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Resumen

En este trabajo de tesis fueron caracterizadas las propiedades de diferentes
interfases con el fin comprender la capacidad de reconocimiento molecular que poseen
la interfaz de los sistemas organizados estudiados.

Se investigaron las propiedades de micelas inversas de 1,4-di (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio (AOT) y de vesiculas unilaminares grandes de di-oleil-fostatidil
colina (DOPC) empleando como medio dispersante agua. Dichos sistemas organizados
fueron caracterizados por moléculas prueba de diferentes caracteristicas: polar,
propionil-2-dimetilamino naftaleno (PRODAN); neutra, 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno
(DPH); catidnicas, ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-metilpiridinio (HC) e
ioduro de trans-4-[4-(dihexadecil amino)-estiril}-1-metil piridinio (DIA).

Para comparar el comportamiento de dichas moléculas en medio homogéneo se
empled técnicas espectrofotométricas. Las propiedades se explican teniendo en cuenta
distintas interacciones presentes en el sistema en cuestion, empleando el método de
comparacion solvatocromico de Kamelt-Taft.

La capacidad de sensar electrones de las diferentes hemicianinas encontrada en
medio homogéneo dio lugar al estudio en micelas inversas de benceno/AOT/agua. Se
determinaron las diferentes regiones de la interfaz micelar donde se incorpord la
molécula prueba. Se observd la competencia del agua con la cabeza polar de AOT
(anidnica) por solvatar la carga positiva que estas moléculas poseen. Mediante el
empleo de HC se pudo determinar la concentracion micelar critica (cmc) empleando
técnicas espectrofotométricas. Luego se extendi6 el estudio a micelas no acuosas de
heptano/AOT/dimetilaformamida y dimetilacetamida empleando como molécula prueba
PRODAN. Como estos solventes no poseen la capacidad de interactuar mediante puente
de hidrogeno con la cabeza polar de AOT, hacen la interfaz micelar menos estructurada
y con mayor polaridad. Mediante la incorporacion de PRODAN a la interfaz, fue
posible determinar la constante de particion (Kp), mediante técnicas de absorcion y
emision.

Se extendid el estudio a vesiculas unilaminares grandes de DOPC empleando las
distintas moléculas prueba y asi fue posible determinar regiones diferentes de la bicapa.
Diferenciando entornos fluidos de los que no lo son, como asi también regiones en
donde hay una mayor capacidad de dar electrones. Ademas, se determiné la Kp
espectrofotométricamente para PRODAN y HC entre la bicapa lipidica y el agua.

Con el proposito de emplear técnicas alternativas a la espectroscopia en el
estudio de vesiculas, se estudi6 el proceso de transferencia de carga de PRODAN en
agua y en vesiculas de DOPC mediante técnicas electroanaliticas. Luego fue posible
determinar la Kp por dicha técnica y compararla con la obtenida por espectrofotometria.

Por ultimo, es necesario destacar que todos los estudios fisicoquimicos que se
aplicaron a los sistemas organizados, conllevan a que los mismos pueden ser empleados
para el reconocimiento molecular. De esa manera es posible crear y desarrollar
“nanoreactores inteligentes™ para realizar reacciones enzimaticas, catdlisis de diferentes
solutos, o emplearlos como transportadores de drogas especificos con actividad
farmacolégica.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 3
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Abstract

In this thesis work, the properties of different interfaces were characterized with
the purpose to gain more insights on the capacity that these interfaces have on the
molecular recognition process.

The proprieties of reverse micelles made with the 1,4-bis (2-ethylhexyl)
sulfosuccinate (AOT) surfactant and that of the large unilamellar vesicles of 1,2-di-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DOPC), were investigated. To characterize
these organized systems, probes molecules of different characteristic such as: the non
ionic dyes: 6-propionyl -2-(dimethylaminonaphthalene) (PRODAN), and 1,6 diphenyl-
1,3,5-hexatriene (DPH); the cationic hemicyanines trans-4-[4-(dimethylamino)-styryl]-
1-methylpyridinium iodide (HC) and the 4,(4-(dixedadecylamino)styryl-N-methyl-
pyridinium iodide (DIA) were used.

To gain more insights on the photophysics of the different molecular probes
used in homogeneous media, we use the Kamlet and Taft solvatochromic comparison
method. Thus, in homogeneous media, it was quantified the solute-solvent interactions
from the absorption and emission bands.

Due to the capacity that the cationic hemicyanines to undergo a specific
interaction with the medium through the electron donor capacity of the solvents as
measure by the B solvent parameter, we have investigated the behavior of the cationic
hemicyanines HC and DIA in water/AOT/benzene reverse micelles media using
absorption and emission spectroscopy in addition to the steady-state and time-resolved
fluorescence emission techniques. The results show that HC and DIA are powerful dyes
to characterize different interfaces properties simultaneously as they can be used to
sense, at the same time, fluidity and specific interactions at the interface.

The study was extended to non-aqueous reverse micelles made of
heptane/AOT/dimethylformamide or dimethylacetamide using PRODAN as molecular
probe. As those solvents do not interact through hydrogen bond with the AOT polar
head, make the interface micelles less structured and with higher polarity than when
hydrogen bond donor solvents are encapsulated.

With regards to vesicles bilayer, this thesis work show studies performed to
vesicles of DOPC using different molecular probes and, it was possible to determine
different properties of different regions of the bilayer where they can be incorporated.
Not only microfluid environments were differentiated from those that are not but, also
regions where there is great electron donor capacity were found. The studies were
extended to the use of electrochemical techniques to characterize these organized
systems.

Finally it is necessary to highlight that all the physicochemical studies that were
applied to the different organized systems were performed in order to understand better
the interface so, they can be modified to create and design new and “smarts
nanoreactors” to perform enzymatic reactions, catalysis or to employ them as possible
drugs with pharmacological activity deliveries.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 4
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x10°M, (5)2x10%° M, (c) 7x 10° M, (d) 1,9 x 107 M, (e)
74x 107 M, () 0,1 M, (g) 0,2 M, (h) 0,3 M.

Figura 62. Corrimientos maximos de absorcién (®) y de
emision (O) de DIA en micelas inversas de
Benceno/AOT/agua. W = 10. [DIA] 1x10° M.

Figura 63. Banda 00 (vo) en micelas inversas de
benceno/AOT/agua. W = 10 (@). [DIA] 1x10°M.
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Figura 64. REES (A _.a A 520nm-A .ad 470
nm) de DIA variando la concentracion de AOT. [DIA] =1 x
10° M. W = 10 (0). AOT/ M: (a) 1 x 10 ; (b) 2 x 10 : () 7
x 1075 (d) 1,9 % 107 () 7,4 x 10 = (f) 0,1; (g) 0,2 (h) 0,3.

Figura 65. Espectros de absorcién de HC en micelas
inversas de benceno/AOT. W = 0. [HC] = 2x10° M.

Figura 66. Espectros de emision de HC en micelas inversas
de benceno/AOT. W = 0. [HC] = 2x10° M.

Figura 67. Corrimientos maximos de absorcién (@) y de
emision (O) de HC en micelas inversas de benceno/AOT. W
=0. [HC] =2x10°M.

Figura 68. Variacion de la absorcion a Aopservade= 590 nm en
micelas inversas de benceno/AOT. W = 0. [HC] = 2x10° M

Figura 69.REES (A _.a) 515nm-A _  -a} 450
nm) de HC variando la concentracion de AOT. [HC] = 2 x
10° M. W=0(®). AOT (3) OM, (b)) 1 x 10° M, (¢) 5x 10"

M, (d)1x10° M, (€)5x 10" M, (£ 0,1 M, (2) 0,2 M, (h) 0,3
M.

Figura 70. Espectros de absorcion de HC en micelas
inversas de Benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] 2x10° M.

Figura 71. Espectros de emision de HC en micelas inversas
benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] 2x10° M.

Figura 72. Corrimientos méximos de absorcién (@) y de
emision (O) de HC en micelas inversas de
Benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] 2x10° M.

Figura 73. Variacién de la absorcion a Agpservatoe™ 590 nm en
micelas inversas de benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] =
2x10° M

Figura 74.REES (A . a)_515om-A  ad 450
nm) de HC variando la concentracién de AOT. [HC] =2 x
10° M. W =10. AOT (2) OM, (b)) L x 10" M, (c) 5x 10" M,
@1x10°M,(€)5x 10" M, (£ 0,1 M, (g) 0,2 M, (h) 0,3 M.

Figura 75. Banda 00 (vo) en micelas inversas de
Benceno/AOT/agua y en medio homogéneo. (¢) W = 10,
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(©) W =0y (-) medio homogéneo. [HC] 2x10° M.

Figura 76. Espectro de absorcion de PRODAN variando
[AOT] a Wsg = 2 en micelas inversas no acuosas de
heptano/AOT/DMF. [AOT] a) OM, b) 5,1x10°M, c) 1,1x10°
M, d) 2,9x10M, ¢) 4,6x10”°M, f) 0,1M

Figura 77. Absorcién de PRODAN en micelas inversas no
acuosas a A = 342 nm, en funcién de la [AOT].

Figura 78. Espectro de emision de PRODAN variando la
[AOT] a W, = 2 en micelas inversas no acuosas de
heptano/AOT/DMF 0 DMA. Aex: 343 nm. [AOT] a) OM, b)
5,1x10°M, c) 1,1x10°M, d) 2,9x10°M, e) 4,6x10°M, f)
0,1M

Figura 79. Variaciéon de la intensidad de PRODAN en
micelas inversas no acuosas mirando a A = 440 nm, en
funcién de la [AOT).

Figura 80. Corrimientos en el maximo de absorcion UV-
Visible de PRODAN en vesiculas unilaminares de DOPC.
[PRODAN]=5x 10°M

Figura 81. Espectros de emision variando [DOPC].
[PRODAN]= 5x10"6 M. Ax. = 319 nm

Figura 82. Corrimientos en el maximo de emision de
PRODAN en vesiculas unilaminares de DOPC. [PRODAN]
=5x 10°M. Aego =319 nm.

Figura 83. Variaciéon <r> de PRODAN en LUV de DOPC al
variar la concentracion de DOPC. [PRODAN] = 1x10° M.
Aexc = 319 nm, Aemi = 490 nm,

Figura 84. Espectros de absorcion UV-Visible de la
molécula de PRODAN, variando su concentracion, en
vesiculas unilaminares de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml.

Figura 85. Absorbancia vs. concentracién de la molécula de
PRODAN en vesiculas unilaminares grandes de DOPC.

Figura 86. REES de la molécula PRODAN al variar la
[DOPC]. [PRODAN]= 5x10°° M. AAgri = (Aemi (exc 410mm) -
(Pemi (exc 319nm))-

Figura 87. PRODAN totalmente incorporado, ubicado en
diferentes entornos. Adaptacion de la referencia 173.
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Figura 88. Voltagramas ciclicos de la PRODAN a 174
diferentes concentraciones de DOPC. Intervalo de potencial

barrido 0,1 V- 0,6 V. v=50mV Seg”. [PRODAN] = 2x10™

M. [DOPC]: a) 0,25mg/ml, b) 0,5mg/ml, ¢) 1mg/ml, a)

1,5mg/ml.

Figura 89. Variacion de la ip en funcién de v, [PRODAN] 174
= 2x10* M. [LiClO,] = 0,1 M. [DOPC]: w) 0,25mg/ml, )
0,5mg/ml, o) Img/ml, v) 1,5mg/ml ¢) 2mg/ml.

Figura 90. Variacion de la pendiente en funcién de la 175
[PRODAN]. [PRODAN] =2x10* M. [LiClO,] = 0,1 M

Figura 91. Variaciéon de la pendiente de la Figura 89 en 178
funcién de la [PRODAN]. [PRODAN] = 2x10™* M. [LiClO,]

=0,lM

Figura 92. Espectros de absorcién de HC variando {DOPC]. 180

[HC] = 1x10° M.

Figura 93. Espectros de emisién de HC variando [DOPC). 181
[HC] = 1x10”° M. Aeye = 450nm.

Figura 94. Variacién del méximo de emision de HC 181
variando [DOPC]. [HC] = 1x10”° M.

Figura 95. Variacion de la intensidad méxima de emision de 182
HC al variar [DOPC]. Aemi = 500 nm. [HC] = 1x10™° M.

Figura 96. Ley de Lambert y Beer de: (O) HC, (@) DIA, A, 184
=450 nm en vesiculas de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml.

Figura 97. REES, A}\'enn ()\'eml {exc 510nm) = ()‘emx (exc 400nm)) para 185
HC, [HC] = 5x10° M.

Figura 98. Diferentes regiones de la bicapa. Regioén A: agua 186
libre, relajacion rapida del solvente. Regién B: Interfase,

relajacion lenta y/o esta restricta por las uniones puentes de

hidrogenos existente y la capacidad donora de dar electrones

del medio. Region C: Region lipofilica, rapida relajacion del

solvente. Adaptado de la referencia 134
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Figura 99. Tiempo de vida de fluorescencia en funcién de la
longitud de onda de emisién para (@) HC, (W) DIA, A, =
450 nm en vesiculas de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml; [HC] =
1x10° M; [DIA] = 1x10° M.

Figura 100. Polarizacién de fluorescencia (<r>) en funcién
de la longitud de onda de emisién para (@) HC, (B) DIA, A,
= 450 nm en las vesiculas de DOPC. [DOPC] = 1 mg/mi,;
[HC] = 1x10°M; [DIA] = 1x10°M.

Figura 101. Espectros de absorcién UV-Visible en vesicula.
[DOPC] = 1mg/ml.

Figura 102. Efecto de concentracion de DPH en vesiculas de
DOPC. Aobservado = 341 nm. [DOPC] =1 mg / ml.

Figura 103. Espectro de emision de DPH en vesiculas de
DOPC. [DPH] = 5x10° M. Ao = 357 nm.

Figura 104. Anisotropia en estado estacionario <r> en
funcién de la [DOPC]. [DPH] = 5x10® M. Ao = 357 nm.
Aemi = 430 nm.

Figura 105, Espectros de emisién de DPH a distintas A de
excitacion. [DOPC] = 1 mg/ml [DPH] = 5x10¢ M
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Glosario de moléculas

DOPC Di oleil fosfatidil colina.

AOT Dioctil sulfosuccinato de sodio.

(lJ C2Hs
. c CH2—CH — (CHz) —CH3
Na "038 -tI:H/ o
CH o
N CH;—GH— (CHa)s— CH3

[e]

CaHjp
AOT

PRODAN Propionil-2-dimetilamino naftaleno.

i
~
vee

CH,

PRODAN
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DPH 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno.

@

DPH

DIA Ioduro de 4-(4-(dihexadecil amino) estiril)-N-metil piridinio.

(CHalys—CHy

2
2
/§
~
/
N

\(C“:)u'—c"h

DIA

HC Ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril}-1-metilpiridinio

CH:—;N'\ / \ ) /W:
\D‘:
HC
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de tesis es caracterizar las propiedades
fisicoquimicas de micelas inversas acuosas y no acuosas formadas por el surfactante
AOT y vesiculas unilaminares grandes formadas por el fosfolipido DOPC, mediante el
empleo de diferentes moléculas prueba. Para cumplimentar tales propdsitos se propuso

diferentes objetivos parciales que se detallan a continuacion:

a) Estudiar las interacciones generales y especificas existentes entre las moléculas
prueba y el solvente, como asi también las propiedades fisicoquimicas de moléculas
prueba en el medio homogéneo. De las propiedades a estudiar se destaca el

solvatocromismo de las moléculas prueba.

b) Estudiar las propiedades fisicoquimicas, empleando diferentes solutos organicos
micelas inversas de AOT/benceno/agua y micelas inversas no acuosas de
AOT/heptano/dimetilformamida. Se enfatiza el estudio de las interacciones especificas,
zonas dadoras de electrones y rigidez de los distintos microentornos de la interfaz donde

se puede localizar la molécula prueba.

d) Caracterizar mediante técnicas espectrofotométricas las vesiculas unilaminares
grandes de DOPC empleando diferentes solutos organicos. De esta manera, se pretende
determinar las interacciones existentes entre el soluto y las vesiculas de DOPC, como
asi también la rigidez del microentorno que esta sensado. Se destaca la polaridad de las
diferentes regiones e interacciones especificas en los distintos sitios del medio

microheterogéneo.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 25
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e) Estudiar el comportamiento electroquimico de la molécula PRODAN en agua y en
vesiculas unilaminares grandes de DOPC, a fin de caracterizar la influencia que ejerce
el medio en el proceso de transferencia de carga de la molécula. Ademds comparar las
diferentes técnicas, espectrofotometria y electroanaliticas, mediante el cual se pudo
caracterizar las vesiculas unilaminares grandes de DOPC.

Para cumplir estos objetivos se investigaron, las propiedades de micelas inversas
acuosas y no acuosas formadas por el surfactante dioctil sulfosuccinato de sodio (AOT).
En micelas inversas acuosas el solvente externo empleado fue benceno mientras que, en
micelas inversas no acuosas el solvente externo fue heptano y en este caso el solvente
incorporado al corazén polar fue dimetilformamida. Las vesiculas unilaminares grandes
se formaron por el fosfolipido dioleilfosfatidil colina (DOPC).

Se usaron moléculas prueba tales como propionil-2-dimetilamino naftaleno
(PRODAN), ioduro de trans-4-[4-(dihexadecil amino)-estiril]-1-metil piridinio (DIA),
ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-metilpiridinio (HC) y 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH).

Con los estudios realizados en esta tesis doctoral se explicaron las diferencias
entre las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas prueba en medio homogéneo y
en los sistemas organizados estudiados: micelas inversas y vesiculas. Ademads,
dependiendo del lugar donde estén localizadas en los sistemas organizados, fue posible
inferir diferentes propiedades tales como: la micropolaridad, la viscosidad, las
interacciones especificas, determinar constantes de particion, coeficientes difusionales,

entre otros.
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Sistemas Organizados
Micelas Inversas
Vesiculas

Fundamentos Teoricos

A. SISTEMAS ORGANIZADOS
1. A-1. Reseiia historica

En los ultimos cincuenta afios, los estudios de los sistemas coloidales han sufrido
una verdadera revolucién’, dejando de ser una coleccién de observaciones cualitativas
del comportamiento macroscopico de algunos sistemas complejos, para llegar a
convertirse en una disciplina poseedora de fundamentos teéricos sélidos. Todas las
técnicas experimentales y los procedimientos teéricos, tanto de la fisica como de la
quimica, se han aplicando al estudio de tales sistemas.

Los sistemas coloidales tienen la particularidad de poseer dos fases o
componentes inmiscibles en un sistema, lo cual implica la existencia de una interfaz.! El
impacto que tiene la ciencia en el estudio de interfaz en general y en particular en
nuestra existencia dia a dia, revela la gran extension en la cual estas areas de la quimica
y la tecnologia quimica tienen sobre nuestras vidas. En efecto, es extremadamente
dificultoso de visualizar una situacion cotidiana en donde no esté rodeada por gran

nimero de interfaces, sean naturales o artificiales. Desde los aspectos fundamentales de
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la formacién de la membrana biologica y funcién en células vivas hasta la fisicoquimica
de las interacciones entre varias fases en interfaz.

Muchos de los fendémenos fisicos y quimicos encontrados en sistemas
homogéneos tienen diferentes comportamientos en interfaz. Por ejemplo, las reacciones
que ocurren en sistemas bioldgicos no pueden ser igualadas en velocidad y
especificidad a las que ocurren en solucién homogénea, al menos bajo condiciones
ordinarias de presién y temperatura.” Por ende, su importancia ha crecido en muchas
ramas de la quimica, incluyendo catalisis, quimica biolégica y biomédica. El estudio
formal de estos eventos ha sido y es aun, en algunos casos, una subdisciplina cientifica
todavia poco explorada.’

Por estas razones, la interdisciplinidad en ciencias quimicas y biolégicas en los
ultimos afios ha crecido y hoy en dia, es de gran interés en lo referido a la investigacion.
Sin embargo, la complejidad de los sistemas vivos a veces impide obtener la
informacién suficiente sobre los eventos que en ellos ocurren, debido a que se tienen
que considerar demasiados factores en un sistema “in vivo” (es decir, estudios llevados
a cabo dentro de un organismo vivo o célula). En los enfoques tradicionales, para
encontrar los factores importantes implicados en los procesos celulares, se aisla un

factor de los otros componentes de la célula y es reconstituido “in vitro™ (es decir, fuera
de un organismo vivo, tal como en un laboratorio). Asi, para entender el mecanismo
catalitico y regulativo de una enzima, se purifica la enzima del extracto de la célula y se
examina sus propiedades in vitro”. Si las propiedades de la enzima observadas en estos
sistemas reconstituidos “in vitro” representan aquellas en el sistema “in vivo”, es una
pregunta que todavia intriga. Siempre es necesario un sistema sencillo con parametros
controlables para manipular y deducir los factores que gobiernan varios fenémenos. En
otras palabras, un sistema “in vitro” que imite las condiciones “in vivo” ha sido siempre

un tema de constante bisqueda para el mundo cientifico.

Una de las primeras metas dentro de dicha bisqueda debe ser la de determinar
los diferentes tipos de interacciones moleculares responsables del comportamiento
fisicoquimico de los sistemas a estudiar. Por ende, a continuaciéon se resumen los

diferentes tipos de interacciones moleculares, las cuales son la base de la formacién de

los sistemas organizados.
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1. A-2. Interacciones Moleculares y Solubilidad

En forma simple, se pueden definir a las soluciones como fases liquidas
homogéneas conteniendo una o mas sustancias, las que se hallan en distintas
proporciones. Generalmente al componente que se encuentra en exceso se lo llama
solvente y al 6 los que se encuentran en menor proporcion se los llama solutos. El
solvente no puede ser considerado como un continuo macroscépico caracterizado sélo
por constantes fisicas como son la densidad (5), la constante dieléctrica (D) o el indice
de refraccion (1), sino como un medio discontinuo formado por moléculas individuales
que interactian mutuamente. De acuerdo a la magnitud de estas interacciones, existen
solventes con una pronunciada estructura interna (como el agua) y otros donde las
interacciones entre sus moléculas son débiles (como los hidrocarburos). Las
interacciones entre las especies en un solvente (y en una solucién) son, por un lado,
demasiado fuertes como para ser tratadas por las leyes de la teoria cinética de los gases
y, por el otro son demasiado débiles como para ser tratadas por las leyes del estado
sélido. Por lo tanto ninguno de los dos modelos -el de los gases y el del cristal sélido-
puede ser aplicado directamente para el tratamiento de las soluciones.>”

Cuando un soluto se disuelve en un solvente, las moléculas de éste también
interactdan con las moléculas del soluto. De hecho, estas interacciones entre las
moléculas del soluto y las del solvente son las responsables de la solubilidad mutua. En
la Tabla 1 se muestran cuatro casos para predecir en forma cualitativa la solubilidad.

