.2.2.Tueron realizados
teniendo en cuenta qye= 0, en el caso de haber despolarizacion del estado
excitado, los valores calculados se corrigen enfagtor ro/0,4 y las
conclusiones no se ven afectadas. En general ladasousadas para

anisotropia de fluorescencia tienen valores,dmtre 0,4 y 0,37.

4.5.2.2.3 Resultados de ensamble en peliculas tAR¥e distinto espesor

En la Figura 4.20 se muestra la imagen del primer cuadro de la
secuencia de imagenes polarizadas de la fluoraacdadRN en PMMA de
200 nm de espesor. En la figura se observa quedasidad es mayor en el
centro y decrece radialmente, como es de espemegaitacion con un haz
gaussiano (Laser con modo 00). Para determinareal de andlisis, se
selecciond un punto central (x,y) de la zona deanaensidad de la figura
y se graficaron los perfiles de intensidad en decdiones perpendiculares,
Figura 4.21 La superficie definida por las zonas dondée30,9. .« S€ uso

como area de analisis.
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6000
5000
4000
3000
2000
1000

200 250 300
Pixel X

Figura 4.20: Mapa de intensidad de fluorescencia del primer muga) de una
muestra con [RN] = I6mol RN/kg polimero en PMMA de 200 nm de espesor a
296 K, Aexc =532 NM, cuya area iluminada corresponde a |66 (Tamafio de
pixel= 0,13um). Las lineas perpendiculares fueron trazadas @3=e y =452, y
sus correspondientes perfiles de intensidad se muestiafigura 4.21

6 000 A 6 000 B
5 000 5 000
=] i)
£ 4000 § 4000
g 3000 % 3000
= 2000 = 2000
1 000 1 000
400 500 200 300
Pixel Y Pixel X

Figura 4.21 Perfil de intensidad de fluorescencia para laalide pixeles A) x = 237
y B) y=452 parat = 0s, 5s, 50 s, 250 s, 500es rhayor a menor intensidad
respectivamente). Tiempo de exposicion: 100 ms.

A partir del procesamiento de estas imagenes sevold evolucion

temporal de ldps€ lper Y Se calculo |y Y r(t).
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0,4 1
0,38 0.8
0,36 06
- -
0,34 04
0,32 0,2
_"-__‘__"""—\-——_____
03 500 1000 % 500 1000
Tiempo [s] Tiempo [s]

Figura 4.22: Influencia de la potencia del laser de excitacidg£532 nm) en la
evolucion temporal de la intensidad total de fluozes@ y en la anisotropia para
una muestra de RN embebido en una pelicula de PM&208 nm de espesor. Linea
gris: 0,64 mW, linea negra: 0,85 mW. Tiempo de exp@si 100 ms.

En PMMA se realizaron medidas variando la poterash laser,
Figura 4.22 Como es de esperar, al incrementar la potenciaeata la
velocidad de fotoblanqueo. El decaimiento de ls@nopia en el tiempo
llega hasta el valor constante ) cuando la potencia es de 0,64 mW. Para
una potencia de 0,85 mW, se interrumpio la irradimcuando se llegé a un
valor bajo de intensidad total, sin que se hub#&canzado el valor de,
(ver Figura 4.22. Esto no es conveniente para obtener buenossajuRara
obtener resultados confiables es necesario asegueagl sistema llegue a un
valor der, constante. Para ello se debe manejar la poteetikigser como

un parametro experimental decisivo en las medidas.

En laFigura 4.23se muestra la evolucion temporal de la anisotropia
para RN en las peliculas de PEMA de 25 nm, 100 2®&0ynm y de PMMA
y PBMA de 25 nm y 200 nm de espesor. Para todasleestras (t) decae

hasta un valor aproximadamente constante que stdeoa coma..
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0,4 J ! ' 'PEMA-
»\\‘“\“\
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0 25 ] ] | |
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Figura 4.23: Decaimiento de la anisotropia de RN en peliculas JéRMA de
200 nm, 100 nm y 25 nm de espesor. B) PMMA de 200yn25 nm de espesor y
C) PBMA de 200 nm y 25 nm de espesor. Todas lasdagde adquirieron a 296 K.
Las lineas continuas representan los datos experimentddss lineas punteadas, el
ajuste operativo con l&c. 4.19
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También se muestra los ajustes operativos segiit.ld.19 que
describen muy bien la evolucion temporalr@@ Al excitar las muestras
con la misma potencia (potencia incidente=0,7 m\é PEMA y 0,2 mW
para PMMA) cuanto mayor es el espesor de la pealicnhyor es el valor
der, que alcanza RN en la matriz polimérica. Se obsgueael modelo de
blanqueo selectivo por un solo foton y giro isoicopdescribe bien los

decaimientos dg(t).