Un compuesto A se va a disolver en el solvente B sélo si las fuerzas
intermoleculares de atraccién entre A-A y entre B-B pueden ser suplantadas, en la
solucién, por las fuerzas A-B.® Las sumas de las fuerzas de interaccién entre las
moléculas de solvente y de soluto, pueden ser relacionadas a la llamada polaridad de A
y de B. Compuestos capaces de interacciones fuertes A--A o B--B son casi siempre

polares mientras que aquellos que tienen interacciones débiles son en general no

polares.
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Tabla 1. Solubilidad y Polaridad®

Interacciones Solubilidad de
Soluto A Solvente B

A—A B—B A—B AenB
No polar No polar débil débil débil Alta®
No polar Polar débil fuerte débil Baja®
Polar No polar fuerte débil débil Baja°
Polar Polar fuerte fuerte fuerte Alta®

* No hay cambios significativos para el soluto o el solvente. ® Dificil romper B—B. ° Dificil

romper A-—--A.

Las fuerzas intermoleculares pueden ser clasificadas en tres categorias diferentes:

a) Interacciones no especificas: son interacciones atractivas entre moléculas, que

operan a distancias “grandes”, de varios radios de Van Der Waals. Estas interacciones

intermoleculares pueden ser clasificadas en cuatro categorias distintas:

1) Interaccion ion-dipolo:

10,12

10,11

Este tipo de interacciones se da entre iones y moléculas polares. Una molécula es
polar si su centro de carga negativa (-q), no coincide con su centro de carga
positiva (+q), es decir, si tiene un momento dipolar (i) distinto de cero. Esta
propiedad se define por la ecuacién p = q x d, donde d es la distancia de
separacion entre ambas cargas. Si la molécula contiene varios dipolos, entonces el
momento dipolar neto estard dado por el vector suma de los momentos de cada
uno.
Cuando estos dipolos se encuentran dentro del campo eléctrico que genera el ion,
se orientan de manera tal que su carga atractiva respecto del i6n (es decir el dipolo
con carga opuesta), queda cerca de éste en tanto que la carga repulsiva queda
alejada. Este tipo de interacciones son importantes en soluciones de compuestos
i6nicos, en solventes dipolares.

ii) Interaccién dipolo-dipolo™®"!

Son las que aparecen entre moléculas polares. La energia potencial de interaccion

minima entre dos dipolos, es atractiva y ocurre cuando los mismos estan
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orientados cabeza a cola, es decir, los centros de carga se ubican sobre la misma

linea, tal cual lo muestra la Figura 1:

CRVELEETERS

Figura 1. Arreglo cabeza cola de dos moléculas dipolares.

iii) Interaccion dipolo-dipolo inducido'®"

Aqui, el campo eléctrico de una molécula A con un momento dipolar permanente
p puede inducir un momento dipolar en una molécula B vecina no polar. Asi, el
dipolo inducido se encuentra siempre en la direccién del vector pa y, por lo tanto,
siempre existe atraccion entre las dos moléculas. El momento dipolar inducido
sera mayor cuanto mayor sea la polarizabilidad op (capacidad de distorsionar sus
orbitales moleculares) de la molécula no polar. De la misma manera, una particula
cargada puede inducir un momento dipolar en una molécula vecina. En este caso,
la fuerza de la interaccion, idn—dipolo inducido, dependera de la polarizabilidad de

la molécula no polar y del campo polarizante ejercido por la carga del ion.

iv) Interaccion dipolo instantineo—dipolo inducido. Interacciones dispersivas o
fuerzas de interaccion de London.'*'""

Estas fuerzas de dispersion son de corto alcance y son las responsables de la
agregacion de moléculas que no poseen cargas ni momentos dipolares
permanentes. El continuo movimiento de los electrones puede resultar, en un dado
instante, en un momento dipolar pequefio que puede polarizar, o inducir, otro
momento dipolar en una molécula vecina. Este acoplamiento sincronizado de los
movimientos electrénicos resulta en una atraccion neta de las moléculas. En
moléculas con electrones m, las fuerzas dispersivas son bastante fuertes. Es
interesante comparar la magnitud de las interacciones dispersivas con las dipolo-
dipolo. Para dos moléculas de HCI, separadas por una distancia de sélo 0,3 nm, la
interaccion dispersiva es de —1,13 kJ/mol, mientras que la interaccién dipolar es de
—4,6 kl/mol. Por lo tanto, las fuerzas dispersivas pueden ser considerablemente

mds importantes que las dipolares, aunque a grandes distancias la energia
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dispersiva cae rapidamente con la distancia (r) debido a que la magnitud de la

interaccién depende de 1/15.

b) Interacciones especificas: Incluyen puente de hidrégeno y complejos electrén -
dador - aceptor (EDA). Son efectivas inicamente cuando las moléculas interactuantes
tienen sitios especificos que pueden ponerse en contacto, es decir, a diferencia de las
interacciones no especificas, requieren una aproximacién mucho mayor entre las

moléculas. Son direccionales y conducen a compuestos moleculares con estequiometria

definida.

1) El puente de hidrogeno
Estas interacciones existen en moléculas que poseen grupos hidroxilos u otros
grupos con un atomo de hidrégeno unido, covalentemente, a un atomo
electronegativo. Una descripcién general del puente o enlace de hidrégeno es:
cuando un hidrégeno enlazado covalentemente a un itomo forma un segundo
enlace no covalente con otro dtomo, a este se lo denomina enlace por puente de
hidrégeno. Entonces el puente de hidrégeno se forma por la interaccién entre la
molécula R-X-H (el dador de protén) y una ‘'Y-R’ (el aceptor, que cominmente

posee un par de electrones disponibles para establecer el enlace coordinado), de

acuerdo a la ecuacion (1):

RX-H + YR R-X-H—YR' 1)

Donde X e Y son 4tomos més electronegativos que el H (ej., N, P, O, S, F, Cl, Br).

El puente de hidrégeno puede ser intermolecular o intramolecular. Ambos tipos
de puente de hidrogeno se pueden encontrar simultineamente en un dado sistema,
dependiendo de las caracteristicas del soluto y del solvente.'*'® La energia del
enlace oscila entre 12 y 42 kJ/mol, es decir que es diez veces mas débil que un
enlace covalente simple pero diez veces mas fuerte que cualquiera de las
interacciones intermoleculares no especificas.'® Los dadores del par de electrones
(o aceptores de hidr6geno) mis importantes son los 4tomos de oxigeno en
alcoholes, éteres y compuestos carbonilicos; como asi también los atomos de

nitrogeno en las aminas alifaticas y heterociclos. Por otra parte, los dadores de
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hidrégeno mas importantes son los grupos hidroxilo, amino, carboxilo y amida.
Los electrones n de los compuestos aromaticos, alquenos y alquinos, también
pueden actuar como aceptores de hidrégenos débiles.'°

Los solventes dadores de puente de hidrogeno tipicos son: el agua, los alcoholes,
los 4cidos carboxilicos y las amidas no sustituidas. Los solventes aceptores de
puente de hidrégeno tipicos son: aminas, éteres, cetonas y sulfoxidos. Se
denominan compuestos anfipréticos a aquellos que pueden actuar como dadores o
aceptores de puente de hidrégeno simultdneamente (por ejemplo el agua, los
alcoholes, aminas y las amidas).

El puente de hidrégeno es de primordial importancia en la estabilizacién y
estructura tridimensional de moléculas biologicas grandes en los organismos vivos

(por ejemplo: celulosa, proteinas, dcidos nucleicos).

i1) Complejos electron - dador - aceptor (EDA)

Los complejos EDA se establecen entre una molécula dadora de electrones, es
decir, con potencial de ionizacion bajo, y otra molécula aceptora de electrones, es
decir, con afinidad electrénica alta. Generalmente es aceptado que las
caracteristicas de la banda de absorciéon de mayor longitud de onda (banda de
transferencia de carga) de esos complejos estd asociada a la transferencia de
electrones desde la molécula dadora hacia la aceptora.'®

Los complejos EDA tienen una estequiometria y geometria definida. Su formacion
es un proceso de equilibrio y el complejo formado se disocia reversiblemente en

sus componentes. 17,18

¢) Interacciones hidrofobicas: Este tipo de interacciones ocurren en sistemas donde los
componentes tienen muy poca tendencia a interaccionar fisicamente y por lo tanto la
disolucioén de uno en el otro es desfavorable. Cuando uno de los componentes es el
agua, a este tipo de efecto se lo denomina hidrofobico (repele el agua). Un ejemplo
tipico es la disolucion de hidrocarburos en agua donde son extremadamente poco
solubles. El proceso es exotérmico'® (AH < 0) y como la energia libre del sistema
aumenta (AG > 0) la entropia debe disminuir (AG = AH - TAS). Esto puede interpretarse

como debido a un alto ordenamiento de las moléculas de agua alrededor del
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hidrocarburo. Como consecuencia, el niimero de coordinacién de las moléculas de agua

aumenta de 3 o 3,5, en agua pura a 4 cuando se encuentran solvatando al hidrocarburo.

Las moléculas de agua, gracias a su capacidad para coordinarse tetrahedricamente

alrededor de un soluto, formarian estructuras no rigidas o “clatratos™ alrededor del
hidrocarburo. Aparentemente, en estas estructuras los enlaces puente de hidrogeno no
son mas fuertes que en el seno del agua liquida, pero si hay un mayor ordenamiento de
las moléculas.>™® En otras palabras, se ha propuesto”® que la insolubilidad de los
hidrocarburos en agua no es debida a la necesidad de romper puentes de hidrégeno del
solvente, sino que es un factor puramente entrépico. La entropia disminuye debido a un
ordenamiento del solvente alrededor del soluto. Hasta el presente no existe una teoria
simple que explique el origen de estos efectos hidrofobicos y hay divergencia sobre su
naturaleza.’ Cuando moléculas no polares se disuelven en agua tienden a agregarse,
una forma grafica de ver este efecto se muestra en la Figura 2. Al ponerse en contacto
las moléculas de hidrocarburo A y B, disminuye el nimero de moléculas de agua que

estan en contacto directo con aquellas.

Figura 2. Agregacién entre dos moléculas de hidrocarburo A y B en agua. Los 6valos
sombreados representan moléculas de agua. Adaptado de referencia 10.

Por lo tanto, la entropia aumenta y aunque se requiere energia para destruir las
capas de hidratacion alrededor de A y de B (AH > 0), 1a energia libre disminuye luego
de la agregacion (AG < 0). Por esta razdn, es energéticamente ventajoso para las
moléculas no polares o grupos no polares en moléculas polares grandes, agregarse
expulsando moléculas de agua de sus capas de hidratacién. Este fenémeno se suele
Namar interaccion hidrofobica y refleja la desventaja termodinamica de poner en
contacto grupos hidrofilicos con grupos hidrofébicos.!® Este efecto juega un rol muy
importante en la estabilizacion de conformaciones particulares de polipéptidos y

proteinas en agua, en la complejacion bioguimica entre enzima y sustrato y en la
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formacién de agregados micelares en agua.' Este tipo de interaccion no estd limitada a
sistemas acuosos, sino que se las ha observado en solucién de etanol, glicerol, nitrato de
etil amonio y otros solventes polares no préticos de modo que se sugiere la utilizacion

del término efecto (interaccion) solvofobico.

1. A-3. Sistemas organizados

Para soluciones homogéneas regulares, es adecuada la idealizacion de un modelo
teérico de mezclado al azar,” sin embargo este no es util para explicar el poder
solvatante de las membranas bioldgicas. Esto se logra mediante el entendimiento de las
soluciones organizadas. Las membranas biologicas, proveen compartimentos de
tamafio, forma y microentorno definidos. En estos sistemas hay un alto grado de orden,
resultado de las grandes y diversas areas de interfaz que estan concentradas en pequefios
volimenes.> La mayor parte del conocimiento de la estructura de la membrana
bioldgica, se obtuvo a través de la investigacion utilizando modelos de sistemas
relativamente mas simples tales como: micelas, microemulsiones, monocapas, bicapas,
vesiculas y liposomas. Estos modelos de organizaciéon son llamados en su conjunto
agentes imitadores de membrana o sistemas organizados. Generalmente, estos sistemas
son formados por moléculas que poseen propiedades y caracteristicas anfifilicas. Una
molécula anfifilica esta caracterizada por poseer dos grupos que difieren marcadamente
en la propiedad de solubilizarse en diferentes solventes. Estos compuestos fueron
llamados en un principio, anfipaticos para denotar la presencia de un grupo lipofilico
que tiene preferencia (simpatia) por medios no polares y un segundo grupo denominado
lipofébico, el cual no tiene preferencia (antipatia) por los mismos. También reciben
cominmente el nombre de cola y cabeza polar, respectivamente,” si el solvente es agua
entonces los dos grupos reciben el nombre de hidrofobico e hidrofilico respectivamente.
En la literatura, los términos lipofilicos, hidrofobos y cola, son utilizados para describir,
indistintamente, la misma parte del compuesto anfifilico. De manera similar, los
términos hidrofilico y cabeza polar se refieren a la parte polar de la molécula.”® Las
investigaciones sobre la agregacién de moléculas anfifilicas y formacion de estructuras
definidas en solventes no polares, datan desde hace aproximadamente cincuenta
afios.”** Sin embargo el interés de estos sistemas como medio de reaccién y como
sistemas modelos para llevar a cabo reacciones de interés bioldgico han surgido, a partir

del final de los afios setenta.”*?® La mayoria de las moléculas anfifilicas son llamadas
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surfactantes, del inglés surfactant (surface active agent), porque se ubican
preferentemente en una superficie o una interfase y juega un papel principal en los

diferentes sistemas organizados. En la Figura 3 se muestra un esquema de un

surfactante tipo.

.\/\/\/\N\/\

Zona Polar Zona no Polar

Figura 3. Diferentes zonas de un surfactante anfifilico tipo.

Aunque estos sistemas parecen diferir notablemente unos de otros tienen en
comin lo concerniente a la orientacidn, agregacién y formacién de estructuras entre las
moléculas que las forman.? También pueden formarse por el agregado de un tercer o
cuarto componente, resultando en sistemas binarios, terciarios o cuaternarios,
respectivamente. A estos sistemas se los conoce como “microheterogéneos”, ya que a
simple vista presentan una sola fase, como si fuese una solucion homogénea. Sin
embargo, estos sistemas son heterogéneos si son observados a escalas microscépicas ya
que poseen dos o mas de lo que se conoce con el nombre de “pseudofases” y por lo
tanto algunas de sus propiedades no son uniformes en todo el seno de la solucién. Este
hecho tiene implicancias relevantes.! La distribucién de un soluto en una solucién de
este tipo puede ser inhomogénea; pudiendo existir cavidades o cajas microscépicas con
propiedades hidrofilicas o hidrofébicas, que pueden disolver o no un soluto; o pueden
existir superficies cargadas que afecten la distribucidon de solutos y la reactividad de
éstos frente a otras moléculas. Es importante destacar que la mayoria de los sistemas
microheterogéneos proveen soluciones Opticamente {transparentes, isotropicas y
termodindmicamente estables,’ requerimientos necesarios para los estudios

espectroscopicos.

Las moléculas anfifilicas permiten controlar las propiedades del sistema y, segun
el caso y el uso, se califican como jab6n, detergente, tensoactivo, emulsionante,
dispersante, espumante, humectante, inhibidor de corrosién, etc. El surfactante juega un
papel de primera importancia en los sistemas que poseen una fase continua liquida, en la

cual el surfactante puede migrar por conveccién o difusion, tales como las espumas, las
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emulsiones y las suspensiones.' Por eso se prefiere el neologismo surfactante a la
palabra castellana tradicional tensoactivo, porque esta tltima implica una accién sobre
la tension superficial, lo que es solo una de las propiedades de los surfactantes. Muchos
cientificos utilizan la palabra surfactante para denotar una sustancia que posee una
actividad superficial o interfacial. Es necesario resaltar que no todos los anfifilos poseen
tal actividad. Para que esto suceda es necesario que la molécula posea propiedades
relativamente equilibradas, es decir, que no sea ni demasiado hidréfila ni demasiado
hidréfoba.'

Dependiendo del tipo de grupo polar los surfactantes se pueden clasificar en:>2
Aniénicos: carboxilatos, sulfonatos, entre otros, con contraiones tales como Na', K,

etc. Catidnicos: sales de amonio 0 amonio cuaternario y contraiones como CI', Br” etc.

Zwiterionicos: ambas cargas presentes en el grupo como por €j. aminoacido de cadena

larga, sulfobetaina. No-ionicos: mono glicérido de un acido graso, polioxietilalquifenol.
Gemini (Gemelos): dos colas y dos cabezas polares.

Las interacciones existentes para un grupo polar idnico son tipicamente diez
veces mds intensas que las interacciones apolares de la molécula anfifilica.! Es por ello
que un balance de interacciones polares y apolares implica que un surfactante comiin
posea un grupo apolar netamente mas grande que su grupo polar i6nico (carboxilato,
sulfonato, sulfato, amonio, fosfato), ademas es comun esquematizar al surfactante con
una pequefia cabeza polar y una larga cola apolar tal como se muestra en la Figura 3.
Ciertos anfifilos, como por ejemplo los sulfonatos de tolueno o de isopropil benceno, no
son surfactantes porque su grupo apolar es demasiado pequefio y son sustancias
esencialmente solubles en agua. El grupo polar en los surfactantes es, en general, un
grupo funcional que contiene heterodtomos como O, S, N o P. Los grupos polares mas
comunes son: carboxilato, sulfonato, sulfato, amonio y fosfato, mientras que los grupos
tales como hidroxilo y éter deben tener un cierto orden de multiplicidad para producir
un grupo polar apropiado (poliol, poliéter). En cuanto al grupo apolar es, en general,
una cadena hidrocarbonada de tipo alquilo 6 alquil — arilo con tipicamente 12 a 20
atomos de carbonos.?®

La propiedad fundamental de los surfactantes es la capacidad de auto —

asociacién tanto en agua como en solventes no polares.”'%**
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En solucion acuosa, las primeras moléculas de surfactante tienen una fuerte
tendencia a migrar hacia una interfase y adsorberse en ella, y la fuerza motriz de tal
adsorcion es el efecto hidréfobico. La formaciéon de una monocapa mds o menos densa

de surfactante en una interfase es la primera manifestacion de la tendencia a asociarse.

1. A-4. Parametro de empaquetamiento
Es posible asignarle al surfactante una estructura geométrica el cual se denomina
parametro de empaquetamiento (p), el cual determinara que sistema organizado es
propenso a formarse. El pardmetro de empaquetamiento® es un concepto que define la

geometria molecular de un surfactante en funcién de las tres propiedades siguientes

(Figura 4):

Longitud de la cadena, |,

Area, a, Volumen, V

Figura 4. Propiedades que definen el parimetro de empaquetamiento de un surfactante.

El valor de a, esta regido por interacciones repulsivas entre las cabezas polares y
fuerzas hidréfobas atractivas entre la interfase hidrocarburo-solvente polar. Los valores
de V y L, estian determinados por la interaccion estérica entre las cadenas y por la

penetracion del solvente no polar en la region hidréfoba del surfactante.

Mateméticamente p esta definido como:*®
v
p=— (2)

Cuando se trabaja con agregados formados por surfactantes, la forma geométrica
que posean estas moléculas determinadas por el valor de p pueden influir en el tipo de

agregado que se forme en un solvente dado (Tabla 2).
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Tabla 2. Modelo geométrico de empaquetamiento de varios surfactantes. Adaptado de

referencia 28.

Forma Organizacién Fase
? v q‘}\iféﬁo Isotropico
Cono invertido Hexagonal I
p<1/3-2/3
Micelas
10 | $000 Lamioar
Cilindro § g g (Ctibico)
p~1 .DDD
Bilaminar
ﬁ O Hexagonal
Cono truncado
p>1 .
Micelas Inversas
ATY | ALY | o
| WSS
Bilaminar

Asi podemos observar que para: p < 1/3 se forman micelas esféricas en agua, 1/3

< p < 1/2 se forman micelas cilindricas en agua, p ~1 se forman fases laminares en agua
o en hidrocarburos no polares (notar que esta geometria se puede lograr con una mezcla
de surfactante) y p > 1 se forman micelas esféricas en hidrocarburos no polares. Cada
una de estas estructuras corresponde al tamafio minimo de agregado en el cual el

surfactante alcanza un minimo de energia libre.

Varios de estos sistemas microheterogéneos® fueron extensivamente estudiados

desde diversos puntos de vista. En particular, es importante destacar el creciente interés

en el estudios de vesiculas o liposoma, como agentes imitadores de membrana,****
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debido a que estos sistemas poseen en la interfase una bicapa lipidica, la cual es en
principio idéntica a las membranas celulares naturales. Sin embargo, por su simplicidad

los que recibieron méas la atencion respecto a la caracterizacion fueron los sistemas

micelares. #3336

B. MICELAS. ,
1. B-1. Intreduccion

Las micelas directas estin formadas por surfactantes que se autoagregan
espontineamente en agua. En dicha estructura los surfactantes estin asociados
fisicamente y no quimicav.mente.29 En micelas directas, los grupos polares, se orientan
hacia el agua mientras que las cadenas hidrocarbonadas lo hacen hacia el interior de la
micela (ver Figura 5). Su formacién es un proceso de asociacién cooperativa donde, a
partir de una cierta concentracion, llamada concentracién micelar critica (cmc),
experimentalmente accesible y detectable por diferentes técnicas, se produce la
formacion del agregado. Las técnicas empleadas para determinar la cmc
experimentalmente se basan en los cambios de las propiedades fisicoquimicas del medio
al formarse las micelas.>'?? Estos cambios pueden ser en la presién osmética (PO),

turbidez (T), solubilizacién (S), tensién superficial (TS), conductancia quivalente (CE).