Tabla 4.2: Pardmetros obtenidos ey ¢ para RN en PEMA, PMMA y PBMA de

2L Ga=1,410%cn? y 1, entre

distinto espesor a 296 K. Dondeg = %, P, = —
0

2x10°°-8x10%°fotones.crif.s* para las potencias utilizadas. Area de anélisigi0

Polimero Espesor T, To D D103 ¢.103 =, D,

¢
[nm] [s] [s7] [s7] [s] 107°

+15% *0,005 +005 #20% +20% £20% +20%

PEMA 200 124 0,340 0,67 1,4 2,1 116 2
100 70 0,321 0,49 2,7 54 63 5
25 69 0,260 0,31 2,2 7,3 75 6
PMMA 200 144 0,360 0,92 1,2 1,3 138 1
25 202 0,332 0,58 0,8 14 208 1
PBMA 200 44 0,361 1,09 4,3 4,0 38 13
25 36 0,330 0,59 5,4 91 29 13
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A partir de los resultados dg,, y r.., se completé Idabla 4.2con los
valores d%, ¢ y D, y los valores calculados adg y @, para RN en PEMA,

PBMA y PMMA. EIl célculo de la intensidad de excitat a partir de la
potencia medida se detalla erApléndice 3.2.

El maximo valor de rendimiento cuantico de fotolglago se obtuvo
para PBMA y el minimo, para PMMA,; independienteneaii¢| espesor de la
pelicula. Este resultado puede explicarse consideral Q disuelto en la
matriz como el principal causante de la reaccionfateblanqueo. La
permeabilidad del gas se calcula como el produettadiifusion de @por
su solubilidad en la matriz y es afectada por éailfflilidad y polaridad del
material [45]. Asi, la permeabilidad de} €e ve favorecida en PBMA ya que
es menos polar que PMMA y a temperatura ambiergsepta la mayor

flexibilidad de entornos.

Las cajas de polimero con paredes flexibles faailél encuentro entre
el O, y la sonda y, consecuentemente, el fotoblanquete Becho es
coincidente con los resultados obtenidos e@agitulo 3de espectroscopia
de moléculas uUnicasDonde las moléculas en entornos TipelB(mas
flexibles) mostraron una mayor probabilidad de Iddoqueo que las
ubicadas en entornos Tipo A (mas rigidos). Sin egyalos entornos
Tipo A se asociaron a cajas menos polares, ponidedmanifiesto que la

flexibilidad influye mas que la polaridad en lampeabilidad local del ©

En PEMA los valores dé, son bajos y dependientes del espesor de
la pelicula, siendo mayor para la pelicula de 25 Bste resultado esta de
acuerdo con la mayor flexibilidad de entornos oidkes a partir ded(Ar?)

en PEMA de 25 nm de espesor.
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El @, se ha informado en distintas matrices polimériatse 10"y

1077 [46]. Los valores en este trabajo estan entréy100>®.

D[sx1073

- N WA OO
1
HiH

[ 3 ;

| | 1
0 50 100 150 200
Espesor [nm]

Figura 4.24: Relacion entreD y el espesor de la pelicula polimérica para PEMA
(rombos), PMMA (circulos) y PBMA (cuadrados).

En laFigura 4.24se muestra la dependencialRieon el espesor de la
pelicula polimérica a 296 K. Se observa que losreal deD calculados por
éste meétodo no presentan diferencias significativdentro del error
experimental, para distintos espesores de peli@ilaembargo, existe una
clara diferencia entre el comportamiento dinamiedN en PBMA respecto
del resto de los polimeros. Esta diferencia se rghséambién en las
funciones de distribucion acumulada para las flagitnes de la anisotropia
demoléculas unicasEn bibliografia se ha informado la magnituddeara
la sonda 4(dimetilamino)-4'-nitro-estilbeno (DANS) en PMMA dispesor
micrométrico, siendo I0s"a 10 K por debajo d&, y 10°s* a 10 K por
encima deT, determinados por generacion de segundo armoSElSs)
[47]. Los valores de este trabajo estan en toriel®™ y 5<10°s™, para

una sonda de similar tamafio y forma.
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A partir de los valores de l&abla 4.2y la Figura 4.24 se ve que
PBMA tiene los valores dB mas altos, como era de esperar y de acuerdo
con el comportamiento de ldg(Ar®) de las medidas deoléculas Unicas
Por otra parte, PMMA da los valores mas bajos, tdmikde acuerdo con
log®,(Ar?). Las peliculas de PEMA de 200 nm tienen un valoy similar a
PMMA del mismo espesor, pero el valorideen PEMA de 25 nm es poco
menos de la mitad del de PBMA de 25 nm, mientra&seajicomportamiento
demoléculas Unicags muy parecido. En general, la tendencia obsaread
el anélisis por log,(Ar®) en moléculas Unicases compatible con los
resultados obtenidos en ehsamblepor el método de fotoblanqueo. Las
curvas de laFigura 4.23 no muestran tan evidentemente las diferencias
como la funcion de distribuciéon acumulada completaw@m de los saltos de
anisotropia danoléculas unicasdonde por el tipo de representacion, las

fluctuaciones de baja probabilidad se ponen ma&vigiencia.

En los ajustes del decaimiento de la anisotropitadiégura 4.23se
utilizé la traza temporal completa. EnHagura 4.25se presentan ajustes del
decaimiento de(t) de RN en PBMA de 200 nm cuando se consideran
diferentes proporciones de moléculas fotoblanguegodara un mismo
decaimiento. Al ajustar este decaimiento hastabfatmuear mas del 90 %
de las moléculas, se obtiene un valor.ge 0,36, mientras que considerando
una proporcion de fotoblanqueo de la intensidaal ¢ emision menor, se
obtiene urr,, mayor. Esto lleva a valores del ajuste que se ptasesn la
Tabla 4.3 En los cuadros inferiores deRagura 4.25puede observarse que

todos los ajustes son de calidad similar.
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Figura 4.25:Cuadros superiores: Decaimiento de la anisotropRNlen PBMA de
200 nm de espesor luego de fotoblanquear cierto pajeede la intensidad total
indicado en cada cuadro. Cuadros inferiores: Residlas lineas continuas
representan el ajuste del decaimiento de la anisotropitadec. 4.19 Condiciones
experimentales: Potencia: 0,18 mW (532 nm), tiempexgesicion: 100 ms.

Tabla 4.3:Influencia de la proporcion de poblacion fotoblanaizean los parametros
obtenidos deD y ¢ para RN en PBMA de 200 nm de espesor a 296 K. Donde

T, = = &, = L Gu=14x10"cn? vy I, entre 2,210%fotones.crit.s™. Area de
6D Iy

analisis: 6Qun.

Porcentaje Top r, D.1073 ¢.1073 T, D,
fotoblanqueado
[s] s [sY [s] 1078
de la Lot
+15% +0,005 +#0,8 +05 +20% #20%
70 % 10 0,380 20,6 8,9 8 30
80 % 30 0,370 6,5 4.9 25 16
>90 % 44 0,361 4,3 4,0 38 15
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Como se presentd en el andlisis parléculas Unicaviay moléculas
gue experimentan entornos mas flexibles y otras geeencuentran
confinadas en entornos mas rigidos. Es la heteeadgeh dinamica la que
explica los resultados en los experimentos de fatmjueo. Las cajas con
paredes mas flexibles permiten alg@rmear dentro de la matriz con mayor
facilidad. Por esto, dependiendo del porcentaje lde intensidad
fotoblanqueada, los valores d® y @, son indicativos de que se estan

observando poblaciones de entornos con rigidezettites.

Las diferencias observadas enTlabla 4.3ponen de manifiesto que
cuando la proporcion de moléculas que emiten astamtoD como @, son
altos. Cuando se fotoblanquean preferentemententdSculas en entornos
con dindmica rapida, tantd como @, son bajos, debido a la mayor
influencia de las moléculas en entorno con dinaneicta, y por lo tanto con

menor rendimiento cuantico de fotoblanqueo.

Ediger et al. midieron el coeficiente de difusion rotacional por
fotoblanqueo de uansamblade moléculas de Rubreno en PS [48]. En estos
experimentos observaron que el tiempo de correfacaiacional de la
poblacion de moléculas resultante luego del fotupleo,z,, depende de la
fraccion de moléculas que es fotoblanqueada. Alemtan la fraccion de
moléculas fotoblanqueadas, la distribuciornrglese corre hacia tiempos mas
largos. Este hecho indica que las moléculas qam @sés orientadas cény
las que rotan mas rapido son fotoblanqueadas pretanente comparado
con aquellas que rotan mas lentamente o que semnan menos orientadas
respecto al vector de excitacion. Al fotoblanquear seleccionan estas
poblaciones con comportamiento marcadamente diferdfn un trabajo
reciente, demostraron la existencia de dos pobilasiode sondas con

dinamicas diferentes; una lenta, atribuida a mddéscde colorante situadas
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en el seno del polimero, y otra rapida, debida dfamica de rotacion de
moléculas en una capa de polimero mas “fluida’agnterfase aire/polimero
[49].

4.5.2.2.4 Desplazamiento cuadratico medio angafaicado al célculo del
coeficiente de difusion rotacional

El coeficiente de difusion rotacional daisamblede moléculas Unicas
se puede calcular a partir del desplazamiento atiadmimedio angular de las
variaciones de orientacion a distintos tiempos.e Esélculo permite
relacionar eD obtenido por anisotropia aeoléculas Unicason el obtenido
por medidas de fotoblanqueo d®isamble Harmset al han estudiado la
dinamica de moléculas Unicas de TMR en membrans®lijpidicas por
imagenes de fluorescencia polarizadas [50]. En &atejo, calculan las
trayectorias angulares de cadmolécula Unica para obtener el
desplazamiento angular cuadratico medigAo®>. Observan una
dependencia lineal de este parametro con el tiempe puede ser

relacionado con el coeficiente de difusion rotaal@egun

< Aa? >= 2Dt Ec. 4.23

considerando difusion rotacional en una dimensi@onde o es el angulo

calculado segun lac. 4.16

LaEc. 4.23deriva de la ecuacion de difusion de Einstein, dggcribe

el transporte microscopico de materia y calor. ESta eecuacion la
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distribucion de probabilidad condicional de que waaticula esté en la
posicionx a tiempot luego de haber estado en la posicion cero a tiesepo
esP(x,1).