En este tipo de sistema organizado, micelas directas, es posible conocer el
nimero de moléculas de surfactante que la forman el cual es conocido como “ntimero
de agregacion”, Ny, el mismo determina el tamafio y estructura del agregado'>**7

(ver Tabla 3). En las micelas directas los valores de la cmc dependen fundamentalmente

del tipo de surfactante.
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Tabla 3. Concentracién micelar critica y nimero de agregacion de algunos surfactantes.
Valores de cmc obtenido de referencia 24 y 37 a 25°C.

Surfactante Abreviatura cme (M) Nag
Decil sulfato de sodio SDeS 3,3x10°M 50
Docecil sulfato de sodio SDS 8,1x10° M 62
Hexadecil sulfato de sodio SHS 52x10°M 100
Bromuro de dodecil trimetil amonio DTAB 1,5x 10 M 50
Bromuro de hexadecil trimetil amonio HTAB 9,0x 10° M 61
Cloruro de hexadecil trimetil amonio HTAC 1,3x10° M 78
Cloruro de hexadecil piridinio HPC 9,0x 10* M 95
Polioxietilen Octil fenil eter Triton X-100 23x10* M 140
Polioxietilenglicol dodecil eter Brij-35 1,0x10° M 40
Polioxietilenglicol Hexadecil eter Brij-56 6,0x 107" M 620
n-Decil betaina DeDAA 1,5x 10" M 34
n-Dodecil betaina DDAA 1,5x 10° M 73

1. B-2. Micelas inversas

La asociacion de surfactantes en solventes no polares es consecuencia
predominantemente de interacciones dipolo-dipolo y de par i6énico entre las moléculas
anfifilicas. Esto es bastante diferente a las repulsiones electrostaticas, las cuales junto
con las interacciones hidrofébicas son una de las interacciones responsables de la
micelizacion en agua. El proceso de agregacion en solventes organicos es mucho mas
complejo que en agua y depende de la naturaleza y concentracion del surfactante, del
parametro de empaquetamiento, de la naturaleza del contra-i6n***%, de la temperatura,
como también de las propiedades del solvente orgdnico externo.’®** En las micelas
inversas, las moléculas de surfactante poseen sus grupo cabeza polares orientados hacia
el interior, mientras que sus colas hidrocarbonadas se orientan hacia afuera donde se
encuentra el solvente no polar. Estructuralmente, las micelas inversas son justamente lo

opuesto a las micelas directas. Ver Figura 5.
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Solvente Solvente
Agua Agua No Polar No Polar

Micela Directa
Micela Inversa

Figura 5. Estructura de la micela directa e inversa.

En ellas se pueden diferenciar al menos tres regiones: una regién acuosa interna
la cual también es conocida como “laguna o corazon polar acuoso” (water pool); la

interfase (que es la regién donde se ubican los grupos cabeza polares y contraiones del
surfactante) y la fase organica externa. ¥

Dentro de los surfactantes capaces de formar micelas inversas, hay ciertos

surfactantes, que sufren un proceso de auto asociacién del tipo mostrado en la ecuacién

3)

nmonémeros == (monémeros), 3)

donde €l niimero “n” de moléculas de surfactante (monémero) que forman el agregado.

Sin embargo, existe otro tipo de surfactantes para los cuales el proceso de

agregacion ocurre en forma secuencial ecuacion (4):

+ monémero + n monémero
dimero ===  trimero === (monomeros),

+ mondémero

mondémero =——=

4)

El concepto de cmc, en micelas inversas, es aceptado para sistemas que cumplen
con el primer tipo de modelo de agregacion (ecuacion 3). El nimero de monémeros en

cada agregado, N,,, depende de la cantidad de agua que posea la micela. 3%
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Las micelas inversas se pueden formar en principio, en presencia o en ausencia
de agua solubilizada.®® Sin embargo, generalmente se propone que si el medio esta
completamente libre de agua, no se puede definir con exactitud una cmc, y en este caso
los agregados formados son muy pequefios y polidispersos, indicando un minimo de
cooperatividad en la asociacion del surfactante. Esto ha sido particularmente establecido

para el dioctil sulfosuccinato de sodio (AOT) en diferentes solventes organico.*®#%

El empaquetamiento cercano de las cabezas polares del surfactante en un
volumen vacio en el centro del corazén micelar, que sélo puede llenarse por agua de
hidratacion (o unida), explica por qué la presencia de agua es necesaria para formar un

agregado grande de surfactante.***

Las micelas inversas pueden permitir la incorporacion de cantidades sustanciales
de agua en muchos solventes no polares, tales como los hidrocarburos.*® Asi, la
presencia de surfactante y agua permite la solubilizacion de un amplio rango de solutos

polares dentro del solvente organico.

Por otro lado, el agua solubilizada en el corazén acuoso exhibe propiedades
fisicoquimicas que difieren de aquellas que se presentan en agua pura, que incluye la
micropolaridad, la constante dieléctrica, la actividad, el punto de congelacion, la
eficiencia de la transferencia del proton, y las interacciones puente de hidrégeno, entre

A . . 5 : 7
otros. El contenido acuoso en micelas inversas esta definido como® :

W =[Agua)] / [Surfactante] 5)

y el mismo se puede variar experimentalmente al cambiar la relacion molar de agua a
surfactante. Es por ello que el W, da idea de la cantidad de agua dispersa en una
solucién de micelas inversas y del tamafio de la misma.

Desde hace unos afios**>*

se ha comenzado el estudio en este tipo de micelas
reemplazando al agua por algun solvente polar tal como el etilen glicol (EG),
formamida (FA), glicerol (Gly), propilen glicol (PG), dimetilformamida (DMF),
dimetilacetamida (DMA). Estos sistemas organizados son llamados “micelas inversas
no acuosas” (o sin agua). Un solvente sustituto del agua que forme microemulsiones

fuertemente estructuradas, debe ser un solvente organico polar que sea insoluble en el
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solvente orgdnico no polar, que el surfactante posea una solubilidad muy baja en dicho
solvente y que posea una constante dieléctrica relativamente elevada.>>* Haciendo

anologia con la ecuacién (5), la relacion molar entre el solvente polar y el surfactante se

define como:

Ws = [solvente polar)/[ Surfactante] ©6)

Estas micelas no han sido atin completamente exploradas y presentan un campo
importante de investigacién.’*' El interés por este tipo de microemulsiones radica en el
estudio termodinamico de la formacion de las microemulsiones, de las interacciones
entre las particulas y debido a que son un medio novedoso para las reacciones
quimicas.**'**%* Estos sistemas ofrecen algunas ventajas que los distinguen de los
acuosos tales como: a) ofrecen mayores regiones de estabilidad; b) existe una gran
variedad de surfactantes que pueden ser utilizados para formar las microemulsiones no
acuosas; c) pueden ser empleadas como un muy buen medio de reaccién para aquellos

reactivos que reaccionan con el agua.**%

Es importante destacar que las micelas inversas son capaces de solubilizar
moléculas biolégicas hidrofilicas, como por ejemplo enzimas,” en solventes organicos

donde no serian solubles sin la presencia del surfactante.

El tamafio de las micelas inversas puede ser de unos pocos diametros de
moléculas de surfactantes a muchos centenares. El tamafio general de la cavidad interior
es obviamente un factor importante en la reactividad micelar, el cual controla factores
tales como las concentraciones de reactivos, la ubicacién de los mismos dentro de la
cavidad, y el tamafio de particulas de producto. En cuanto a la reactividad en estos
sistemas, la curvatura de la interfase es una propiedad importante pero, probablemente
mds importantes para la reactividad, son los cambios en las concentraciones de los
grupos polares de los surfactantes en la interfase. Este paramétro que tiene un gran
efecto en la estructura de la capa de surfactante y el solvente interfacial. Un motivo
fundamental para estudiar las micelas inversas es que ellas proporcionan un sistema
bien controlado para observar los efectos de la variacién de la carga en una interfase, un

problema de amplio interés para la quimica y la biologia 546

Las micelas inversas han sido aplicadas a la catalisis quimica, a la liberacion de

drogas, a la sintesis de nanoestructuras, y al desarrollo de materiales y ellas han sido
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descriptas con frecuencia como “nanoreactores” (reactores de muy pequeiias
dimensiones).***® Un motivo principal para que las micelas inversas sean tan utiles para
la quimica, es que ellas crean una gran interfase entre las fases acuosa y no polar,

permitiendo que se reiinan reactivos que prefieren fases diferentes.55"!

Por otro lado, se han encontrado un niimero creciente de aplicaciones cientificas
y tecnolégicas, tales como:** proporcionar el control sobre el tamafio de
microparticulas sintetizadas; tienen numerosas aplicaciones en los campos de
solubilizacién y extraccién; cambian mecanismos de reaccién, *#5¢7!
1. B-3. Micelas inversas de AOT. Estructura y propiedades
El AOT es uno de los surfactantes que se asocia segun el modelo de la ecuacion
3, por lo que el mismo es ampliamente utilizado en la formacién de micelas inversas
que son termodindmicamente estables. En la Figura 6 se muestra la estructura de una
micela inversa de dicho surfactante. A causa de que dos cadenas de hidrocarburo
ramificadas, AOT posee una alta relacion de volumen de cola hidrofdobica a area
superficial de cabeza de grupo, que es un factor importante en la posibilidad de formar
micelas inversas.”””* AOT es atractivo como surfactante modelo porque no requiere
cosurfactantes para formar micelas inversas.
Varios grupos de trabajo han determinado el tamafio de micelas inversas de
AOT/agua/hidrocarburos, utilizando diversas técnicas como son: ultracentrifugacién®®*>
técnicas estaticas® y dindmicas*®’>"® de dispersion de la luz, y por métodos de

luminiscencia resueltos en el tiempo.”""

/QHs
. CH; —CH — (CHp); —CHy
Na "0y8 — cu/c ~ g

ﬁ/ Sew —r\u—(cnz):— CHy
] GeHs

AOT

Figura 6. Representacion esquemaética de una micela inversa de AOT. (1) Laguna acuosa; (2)
Interfase micelar; (3) Fase orgénica.
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Estos agregados son relativamente monodispersos en solucion y esféricos a bajas
concentraciones de surfactante. Los agregados esféricos, que son el foco de este estudio,
presentan una gama en el didmetro del corazén acuoso de aproximadamente 0,5 nm a

mis de 10,0 nm, el cual depende de la cantidad de agua solubilizada.*®

La méxima cantidad de agua que pueden disolver estos sistemas depende, en
principio, de la temperatura; de la naturaleza quimica del medio dispersante. Por
ejemplo, en benceno se puede llegar a W = 12 mientras que en n-heptano se alcanza un
valor cercano a 50. En algunos sistemas y en ciertas condiciones es posible dispersar

facilmente 50 o mas moles de agua por mol de surfactante solubilizado.*®

Suponiendo que la distribucién de tamafio de las micelas inversas es homogénea,
a un dado W y, ademas, teniendo en cuenta que la cmc de AOT es mucho mis baja que
la concentracién de trabajo (para AOT la cmc varia entre 107> - 107™ M), puede
considerarse que pricticamente todas las moléculas de AOT se encuentran formando
micelas inversas. Con estas consideraciones, el volumen total de agua (V) disuelto en un

litro de solucién de micelas inversas puede calcularse como sigue:*

4
=—nR3N
Vv 311: I @

Donde Rw es el radio de la laguna acuosa y Ny es el nimero de micelas
inversas. Ademas, dicho volumen de agua puede calcularse teniendo en cuenta la

concentracion molar de agua en el sistema dada por [H,O]:
V =vN,[H,0] (8)

Donde N, es el nimero de Avogadro y v es el volumen por molécula de agua. De la

misma forma el drea superficial A, ocupada por la laguna acuosa en la micela inversa

puede escribirse como:

A = 4nREN,, ©)
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Si caor es el drea ocupada por la cabeza polar de AOT en la interfase micelar, y
teniendo en cuenta que todas las moléculas de AOT estan formando micelas inversas,

tenemos la siguiente expresion equivalente del area:
dividiendo la ecuacién (7) por la (8) y la (9) por la (10) se obtiene la siguiente ecuacion:

4nRyNy,  4nRYN,,
3WN,[H,0] ©,0:N,[AOT] (11)

Tomando v = 0,03 nm’ y Gaor =0,6 nm?, la ecuacién 11 se transforma en:

v

R, =3— W =0,15W (um)

G por (12)

donde W = [Agua] / [AOT].

Esta 1ultima ecuacion predice una dependencia lineal entre el radio de la laguna
acuosa y la relacion molar W, siempre que el area superficial por molécula de AOT no
se modifique con W.** Si, ademas, se incluye en la ecuacién anterior la longitud de las
cabezas polares del surfactante, se obtiene el llamado radio hidrodindmico (Ry) de las

de micelas de AOT el cual resulta aproximadamente igual a:*2

Ry (nm) = 1,7+0,15 W (13)

Estos resultados se corroboraron con diferentes técnicas, también, para AOT

76,79

utilizando los métodos antes mencionados™ " y coinciden con el modelo de esfera para

la estructura de los agregados micelares de AOT en solventes organicos.
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1. B-4. Estructura del agua incorporada en micelas inversas de AOT

Existe una disputa fundamental acerca de la estructura del agua en el interior
micelar. Es comiin suponer que el agua adopta dos o mds estructuras en el interior
micelar* La aproximacién més sencilla postula dos estructuras diferentes de agua,
“unida” y “libre”, correspondiendo la primera, al agua que esta cercana a los iones de la
cabeza de grupo del surfactante en la interfase y agua que tiene mds caracteristicas de
neta lejos de la interfase, respectivamente, tal cual se menciond anteriormente. El agua
unida tiene en comparacién al agua neta, una movilidad mucho mads restringida y mayor
viscosidad, una red de puente de hidrégeno disminuida, menos polaridad o constante
dieléctrica mds pequefia. La transiciéon del comportamiento sumamente rigido de
micelas inversas mas pequefias a las propiedades mas fluidas que se acercan al neto en
las micelas inversas grandes, a menudo, ha sido modelada por una disminucién en la
proporcién de moléculas de agua unida a libre. No hay, sin embargo, caracterizacion

experimental directa de la estructura molecular de agua en la interfase.

Otros investigadores® han sugerido que el agua tiene una estructura uniforme
dentro del interior, que es afectado sélo por la concentracion general de iones y no por
efectos locales. Ellos discuten que los experimentos previos, que fueron modelados por
aproximaciones de multiples estados®, donde cada estado ha fijado las propiedades
como una funcién del tamafio de la micela, pueden ser modelados también por un solo

estado cuyas propiedades varian con el tamafio.*

En cualquiera de los casos las caracteristicas de las moléculas de agua
incorporadas en las micelas inversas, dependen fuertemente de los valores de W%y de
la naturaleza de los grupos cabeza (polares) del surfactante. Cuando el contenido acuoso
es bajo, todas las moléculas de agua interactian con las cabezas del surfactante y
contraiones y no se puede definir una laguna acuosa.***>*” Para el AOT, se ha
demostrado que el agua estd altamente estructurada hasta W = 10, lo cual se interpreta
en términos de las interacciones entre las moléculas de agua y los grupos polares y
contraiones del surfactante. El agua libre o “normal” predomina para W > 20, mientras
que para 10 < W < 20, se presentan situaciones intermedias en cuanto al
comportamiento de las moléculas de agua.¥*'Cabe aclarar que aiin a2 W altos, el agua

nunca tiene las propiedades del agua normal >
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De esta manera, las micelas inversas representan un tipo de sistema organizado,
que ofrece la ventaja extraordinaria de ofrecer moléculas de agua con diferentes
estructura dependiendo del grado de hidratacion, W; tal cual lo que ocurre con el agua

solvatando la membrana biologica.

C. VESICULAS
1. C-1. Generalidades

Los mejores agentes imitadores de membrana son las vesiculas o liposoma,
debido a que estos sistemas poseen en la interfase una bicapa lipidica, la cual es en
principio idéntica a las membranas celulares naturales. Es por ello que existe un
creciente interés en el estudio fisicoquimico de vesiculas o liposomas.****

Los surfactantes mas utilizados en la preparacion de vesiculas son los
fosfolipidos. Cuando moléculas de fosfolipidos son disueltas en agua, forman
espontaneamente una bicapa lipidica, la cual queda completamente cerrada al
suministrar energia al sistema.'”® De esta manera se obtiene un sistema esférico,
cerrado, selectivamente permeable constituido por una bicapa lipidica que atrapa parte
del solvente en el que se encuentran dispersas libremente, tal sistema es denominado
vesicula o liposoma. Cabe aclarar que, en esta tesis doctoral se habla de vesicula o
liposoma de modo indistinto, sin embargo una clasificacion mas rigurosa denomina
liposomas a aquellos sistemas organizados en el cual el surfactante es de origen natural,

mientras que si el surfactante es sintético se denomina vesicula. En la Figura 7 se

observa una bicapa lipidica y una vesicula tipica.

Bicapa Lipidica Vesicula

Figura 7. Bicapa lipidica y corte transversal de una vesicula tipo.

Una caracteristica basica de los fosfolipidos, y de la que derivan sus principales
propiedades como agentes imitadores de membranas bioldgicas, es su propiedad
anfifilica. Es por ello que son ampliamente usados en la formacién de vesiculas de

diferentes tamaiio y forma.
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1. C-2.Estructura quimica de los fosfolipidos

En los fosfolipidos™ podemos distinguir quimicamente tres grandes grupos:
alcohol, acido fosférico y édcido graso. Dependiendo del alcohol que posea, se los
subdivide en: glicerofosfolipidos (cuando el alcohol es glicerol) y en
esfingofosfolipidos (cuando el alcohol es esfingosina):

Los glicerofosfolipidos son los fosfolipidos més abundantes y el principal
constituyente estructural de las membranas bioldgicas y es por ello que son los
surfactantes mas empleados para formar vesiculas. Los fosfolipidos son un tipo de
lipidos polares compuestos por un glicerol, al que se le unen dos 4cidos grasos (R;, Ry)
por convencioén los dcidos grasos se consideran que ocupan la posicion 1 y 2 del glicerol
(1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato. El fosfato se une mediante un enlace fosfodiéster
a otro grupo de dtomos (G), que frecuentemente contienen nitrégeno, como colina,

serina o etanolamina y muchas veces posee una carga (ver Figura 8).

o

R'\/u\o Zona hidrosoluble
1
Zona liposoluble 2 8
o: 3 _o—p—G
Rz/\n/ 6~
o

Figura 8. Diferentes zonas de solubilidad de un fosfolipido tipo.

En la Tabla 4 a modo de ejemplo, se muestra los diferentes grupos polares (G)
que puede contener un glicerofosfolipido, de la misma se desprende que el fosfolipido
puede ser: zwiteridnico, anidnico, catiénico o neutro.

Los fosfolipidos naturales y/o sintéticos pueden tener diferentes cadenas de
acidos grasos, la misma puede estar referida tanto a su longitud como a su insaturacion.
Los dcidos grasos de fuentes naturales poseen nimeros pares de dtomos de carbonos,
debido a que en su biosintesis las cadenas se construyen cada dos unidades de dtomos
de carbono. Ademads, en este proceso la primera insaturacion ocurre a partir del carbono

9 y es de forma cis.”® Puede haber posteriores insaturaciones que estén separadas por un

grupo metileno, pero siempre es conservada la configuracion cis.
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Tabla 4. Algunos fosfolipidos fosfatidicos mas empleados.

Cuerpo fosfatidil Cabeza Polar (-G) Nombre comin Abreviatura
CH; ,
O—-CHz—CHz—III—CH3
CH; Fosfatidilcolina PC
O—CH,—CH,—NH;" Fosfatidiletanolamina PE
0 ,NH;
Rl\)J\O O—CH_ oo Fosfatildiserina PS
1
(0]
2,
o 0—P—G
' o O—CH,—CH—CH,
0 OH OH Fosfatidilglicerol PG
OH Acido PA
OH
(o]
OH Fosfatidilinositol PI

En la mayoria de los fosfolipidos naturales las cadenas de los acidos grasos

esterificados son diferentes, estando a menudo el 4cido graso saturado esterificado en el

carbono 1 del glicerol, mientras que el 4cido graso insaturado se encuentra en el

carbono 2 y generalmente es mas largo. Los dcidos grasos naturales insaturados mds

abundantes son el palmitoleico (C16:1), oleico (18:1), linoleico (18:2), no obstante la

abundancia puede variar dependiendo de cudl es la fuente de extraccién. Los dcidos

grasos independientemente de su longitud, ya sean saturados o insaturados forman la

zona liposoluble de la molécula del glicerofosfolipido (anfifilica). La parte hidrofilica

F. Moyano
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del liposoma estdi compuesta por el dcido fosférico que a su vez se encuentra

esterificado con diferentes grupos (G).

1. C-3.Inclinacién de los dcidos grasos
En lo referido a la ubicacion de los dcidos grasos en la bicapa lipidica podemos
decir que, los mismos estdn perpendicular a la superficie con una ligera inclinacién de
58°, de esa forma ocupan la mayor superficie posible de los intersticios vacios
originados por las cabezas polares (mayor volumen), de esa manera se maximiza las
interacciones hidréfobas. Por lo tanto el balance de interacciones polares y apolares es
completo. Tal como puede observarse en la Figura 9 el glicerol queda aproximadamente

paralelo a la superficie de la membrana.

J>/ FASE ACUOSA
—0—PC
0\
..... . . “CHy
CH—CO—O—CH
Hyo L INTERFASE DE LA
B¢ Gt 7 MEMBRANA
HiC 5
’;" I P g
3% CHy R
' CH,
<H, INTERIOR DE LA
BICAPA LIPIDICA

Figura 9. Ubicacién del fosfolipido en la bicapa lipidica.