———~ = DV?P(x,t) Ec. 4.24

Para relacionar el parametro de transpoBe, con la dinamica

microscopica es necesario utilizar la funcion deetacion

C(x,t) = {|x.(t) — x,(0)|?) Ec. 4.25

El desplazamiento cuadratico medio (M$Be puede escribir en

términos de la soluciéon de . 4.24segun

MSD = (|x,(t) —x.(0)]?) = fdx (x(t) —x(O))ZP(x,t) Ec. 4.26

Para el caso de difusion en 3 dimensiones y corside queP(x,t)

esta normalizada para todos los tiempos

MSD = 6Dt Ec. 4.27

2 Del inglés, mean square displacement (MSD)
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donde el coeficiente 6 surge de 2onden es la dimension, en Bc. 4.27

n=3 [51]. En el desarrollo presentado el calculbM8D esta aplicado a la
difusion traslacional y depende de una funciénateetacion. Esta ecuacion
puede aplicarse por analogia a la difusion rotatifg2]. Como las trazas
temporales no son lo suficientemente largas no cssble realizar este
desarrollo para obtener un valor Bepromedio a partir del analisis de
reorientaciones denoléculas Unicasy compararlo con el obtenido por

resolucion de la ecuacion difusional en preseneitotbblanqueo.

4.6 CONCLUSIONES

Los movimientos de las cadenas poliméricas enyalaelgadas se
estudiaron siguiendo la dinamica rotacional de aenitLiorescentes en el

estado fundamentaly en elexcitado.

Al seguir la dindmica rotacional de RN y R6G erestiado excitado
en peliculas de PMMA, PEMA y PBMA, se observé uradda de la
anisotropia de emision de la sonda en peliculaBD@enm de espesor, muy
por encima deTy de peliculas gruesas. De acuerdo con esto, PEMA no
muestra cambios er(A) con la temperatura en el intervalo estudiado. Los
resultados pueden explicarse en base a la altzeinem (~GHz) en la que se
sensa la relajacion [53] con medidas de fluoresaemMdo se observa una
dependencia en particular en el comportamient&rd¢)> con T para los

diferentes espesores de la pelicula polimérica.

Para estudiar la dinamica rotacional enestado fundamental se

realizaron medidas de fluorescenciand@éculas Unicay de ensamblegor
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medio de la técnica de microscopia de campo amgdo deteccion
polarizada. A nivel denoléculas Unicase optimizaron los programas para
la deteccion y analisis de las imagenes adquiriiasliante la adquisicion
de la intensidad de emision paralela y perpendicaléa polarizacion de
excitacion, se estudio la anisotropia dertadéculas UnicasSe mostraron
claramente los cambios en el comportamiento ratatide la sonda en la
matriz evidenciando la heterogeneidad dinamica tealpy espacial
presente en los polimeros en estado vitreo. Poronte la funcidn de
distribucion acumulada complementaria se evalualms cambios de
anisotropia, observando una dependencia en laeine@ de saltos de gran
amplitud con el largo de cadena lateral del polamnecon el espesor, los que
pueden asociarse a cambiosigmlel polimero en la pelicula. Estos cambios
ocurren entre 20 K y 30 K por debajo g informada para los mismos

polimeros a igual espesor.

Por fluorescencia polarizada d®oléculas Unicasse detecta la
activacion temprana de movimientos de las cadeagstimero por debajo
de la temperatura a la cual se observa un cambigptaben la dinamica del
polimero. En los experimentos d®léculas Unicatas trazas temporales no
tienen la cantidad de puntos suficientemente pataner un tiempo de
difusion rotacional por analisis de la funcidon derrelacion rotacional

temporal.

En el método desarrollado para medidas de ensaseld@rovecha el
fotoblanqueo, presente en toda medida de fluoresgempara crear un
gradiente de orientaciones y medir diferentes rotes. Los datos macro y
microscopicos coinciden. En el analisisrdeléculas Unicapor la funcidon
de distribuciéon acumulada complementaria se obtiefegmacion sobre el

namero total y la amplitud de las fluctuacionesemirias que en el analisis
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de ensamblepor fotoblanqueo selectivo a la polarizacion, ddieme
informacion temporal com® y 7,.. A partir de este analisis es posible
obtener coeficientes de difusion rotacional de asmatoladas en ausencia de
difusion traslacional. So6lo es necesario encon&razondicion de potencia
radiante de excitacion Optima. Este método provearth alternativa para
sistemas donde no se pueden realizar medidas erspactrofluorimetro
convencional debido a baja sefial detectable e iimpdad de incrementar

tamanfo de la muestra o la concentracion de la sonda
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CAPITULOS5