1. C-4. Estructura de las vesiculas.

Las vesiculas pueden ser clasificadas por su tamafio y forma.*'** El rango del
tamafio que pueden presentar es amplio. Las vesiculas mds pequeiias (~ 20 nm) que se
pueden obtener estdn determinadas por la maxima proximidad que pueden soportar las
cabezas polares de las moléculas anfifilicas, por el aumento de la curvatura
especialmente de la monocapa interna y por el empaquetamiento que las moléculas
anfifilicas. Las vesiculas mas grandes son visibles bajo microscopio con un didmetro
préoximo a las dimensiones de las células vivientes (~ 10 pm). Las vesiculas
independientemente de su tamafio pueden estar formadas por una tinica bicapa
(unilaminares) o por multiple bicapas concéntricas (multilaminares). Los métodos para
formarlas son importantes ya que determinan el tamafio y forma de vesicula se obtiene.

Entre los mas conocidos podemos nombrar la sonicacion, extrusién, prensa francesa,
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desmulsificacion, doble emulsion evaporacion en fase reversa, etc. Asi es comun
encontrar en la literatura:>"-**
- Vesiculas multilaminares grandes (M.L.V.) Usualmente consisten en una poblacion de
vesiculas en un amplio rango de tamafio (100 - 1000 nm), generalmente formadas por
cinco o mas bicapas concéntricas.
- Vesiculas unilaminares pequefias (S.U.V.) Estas son las que se encuentran en ¢l limite
de menor tamafio posible. Este limite varia con las condiciones del medio de fuerza
idénica y con la composicion del lipido de la molécula anfipatica. Para las vesiculas de
fosfatidilcolinas el tamafio estd comprendido entre 20 a 50 nm. Estas poblaciones son
altamente homogéneas en términos de tamafios. La distribucion de los fosfolipidos en
estas organizaciones es de 1/3 en la parte interna y 2/3 en la monocapa externa por
razones geométricas.
- Vesiculas unilaminares grandes (L.U.V.) El diametro de éstas estd comprendido entre
50 a 500 nm. La distribucion de los fosfolipidos aqui es tal que la mitad de las
moléculas se distribuyen en cada monocapa.
- Vesiculas unilaminares gigantes (G.U.V.) El didmetro de éstas esta comprendido entre
10 a2 500 pm.

Anteriormente se mencioné que los fosfolipidos debido su propiedad anfifilica
son los surfactantes por excelencia en la formacién de vesiculas. Es por ello que se ve la
necesidad de comenzar a detallar los conocimientos en cuanto a su estructura y

diferentes propiedades fisicoquimica que estos poseen.

1. C-5. Fluidez de 1a bicapa
Los fosfolipidos que forman las vesiculas pueden encontrarse, en funcion de la
temperatura, en dos estados o fases diferentes: fase de gel (las cadenas hidrocarbonadas
del fosfolipido estan rigidas), y fase de cristal-liquido o fluida (las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos estan méviles). La temperatura a la cual se produce
el cambio de estado de gel a cristal-liquido se denomina temperatura de transicion (Tr)
(Figura 10). A valores de temperatura inferiores a la 77, el fosfolipido se encuentra en

fase gel y a valores superiores, se encuentra en fase de cristal-liquido.?®"*
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Figura 10. Transicién de estado en una bicapa lipidica entre la fase de gel y la de cristal-
liquido.

En el caso de que las vesiculas estén formadas por una clase de fosfolipidos, la
Tr esta bien definida y la transicion se produce de forma altamente cooperativa. Sin
embargo, en los sistemas mas complejos en donde existe la posibilidad de formar
vesiculas empleando mezclas de fosfolipidos, la transiciéon de fase se produce en un
intervalo de temperatura, denominada femperatura de pre-transicion y es alli donde
existe una baja cooperatividad.**”’

El valor de T depende de las propiedades de los fosfolipidos que constituyen la
bicapa, es decir, depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada, del grado de
insaturacion, de la cabeza polar y de factores externos. La presencia de fosfolipidos de
cadena corta o con insaturaciones en sus cadenas hidrocarbonadas produce un descenso
de T, debido a que una menor longitud de las cadenas reduce la tendencia de las colas a
interaccionar entre ellas, y la presencia de dobles enlaces producen torsiones en las
colas apolares que pueden facilitar su movilidad. Por otra parte, la presencia de
fosfolipidos saturados en la bicapa, aumenta el valor de la Tr debido a que estos
fosfolipidos presentan una elevada capacidad de agrupacién y baja movilidad.*®

En la Figura 11 se muestra a modo de ejemplo, diferentes temperaturas de

transicién en funcién de la cadena hidrocarbonada de los fosfolipidos, grados de

insaturacién y grupos polares.
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Figura 11. Temperatura de transicién de fase para fosfolipidos de diferentes grupos polares en
funcién de la longitud de la cadena hidrocarbona. Todos los dcidos grasos insaturados tienen su
insaturacién (cis (C) o trans(T)) en la posicién 9. Adaptado Referencia 28

Si se compara el fosfolipido PC:0 con aquellos que poseen insaturacién cis o
trans en la cadena hidrocarbonada, PC:1€ y PC:1” respectivamente, se observa que la Tr
es mayor para el fosfolipido que posee la cadena saturada. Con lo cual, si uno quisiera
trabajar en la fase-cristal liquido con el fosfolipido PC:0, se deberia trabajar a una
temperatura superior de 60 °C; mientras que trabajando a temperatura ambiente, los
fosfolipidos de cadena insaturada se encontrarian en la fase-cristal liquido. Ademas se
puede observar, la Tr para PC:1¢ < PC:17. Esto se debe a que si bien ambos presentan
insaturacion, la conformacién cis del fosfolipido en la bicapa, presenta un quiebre que
origina mayor torcién en las colas apolares, aumentando la movilidad de las cadenas y
disminuye por lo tanto la 7.

Las técnicas microcalorimétricas, constituyen el método preferencialmente
empleado para determinar los valores de T7, asi como los pardmetros termodindmicos
asociados al cambio de fase de los lipidos. No obstante, el calculo de la 77 puede
realizarse también por otras técnicas, como la resonancia magnética nuclear (RMN), la
resonancia de spin electrénico o la fluorescencia. En la Figura 12 se muestra un ejemplo
de determinacion de Tr por fluorescencia. El célculo se realiza a partir de las
variaciones de la anisotropia de una sonda fluorescente frente a los cambios de

temperatura. El punto de inflexion de la curva obtenido en la Figura 12 corresponde a la
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temperatura de transicion. El célculo de 77 proporciona informacién relativa a la

movilidad de la bicapa y a la posible localizacién de moléculas en la misma.

T, 70

Figura 12. Ejemplo del célculo de la temperatura de transicién a partir de los valores de
anisotropia de la fluorescencia (r). Adaptado Referencia 28

Al pasar de una fase a ofra, existen diferentes procesos dinamicos de los
fosfolipidos en la bicapa lipidica. Los principales procesos dindmicos que ocurren en
una la interfaz lipidica de las vesiculas se definen a continuacién’®.

-Rotacion de los enlaces C-C: Movimiento de rotacion alrededor de las uniones C-C a
lo largo de las cadenas hidrocarbonadas de los dcidos grasos (Figura 13a).

-Flexibilidad de la cadena hidrocarbonada: Las cadenas hidrocarbonadas de acido
graso presentan un alto grado de movilidad, sobretodo en el caso de cadenas que
presenten dobles enlaces en su estructura (Figura 13b).

-Fluctuaciones: Movimientos de la bicapa similares a ondulaciones de 1a misma (Figura
13c). Las miéximas fluctuaciones de las membranas suelen presentarse en las
proximidades de la fase de transicién de los lipidos que constituyen la bicapa.

-Difusion transmembrana: La difusién transmembrana o flip-flop™ es un movimiento de

translocacién de una molécula (generalmente de fosfolipido) de una mitad a otra de la

bicapa (Figura 13d).
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Figura 13. Efectos dinamicos de la bicapa lipidica: (a) rotaciéon de los enlaces de carbono, (b)
flexibilidad de la cadena hidrocarbonada, (c¢) fluctuacién de la bicapa, (d) difusién
transmembrana.

1. C-6. Permeabilidad de la membrana

La membrana regula la difusién de diferentes moléculas a través de la bicapa,
permitiendo la entrada de unas y restringiendo el paso a otras. Esta propiedad se llama
permeabilidad. La permeabilidad de la bicapa en las vesiculas esta dada por la dindmica
y comportamiento de la fase de la membrana. En general, los maximos desordenes
estructurales en las membranas esti dado a la 77'® y es alli donde generalmente se
encuentra la maxima permeabilidad de diferentes solutos (Figura 14).

Moléculas polares y de peso molecular alto, atraviesan la membrana lentamente
(~10"® cm/seg para glucosa); mientras que moléculas pequefias con carga neutra (aguay
urea) difunden a través de la misma con mayor rapidez (10™-10” cm/seg para el agua).

El estudio de diferentes iones cargados muestra que existen diferencias
significativas en cuanto a la permeabilidad en la bicapa de las vesiculas. Por ejemplo:
para un mismo tipo de fosfolipido, los iones monovalentes como H' y OH atraviesan la
membrana bastante rapido (10°-10® cm/seg), en comparacion con los de Na* y K* (107
'2.10"* cm/seg). Estos iones, no solo atraviesan lentamente la bicapa lipidica en
comparacién con H, sino que también difunden mas lentamente si se los compara con

iones monovalentes cargados negativamente, NO;3" y CI (~107° cm/seg).
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Figura 14. Grifico tipico de permeabilidad de la membrana en funcién de la temperatura.
Figura adaptada a referencia 31.

Al parecer, el mecanismo de difusién de iones metalicos a través de la
membrana lipidica es diferente a otras especies moleculares. Un ejemplo de ello es que
la permeabilidad de los iones Na" disminuye con el incremento en la insaturacién de las
cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos, mientras que la permeabilidad para la
glucosa aumenta. La explicacion reside en que los iones metalicos atraviesan el espesor
de la bicapa lipidica como resultados de una simple rotacion de enlaces C-C. Al
incrementar la insaturacion en la bicapa, los enlaces no pueden rotar libremente y
tienden a impedir el progreso de estos iones. En tanto que, para la glucosa el
comportamiento es diferente. La glucosa aumenta la difusion en la membrana debido a
los cambios conformacionales de la bicapa originados por el incremento en la
insaturacion.

Para iones divalentes y otros polivalentes la permeabilidad es menor que si se la
compara con los iones monovalentes, esto es debido al aumento en la esfera de

hidratacion que solvata tales iones.

D. TECNICAS Y FUNDAMENTOS
1. D-1. Procesos primarios de espectrofotometria molecular

Los procesos en los cuales ocurre la absorcion emision de la luz son
p y
usualmente ilustrados por un diagrama de Jablonski.'®"'®* Un diagrama tipico del

mismo se muestra en la Figura 15. A temperatura ambiente, la energia térmica no es
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suficiente para poblar significativamente los estados vibracionales superiores del estado
fundamental y por lo tanto, la absorcién generalmente ocurre para moléculas con
energia vibracional mas baja. Normalmente las moléculas son excitadas a algin nivel
rotacional de un estado vibracional de un estado electrénico singulete superior (S, Ss),
luego las mismas se relajan al nivel vibracional mas bajo de S,. Este proceso es llamado
conversién interna y generalmente ocurre a los 107? seg o menos. Debido a que el
tiempo en que la molécula permanece en estado excitado estd cercano a 10® seg, la
conversion interna se completa generalmente previa a la emision.
Por lo tanto, la emision de fluorescencia generalmente proviene desde un estado
excitado equilibrado térmicamente, es decir, del estado vibracional de energia mas baja
de S;. El retorno al estado fundamental tipicamente ocurre hacia un nivel vibracional de
energia superior de dicho estado, luego rapidamente ( 10™'* seg) se alcanza el equilibrio
térmico. Una consecuencia interesante de la emision a altos niveles vibracionales del
estado fundamental, es que el espectro de emision es generalmente la imagen especular

del espectro de absorcién de la transicién Sy — S1.'°"'%* Ademis, el proceso de

fluorescencia muestra algunas caracteristicas generales:

S,
Conversion interna
S, . 2 2 1—Cruce entre sistemas
. . ..”'.‘."t—_-_—
Absorcion J A K‘ Fluorescencia k’sc S T1
hv,| hv, hVe "
r k, P Fosforescencia
¥ y
:
So |

Figura 15. Diagrama de Jablonski. Grafico adaptado de referencia 101.

i) Corrimiento de Stokes: examinando el diagrama de Jablonski, es posible observar que
la energia de la emision es generalmente menor que la de absorcién. Por lo tanto, la
fluorescencia siempre ocurre a menores energias o mayores longitudes de onda que la

absorcion. Esta pérdida de energia se debe a una variedad de procesos dinamicos, que
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ocurren luego de la absorcion de luz y se denomina corrimiento de Stokes. "%

Matematicamente se lo expresa como Vsgokes = Vabs = Vemi
ii) Los espectros de emisi6én son tipicamente independientes de la longitud de onda de
excitacion y se conoce como la regla de Kasha. Tras la excitacion a niveles
vibracionales y electrénicos altos, el exceso de energia desaparece rapidamente
conduciendo al fluoréforo al nivel vibracional mas bajo de S;. Esta relajacion ocurre a
los 10™"? seg y es, probablemente, resultado de un fuerte solapamiento de numerosos
estados de similar energia. Debido a esta ripida relajacién, los espectros de emision son
usualmente independientes de la longitud de onda de excitacién,Ae,.'*"'*
iii) Excepcion a la regla de la imagen especular: el hecho de que el espectro de emisién
no sea la imagen especular del espectro de absorcién, usualmente indica un diferente
arreglo geométrico del nicleo en el estado excitado comparado con el estado
fundamental. Los desplazamientos nucleares pueden ocurrir previo a la emisién
permitiendo el movimiento seguido al proceso instantineo de la absorcién. Como
resultado, el espectro de emision es menos estructurado que el de absorcion. 10140

Por otro lado, las moléculas que se encuentran en el estado S; equilibradas
térmicamente pueden sufrir un proceso denominado cruce de sistemas, es decir las
moléculas que se encontraban en el estado S; pasan a un estado triplete de menor
energia T modificando su spin electrénico. Luego, la emision puede ocurrir desde tal
estado y el proceso es conocido con el nombre de fosforescencia. La transicion de T a
So es prohibida por spin y como resultado, las constantes de velocidad para la emisién
del triplete son de varios Ordenes de magnitud mas pequeiia que para aquellas de
101,102

fluorescencia.

A modo de resumen se enumera los diferentes procesos que puede sufrir una

molécula:
1. Absorcién : S + hyy—=S , § + hy—>S;
2. Equilibrio térmico: SI,——> Sl ! T2v—> T2 , etc.
v
3. Conversion interna: Sz =y B S;’ s T2 - T1
4. Desactivaci6n sin radiacién: Sl — S, . Tl — $
5. Cruce intersistemas: Sl — SR
e, v
6. Fluorescencia: S1 I SO + th
- v
7. Fosforescencia: 1] ———» S + hVP
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1. D-2. Tiempos de vida de fluorescencia
El tiempo de vida del estado excitado esta definido por el tiempo promedio que
la molécula permanece en el estado excitado previo a retornar al estado fundamental.
Por lo tanto, el tiempo de vida de fluorescencia determina el tiempo disponible para que
el fluoréforo interactué o difunda en su entorno. Para el fluoréforo que realiza solo

procesos como lo ilustrado en la Figura 15 (sin reacciones fotoquimicas acopladas), el

tiempo de vida es:
1=1/T + Ko tKisc) (14)

donde T" es la velocidad emisiva del fluoréforo, k,r es su velocidad de decaimiento no
radiativo a Sy y kisc es 1a velocidad del cruce entre sistemas. Es sabido que la emisidn de
fluorescencia es un proceso al azar, y solo unas pocas moléculas emiten sus fotones

precisamente a t = 1.'°'%2 El tiempo de vida del fluoréforo, en ausencia de procesos no

radiativos, es llamado tiempo de vida intrinseco o natural y esta dado por:
Ta=1/T (15)

El tiempo de vida puede ser modificado por factores que afectan sus constantes de
velocidad (I, ker 0 kisc). Por ejemplo, una molécula puede ser no fluorescente como
resultado de una rapida velocidad de conversion interna, una rapida velocidad de cruce

entre sistemas o una lenta velocidad de emision.

1. D-3. Fluorescencia en estado estacionario y resuelta en ¢l tiempo

Las medidas de fluorescencia pueden ser clasificadas en: estado estacionario y
resueltas en el tiempo. Las medidas en estado estacionario son aquellas realizadas con
intensidad de iluminacion y observacién constante. Este es el tipo mas comin de
medida. La muestra es iluminada con un haz de luz de intensidad continua y se registra
la intensidad o espectro de emisi6n.'”

El segundo tipo de medida, las resueltas en el tiempo es usado para medir los
decaimientos de la intensidad. Para estas medidas, la muestra es expuesta a un pulso de
luz, donde el ancho del pulso es tipicamente mas corto que el tiempo de decaimiento de

la muestra. Este decaimiento de la intensidad es registrado con un sistema de deteccion
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de alta velocidad que permite a la intensidad ser medida en la escala de tiempo de hasta
los femtosegundos. Es importante entender que existe una simple relacion entre ambas
medidas. La observacion en estado estacionario es, simplemente, un promedio del
fenémeno resuelto en el tiempo sobre el decaimiento de intensidad de la muestra.'”!
1. D-4. Efecto de solvente sobre los espectros de absorcion y de emision

Cuando se miden los espectros de absorcion o de emisién de un compuesto en
solventes de distinta polaridad se encuentra que pueden ser modificadas la posicion, la
forma y/o la intensidad de las bandas. Esos cambios son el resultado de las fuerzas de
interaccion intermoleculares soluto - solvente (tanto especificas como no especificas),
las cuales tienden a modificar la diferencia de energia entre el estado fundamental y el
estado excitado de la molécula que absorbe o emite.'® La influencia del medio sobre el
espectro de absorcién puede ser tratada de diferentes puntos de vista: a) comparando el
cambio espectral observado en el solvente en estudio con el obtenido en fase gaseosa o,
b) con el observado en otro solvente. Como en la mayoria de los casos no es posible
obtener el espectro de las sustancias en fase gaseosa, la influencia de un solvente dado
se hace comparando el espectro obtenido con el registrado en un solvente de referencia,
tal como ciclohexano, debido a que sus interacciones con el soluto sélo son

102104 No se consideran aquellos cambios espectrales que provienen de

dispersivas.
alteraciones de naturaleza quimica llevadas a cabo por el medio, tales como las
transferencias de protén o de electrén entre el solvente y el soluto; la ionizacién; la
formacion de complejos, o los equilibrios de isomerizacion. Las teorias de efecto de
solvente sobre el espectro de absorcion suponen que el estado quimico del soluto
aislado y solvatado son los mismos, y se consideran a estos efectos s6lo como una
perturbacién fisica de los estados moleculares mas importantes de la especie que
absorbe. De este modo, el efecto de solvente puede ser utilizado para obtener
informacién sobre las interacciones soluto - solvente,'%'%

El término solvatocromismo es utilizado para describir los cambios producidos
en la posicion (y a veces en la intensidad) de la banda de absorcién y de emisién cuando
se cambia la polaridad del solvente. Cuando ocurren corrimientos hacia menores
longitudes de onda o hipsocromicos, el fenémeno es llamado solvatocromismo
negativo. Cuando los corrimientos son a mayores longitudes de onda o batocromicos, el

fenémeno es llamado solvatocromismo positivo.'”’
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El efecto de solvente sobre el espectro de absorcién, depende fundamentalmente
de la naturaleza de la transicién. En este sentido, las transiciones electrénicas de mayor
interés corresponden alasn — 7 ; n — 7 y las absorciones de transferencia de carga.
Se ha establecido experimentalmente que las moléculas que exhiben un pronunciado
corrimiento solvatocrémico son aquellas cuya distribucion de cargas en el estado
fundamenta] difiere considerablemente de la distribucion en el estado excitado. En otras
palabras, aquéllas cuyo momento dipolar p en el estado excitado (p.) es diferente del p
en el estado fundamental (|,lg).104 A medida que el estado excitado es mas polar que el
estado fundamental (pg < ), se produce un corrimiento batocromico del maximo de la
banda de absorcion cuando se incrementa la polaridad del solvente. En cambio, si el
estado fundamental es mas polar que el excitado (u; > p.), se produce un corrimiento
hipsocrémico.

Del mismo modo que para la absorcion, la polaridad del solvente y el
microentorno local tienen profundos efectos sobre los espectros de emision de
fluoréforos polares. Estos efectos son el origen del corrimiento de Stokes, el cual es una
de las observaciones mas comunes en la fluorescencia. Un uso muy comtn del efecto de
solvente (debido a su mayor sensibilidad respecto de la absorcion) es para determinar la
polaridad de sondas unidas a macromoléculas.'® Esto se logra por comparacién de los
espectros de emision y/o rendimiento cudntico del fluoréforo cuando esta unido a la
macromolécula y cuando se disuelve en solventes de diferente polaridad.

Generalmente, el fluoréforo tiene un momento dipolar més grande en el estado
excitado (1) que en el estado fundamental (p,). El efecto de solvente corre la emision
hasta energias mas bajas, debiendo estabilizar los estados excitados por las moléculas
polares de solvente.

Las interacciones especificas fluoréforo — solvente pueden ocurrir en ambos, el
estado fundamental o el estado excitado. Si la interaccion sélo ocurre en el estado
excitado, entonces el cambio en la polaridad del solvente podria no afectar los espectros
de absorcion. Si la interaccion ocurre en el estado fundamental, entonces algunos
cambios son esperados en el espectro de absorcién. Una ausencia de cambios en los
espectros de absorcion podria indicar que no ocurren interacciones en el estado
fundamental. Alternativamente, puente de hidrégeno débil puede ocurrir en el estado

fundamental, y la fuerza de esta interaccion puede incrementarse luego de la
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excitacién.'”'® La presencia de interacciones especificas, en el estado fundamental o
solamente en el estado excitado, determina la escala de tiempo de estas interacciones. Si
el fluoréforo y el solvente polar estan ya asociados en el estado fundamental, entonces
se espera un inmediato corrimiento espectral en la excitacion. Si el fluoréforo y el
solvente polar solo se asocian en el estado excitado, entonces la apariencia del efecto
especifico de solvente, dependeria de la velocidad de difusion del fluoréforo y el
solvente polar. En este caso, la dependencia en la concentracion del solvente polar seria

similar a las reacciones de inhibicién de la fluorescencia.'®!

1. D-5. Parametros del solvente

El estudio en medio homogéneo puede plantearse teniendo en cuenta todas las
posibles interacciones (especificas y no especificas) soluto—solvente existentes en un
dado sistema. Usualmente dichas interacciones estin basadas en modelos clasicos o
mecanocuanticos, que consideran al solvente como un continuo macroscépico
caracterizado sélo por constantes fisicas como son la densidad (3), la constante
dieléctrica (D) o el indice de refraccion (n). En general, los resultados obtenidos
mediante estos calculos tedricos, no tienen en cuenta interacciones especificas como
son las de tipo puente hidréogeno o complejos electron donor-aceptor. La falta de
expresiones tedrica sencillas derivan en el uso de escalas empiricas de polaridad de
solvente. Desde los comienzo de los afios sesenta se empezaron a utilizar los parametros
de polaridad de solvente denominado Ergg)'® y el pardmetro Z de Kosower.'” A pesar
de que los parametros empiricos pueden servir como una buena aproximacion de las
distintas propiedades del medio, hay muchos procesos sensibles al solvente que no
dependen de una tinica propiedad de éste sino de varias a la vez. Es por eso la necesidad
del uso de ecuaciones multiparamétricas que relacionan alguna propiedad fisicoquimica
con todas las posibles interacciones soluto - solvente presentes en un sistema.

Las ecuaciones multiparamétricas tienen la forma general dada por la ecuacion
(16) y relaciona: la propiedad fisicoquimica en estudio con los diferentes parametros

empiricos del solvente.''

A=A¢+bB+cC+dD+.. (16)
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Donde A es la propiedad fisicoquimica en estudio dependiente del solvente,
como puede ser una constante de equilibrio, una constante cinética, la frecuencia del
méximo de una banda de absorcién o emision, la solubilidad de un dado soluto. Ag es la
propiedad estadistica correspondiente en fase gaseosa o en un dado solvente de
referencia, B, C, D, representan distintos pardmetros de solvente, los que tienen en
cuenta las diferentes interacciones soluto - solvente y b, c, d, son los respectivos
coeficientes que miden la sensibilidad de A, a los diferentes parametros. La separacién
de los distintos mecanismos de interaccién soluto - solvente es puramente formal y
puede que no tenga validez tedrica, debido a que dichas interacciones podrian estar
acopladas actuando en forma dependiente, sin embargo, es necesaria su independencia
para tener valides matemadtica. De todas maneras, si la separaciéon de los distintos
mecanismos que intervienen se hace adecuadamente, es posible que los parimetros
obtenidos con estas correlaciones multiples puedan utilizarse para interpretar el efecto
de solvente, con informacion del tipo y de la magnitud de las interacciones. Para la
resoluciéon matematica de las ecuaciones multiparamétricas, se emplean regresiones
multiples o el analisis factorial, que provee un criterio menos arbitrario en la seleccion
de la cantidad y la naturaleza de las posibles causas de variacion en la serie de datos.'"!
Sobre la base de la ecuacion (16), se¢ han hecho numerosos estudios de procesos fisicos

y quimicos, como los de Kamlet y Taft,"">'"* Krygowski y Fawcet,''® Dougherty,'®

Koppel y Palm,'!” Swain y col.''8
Una de las aproximaciones mas utilizadas para dilucidar y cuantificar las

distintas interacciones soluto-solvente es el método de comparacion solvatocromica de
Kamlet y Taft."">'!"* Segiin este método, se toman los espectros de absorcién y/o de
emisiéon de la molécula a estudiar en varios solventes orgdmicos con distintas
caracteristicas fisicoquimicas (polaridad, capacidad dadora y aceptora de puente de
hidrégeno) y luego se realiza una regresion lineal miltiple (MLR) entre la frecuencia

del méaximo de absorcién o emision con parametros de solventes utilizando la ecuacién
a7n:

v ==vp+ s(n*+dd) + aat+bp+e an

donde 7 es el indice de polaridad polarizabilidad, a. y fmiden la habilidad del solvente

de donar o aceptar hidrégeno en una interaccion del tipo puente de hidrégeno. La escala
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n debe ser modificada cuando los corrimientos son hipsocrémicos, incluyendo un
parametro de correccién 8, que corrige por polarizabilidad, y cuyo valor es 0 para
solventes alifaticos no halogenados, 0,5 para solventes alifiticos polihalogenados y 1
para aromaticos. El pardmetro £, es un parametro adicional al B. Se usa en correlaciones
realizadas para ciertos tipos de familias de solventes. Los valores de & son -0,2 para
bases P=0, 0 para bases C=0 y S=0, 0,1 para nitrilo, 0,6 para bases con nitrégeno con
hibridizacién sp® (piridina), 1 para bases con nitrégeno sp’ (aminas). Dicho parimetro
es interpretado como una medida de la valencia coordinada de la unién entre el soluto y
el solvente. Por lo general se lo utiliza en el caso de que se emplee grupos de solventes
con capacidades muy diferentes para aceptar puente de hidrogeno. Los factores s, d, a, b
y e son los coeficientes de sensibilidad de la banda en estudio a los correspondientes
parametros de solvente. Ademas, d depende de la polarizabilidad del soluto, a, de la
capacidad para aceptar puente de hidrogeno, b y e, de la capacidad de donar puente de
hidrégeno. Como las escalas de T, o y B estan normalizadas, los cocientes entre los
distintos coeficientes: a/s, b/s y a/b dan una medida cuantitativa de la contribucién
relativa del parametro escogido. Se debe tener en cuenta que el término & se debe incluir
cuando se emplean familias diferentes de solvente, cualquiera sea la propiedad medida.
Para el caso de absorcion espectroscopica, este factor se incluird solamente en el caso de
corrimientos hipsocromicos.

Para poder utilizar los datos de emisién en las correlaciones multiparamétricas,
es necesario presentar los espectros en la escala de nimero de onda (cm™) mis que en la
escala de longitudes de onda. Las longitudes de onda son facilmente convertidas a
niimero de onda tomando su reciproca. Sin embargo, un Av, en cm™, no es igual a AX,

es decir:

Av=v, -v, = Loyl e i g | 20 (18)
W, &AL PR e

Por lo tanto, si los espectros son obtenidos en la forma usual de intensidad por intervalo

de longitud de onda (I(A)) cuando se convierte a la escala de nimero de onda se requiere

que cada intensidad sea multiplicada por A2, es decir, I(cm™) = I(A) 221!

66 Universidad Nacional de Rio Cuarto F. Moyano



ANO: 2008 MATERIALES Y METODOS

Materiales y Métoclos

Técnicas experimentales

A. MATERIALES Y METODOS
2. A-1. Reactivos

Todos los solventes utilizados son de calidad HPLC (Sintorgan y/o Merck). El
agua utilizada es ultrapura y se la obtuvo de un equipo Labonco 90901-01.

Las moléculas sondas a utilizadas fueron: propionil-2-dimetilamino naftaleno
(PRODAN), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), ioduro de trans-4-[4-(dihexadecil
amino)-estiril]-1-metil piridinio (DIA), todas compradas en Molecular Probes y con mas
del 99% de pureza. También se empleo el ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril}-1-
metilpiridinio (HC) (no accesible comercialmente), la misma fue sintetizada en nuestro

laboratorio. Se prepararon soluciones Stock de PRODAN, DPH, DIA y HC en metanol,

diclorometano, acetronitilo y metanol respectivamente.

PRODAN Propionil-2-dimetilamino naftaleno.
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DPH 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno.
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DIA Ioduro de 4-(4-(dihexadecil amino) estiril)-N-metil piridinio.
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HC Ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril}-1-metilpiridinio
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El fosfolipido utilizado fue el dioleoil fosfatidil colina (DOPC) comprado en
Avanti Polar Lipids. Su pureza es mayor al 99% y el mismo fue utilizado tal cual se lo

recibié. Solucién Stock (40 mg/ml) en Cloroformo (Sintorgan HPLC) y fue guardado a

—22°C en ausencia de Os.

DOPC Di oleil fosfatidil colina.
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El surfactante utilizado para preparar las micelas inversas no acuosas fue el 1,4-

bis (2-etilexil) sulfosuccinato de sodio, AOT Sigma> 99 % de pureza y se lo utilizd

como se recibié comercialmente. El mismo fue mantenido bajo vacio, utilizando como
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agente desecador P,Os. Como solvente polar se empleo, agua ultra pura, dimetil

formamida (DMF) y dimetil acetamida (DMA).
AOT Dioctil sulfosuccinato de sodio.
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2. A-2. Materiales
Las experiencias de absorcién fueron realizadas en un equipo Shimadzu 2401 a

25,0 £ 0,1 °C. Las de emisién fueron realizadas en un equipo Spex Fluoromax a la
misma temperatura. El paso dptico utilizado en las experiencias de absorcion y emision
fue d¢e 1 cm. Las medidas de depolarizacion se realizaron en un equipo
spectrophotometer F — 2500 Hitachi con polarizadores Glam-Thomson.

Los tiempos de vida de fluorescencia fueron medidos a través de la técnica de
conteo de fotoén unico (single photon counting, SPC) utilizando un equipo Edinburgh
FL-9000. La calidad del fiteo fue determinada a través de los valores de x>.

La medicién del coeficiente de difusidn, didmetro y distribucion de tamafio de
las LUV de DOPC, fueron realizadas en un equipo de dispersion dinamica de luz (Ligth
Scattering Malvern 4700), colectando los fotones a un angulo de 90° a una temperatura
de 25 °C y a A =488nm, laser lon Argon.

Los voltagramas fueron tomados con un potenciostato AUTOLAB PGSTAT30,
utilizando una celda de tres electrodos. Electrodo de trabajo: alambre Pt A= 0,251 cm’;

referencia: Ag/ClAg; contraelectrodo: Pt de gran area. Electrolito soporte: 0,1 M de
LiClO..
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2. A-3.Preparacion de vesicula unilaminares grandes de DOPC. Extruder

Las vesiculas unilaminares fueron preparadas por el método del extruder.’’* Se
tomo la cantidad necesaria de la solucion stock de DOPC para preparar una solucién de
una concentracion aproximadamente de 4 mg/mL. Dicha cantidad fue transferida a un
balén y el cloroformo evaporado en un evaporador rotatorio a presién reducida. El
fosfolipido se dejé secar bajo vacio por un tiempo de 2 horas. Finalizado el mismo, se le
agrego la solucién acuosa de la molécula prueba a utilizar y se lo llevé a un equipo
Vortex (Vortex Genie 2) donde se lo agito vigorosamente por espacio de 5 minutos. De
esta manera se obtuvieron vesiculas multilaminares de DOPC. La Figura 16 muestra la

representacion de la hidratacion y formacion de las vesiculas multilaminares de DOPC.

Figura 16. Representacién esquemadtica de la hidratacidn de los fosfolipidos.

Posteriormente, se pas6é dicha solucién a través de un equipo Extruder (Lipex
Biomembrane) equipado con dos membranas de policarbonato con poros de 200 nm de
didmetro bajo la accion de una presion moderada de Nitrogeno. Se repitio el
procedimiento 10 veces y, de esta manera se obtuvieron las vesiculas unilaminares de
DOPC con la molécula prueba a trabajar.

Si la molécula prueba es insoluble en agua tal es el caso de DIA, se toma la
cantidad necesaria de la solucién stock de DIA y se evapora el solvente con nitrégeno.
Luego se le agrega las vesiculas de DOPC formadas tal como se describi6 anteriormente

usando agua en vez de la solucién de molécula prueba.
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Figura 17. Extruder utilizado para la formacién de vesiculas unilaminares grandes de DOPC.

Debido a que la solucién de fosfolipido presenta turbidez, para las experiencias
espectroscopicas es necesario preparar una solucién del mismo de, exactamente la
misma concentracion pero sin la molécula prueba a utilizar, Este blanco, fue preparado
de la misma manera descripta anteriormente utilizando solamente agua en vez de la
solucion de molécula prueba. Este blanco se lo utiliza para contrarrestar el efecto de la
turbidez. La preparacion de LUV por este método presenta varias ventajas: las vesiculas

estan libre de solvente orgéanico, son de tamafio y estructura relativamente homogéneo y

son capaces de contener grandes volimenes.

B. TECNICAS
2. B-1. Conteo de fotén tinico (Single Photon Counting, SPC)

La técnica de conteo de fotdén tinico es una técnica digiital, donde los fotones son
correlacionados en tiempo con relacion al pulso de excitacion.'®! La parte principal del
método estd en el convertidor tiempo — amplitud (TAC). La muestra se excita
repetidamente usando una fuente de luz pulsada, frecuentemente de un laser o ldmpara
flash. Cada pulso es monitoreado 6pticamente, por un fotodiodo de alta velocidad o
fotomultiplicador, para producir una sefial inicial utilizada para comenzar la rampa de
voltaje del TAC. La rampa de voltaje es detenida cuando se detecta el primer foton
fluorescente de la muestra. E] TAC provee un pulso de salida cuyo voltaje es
proporcional al tiempo entre las sefiales de inicio y detencién. Un analizador multicanal
(MCA) convierte este voltaje en un canal de tiempo mediante un convertidor analogo-

digital (ADC). Sumando sobre muchos pulsos, el MCA construye un probable
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histograma de cuentas vs canales de tiempo (Figura 18). Este experimento se continta
hasta que se tiene colectado un nimero significativo de cuentas en el canal de pico
(5000-10000 cuentas). Bajo estas condiciones, el histograma del fotén que arriba en el
tiempo, representa el decaimiento de la intensidad de la muestra. Aunque estas
observaciones referidas al principio de funcionamiento son complicadas a primera vista,
son muy eficientes y exactas por la siguiente razon: la certeza de 1a medida del tiempo
no esta limitada por el ancho del pulso del detector. Asi, entonces, la resolucién en el
tiempo es mejor que el utilizado en un osciloscopio u otro dispositivo lineal de

191 Hay tipicamente tres curvas asociadas con el decaimiento de

adquisicion de la sefial.
la intensidad. Estas son: los datos medidos N(t), la funcién respuesta del instrumento
L(t) y el decaimiento calculado No(t;).'” Estas funciones estin en términos de tiempos
discretos (&) porque el conteo de fotones es colectado en canales, cada uno con un
tiempo (tx) y ancho (At) conocidos. La funcién respuesta del equipo, algunas veces
llamada funcién de la ldmpara, es la respuesta del equipo a una muestra de tiempo de
vida cero. Esta curva se obtiene generalmente, usando una solucién diluida de
dispersante, tal como silica coloidal (ludox). Este decaimiento representa el perfil de
tiempo mas corto que puede ser medido por el instrumento. La curva que se mide a
continuacion es el decaimiento de intensidad de la misma muestra [N(tx)]. La ultima
curva es el dato calculado [N (t)], que es la funcién ajustada. Esta funcidn es el perfil
de tiempo esperado para una dada ley de decaimiento, cuando se considera la forma de
la funcién respuesta del instrumento. El tiempo de decaimiento 1, se obtiene del mejor
ajuste entre los datos medidos N(t) y las intensidades dependientes del tiempo
calculadas N(t).'"'
Resultado después de muchos fotones

cuentas

tiempo

Figura 18. Representacién del probable histograma de cuentas vs canales de tiempo en un
experimento de conteo de fotdn inico. Adaptado de referencial 9.
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SPC es una técnica para registrar bajos niveles de sefiales de luz con resolucién

de tiempo del orden de femtosegundo. Las aplicaciones tipicas son:

e Medidas de tiempos de vida de fluorescencia.

¢ Descubrimiento e identificacion de moléculas aisladas.
e Secuencia del ADN.

e Tomografia dptica.

El método tiene algunos beneficios llamativos:

* Alta resolucion en el tiempo.

e Alta sensibilidad, debajo del nivel del fotén tnico.

e Tiempos cortos de medida.

e Alta linealidad.

o Excelente proporcion de sefial a ruido.

e Alta estabilidad de ganancia

Asi, entonces, la resolucién en el tiempo es mejor que el utilizado en un
osciloscopio u otro dispositivo lineal de adquisicion de la senal.'® Hay tipicamente tres
curvas asociadas con el decaimiento de la intensidad. Estas son: los datos medidos
N(ty), la funcién respuesta del instrumento L(tc) y el decaimiento calculado Ne(t).!”
Estas funciones estdn en términos de tiempos discretos (t) porque €l conteo de fotones
es colectado en canales, cada uno con un tiempo (t) y ancho (At) conocidos. La funcién
respuesta del equipo, algunas veces llamada funcién de la lampara, es la respuesta del
equipo a una muestra de tiempo de vida cero. Esta curva se obtiene generalmente,
usando una solucién diluida de dispersante, tal como silica coloidal (ludox). Este
decaimiento representa el perfil de tiempo mas corto que puede ser medido por el
instrumento. La curva que se mide a continuacion es el decaimiento de intensidad de la
misma muestra [N(ty)]. La Gltima curva es el dato calculado [Nc(t)], que es la funcién
ajustada. Esta funcidn es el perfil de tiempo esperado para una dada ley de decaimiento,

cuando se considera la forma de la funcién respuesta del instrumento. El tiempo de

decaimiento 1, se obtiene del mejor ajuste entre los datos medidos N(tx) y las

intensidades dependientes del tiempo calculadas Ne(t).'”
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2. B-2. Anisotrepia de fluorescencia

Los fluoréforos absorben preferentemente fotones cuyos vectores eléctricos
estdn paralelos al momento de transicién del mismo, el cual tiene una orientacién
definida con respecto al eje molecular. En una solucion isotrépica, los fluoréforos estan
orientados al azar. Cuando la excitacion se realiza con luz polarizada, se excita
selectivamente aquellos fluoréforos que tienen los dipolos de transicion de absorcién
paralelos al vector eléctrico de la excitacion. Esta excitacién selectiva, origina una
poblacién de fluoréforos parcialmente orientados (fotoselecciéon) y una probable
emision de fluorescencia polarizada. La magnitud de la polarizacién de la emision esta
descripta en términos de la anisotropia de fluorescencia (r).*!

El origen del fenémeno de la depolarizacién estd basado en la existencia de
momentos de transicion para absorcién y emision, los cuales quedan a lo largo de
direcciones especificas dentro de la estructura del fluoréforo. Cuando se expone a la luz
polarizada, aquellos fluoréforos que tienen sus momentos de transicion de absorcion
orientados a lo largo del vector eléctrico de la luz incidente se excitan. Asi, hay un gran
nimero de moléculas selectivas excitadas que poseen momentos de transicion
orientados a lo largo del vector eléctrico de la luz polarizada excitante.!” La difusién
rotacional de fluoréforos es una causa comin de depolarizacion. Dichos movimientos
difucionales dependen, a su vez, de la viscosidad del solvente, el tamafio y forma de la
molécula rotante.

La importancia de la depolarizacion de fluorescencia como una herramienta
analitica radica en su sensibilidad a los cambios tanto en el tamafio efectivo de la
molécula fluorescente como en la microviscocidad del entorno de la molécula
fluorescente o fluordforo. Las investigaciones utilizando esta técnica tienen importantes
aplicaciones en sistemas bioldgicos, particularmente en conexion con la organizacién de

120 Esta técnica es ampliamente

lipidos en membranas naturales y membranas modelos.
utilizada en investigaciones bioquimicas, debido a que cualquier factor que afecte el
tamafio, forma, o flexibilidad segmental de una macromolécula afectara la anisotropia
observada. Estas propiedades de macromoléculas pueden ser afectadas por el pH,
temperatura, viscocidad, agentes desnaturalizantes, reacciones de asociacion, etc. Para
investigar la dinamica rotacional de biomoléculas (tales como proteinas, vesiculas,

membranas; etc.); dichas medidas se llevan a cabo “marcando” la biomolécula (la
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aproximacion general es que el fluoréforo se une covalentemente) con un fluoréforo
que reuna ciertas condiciones, tales como por ejemplo que el 1 del fluoréforo sea
comparable con ¢l tiempo de correlacién rotacional esperado para la biomolécula.

Como se menciono anteriormente, la magnitud de la polarizacion de la emisién
esta descripta por la anisotropia, la cual provee una cantidad de informacién sobre los
procesos fotofisicos que ocurren en moléculas complejas. Esta técnica ha sido aplicada
en los ultimos afios al estudio de sistemas organizados tales como micelas inversas de
AOT, "' macromoléculas en generalm; como asi también en la caracterizacion (en
solucién) de sustratos que forman cristales liquidos discéticos con la temperatura.'?
Ademas, han sido informadas numerosas aplicaciones de la anisotropia fluorescente
resuelta en el tiempo, r(?), a biopolimeros y proteinas marcados con un fluoréforo
extrinseco.'”*'?” Asimismo, sigue siendo de gran importancia la aplicacién de ésta
técnica al estudio de membranas biologicas para cuantificar los cambios de fluidez y
orden en la bicapa lipidica a partir de la variacién de la anisotropia de fluorescencia (de
una molécula prueba) con el tiempo.'®!'* Por tal motivo se considera de gran
importancia la utilizacion de la depolarizacién de fluorescencia, que permite obtener
informacion sobre la estructura molecular y propiedades tales como la forma,
dimensiones y cambios conformacionales,””® dinimica interna de sistemas

moleculares,'®' microviscocidad de sistemas organizados en particular micelas inversas

y liposomas.'"'