CONCLUSIONES GENERALES

5.1 CONCLUSIONES

1. La aplicacion en conjunto de técnicas de espeaxipma de

fluorescencia convencionales (espectrofluorimegrégcnicas avanzadas de
microscopia de fluorescencia (confocal y campo ahpha permitido
revelar, a lo largo de la presente tesis, aspaidol® dinamica espectral y
rotacional de la sonda, Rojo Nilo, en una seriepdkalquilmetacrilatos.
Estos estudios proporcionaron informacion acercaladdeterogeneidad

espacial y temporal de la caja de polimero dondésm la sonda y sobre la
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sensibilidad de los cambios espectrales y de acén a las interacciones
sondapolimero y a las dinamica de las cadenas prin@paddd polimero en

relacion a la temperatura y el confinamiento deelécula de polimero.

2. Uno de los grandes logros de este trabajo fue daisidion de

imagenes polarizadas de moléculas Unicas con ucaleste relacion
sefal/ruido por medio de un microscopio de camppliany deteccién por
CCD.

3. Se obtuvieron y caracterizaron peliculas de espasuirolado y

reproducible en la escala nanométrica con una exisetalidad Optica por la

técnica de spin-coating.

4. A partir de las medidas de excitacion en el flarego del espectro

de excitacion y de anisotropia de emision, pregastan loapitulo 3y 4,
se adquirieron conocimientos preliminares del siatesonda-polimero,
como la seleccibn de la sonda adecuada y sus edsicas
espectroscopicas en las matrices poliméricas. # jplarlos experimentos de
REE se obtuvo informacion cualitativa sobre ladeg y polaridad de los
entornos. La presencia de este efecto en las m&tinclica que existe una
distribucion de energias de interaccion sewdga de polimero. Se observo
heterogeneidad en la polaridad de los polimeras)rsa dependencia con el
espesor. Los valores de anisotropia de emisiortiestxia, en los que la
sonda sensa la dinamica desde el estado excitadsiramon valores de
<r> ~ 0,4 y constantes hasta 30 K por encimalgecuando comienzan a

descender.
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5. La espectroscopia de moléculas Unicas expone ¢aolgeineidad

temporal y espacial que caracterizeesiado vitreoCada molécula de RN
presenta un comportamiento espectral y dinamiceouritn esta tesis se
propuso relacionar las fluctuaciones espectraldasyde orientacion de
moléculas Unicason cambios en la dinamica de las cadenas de @alian
funcion de la temperatura y del espesor de la ylalicSe observaron
fluctuaciones espectrales de amplitud baja y dstas fluctuaciones se
deben a cambios en las interacciones sonda-cagadd.-baja amplitud estan
relacionadas con movimientos estructurales de talaso/ de la caja que
llevan a pequefios cambios en las interacciones.deaalta amplitud se
asocian a los grandes reacomodamientos en laadgoienes de tipo van der
Waals que pueden darse entre los componentes garkdes de la cajay la
relajacion del grupo éster y alquilo. La homogeaéide comportamiento de
las fluctuaciones espectrales observada en todosasos, sugiere que las
fluctuaciones espectrales no estan relacionadas loenmovimientos

involucrados en la transicion vitrea.

6. En el caso de las fluctuaciones de orientacion ekhdo

fundamental de la sonda, se observaron comportasiedinAmicos
diferentes. El estudio sistematico de las flucimaes de la anisotropia se
realizdé por medio del analisis de la FDAC de ldsréncias de anisotropia.
Estas diferencias estan relacionadas oy con el aumento de la dinamica
de las cadenas de polimero por efecto del nano@mniento. Mientras que
de los cambios espectrales no llegan a sensamatobios involucrados en
los movimientos colectivos de las cadenas de podimeos cambios de
anisotropia, que implican movimientos de reorigdtagrandes de la sonda,
sensan el aumento en la dinamica de las cadenasépohs, incluso antes

de alcanzar el valor d&, Esto se debe a que los cambios de orientacion
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tienen un mayor requerimiento de volumen libre seEomodamiento de la

caja para tener lugar, como se ilustra eBsgjluema 5.1.

Esquema 5.1Representacion esquematica de los movimientos derRRBMA y
comparacion entre movimientos de reacomodamiento d@ejéade polimero. Los
cambios de orientacion implican movimientos grandedadsonda que requieren
reordenamientos grandes de la caja (curva rojay.cambios espectrales se deben a
pequefios movimientos que son iguales en todos los po¥mpor ejemplo el
representado con la flecha azul.