La anisotropia en estado estacionario (<r>) fue determinada en un
espectrofotometro Hitachi 2500. En los diferentes sistemas organizados, la
fluorescencia residual debido a la dispersién de luz que proviene de dicho sistema, fue
removida por sustraccion de un espectro tomado en una solucién blanco. Los valores de

anisotropia de fluorescencia fueron obtenidos a 25 C usando la expresién'®:

_ (I// 'GIJ.)
<r>= (I,, TG IL) (19)

donde, Iy y I, son las componentes de la intensidad del fluoréforo polarizadas vertical y

horizontalmente después de la excitacién con luz polarizada verticalmente, y G es el
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factor sensibilidad del sistema de deteccion del instrumento, para la luz polarizada

verticalmente y horizontalmente, definido segtin la ecuacién 20'°;

S

G=S—v (20)
H

Donde Sv y Sy son las sensibilidades de la emisién para las componentes
polarizadas vertical y horizontalmente, respectivamente. '’
Las medidas de anisotropia en estado estacionario fueron convertidas mediante la

correlacién con el tiempo de rotacién (¢) usando la siguiente ecuacién'®’:

CEFR
PRI Gie) e

donde r es la medida de anisotropia de fluorescencia, ro es la anisotropia en estado
fundamental y 1 es el correspondiente tiempo de vida de fluorescencia.
La correlacién con el tiempo rotacional fueron usadas para determinar el volumen de la

unidad rotante (V) en (ml mol™') mediante el uso de la ecuacién de Perrin'®":

nV

“RT ©

¢

donde 1) es la viscosidad (0,0010 Kg m™ para el agua a 293°K), R es la constante de los
gases (8,314 Kgm?2 s2 K™ mol™) y T es la temperatura en grados Kelvin.

2. B-3. Cambio en los espectros de emision al excitar la molécula al rojo del
maximo de la banda de absorcion (REES). (Red-edge excitation shifts)

Como se menciond anteriormente, los espectros de emision son independientes
de la longitud de onda de excitacion.'®! Esto es vilido para fluoréforos en solventes
fluidos. Sin embargo, no es del todo cierto en solventes viscosos 0 moderadamente
viscosos. Para fluoréforos polares en condiciones donde la relajacién de solvente no es
completa, los espectros de emisién se corren a A mayores cuando se excita al rojo del

maximo de la banda de absorcion. Esto es conocido como REES y ha sido observado
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para una variedad de fluoréforos.'®" El comportamiento de moléculas polares con REES
puede ser entendido considerando la Figura 19. Suponiendo que el fluor6foro esta en un
solvente congelado (donde ks << 1/1) y que la muestra puede ser excitada en el centro
de la ultima banda de absorcién (Ac) o sobre el borde rojo (Ag). Por excitacién a Ac, se
observa la emision usual del estado F (Figura 19 a).

Sin embargo, la excitaciéon a Ar selecciona a aquellos fluor6foros que tienen
absorcioén a baja energia. En cualquier poblacion de moléculas en solucidn congelada,
hay algunos fluoréforos que tienen una configuracién del solvente la cual es equivalente
a la del estado relajado.101 Estos fluoréforos estan mas solvatados y, asi, muestran una
emision corrida al rojo (Figura 19 b).

Es conocido que el efecto REES desaparece en solventes fluidos, y es debido a
que hay rapida reorientacion del solvente (Figura 19 ¢ y d). Ahora, aun cuando los
fluor6foros son inicialmente excitados al rojo, estos reaccionan equilibrandose con el
solvente previo a la emision, no observandose cambios en los maximos de emisién con
la A de excitacion. Una situacioén intermedia se observa para el caso de ks = 1.

La excitacion al rojo de la banda de absorcion ha sido aplicada a fluoréforos
bioquimicamente relevantes. Este fenomeno puede ser utilizado para estimar dinamica
de biopolimeros,'” aunque es solo observado si la relajacién no es completa y la
magnitud del corrimiento al rojo depende de la velocidad de relajacion del solvente (k).
Para poder estimar la magnitud de REES, generalmente se realiza la diferencia entre el

maximo de emision al excitar al azul y el maximo correspondiente al excitar al rojo la

banda de absorcion. Dicha diferencia de maximos de emisién representa la magnitud del

REES.!*?

-}
af
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B RG)

relajaciin lenta
k<<l/t

relajacién ripida
’

k,>1/t 7/
Longitud de onda Longitud de onda

Figura 19. Efecto de excitacion en el borde rojo sobre el espectro de emisién. La linea sélida
representa el espectro observado, la linea cortada representa las emisiones desde los estados F
(Franck — Condon) y R (relajado). Grafico adaptado de referencial0l.

32 que el microentorno de moléculas unidas a

Se ha mostrado previamente,
sistemas organizados puede ser controlado convenientemente, usando esta técnica como
un instrumento novedoso. Este efecto, se observa en su mayor parte con fluoréforos
polares en medios con movilidad restringida tal como las soluciones muy viscosas o las
fases condensadas, donde el tiempo de relajacién para el solvente alrededor de un
fluoréforo es comparable a o mas largo que su tiempo de vida de fluorescencia. La
caracteristica extraordinaria acerca del REES es que, mientras todas las otras técnicas de
fluorescencia (tal como inhibicién de fluorescencia, transferencia de energia, y medidas
de depolarizacién) informan del rendimiento acerca del fluoréforo (intrinseco o
extrinseco) en si mismo, REES proporciona informacion acerca de las velocidades
relativas de dindmica de relajacién del solvente, que no es posible obtener por otras
técnicas.'” Esto hace el uso de REES muy util ya que la solvatacién juega un papel
crucial modulante en muchos acontecimientos celulares importantes, tales como
desdoblamiento de proteina, interacciones de proteina - lipido, y el transporte de iones.
Se ha mostrado previamente'® que REES sirve como un instrumento poderoso para

controlar la organizacion y dinamica de sondas y péptidos unidos a membranas y
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medios imitadores de membrana tal como: micelas inversas y vesiculas o

fosfolipidos.'*

2. B-4. Procedimiento de Longitud de Onda Selectiva de Fluorescencia. (The
Wavelength — Selective Fluorescence Approach)
La espectroscopia de fluorescencia es una de las principales técnicas para
estudiar la organizacion y la dindmica de membranas bioldgicas. La misma posee una
alta sensibilidad intrinseca ofreciendo una perturbacion minima y se adecua en la escala

de tiempo para observar dichos efectos.'**
La longitud de onda selectiva de fluorescencia sirve como un instrumento

poderoso para estudiar la organizacién y la dindmica de sondas unidas a membranas y
medios imitadores de membranas tales como: vesiculas, micelas directas e inversas. Tal
como se menciond anteriormente, los corrimientos en los maximos de emisién al variar
la longitud de onda de excitacion (REES), se deben a una incompleta relajacion del
solvente alrededor del fluoréforo. Los procesos de polarizacion y tiempos de vidas de
fluorescencia de diferentes sondas también se ven afectados por la relajacion incompleta
del solvente. Es decir, ambos procesos dependen de la longitud de onda de excitacién y
emision en soluciones viscosas o ¢en medios de movilidad restringida.

Por ejemplo, Chattoppadhyay y col.’** observaron que los tiempos de vida de
fluorescencia del fluoréforo N-(7-nitrobencen-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dipalmitoil-
sn-glycero-3-fosfoetanolamino (NBD-PE) incorporado en la interfase de micelas
inversas de AOT/heptano dependen de la longitud de onda de excitacion, Aex ¥ emision,
Aemi TEspectivamente.

Al excitar a un A constante, se observa un aumento en el tiempo de vida del
fluoréforo al aumentar Aem;. Tal aumento en el tiempo de vida son interpretados en
términos de la reorientacién del solvente alrededor del estado excitado del fluoréforo.
Ademas, observaron una disminucion considerable en los valores de polarizacién con el
aumento de Aec, que se explican en términos de una relajacion incompleta del
fluoréforo en el estado excitado. Observaron que cuando A.m €s menor predomina el
fluoréforo no relajado. Su tiempo de vida es corto y ambas poblaciones (relajada y no
relajada) estan decayendo. Una lo hace a un valor de emisién menor (poblacién no

relajada) y 1a otra a uno mayor (no observable).
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A Aemi mayor los fluoréforos emiten desde un estado mas relajado, su tiempo de
vida es mayor lo que da lugar a una mayor reorientacion del solvente alrededor del
mismo. Por otro lado, los fluoréforos que viven mas en el estado excitado pueden pasar
mas tiempo rotando y esto se ve manifestado en una disminucién en los valores de
depolarizacién. Asi, Chattoppadhyay y col.'** encontraron una disminucién en la
polarizacion de NBD-PE cuando esta incorporado en las micelas al aumentar la longitud
de onda de emisién. Los valores menores de depolarizacion fueron asignados a los
fluoréforos que poseen un tiempo de vida mayor y por lo tanto una relajacién mayor, en
tanto que los valores de depolarizacién mayores son asignados a los fluoréforos que no
estan relajados totalmente y que viven menos.

135137 que el aumento en el tiempo de vida

En trabajos similares han informado,
de fluorescencia se observa para fluoréforos que se encuentran en un microentorno de

movilidad restringuida.

2. B-5. Dispersion dindmica de luz (Dinamic light scaterring)

Esta técnica estd basada en la dispersion de luz y puede ser utilizada para la
caracterizacion fisicoquimica de diferentes sistemas organizados estudiados (micelas
inversas y vesiculas). Utilizando esta técnica se pueden determinar varias propiedades
entre las que podemos citar: masa molar media, radio de giro, radio hidrodinamico (que
es el radio de una esfera rigida que difunde con la misma velocidad que la particula en
estudio), el coeficiente de difusion, etc. Las experiencias realizadas con la técnica de
dispersion de luz son relativamente simples y el equipo, permite monitorear la
intensidad de la luz difractada de la muestra en el tiempo. Las fluctuaciones en la
intensidad de la luz dispersada por un pequefio volumen de solucién pueden ser del
orden de los microsegundos y esta directamente relacionada con el movimiento
browniano del soluto (dispersién dindmica de luz). Es por ello que realizando medidas
de intensidad en esta escala de tiempo, se puede extraer una basta informacion de las

propiedades dinamicas del soluto.

Generalidades.
En la técnica de dispersion de luz dindmica se miden fluctuaciones en el tiempo

de la luz dispersada causada por los movimientos de los sistemas organizados o
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particulas en solucién, es decir cuando una onda electromagnética incide sobre un
sistema organizado en solucion, esta pasa a actuar como una fuente secundaria de
emision de radiacion. Como el sistema se estd moviendo en relacion al observador, la
frecuencia de la radiacién emitida por las mismas cambia a valores mayores 0 menores

dependiendo de su velocidad y direccion (Efecto Doppler).'*®

El cambio en el espectro de luz emitido por estos sistemas estd relacionado con
el movimiento Browniano, y por lo tanto, con su coeficiente de difusién (D), que a su
vez esta relacionado con su tamafio y forma. El valor de D puede ser calculada

empleando una funcion de autocorrelacion G(t), que es la transformada de Fourier del

espectro de energia de la luz dispersada.
G()=[i(®) . i(t+y) ] (23)

Siendo i(t) la intensidad de luz dispersada en el tiempo t y v el tiempo de espera entre
dos lecturas consecutivas que normalmente es de pocos microsegundos.

El coeficiente de difusion translacional esta relacionado con G(t) mediante la

siguiente ecuacion:
G(1)=C(1+Be™) (24)

Donde C corresponde al cuadrado de la media de la intensidad de la luz dispersada, B es

un término empirico relacionado con el instrumental, q el vector de onda, determinado
por la ecuacion
4.1y ®

q= y .sen—z— (25)

donde vy es el indice de refraccion de la solucion y O el angulo de observacion de la luz

dispersada.
Para determinar D es necesario calcular la constante de decaimiento exponencial
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D=—— (26)

Una muestra polidispersa hace que G(t) sea una funcién exponencial. Para el
analisis de esa funcidn se utiliza por ejemplo el método de los cumulantes,'*® donde se
ajusta el In G(1) a una ecuacion polinomial de segundo o tercer orden. El método de los
cumulantes es inadecuado para analizar distribuciones polimodales, donde deben ser
empleados otros métodos tal como el Contin."*®

Finalmente el radio hidrodindmico Ry, de las particulas en solucién puede ser
calculado utilizando el valor de D, segun la ecuacion de Stokes-Einstein, suponiendo

particulas esféricas.

R, = kg.T
6D

@7

Siendo kg es Ia constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin (K); i} es
la viscosidad del solvente.

La Figura 20 muestra una foto del equipo de dispersion de luz utilizado.
Actualmente todos los equipos utilizan un laser como fuente de luz, la intensidad de la
luz dispersada es inversamente proporcional a la longitud de onda de irradiacion, siendo
en este aspecto mejor las fuentes de laser que emitan a baja longitud de onda. El laser

empleado es de i6n Argon (488 nm).

Ty

u lizad en el laboratorio.

Figura 20. Foto del equipo de

dispersion de luz

Normalmente los detectores presentan un conjunto de obturadores (pin hole) que

dimensionan la ventana de la observacién de la muestra. Cuando se realizan medidas
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dinamicas, en donde generalmente la lectura de intensidad se realiza a 90°, la muestra se
puede colocar en celdas de fluorescencia. La celda en algunos equipos se coloca
inmersa en un liquido (cuyo indice de refraccion es conocido, agua o decalina)
contenido en una cuba, esto se realiza con el fin de termoestatizar la muestra y ajustar el
indice de refraccion. Este liquido reduce la diferencia ente los indices de refraccién
entre el medio externo y las paredes de la celda. Como detectores se utilizan celdas
fotomultiplicadoras de diodos fotosensitivos. Los correlacionadores son parte
obligatoria de los equipos destinados a dispersién de luz, son unidades de hardware que
implementan una funciéon de autocorrelacion. Dos items caracterizan los
correlacionadores modemnos; el nimero de canales (por ejemplo 256, 512, etc.) y el
tiempo de espera entre dos lecturas consecutivas, que debe ser lo menor posible,
también se conoce como tiempo de muestreo, muchas veces del orden de pocos
microsegundos. Cuanto menor sea el tiempo de muestreo, menor sera el tamafio de la
particula que ese equipo puede medir.

2. B-6. Técnicas Voltamétricas

I)Proceso de Electrodo
En la interfase entre un electrodo y una solucién electrolitica ocurren diferentes

tipos de procesos fisicoquimicos, cuando se aplica una diferencia de potencial
externa.'”® Uno de éstos procesos es la transferencia de electrones a través de la
interfase metal-solucion, que causa la oxidacion o reduccién de alguna de las especies
que componen la solucién. Este tipo proceso es llamado faradaico, puesto que esta
gobernado por la ley de faraday, la cual establece que la extension de la modificacion
quimica causada por el flujo de una corriente eléctrica es proporcional a la cantidad de
carga eléctrica.

En cambio, existen otros procesos'® cuando la interfase electrodo-solucion se
somete a un rango de potencial en el cual no ocurre reaccion de transferencia neta de
cargas, debido a condiciones termodinimica y/o cinéticas desfavorables. Estos
procesos, tales como la absorcion y/o desorcién de especies, formacién de la doble capa
cargada, solventes, etc. son conocidos como no faradaicos, debido a que ocurren sin

transferencia de carga a través de la interfase y estan asociados a corrientes capacitivas

transitorias.
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Cuando ocurre una transferencia de cargas en estas interfaz heterogéneas pueden
presentarse simultdneamente ambos procesos, faradaicos y no faradaicos. En general,
los primeros son los de mayor interés en estudios electroquimicos, pero los efectos de
los procesos no faradaicos deben tenerse en cuenta en el analisis de los datos
electroquimicos, si se desea obtener la informacién acerca de la transferencia
heterogénea de cargas y de las reacciones asociadas.

Dado que los procesos reales ocurren a velocidades finitas, estos no pueden ser
descriptos como reversibles en el sentido estricto de la termodinamica'*’. Sin embargo,
los procesos electroquimicos pueden ocurrir con suficiente rapidez de manera que las
ecuaciones termodindmicas puedan ser aplicadas con bastante exactitud; en estas
circunstancias dichos procesos son llamados “reversibles” en un sentido practico. Por lo

tanto, un proceso general descripto por la siguiente ecuacion
viR& v O+ne’ (28)

cumple con la ecuacién de Nernst o alguna forma derivada de ella.

E=E+ XLy o] (29)
2
Eopo+ KL YolRT® (0)
Y(O)[O]VO
B =g+ XL Ln%@l G1)
(0)
E=E%+ %FT— Ln F;]]: (32)

donde a(o) es la actividad de 1a forma oxidada y ay es de la forma reducida de la cupla

redox, mientras Vo y Vg representa los coeficientes estequiométricos de la ecuacion 28,
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Y®) Y Yoy son los coeficientes de actividad de la especie reducida y oxidada
respectivamente. E® se designa con el nombre de potencial formal. Este pardmetro toma
el valor del potencial de media celda vs. NHE cuando las concentraciones de las
especies R y O son tales que [R]"*/[0O]™°es la unidad. Ademads, deben ser especificadas
las condiciones experimentales tales como la composicion del medio. El potencial
formal es de gran utilidad en la evaluacion de potenciales de media celda debido a que

los coeficientes de actividad en la mayoria de los sistemas son desconocidos.

1) Cinética de Reaccion de Electrodo
La velocidad con que ocurre una reaccion electroquimica es directamente

proporcional a la corriente que circula por el circuito externo. Por lo tanto, tomando la
ley de Faraday

1

[igdt=Q=nxFxN (33)

0

Donde: Q es la carga eléctrica intercambiada, n el numero de electrones que se
intercambia por mol electrolizado en el proceso global, F es la constante de Faraday, y

N es el namero de moles electrolizados. Derivando ambos miembros con respecto al

tiempo se tiene que:

Qi p N (34)

. ON .
La corriente eléctrica se designa como "i" y Y (moles por segundos) es la velocidad

(v) que ocurre el proceso electroquimico.

ON i
= - NF (35)

v(moles/segundo) = =

La interpretacion de la velocidad de una reaccidon electroquimica es

frecuentemente mas compleja que aquella de una reaccion homogénea, a causa que un
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proceso sobre un electrodo es una reaccion heterogénea. Una reaccion electroquimica
ocurre en la interfase electrodo electrolito y su velocidad depende de la trasferencia de
masa hacia el electrodo, varios efectos superficiales, ademds de las usuales variables
cinéticas. Debido a la naturaleza heterogénea de las reacciones electroquimicas es

comun describir su velocidad de reaccién en unidades de mol/seg por unidad de area:

v(moless™ em?) = —— = (36)

3
NFA noF
Donde A es el area del electrodo en cm” y j es la densidad de corriente (A/cm?).

IIl) Cinética de Control Difusional

La cinética del proceso global de electrodo puede estar gobernada por la
velocidad de transporte de material electroactivo a la superficie del mismo, siendo
rapida la etapa de transferencia de cargas. En tal caso, se dice que la cinética
electroquimica es de control difusional. Dado que en éste tipo de proceso el sistema
obedece a las relaciones termodindmicas, se los conoce como sistemas reversibles o
Nerstsianos, debido que en todo momento se cumple la ley de Nersnt o una forma
derivada de ella.

En el intercambio de sustancia electroactiva desde el seno de la solucién hacia la
superficie del electrodo (y viceversa), contribuyen procesos difusionales, migratorios y
convectivos."® La contribucién de cada uno de ellos al flujo total de la sustancia Giex)
en funcion de la distancia del electrodo y el tiempo para una sustancia (i) con carga
eléctrica Z; presente en solucion esta descripta por la ecuacion de Nernst-Planck, que en

una dimension se puede expresar como:

(37)
, _pEien _ZF Pwn o,
(x,0 i o RT ¢ i(x,t) & i(x,1) (x,1)

Donde el primer termino de la derecha es la parte difusional, el segundo es el

migratorio, y el ultimo la parte convectiva del flujo total J; . D; es el coeficiente de
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difusion, Cyxy es la concentracion de la especie a una distancia x de la superficie del

electrodo y a un tiempo t de electrolisis, %, es el gradiente de potencial eléctrico y
ox

Vo €s la velocidad con que un elemento de volumen se mueve a lo largo del eje x. En
la bibliografia'*"'** s¢ describen trabajos detallados respecto al transporte de materia en
sistemas electroquimicos. En general estos son disefiados de manera tal de eliminar
algunos términos de la ecuacion 37, con lo que se logra simplificar la solucion de la
misma.

A fin de eliminar el término migratorio en la ecuacion 36 se agrega a la solucion
un exceso de electrolito soporte con lo que el nimero de transporte del mismo se
aproxima a la unidad, y por lo tanto es el principal responsable de las corrientes
migratorias.

Si la solucidén se mantiene sin agitar (v = 0) y no hay gradientes grandes de

concentracion en el fluido, la contribucion del tercer término de la ecuacion 36 también

sera despreciable. Por lo tanto, la ecuacion 37 se reduce a:

oo =D Cices (38)
i(x,t) — 7' ox

Esta ecuacion es la primera ley de Fick a partir de la que se puede deducir la segunda

ley de Fick:'*

oC. 0°C.
i(x,t) i(x,1)

— =D —= 39
ot " 9%x ©%)

Por lo general, las soluciones de este tipo de ecuaciones no presentan una
relacion funcional unica, y para conseguirla se deben establecer condiciones iniciales y
de contorno que son especificas de cada técnica electroquimica y de la geometria del
electrodo. La solucion de la ecuacion 37 dard la dependencia funcional de la
concentracion de la especie electroactiva con la distancia al electrodo y el tiempo de
electrolisis. El conocimiento de esta relacién funcional es de importancia fundamental,
ya que la corriente eléctrica que circula por el sistema electroquimico bajo analisis esta

relacionada con el flujo de sustancia electroactiva mediante la siguiente ecuacion:
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i(t)
-J i(0,) = Eg (40)

Tal como se menciono anteriormente, las distintas técnicas electroquimicas
determinan las condiciones de contorno necesarias para la solucion de la ecuacién 37,
generando de este modo las ecuaciones que relacionan las distintas variables del sistema
cuando este es perturbado por un tipo de sefial determinado. En caso que el sistema este

constituido por N componentes se deben escribir N ecuaciones.

IV) Voltametria de Barrido Lineal y Ciclico de Potencial

Se da el nombre general de voltametria, al estudio de las relaciones corriente
potencial que pueden derivarse de la aplicacion de un potencial controlado al electrodo
de trabajo. Si dicho potencial es variado con el tiempo a una velocidad constante, la
técnica se denomina cronoamperometria de barrido lineal de potencial o voltametria
lineal.'*

En la Figura 21 se muestra un diagrama de bloque del circuito usado en esta
técnica electroanalitica como asi también la perturbacién impuesta al electrodo de
trabajo mediante un generador de funciones y la respuesta de corriente tipica observada
en el registrador X-Y. La relacion area del electrodo/volumen de solucién es pequeiia,

de manera que no se producen cambios apreciables en la composicion del sistema bajo

analisis durante el transcurso de la experiencia.

FRegptrack SO0

>

I8
ey [B

r_-—————-—ﬂ

Figura 21: Esquema del circuito usado en esta técnica de barrido lineal de potencial y respuesta
del sistema. Electrodos: (T) trabajo, (R) referenciay (C) contraelectrodo.
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De manera cualitativa la forma de la onda de corriente puede explicarse
mediante el anélisis de un sistema reversible simple con un potencial estandar E°. A
medida que el potencial del electrodo de trabajo se hace mds positivo (comenzando
desde un valor donde no se registra proceso faradaico), la concentracién de la especie
electroactiva R en la interfase comienza a disminuir, incrementandose su flujo hacia la
superficie del electrodo y por lo tanto la corriente. Cuando el potencial del electrodo de
trabajo es mas positivo que E’ la concentracién de R sobre la superficie del electrodo
tiende a cero, y la difusion de la especie electroactiva y la corriente alcanzan su valor
maximo.

Por otra parte, si a un valor determinado de potencial E; (Figura 22) posterior al
pico, se invierte el sentido del barrido de potencial, la técnica se denomina voltametria
ciclica. La respuesta de este tipo de perturbacion impuesta al electrodo de trabajo se
muestra en la Figura 22. b, para el caso de un sistema reversible simple como el dado
por la ecuacién 27.

La existencia de la onda catddica se explica si se tiene en cuenta que al potencial
E, existe un exceso de "O" sobre la superficie del electrodo. Por lo tanto, cuando el

barrido de potencial cambia su direccion, el exceso de "O" comienza ha reducirse dando

lugar a una corriente catodica.

Figunra 22: Voltametria ciclica. a) Perturbacion potenciostatica; b) Respuesta en corriente.

V) Solucion de las ecuaciones difusionales

Dado el sistema electroquimico formado por dos especies representado por la

ecuacién 28, las ecuaciones difusionales que describen el sistema son del tipo de la

ecuacion 39
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aC a2c
R(x,t) = R(x,t) (41)
ot Roex
8Coe. 8°C,
—2D =P, D 42
ot ° (42)

Las condiciones de contorno a t=0 y t>0 son:

=0 Comny =Co (43)
Crixoy =0

>0, si x tiende a oo Cowny =Co 44)
Cring =0

Por otra parte el balance de materia en la superficie del electrodo exige que los

flujos cumplan con:

oC aC
Dp| —22 | 4P| —2E | =0 45
R( ax ]x=0 0( ax )x=0 ( )

En la técnica de voltametria la variacion de potencial con el tiempo es expresada

por:
E,=E-vt (46)
Donde E; es el potencial inicial y v es la velocidad de cambio de potencial (V/seg).

Cuando la velocidad de transferencia de carga heterogénea es alta, se cumple la

ecuacion de Nernst sobre la superficie del electrodo

E=E°+XLLn ol “47)
[C(R)(O.t)]
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Dada la dependencia temporal del potencial del electrodo de trabajo, no puede
ser extraido de la integral de Laplace, por lo que no es posible obtener una solucion

analitica del sistema de ecuaciones planteadas, por lo tanto, la resolucién se obtiene por

medio del uso de métodos numéricos.

La dependencia de la corriente con el potencial puede expresarse como'
i=nFAG,(MDy0)" %5 (48)

Donde y,, es una funcién adimensional del tiempo, definida como la ecuacion

integral:
ot
2 1
o(Gt Z) +§ (ot)
D (2E (5, -E%) - nF
Enlaque, £=(=2)"? O@=exp X' ,S=exp™ y o=—-v.
n la que, § (D ) Xp P yo=qr

o]

La resolucién numérica de la ecuacion (49) da como resultada tablas de la
funcion corriente adimensional (7, ) en funcién del potencial a partir de estas tablas es
posible reconstruir los voltagramas tedricos con el uso de los pardmetros necesarios.

Para un sistema como el definido en la ecuacién 28 la funcion y,,, alcanza su
valor maximo (a 25 °C) cuando (E-E, )= -28,5 mV, siendo E igual al potencial de pico

(E,) del voltagrama, E/ es el potencial de media onda.

[D]/Z]
50
Y] e

E]/z =E +;F—L

El maximo de corriente (corriente de pico ipa) es:

ipa = &y nF (nF/RT )"? Area D'? v C, (51)
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Por lo tanto para un pico reversible E, es independiente de la velocidad de barrido ¢ iy, es

. I
proporcional v,

En el caso de la voltametria ciclica la resolucién de las ecuaciones difucionales
utiliza las mismas condiciones y de contorno, salvo parat > A (A es ¢l tiempo en que se

invierte el sentido del barrido del potencial).
Cuando el potencial de inversion del barrido potencial es de por lo menos de 350

mV mas positivo que el potencial de pico se cumple que145 :

T
i
N

(52)

Esta relaciéon es un criterio muy valioso para detectar la presencia de reacciones
quimicas acopladas es la variacion del cociente ipa/ipc €n funcion de la velocidad de
barrido."*® Ademas, el analisis del valor de AE, (Eps-Epc) permite el diagnostico de un

. . 4
proceso reversible simple. "¢

0.059
n

RT

AE, =2303 ., T=25 °C, AE, = (53)

Por lo tanto, con el objetivo de emplear la voltometria ciclica como técnica
alternativa para caracterizar vesiculas unilaminares de DOPC muchas veces se hara

referencia a la ecuacién 51.
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Estudio en Medio Homogéneo

PRODAN, DPH, DIAy HC

3. A-1.PRODAN

El comportamiento espectroscopico de PRODAN ha sido estudiado previamente
determinando los maximos de absorcién y emision en diferentes solventes polares y no
polares."*”'** Es mds, el estudio ha sido extendido a una serie de alcoholes de diferente
longitud en las cadenas hidrocarbonadas donde algunos autores demostraron que la

molécula prueba es extremadamente sensible tanto a la polaridad como a la capacidad

del solvente de formar puente hidrogeno."*>'>°

Catalan y col."**"* cuantificaron las interacciones especificas de PRODAN en

diferentes solventes puros y mezcla de solventes y demostraron que la banda de emisién
de la sonda es sensible a los parametros SA (acidez solvente), SB (basicidad solvente) y
SPP (polaridad / polarizabilidad del solvente). La banda de absorcion fue correlacionada
incluyendo el término SA en la ecuacion de Lippert, observando que el grupo carbonilo
y amino se comportan como aceptor y donor de puente hidrogeno respectivamente.
Ellos concluyen que es incorrecto emplear a PRODAN como una sonda que sensa

polaridad debido a las interacciones especificas existentes entre la molécula prueba y su

microentorno.
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Para entender un poco mas esta molécula prueba se estudiaron las diferentes
interacciones posibles de PRODAN mediante el método de comparacion

HZI4 T o5 espectros de absorcién y/o de

solvatocromica de Kamlet y Taft (ecuacion 17).
emision de PRODAN fueron tomados en varios solventes organicos y se realizd una
regresion lineal multiple (MLR) entre la frecuencia del maximo de absorcién o emisién
con diferentes parametros de solventes utilizando la ecuacién (16). La Figura 23
muestra los espectros tipicos de emision en diferentes solventes, en tanto que, la Tabla 5
contiene la frecuencia de los mdximos de absorcion y emision de los solventes
empleados junto con los pardmetros empiricos *, o y B del solvente.'** Los resultados

de las correlaciones se muestran en las ecuaciones (54) y (55)

—--—-Heptano
1,0} N, /N ——Dimetil formamida
H - = =Metanol

0,8

0.6

04

Intensidad Normalizada

0,2

0,0

Al nm

Figura 23. Espectros de emision normalizados de PRODAN en medio homogéneo. [PRODAN]
= 1x10® M. Aexe= 359 nm.

De las correlaciones obtenidas en las ecuaciones (54) y (55) se observa que
PRODAN sufre un corrimiento batocromico con todos los parametros usados, tanto en

el estado fundamental (E.F) como en el estado excitado (E.E).
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o
: Tabla 5. Numero de onda de absorcion (vas) vy emision (vem) de PRODAN en diferentes
® solventes. [PRODAN] = 1x10° M. n*, ay B pardmetros obtenidos de referencia 154
: Numero Solventes Vab-sl vm.ﬁl * o B
® ‘ (cm™) (cm™)
1 1,2 propanodiol 27,18 20,02 0,92 0,90 0,52
® 2 Acetato de Etilo 28,60 22,84 0,45 0,00 0,45
: 3 Acetona 28,49 22,52 0,62 0,08 043
® 4 Ciclohexano 29,19 25,65 0,00 0,00 0,00
@ 5 Decano 2921 25,60 0,03 0,00 0,00
® 6 Etilenglicol 26,80 19,76 0,92 0,90 0,52
® 7 Metanol 27,52 19,92 0,60 0,98 0,66
o 8 Dimetil acetamina 28,03 22,07 0,85 0,00 0,76
: 9 Dimetilformamida 27,67 22,09 0,88 0,00 0,69
® 10 n-Butanol 27,38 20,73 0,47 0,84 0,84
® 11 n-Octanol 27,53 21,19 0,40 0,77 0,81
o 12 m-Xileno 28,59 24,15 0,45 0,00 0,12
@ 13 Tetrahidrofurano 28,62 23,30 0,55 0,00 0,55
@ 14 Tolueno 28,35 24,04 0,49 0,00 0,11
® 15 Benceno 28,39 23,99 0,55 0,00 0,10
¢ 16 Formamida 26,90 20,10 0,97 0,71 0,48
: 17 n-Heptano 29,09 25,65 -0,08 0,00 0,00
® 18 n-Hexano 29,18 25,63 -0,11 0,00 0,00
® 19 Glicerol 26,51 19,63 0,62 1,21 0,51
® 20 2-Propanol 27,68 21,07 0,48 0,76 0,84
® 21 Dicloroetano 2739 23,11 0,73 0,00 0,10
® 22 Diclorometano 28,08 22,87 0,73 0,13 0,10
: 23 Dietil eter 28,95 24,30 0,24 0,00 0,47
® 24 Cloroformo 27,70 22,69 0,69 0,20 0,10
o 25 CLC 28,72 24,65 0,21 0,00 0,10
o 26  Agua 28,07 19,03 1,09 1,17 0,47
®
®
o
@
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Vabsmax = 29,13 £ 0,09 ~ (1,4+ 0,2) n* — (1,1 £ 0,1) o (54)
n=26,r=0.97

Vemimax = 25,2 + 0520 - (2,6 * 0’2) n*~ (2’5 x 032) a-— (1’0 + 091) B (55)
n=26,1=0,98

n = numero de solventes utilizados, r = coeficiente de regresion

Mediante la ecuacion (54) se determina que en el E.F la relacién de s/a = 1,3,
mostrando que PRODAN es ligeramente mas sensible a la polaridad-polarizabilidad
(n*) que a la capacidad de donar puente hidrogeno del medio (o). Ademas se destaca la
sensibilidad al parametro o, dicha sensibilidad puede ser debida a la interaccién puente
hidrégeno entre los solventes capaces de donar hidrégenos y el grupo carbonilo de la

molécula prueba.'*41%°

Por otro lado, la ecuacion (55) muestra que en el E.E esta molécula, es
aproximadamente dos veces mas sensible a los mismos parametros (n* y o) que en el
E.F. Debido a que en el E.E la interaccion puente hidrogeno es mas suceptible que en el
E.F, los corrimientos de los espectros de emision por polaridad-polarizabilidad son mas
notorios y por lo tanto el corrimiento de Stokes de la molecula es mayor en aquellos
solventes que poseen * grande.'*® Como se observa la v de E.E PRODAN correlaciona
con By esto podria ser debido a la transferencia de carga que sufre la molécula con la
excitacion. Aqui el parametro B indicaria que PRODAN en el E.E es capaz de recibir
electrones del solvente. Asi mismo, dicha transferencia de carga hace que PRODAN
tenga un mayor momento dipolar en el estado excitado comparado con el E.F y por
ende sea mas sensible al parametro n*. Todas estas conclusiones estdan de acuerdo con
las interacciones descritas previamente por Catalan y col. usando otros pardmetros de

solventes. 484

Por otro lado, se calculd la energia de la transicion de las bandas de absorcion y
emision (expresada en kcal mol'l), Eabs PRODAN Y Eemi PrRODAN ¥ S€ demostrd que pueden

correlacionar con la escala de polaridad Ergg), tal cual lo muestran las ecuaciones (56) y

7).
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Ergoy=345 £ 5- (3,78 £ 0,02) Eaps proDAN (56)
r=095 , n=26
Erge=147+5-(1,62 + 0,02) Ecmi ProDAN 57

r=098 , n=26

Otros autores, demostraron que la energia de la transicion de la banda de
absorcién visible de 1-metilo-8-oxiquinolinio, una betaina (QB) que es sensible a los
mismos parametros que PRODAN, correlaciona con Er3g) y es empleada como sonda

para sensar rnicropola.ridad.gz’151 Como se vera més adelante, se emple6 PRODAN
como sonda para determinar diferente micropolaridad en la interfaz de micelas inversas

no acuosas y de vesiculas unilaminares grandes de DOPC.

3. A-2. Estudio en agua
Con el fin de obtener informacion acerca del comportamiento fotofisico de la

molécula PRODAN en agua, se realizaron experiencias de absorcion y emision. Es
preciso aclarar, que la importancia del estudio fotofisico de PRODAN en agua es

debido a que dicho solvente es el medio dispersante en donde se formaran las vesiculas
de DOPC.

La Figura 24 y Figura 25 muestran los espectros de absorcion en € (coeficiente
de extincion molar) y los valores de absorbancia a A max = 360 nm variando la
concentracion de PRODAN en agua, respectivamente. Mientra que la Figura 26 y la
Figura 27 se muestran los espectros de emision y la relacién de intensidades de las

bandas de emision (Iy 430 / Iy 525) con la variacion de la concentracién.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 97




MEDIO HOMOGENEO ANO: 2008
12000
i [Prodan} /M
10000 ——2,67 x 10°
I ---53x10°
---- 80x10°
8000 |- —-—-27x10°
— - ---= 53x10°
s e000ft / _-_ \ *
w 3
4000
2000+ /0 e
0 PRSP A A R
300 350 400 450
A/nm
Figura 24. Espectros de absorcion de PRODAN en agua variando la concentracién.
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Figura 25. Absorbancia vs. concentracién de PRODAN en agua. A . = 360 nm.
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Figura 26. Espectros de emision de la molécula de PRODAN en agua variando la

concentracion. Ae, = 389 nm.

I430 / |523

—l . - |

A L
0.0 1,0x107 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10°
[PRODAN] / M

Figura 27, Relacion de intensidad entre la banda a 430 nm y 525 nm. A = 389 nm

De los espectros de absorcidon y emision se observa que existe una disminucion
en el coeficiente de extincion molar (Figura 24) y la aparicién de una nueva banda de
emision centrada en 430 nm (Figura 26) en agua. En tanto que en la Figura 295, se

observa que PRODAN no cumple con la ley de Lambert y Beer. Estos indicios sugieren
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la posibilidad que PRODAN esté¢ agregandose en agua cuando se aumenta su
concentracion. Es decir, a medida que la concentracion de PRODAN aumenta el
coeficiente de extincién molar disminuye (Figura 24); lo que estaria indicando que el
proceso de transferencia de carga intramolecular es menos probable en el agregado de
PRODAN. Es mads, en los espectros de emision claramente se ve que a bajas
concentraciones solo existe una banda centrada alrededor de 525 nm, que es asignada a
la especie monomérica. Cuando la concentracidn se incrementa, la banda nueva
centrada en 430 nm aparece y se la asigna al agregado. Ademads, la relacion de
intensidad de ambas bandas muestra un quiebre alrededor de la concentracién 1x10° M
de 1a molécula prueba (Figura 27), el cual estaria indicando la concentracién maxima en
donde podemos encontrar a PRODAN como mondmero, a mayores concentraciones
empezaria a agregarse.

El comportamiento fotofisico de PRODAN en agua ha sido investigado por otros

151-155

autores, pero no ha sido entendido completamente. La aparicion de una nueva

banda hacia el azul de la banda de emision (aproximadamente en 430 nm) ha sido

interpretada de diferentes formas: i) formacion de complejos soluto-solvente via

13L152 4i) trazas de impurezas solubles en agua'> y iii)

153,154

interaccion puente hidrégeno,
asociacion de n-mondmeros que puede dar origen a eventuales microcristales.

1 4 . : Scni
S01331% intentaron caracterizar el agregado usando técnicas

Otros autores
espectrofotométricas pero hay alguna controversia en sus resultados, dejando inciertos
algunos aspectos. Por ejemplo, Flora y col.’** encontraron un valor de anisotropia en

estado estacionario significativamente mayor a la longitud de onda de emisién del

agregado (A 430 nm), mientras que, a la longitud de onda de emision del

monomero (A = 595 nm), la anisotropia es menor. Luego calcularon el volumen de
unidad rotante mediante la ecuacion de perrin (ecuacion 21) utilizado tiempos de vida
de 2,07 ns para el agregado y 1,45 ns para el mondmeros. Los valores que encontraron
fueron Vo = 730 ml mol” y Vsos = 284 ml mol’. Sin embargo, Balter y col.'®
encontraron otros valores para los tiempos de vida de fluorescencia. A la longitud de
onda de emision del monomero encontré que la molécula PRODAN posee una
componente biexponencial (t; = 0,5 ns, T2 = 1,9 ns) y a la longitud de onda del agregado

la aparicion de un tiempo de vida mayor (13 ns). Sin embargo, el origen de esta
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componente no fue comprendido, ni estudiado. Sun y col.’®® sugieren que esta
componente de tiempo de vida tan grande se debe a la formacion del agregado que
estaria emitiendo a una longitud de onda menor que la del monémero. Es preciso hacer
notar que Flora y col.,"* aparentemente calcularon erréneamente el volumen de la
unidad rotante del agregado debido a una incorrecta asignacion del tiempo de vida del
mismo. Estos autores consideraron el tiempo de vida del agregado con un valor de 2,07
ns, cuando realmente el valor es aproximadamente siete veces mayor ( T = 13 ns).
Debido a estas controversias y para entender el proceso de agregacion de
PRODAN, se decidio6 reinvestigar los tiempos de vida de fluorescencia y los valores de
depolarizacion en estado estacionario. En la Tabla 6 se informan los tiempos de vida y
los valores de <r> obtenidos a diferentes concentraciones de PRODAN. Como puede
observarse, a bajas concentraciones la molécula desagregada posee dos tiempos de vida

(t1 y 12), mientras que, a alta concentracién, donde esta agregada, aparece un nuevo

tiempo de vida mds grande (t3) el cual es asignado al agregado.

Tabla 6. Tiempos de vida de flurescencia de PRODAN en agua. <r,> and <r,g> son los valores
de anisotropia en estado estacionario del monémero y agregado respectivamente.

Aexc:360nm Aexc:360nm
[PRODAN] Aemi:430nm Aemi:525nm
7, =2,27 ns + 0,01 (43,5%)
1x10° M 17, = 0,65 ns £ 0,03 (56,5%)
v}=1,16

<rgy> = 0,018 £ 0,005

T) = 2,69 ns £ 0,09 (44,6%) Ty = 2,58 ns £ 0,06 (36,1%)

3x10° M 1,=0,30ns+ 0,04 (30,2%)  1,=0,81 ns + 0,03 (63,9%)
13 = 14,6 ns £ 0,03 (25,2%) x> =139
v =1,11

<r1,g> = 0,045 + 0,005

xl" es la suma de las desviaciones standares y los valores en paréntesis es la contribucién de la
especie obtenida desde el fiteo.

El origen de los dos tiempos de vida a bajas concentraciones de PRODAN fue
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explicado por Ilch y col."® teniendo en cuenta que la molécula emite desde dos estados
diferentes, un estado localmente excitado y otro de transferencia de carga.

Se recalcul6 el volumen de la unidad rotante del agregado usando los valores de
anisotropia en estado estacionario calculados (Tabla 6) y la ecuacién (21), ecuacion de
Perrin y los voliimenes de la unidad rotante obtenidos a 25 °C son Va3 = 5590 mL mol™!
y Vsas = 222 mL mol™ para el agregado y monémero respectivamente. De esta manera
se comprob6 que el volumen de la unidad rotante calculado para el monémero es
similar al informado por Flora y col.,'** pero muy diferente el encontrado para el

agregado.

3. A-3. Estudio electroquimico de la molécula PRODAN en agua

Debido a que no se ha empleado técnicas electroquimicas como herramienta
para ver si PRODAN en agua es electroactivo, s6lo su mecanismo electroquimico en
acetonitrilo se ha informado,' se procedié a investigar su comportamiento en dicho
solvente ya que el mismo es el solvente empleado en la formacién de vesiculas
unilaminares grandes de DOPC. Se realizaron estudios electroquimicos de la molécula
de PRODAN en medio acuoso mediante la técnica de voltametria ciclica. Dicha técnica,
fue elegida debido a que posee un amplio desarrollo matematico, el cual favorece los
diferentes analisis a realizar.