/. El fotoblanqueo limita el tiempo que se puede olzea emision

de una misma molécula. Por esto no es posiblezasakstudios de
correlacion temporal de las sefales a fin de obtelhempo caracteristico
de las fluctuaciones. La aplicacion del anélisis BDAC de las trazas de
posicion espectral o de anisotropia pierde la mémioén temporal del

sistema. En esta tesis se propuso una soluciéstadlie de la dinamica
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rotacional de sondas fluorescentes en presencidotdlanqueo bajo
excitacion linealmente polarizada. Es precisamehfetoblanqueo con luz
polarizada el que realiza una fotoseleccion, creamd desequilibrio que
permite observar la difusion rotacional. Al aplitatécnica de fotoblanqueo
se obtiene un valor dB que informa sobre la dinAmica de relajacion del

polimero. En todos los sistemas estudiados este gat 10°s™.
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APENDICES

APENDICE 1.A

1.A.1 Protocolos de limpieza de sustratos y capilarée vidrio

Para las determinaciones de fluorescencia solsteatu de vidrio es
necesario que estos se encuentren libres de ingauge® emitan o dispersen
la luz al ser irradiados con el haz de excitaciinprotocolo de limpieza
debe ser riguroso en cuanto al control de posfokstes de contaminacion.
En las medidas de fluorescencia owléculas Unicasda presencia de
impurezas fluorescentes puede conducir a resultidosos. Para evitar
contaminaciones todo el material debe ser de vigaoque el solvente es

tolueno y puede extraer compuestos aromaticos derial plastico.



6. Apéndice

Frascos, cubreobjetos y micropipetas de vidrioira@ian segun los
protocolos descriptos a continuacion. Es posibigaaknar en estufa de uso
exclusivo para material de vidrio limpio, a 80 ®Cmaterial limpio para su
posterior uso.

Las peliculas poliméricas preparadas sobre sostrate vidrio
limpiados por loProtocolos1.A.1.1y 1.A.1.2 practicamente no contienen
puntos brillantes al ser observadas en las condisiade adquisicion de
imagenes especificadas erCalpitulo 4 El Protocolo 1.A.1.1se aplicd para
la preparacion de muestras en la determinaciénsgecéros de emision

adquiridos en un espectrofluorimet@gpitulos 3y 4.

1.A.1.1 Solucién de pirafia

1. Colocar las muestras en el soporte adecuado parasién separadas
entres si.

Sonicar en acetona durante 10 min.

Sonicar en etanol durante 10 min.

Sonicar en agua destilada durante 10 min.

o & N

Sonicar en Pirafla (mezcla de Agua oxigenada-Acigléiisco, 1:1)
durante 1 h a 60 °C.

Lavar con abundante agua milliQ.

o

7. Secar en estufa a 90 °C.

1.A.1.2 Ozonizador

1. Colocar las muestras en el soporte adecuado parasién separadas

entres si.

2. Sonicar en acetona durante 10 min.
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Sonicar en etanol durante 10 min.
Sonicar en agua milliQ durante 10 min.

Secar en estufa.

2

Tratar en Ozonizador durante 30 min capilares+ésscubreobjetos.

Ambos protocolos son igualmente eficientes, pereleraso del uso

de Ozonizador el tiempo de limpieza se reduce dersblemente.

1.A.2 Protocolos utilizados para la limpieza de susttos de

silicio

En las determinaciones de espectrogradeculas Unicassegun las
especificaciones instrumentales aplicada€apitulo 3 se prepararon las
peliculas poliméricas sobre sustratossdieio cristalino con una capa de
oxido de silicio de 100 nm de espesor, crecida ittomente Center for
MicrotechnologiesZFM, TU Chemnitz). Debido a esto, tanto los saiel
de silicio como los cubreobjetos de vidrio, sonngjaamente equivalentes.

Los sustratos de silicio fueron sometidos al sigi@grotocolo de limpieza:

1.A.2.1 Solucion de pirafia y calentamiento a la llaa

Colocar sustratos de silicio en un vaso de prexdps de 20 mL.
Sonicar en acetona durante 10 min a 50 °C.
Sonicar en etanol durante 10 min a 50 °C.

Sonicar en agua milliQ durante 10 min a 50 °C.

a kM b

Sonicar en Pirafia (mezcla de Agua oxigeradalo Sulfarico, 1:1)
durante 2 h a 70 °C.

6. Lavar con abundante agua milliQ.
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7. Calentar sobre llama hasta color naranja-blancarder30 s.

1.A.3 Protocolo de silanizacion de sustratos:

Para estudiar la influencia de las interfaces stdomindmica de las
cadenas de polimeros en los sistemas Ghgbitulo 3 se silanizaron los
sustratos de vidrio. Los grupos polares en los PAS6A atraidos por los
grupos silanol y siloxano de la superficie del mdPara modificar estas
interacciones se le confiere a la superficie detrato caracter no polar

tratdndolas con clorotrimetilsilano segun:

1. Limpiar los sutratos (con etanol y acetona).

2. Tratar con sulfonitrica (mezcla de acido nitrictfegico 1:1) durante
1h.

3. Enjuagar con abundante agua milliQ.

4. Secar en estufa.

5. Tratar con clorotrimetilsilano en atmosfera secatdavaporacion
total.

6. Secar en estufa.
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APENDICE 2.A

Desde un punto de vista microscopico la polaridadud solvente
comprende todo tipo de interacciones soluto-sobzeBkisten dos famosas
escalas empiricas espectroscopicas que se deslactas demas por la
amplitud de su usoz'y Er(30)[1], [2]. Ambas se basan en interacciones
solvente-soluto que resultan en un corrimiento ekgectro de emision o
absorcion y utilizan como sondas: 4-nitroanisol y (' - hidroxy - 3',5' -
difenil) - 2,4,6 - trifenil- piridinio - betaina @iaina-30) respectivamente.
Er(30) fue determinado por Dimroth y Reichardt pama gran cantidad de
solventes y se define como la energia de transtédicha sonda medida en
kcal/mol asociada a la banda de absorcion solv@ttca de mayor del

colorante n° 30 en el trabajo original de los aagd8].

2.4 -
— 234 ¢ EM=0062E(30)+4.25
3 g R2=0,941
=
2221 %
£ P UK
s 214 4
= \ Al
o \ t*‘ Em=-0,008 E{(30)+2,37
= 2,0 - \ Caa s A R2=0,764
o £ 1
L .
1,9 - A A K“‘._q‘
4.
1,8 T T T T

27 37 47 57 67
E+(30) [keal/mol]

Figura 2.A.1:Correlacién entre el maximo de emision de RN etintiis solventes y

la escala de polaridad empirica(8). Las lineas punteadas corresponden a ajustes
lineales para: solventes cdy(30) < 36 (circulos) y solventes coBr(30) > 36
(triangulos).
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Tabla 2.A.1:Datos de literatura del maximo de emision de RN stintds solventes
(expresados en longitud de onda o nimero de ona@d)cgrrespondiente valor de

Er(30).
Solvente Valor informado Energia [eV] E(30) Ref.
n-hexano 19050cm™ 2,36 31,0 A.6
n-hexano 19000cm™* 2,36 31,0 A.8
n-dodecano 531nm 2,33 31,1 A.l
n-heptano 529nm 2,34 31,1 A.l
n-heptano 19047cm™ 2,36 31,1 A.2
ciclohexano 18484cm™ 2,29 31,2 A.2
ciclohexano 18750cm™ 2,33 31,2 A9
tetraclouro de 17985 cm* 2,23 325 A2
carbono
tetraclouro de 17985 cm* 2,23 325 A2
carbono
tetraclouro de 18200 cm’* 2,25 325 A6
carbono
xileno 565 nm 2,19 33,1 Al
tolueno 17574 cm* 2,18 33,9 A2
tolueno 570 nm 2,18 33,9 A.4
tolueno 570 nm 2,17 33,9 A.5
1,4-dioxano 17152cm 2,13 36,0 A.2
THF 16806 cm’* 2,08 37,4 A2
cloroformo 595 nm 2,08 39,1 A.l
clorometano 16800cm™ 2,05 39,1 A.6
diclorometano 16638cm* 2,06 40,7 A2
diclorometano 16600cm™ 2,06 40,7 A6
acetato de etilo 1680&m™* 2,08 41,1 A2
acetona 608nm 2,04 42,2 Al
acetona 16556cm™ 2,05 422 A2
acetona 615nm 2,02 42,2 A3
DMSO 15898 cm’ 1,97 45,1 A2
DMSO 637 nm 1,95 45,1 A4
DMSO 650 nm 1,91 45,1 A5
DMSO 15800 cm’ 1,95 451 A6
acetonitrilo 16260 cm* 2,01 46,0 A.2

Vi
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acetonitrilo 627 nm 1,98 46,0 A.3
acetonitrilo 610 nm 2,03 46,0 A.9
2-propanol 628 nm 1,97 484 A3
1-butanol 15923 cm’* 1,97 49,7 A2
1-butanol 633 nm 1,96 49,7 A3
etanol 650 nm 1,91 519 A5
etanol 629 nm 1,97 519 A1l
etanol 15748 cm’* 1,95 519 A2
etanol 635 nm 1,95 519 A3
etanol 637 nm 1,95 519 A4
metanol 15576 cmi™* 1,93 55,5 A.2
metanol 642 nm 1,93 55,5 A.3
metanol 625 nm 1,98 55,5 A7
metanol 15800 cm* 1,96 55,5 A.8
etilenglicol 654 nm 1,90 56,3 A4
etilenglicol 652 nm 1,90 56,3 A.3
glicerol 654 nm 1,90 57,0 A4
agua 657 nm 1,89 63,1 Al
agua 15037 cm* 1,86 63,1 A2
agua 665 nm 1,86 63,1 A.3
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APENDICE 3.A

3.A.1 Parametros T, Sy Q para la solucion de la Ec.12.

Los polinomios de Legendre son una familia de pofilos que esta

definida por la ecuacion

n

d
—(x*-1)", (n=01.23,..) Ec3A1l

B(X) = S e

Po(x) = 1; Pi(x) = x; Py(x) = %(sz —1);
Ec. 3.A.2
1
Ps3(x) = §(5x3 —3x); ...

Si P,(X) es una familia de polinomios de graclotodo polinomio de

gradom puede escribirse de la forma:

P(x) = zm c, B, (x) Ec.3.A3

n=0

dondec, son coeficientes numéricos que dependemylB(x).

A partir de laEc. 3.A.3se propone la solucion péta. 4.12dada por

N(O,t) = Y12, Ci(t)P,(cosb) Ec.3.A4
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dondex=cos9y n=l. Si se tiene en cuenta la relacién de recurrencia Ipa

polinomios de Legendré;(cos6)

l
cosOP, = [(l+ 1)/ (21l + 1)] P44 + [m] pP_ Ec. 3.A5
Se obtiene
2gp { i+ 1 }[(l+ )P, + (I+ 1)P)]
CcOoSs =
T2+ )20+ 3)] 2 Y Ec.3A6

+ {lU/[(2l + 1)(2l = D)]}LP, + (I — 1) P;_,]

Al reemplazar las ecuacion8sA.4y 3.A.6en laEc. 4.12se llega a la
Ec. 4.14 que relaciona los coeficientes 8.4 Reordenando los términos

se llega a los coeficientes S, Ty Q

413 + 612 -1

Tl = Ec. 3.A.7
813+ 1212 —-21-3

3 2 .
Q = 2P+ S+ 1 -2 Ec. 3.A.8
813+ 1212 -2l -3

3 2
Q = G Ec. 3.A.9
813 + 1212 — 21 — 3

Una vez que elegido el nimero de términos de larsipn3.A.4 el
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sistema de |&c. 4.14puede resolverse usando el método de autovalores p
resolucion numérica. Se consideraron hasta logiteps términos ya que
por encima de este valor los resultados permanéveariantes. Si la
velocidad de fotoblanqueo es grande comparado ¢ocoeficiente de
difusion rotacional, la intensidad total decae miapidamente a valores
cercanos a cero y comienzan a evidenciarse erremegl calculo del
decaimientos de(t). El calculo de la&c. 4.12requiere hasta 16 términos
para quer(t) converja a un valor constantagura 3.A Cuanto mayor es la
velocidad de fotoblanqueo respecto de la difusaiacional mayor error se
comete en el calculo del decaimiento dg). El tratamiento de los

resultados es similar al propuesto por Enderleifgn

- .. T ____ooozroguoi___
____________ 0001150000153 ____
~ oo02/0008
0.002/0.02
\———-‘F’
0.0001/0.02 "
04 Y Bl e .
M i S T ———— |
0 200 400 600 800
Tiempo [s]

Figura 3.A.1: Influencia del nimero de términos en el decaimiergcadisotropia
. D
calculado. Los cocientes sobre cada curva son Imse\mkj% empleados en los

calculos. Curva roja: 4 términos, verde: 10 térmiaas): 16 términos.

Dentro del intervalo de anisotropias experimenjales calculos

considerando 4 términos son practicamente igudles @e 16 términos.

Xi
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3.A.2 Calculo de la intensidad en el haz gaussiano

La potencia del haz de excitacion esta distribsmare la muestra con
una funcidén aproximadamente GaussiaR@uyra 3.A.J, debido al modo
TEMgo del laser utilizado. Asi, al excitar una muestm ftloréforos
distribuidos homogeneamente se adquiere la imageandsion (mediante
una CCD) la cual permite una descripcion completehdz de excitacion en
2D.

u.]

4000

2000

Intensidad [a

0
26 52 78

Tamafo de pixel ( pmz)

Figura 3.A.2: ajuste gaussiano para las lineasxas gé la figura 4.20, segun la ecuacion
f(x) = al*exp(-((x-b1)/c1)"2), donde para X: al 609+ 5, bl = 450t+2 y c1 =66t 1;
para Y: al = 53555, bl = 2362 ycl = 58.221.

La distribucion de la intensidad en un haz gaussesia dado por la

ecuacion:

Xii
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2a?

I(a) - Ioe_F EC 3A10

donde ly: la intensidad maxima en el eje (a=0), z: direccion de
propagacionw: el radio del haz w: la distancia radial desde el centro del
haz &°=x*+y?). Esta descripcién representa una funcién gaussiantrada
ena=0, con una distribucion radial simétridagura 3.A.3 Cuandoa=w la

intensidad se reduce hasta’ie lal,.

Intensidad

Figura 3.A.3: Distribucion gaussiana de la intensidadrelaser con modo TE

La potencia esP=I*A, donde A: &rea, a partir de esta ecuacion
podemos obtener una expresion para la potenciaurciéh de una

particular,P(a), integrando l&c. 3.A.10desdea=0 hastaa= a;:

Xiii
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a; 2w

2a?
P(a) = f f lye w? dfada Ec.3.A.11
0 0

donde dfada=dA es un diferencial de area en coordenadas polares.

Resolviendo la integral se obtiene:

Play) = U™ 11— oW Ec. 3.A.13

A partir de esta ecuacion se calcula la intensidekima como
l0=2P/nw’. Y remplazando en I&c. 3.A.10 se calcula la intensidad dentro

del circuloa; para el cual 14> 0,9,

Xiv
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