Se comenzo el estudio empleando diferentes concentraciones de PRODAN en
agua y se utilizé como electrolito soporte LiClO4 0,1 M. Se muestra en la Figura 28 un
voltagrama tipico obtenido de PRODAN en agua. Del mismo se puede observar un pico
de oxidacién a 0,32 V y no se observa el pico de reduccion en el barrido inverso, el cual
es tipico de un proceso de transferencia de carga reversible, lo que indicaria que el
proceso de transferencia de carga corresponde a un mecanismo complicado con
reacciones quimicas acopladas a la transferencia de carga.'®’

Se comenzé a estudiar el mecanismo mediante el programa Digi-Sim para
diferentes voltagramas y se encontré que el mecanismo que mejor ajusta a los datos
experimentales es un mecanismo Electroquimico-Quimico de primer orden tal cual se

observa en el esquema 1:
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Figura 28. Voltagramas ciclicos de la PRODAN. Intervalo de potencial barrido 0 V- 0,6 V. v =
50 mV seg” .[PRODAN] 6x10°® M. Electrodo de trabajo: alambre de Pt, electrodo de referencia:

Ag/ClAg.

O —> Producto Q

Esquema 1. Mecanismo electroquimico-quimico (E-Q), de primer orden simulado con el
programa Digi-Sim.

Es necesario aclarar que, no es necesario estudiar el mecanismo detallado porque
solo se empleara la electroquimica de PRODAN como herramienta para caracterizar
vesiculas de DOPC. Solo se hara incapie en el estudio de los voltagramas mediante el
uso de la ecuacion (51) detallada en el Capitulo 2. Asi, la corriente de pico (ip), después

de ser corregida por linea de base, se puede expresar como:

lp — X(E)nF (nF/RT )1/2 Area DWI/Z V1/2 [Cclectroactiva] (58)

donde n es el numero de electrones, y para el proceso electroquimico de
PRODAN le corresponde un valor de 1; F es la constante de Faraday, A es el 4rea del
electrodo; Dw es el coeficiente de difusion de de PRODAN en agua, Celectroactiva o 15

concentracion de la especie electroactiva en mol cm™, v es la velocidad de barrido en

Volt seg”’, % es la funcién corriente y es adimencional.
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Para poder estimar el valor de la y ) es necesario realizar un ajuste experimental
de los voltagramas obtenidos en la Figura 28 y conocer el valor del coeficiente de
difusion de PRODAN en agua (Dw). Un valor de xg) = 0,44113 fue obtenido del ajuste
experimental. El valor empleado de Dw fue 7 x 10 cm’s™. Dicho valor se obtuvo
relacionando el coeficiente de difusion de PRODAN en ACN™® con la ecuacién de

Einstein-Stokes.

Dn = KT
n= 67IR501

(59)

donde D el coeficiente de difusion de la molécula, n es la viscosidad del
solvente, K es la constante de Boltzmann's, T es la temperatura en °K y R 5 es el radio
de 1a molécula de soluto.

Es preciso aclarar que a diferencia de lo que le ocurre en agua (Cap 3.A-2.),
PRODAN no se agrega en ACN"®. Por lo que, el valor obtenido de Dw corresponde al
mondémero de PRODAN en agua.

Al estudiar la variacién de ip con v'”? se observé una dependencia lineal para
cada una de las concentraciones de trabajo de PRODAN, ver Figura 29 y Figura 30. Tal
dependencia indica que el proceso de transferencia de carga estd gobernado, en el
intervalo de concentraciones estudiado, por la difusion, es decir, no existe adsorcion

sobre la superficie del electrodo.'®
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Figura 29. Variacién de la ip en funcién de v"”2. [PRODAN] = 6x10® M. [LiClO,] = 0,1 M

e, o B — 1

0,08 1.
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
v112 / (Vs-1)112

Figura 30. Variacién de la ip en funcién de v'”2. [PRODAN] = 2x10° M.[LiClO,] = 0,1 M.

En el Figura 31 se grafica la variacion de ip a diferentes concentraciones de
PRODAN a 50 mV seg™'. En la misma se observa que no existe una dependencia lineal
en el intervalo de concentraciones estudiadas tal cual lo predice la ecuacion (58); a
[PRODAN] > 1,5x10° M 1a ip practicamente se mantiene constante. Este resultado

concuerda con los resultados obtenidos espectrofotométricamente (Cap 3.A-2.) y
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estarian indicando que la concentracién analitica de la molécula PRODAN, no es la
concentracion real que esta involucrada en el proceso de oxidacién. Como vimos en los
estudios realizados en medio homogéneo es conocido que en agua [PRODAN] > 1x107
M, la molécula sufre un proceso de agregacion el cual ha sido estudiado por
espectrofotometria (Cap 3.A-2.). En presencia del agregado, el coeficiente de extincioén
molar de PRODAN disminuye drasticamente (Figura 24) poniendo en evidencia que el
proceso de transferencia de carga esta siendo perturbado. Es decir, la transferencia de

carga desde el grupo carbonilo al grupo amino de la molécula se ve impedido.

1,0x10° -
®  Experimental
® Tedrico
8,0x10”7 |
< 60x107 }
S
-
-
4,0x10” %
2,0x107 |
0,0 " L i 1
0,0 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10°

P /M
w
Figura 31. Variacién de la ip en funcién de [PRODAN]. [LiClO4] = 0,1 M.v =50 mV seg’

De esta manera, es posible suponer que cuando en condiciones experimentales
esta presente el agregado, €l mismo seria no electroactivo en la zona de potencial
estudiada. Por lo tanto la corriente medida corresponde a la descarga de la molécula
PRODAN como monémero.

Sin embargo, se ve la necesidad de encontrar una ecuacién que relacione la
concentraciéon analitica de la molécula PRODAN (Pw) con la concentracion
electroactiva de la molécula PRODAN (Pw™"). Para ello, se prepararon soluciones de
diferentes concentraciones analiticas de PRODAN y luego se determind
experimentalmente el valor de ip. Posteriormente, mediante el empleo de la ecuacién 58

fue posible determinar el valor de la concentracion electroactiva correspondiente a cada
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valor experimental de ip. Luego se grafica los valores de Pw"* en funcidén de Pyw

(Figura 32) y se realiza un ajuste de los puntos experimentales. La ecuacién que ajusta

dichos puntos es:
Pwmono = A1 - Az €Xp (kPw) (60)

en donde A;, A; y k son constantes que carecen de significado fisico. Los valores

obtenidos son A;=1,10x 10, A;=1,24x 10° yk=2x 107,

1,2x10°
1,0x10°
8,0x10°
>~ 6,0x10°
g
g2
4 @ Experimental
4,0){104S —— Ecuacion 60
2,0x10°
0,0 B S R T (St TR
0,0 1,0x10°  2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°

P /M
Figura 32. Variacién de ip en funcién de [PRODAN]. [LiClO4] = 0,1 M. v = 50mV seg’.

Esta ecuacion es empirica y serd empleada més adelante como una herramienta

para poder calcular los parametros de interés en el estudio electroquimico de PRODAN

incorporado en vesiculas unilaminares grandes de DOPC.
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3. B-1.DPH
Otra de las sondas empleadas para sensar el interior de las membranas es la

191" que 1a ubicacién del colorante en bicapas lipidicas va

molécula DPH. Es conocido
acompafiada de un gran aumento en su fluorescencia siendo, en agua, la misma
practicamente nula.

Los espectros de absorcion y/o de emision de DPH fueron tomados en varios
solventes organicos. En la Figura 33 se muestran los espectros tipicos de la banda de
absorcion de DPH. Al igual que lo realizado con la molécula PRODAN, se estudiaron
las diferentes interacciones posibles de DPH mediante el método de comparacién

solvatocrémica de Kamlet y Taft.!?

0,20 2
I -

R Heptano
B, :: B - - - - Butanol

0,15

0,10

Absorbancia

0,05

Figura 33. Espectros de absorcion UV—Visible de la molécula DPH en solventes puros. [DPH]
=2,5x10°M

En la Tabla 7 se muestran los valores de los maximos de absorcién y emision

junto a los pardmetros empiricos n*, y B del solventes.'**

Los resultados de los maximos de los espectros de absorcién y emisién que aqui
se informan son los obtenidos de la banda centrada a la menor longitud de onda de los
espectros (B)), sin embargo las mismas correlaciones fueron aplicadas en las bandas

restantes (B,, B3) de ambos espectros obteniendo resultados similares a los informados.
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Tabla 7. Numero de onda de absorcion (va,) y emisidn (V) de la banda B; de DPH en
diferentes solventes. [DPH] = 2,5x10™° M. ©* y B pardmetros obtenidos de referencial 54.

Numero Solventes Vabs Vemi n* B
(cm™) (cm™)
1 Etilen glycol 2945 24,75 0,92 0,52
2 Metanol 29,75 24 95 0,60 0,66
3 Butanol 29,55 24,89 0,47 0,84
4 Octanol 29,53 24,86 0,40 0,81
5 m-Xyleno 29,40 24,72 0,45 0,12
6 Tolueno 29,19 24,70 0,49 0,11
7 2-Propanol 29,79 24,93 0,48 0,84
8 Dicloro etano 29,24 24,73 0,73 0,10
9 Dicloro metano. 29,73 24,80 0,73 0,10
10 Eter etilico 29,89 24,96 0,24 047
11 Cloroformo 29,37 24,75 0,69 0,10
12 Dimetil formida 29,44 24,74 0,88 0,69
13 Acetonitrilo 29,65 24,90 0,66 0,40
14 Acetato de etilo 29,68 24,94 0,45 0,45
15 Ciclohexano 29,69 24,93 0,00 0,00
16 Decano 2973 24,96 0,03 0,00
17 Heptano 29,83 24,98 -0,08 0,00
18 Hexano 29,88 24,98 -0,11 0,00

En las ecuaciones (61) y (62) se muestran los resultados de las correlaciones

para las bandas de absorcién y emision de DPH.

Vooma = 29,73 £ 0,05 0,69 + 0,08) n*+ (0,42 + 0,09) B (61)
n=18,r=0,91
Vemimax = 24,94 £ 0,02 — (0,33 = 0,04) n*+(0,17 + 0,05) B (62)
n=18,r=0,92

n = mamero de solventes utilizados, r = coeficiente de regresion.

De las mismas, se observa que DPH es sensible tanto a la
polaridad/polarizabilidad (parametro n*) como a la capacidad de donar electrones
(parametro PB). Los corrimientos de sus bandas, por estos efectos, son opuestos:

corrimiento al rojo (solvatocromismo positivo) al aumentar la polaridad y corrimiento al
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azul (solvatocromismo negativo) al aumentar la capacidad P lo que resulta extrafio dado
que este compuesto no es dador de hidrégeno. Otros autores'*®, estudiaron una serie de
moléculas de carotenos que poseen sistema m conjugado y observaron que los mismos
correlacionaron con el parametro 8, atribuyendo dicho efecto a la conjugacion de los
dobles enlaces que actian como aceptores de electrones. Al parecer DPH debido al
sistema 7 conjugado que posee también tiene la capacidad de aceptar electrones y por lo
tanto correlaciona con el parametro B.

Debido a su baja solubilidad en agua no fue posible investigar su

comportamiento en tal solvente tal como se realizé con PRODAN.

3. C-1. Hemicianinas. DIA y HC
El ioduro de trans-4-[4-(dihexadecil amino)-estiril]-1-metil piridinio (DIA) e

ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril}-1-metilpiridinio (HC) son hemicianinas que
presentan dos bandas de absorcién.'**!®® Una es asignada a la transicién 7, n* centrada
aproximadamente en 350 nm, la otra banda esta centrada en 250 nm y corresponde a las
transiciones prohibidas caracteristicas de los sistemas aromaticos (piridinio y benceno).
La posiciones de la bandas de absorcién varian dependiendo del solvente a utilizar.

A diferencia de otras moléculas prueba, todas las hemicianinas'®® presentan
caracteristicas espectroscopicas anémalas. Es decir, los corrimientos por absorcion y
emision son opuestos con el aumento de la constante dieléctrica del solvente. Los
corrimientos de los espectros de absorcion son hacia longitudes de ondas menores
(corrimiento hipsocrémico), mientras que los de emision son hacia longitudes de ondas
mayores (corrimiento batocromico).

Fromherz y col.'® estudiaron una serie de hemicianinas zwiteridnicas y
determinaron que la localizacion de la carga en el estado fundamental y estado excitado
no es la misma. En el estado fundamental se ubica sobre el N del anillo piridinio,
mientras que en el estado excitado esta sobre el N de la amina terciaria (ver Figura 34).
Se demostré que el valor absoluto del momento dipolar (p) permanece practicamente

constante, solo cambia la orientacion luego de la excitacion.
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4 R = R
H,C—N<:>~CH=CH N HsC——N CHzH,C =N
— R —_— R
-

—»

He e

Figura 34. Localizacion de la carga en el estado fundamental (E.F) y el estado excitado (E.E)
de las hemicianinas. Siendo p, y pi. los momentos dipolares en el estado fundamental y excitado
respectivamente.

Ademés, Fromherz y col.'®® determinaron la banda cero — cero (vgo) como el
promedio de 1a vaps ¥ Vemi (€cuacion (63)).

Voo = w (63)

Ellos observaron que vg permanece constante en una serie de solventes,

independientemente del valor de la constante dieléctrica, concluyendo que esto se puede

deber a que, tanto el estado excitado como el fundamental estan siendo solvatados en

forma similar.

3. C-2.DIA
Para poder comprender el comportamiento espectroscopico anémalo de estas

hemicianinas y determinar qué tipo de interaccion predomina en su comportamiento
espectroscépico, se realizo el estudio del comportamiento de DIA en medio homogéneo.
En la Figura 35 se muestra los espectros caracteristicos de emisién de la sonda DIA en

diferentes solventes.

----benceno

Intensidad Nomalizada

i '

550 600 650 700 750
A/ nm

Figura 35. Espectros de emision normalizados de DIA. [DIA] =1 x 10°M
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Como se observa en la Figura 35, DIA muestra un corrimiento batocrémico del maximo
de emision al aumentar la polaridad del solvente.

En la Tabla 8 se muestran los valores de vm.x obtenidos tanto por absorcion vas
COIMO pPOr emision Vemi, los valores de Stokes vgokes y €l valor de la frecuencia voo en
todos los solventes medidos.
Tabla 8. Frecuencia de absorcion (Vaps), emision (Ven), corrimiento de stokes (Vgokes) Y banda

cero — cero (vpg) en diferentes solventes. [DIA] =1 x 10° M. n* y B parametros del solventes
obtenidos de referencia.154

Numero Solventes Vabs Vemi Vstokes Voo n* B

(cm™) (em™) (em’) (cm™)

1 Acetona 20,40 1597 4,43 18,18 0,62 0,49
2 Etilenglicol 20,36 16,08 4,27 18,22 0,92 0,52
3 Metanol 20,31 16,14 4,17 18,22 0,6 0,66
4 Butanol 19,87 16,22 3,65 18,05 0,47 0,84
5 Tetrahidrofurano 20,36 16,20 4,16 1828 0,58 0,55
6 2 - Propanol 20,11 16,29 3,83 18,20 0,48 0,84
7 Acetonitrilo 20,45 15,92 4,53 18,19 0,66 0,39
8 Etanol 20,15 16,19 396 18,17 0,50 0,75
9 Formamida 20,54 16,01 4,52 1827 0,97 0,48
10 Octanol 20,06 16,37 3,60 1822 040 0,81
11 Benceno 20,38 17,12 326 18,75 0,59 0,10
12 Tolueno 20,04 16,83 3,21 18,43 0,54 0,11
13 p-Xyleno 19,99 17,15 2,84 1857 047 0,12
14 Heptano 21,74 1732 442 19,53 -0,08 0,00
15 Decano 22,39 16,39 6,00 19,39 0,03 0,00
16 Dicloroetano 18,62 16,29 2,33 17,45 0,73 0,10
17 Diclorometano 18,37 17,39 0,98 17,88 0,73 0,10

En la Figura 36 se muestra las variaciones de las frecuencias de absorcion (Vabs),
emision (Vemi) Y cero — cero (vgo) con el aumento del parametro n*. Los valores de la
Vabs aUMENta Y Vem; disminuye al aumentar la polaridad del medio, mientras que la vgo

permanece constante. Al no variar la vgo con el aumento de la polaridad, la molécula
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prueba estaria indicando que tanto el estado excitado como el fundamental estén siendo

160
L.

solvatados en forma similar, tal cual lo observado por Fromherz y co con las

hemicianinas zwiterionicas.
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Figura 36. Corrimientos de 1a v (O), Vem. (®) ¥ Voo (@) en solventes de diferentes polaridad.
[DIA]=1x 10°M.

Como la hemicianina posee una carga (+) en su estructura se procedid a
investigar si la misma puede sufrir algin tipo de interaccion especifica, posibilidad que
no habia sido explorada hasta el momento. Para ello se procedio a investigar el efecto

dador de electrones del medio (parametro ) sobre su solvatocromismo.

En la ecuacion (64) se muestra la correlacion de la frecuencia de absorcion con
el pardmetro By la Figura 37 muestra la regresion lineal de la misma. Los mismos
mostrarian que la molécula DIA es sensible a dicho parametro, indicando la habilidad

de la molécula a aceptar electrones y protones del solvente.
N\ ~ ,CisHas
Vabs = 20,97 - (1,12 £ 0,16) B Q‘C“‘C"‘O‘”\C,d,ﬂ (64)
n=10 r=0,96

Es preciso aclarar que los solventes de B < 0,12 han sido excluidos porque la
molécula se agrega tal como se explicara mas adelante.
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Figura 37. Regresion lineal de la va, de DIA con el pardmetro . [DIA] = 1 x 10° M.

En la ecuacion (65) se muestra la correlacion de la frecuencia de emision con el
parametro P y la Figura 38 muestra la regresion lineal de la frecuencia de emision. Los
mismos indicarian que la molécula DIA sufre un solvatocromismo negativo al aumentar

el parametro .

Vemi = 15,66 + (0,75 + 0,13) B c..,_,/:>=c..=<:>=°“ (65)
— \Cwﬂu

n=10 r=0,94

Las correlaciones obtenidas en las ecuaciones (64) y (65) muestran la
disminucién y el aumento de la Vabs ¥ Vemi, cOrrimientos opuestos, con €l aumento del
pardmetro 8 respectivamente. Tales correlaciones podrian indicar que la carga (+)
localizada en el anillo piridino (E.F) estd mejor solvatada que cuando se ubica en el
nitrogeno de la amina terciaria (E.E) con el aumento del parametro f.

Es preciso aclarar que nunca se logrd obtener una correlacion conjuntamente con
los parametrés 3 y m*. Pero si se logrd correlacionar estos parametros por separado.
Notar que la dependencia obtenida con B en el E.E es menor que la obtenida en E.F. Es
decir, la carga de la molécula esta distribuida de forma diferente en el E.F y en el E.E.

Esto ultimo seria también la razén porque la vaps Y Vemi DO correlacionan conjuntamente
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con los pardmetros n* y 3, ya que al parecer la molécula podria comportarse como una
molécula diferente en el EEE y en el EF, es decir como dos moléculas que tienen

diferentes capacidades de sensar entornos ricos en electrones.

16,4
O
163 o
16,2 F o 5
. _ :
> 16,1} o
60 .0
5 .""“. o
. O
15,9
1 i 1 i L i 1 i 1 i
04 05 06 07 08 09

p

Figura 38. Regresion lineal de las bandas de emisién de DIA con el parametro B. [DIA] =1 x
10° M.

Los corrimientos de Stokes de esta molécula también fueron correlacionados con
el parametro f, tal cual lo muestra la ecuacidn (66). Como era de esperarse, los mismos

parecen ser sensibles a la capacidad de los solventes a dar electrones.
Vstokes = 3,31 - (1,88 £ 0,19) B (66)
n=10 r=0,98

En la Figura 39 se muestra la regresion lineal del corrimiento de Stokes con el

parametro .
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Figura 39. Regresion lineal de los corrimientos de Stokes de DIA con el parametro B de los
solventes empleados. [DIA] =1 x 10° M.

En la Figura 40 se observa los corrimientos en la frecuencia (vog) con el aumento del

pardmetro B.
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Figura 40. Corrimientos de la v en solventes con diferentes p. [DIA] =1 x 10° M.
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61

Por otro lado, es conocido que algunas hemicianinas se agregan'®' en medio

2 . . .
62 realizaron diferentes estudios concluyendo que en

homogéneo, Stathatos y Lianos'
aquellos solventes donde se encuentra diferencia significativa en el ancho de media
banda (HW) existe la posibilidad de que la hemicinina este agregada.

Se investigd la posibilidad de formacion de agregados en medio homogéneo
estudiando el ancho de media banda de absorcién y emisidn, y se representaran en las

Figura 41 y Figura 42, respectivamente.

28 |-
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02 0,0 0.2 04 0.6 0,8 1,0

Figura 41. Ancho de media banda (HW) de los espectros de absorcion en distintos solventes de
polaridad/polarizabilidad diferente. [DIA] =5 x 10° M.

Los valores obtenidos del ancho de media banda en los solventes que poseen 3
bajo tales como: tolueno, xileno, benceno, heptano decano, dicloroetano y
diclorometano, son diferentes a los obtenidos en solventes que poseen [3 mas alto. Por
eso se cree que existe la posibilidad de que en tales solventes DIA, a la concentracion de
trabajo 5x10 M, se encuentra agregada debido a su naturaleza anfifilica. Es por eso que
todas las medidas realizadas anteriormente fueron a una concentracién de 1x10° M,
para disminuir la posibilidad de encontrar agregada a la molécula de DIA. Notar que,
justamente donde el ancho de media banda se ensancha corresponde a aquellos

solventes con bajo valores en el parametro f (Tabla 8).
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Figura 42. Ancho de media banda de los espectros de emisién en distintos solventes de
polaridad/polarizabilidad diferente. [DIA] =5 x 10° M.

Se concluye que la solvataciéon de la carga (+) con los solventes capaces de
donar electrones (J grandes) permite la desagregacion de esta molécula y en aquellos
solventes que no poseen dicha capacidad (B pequefios o nulo) esta es mas propensa a la
agregacion. Se cree que los resultados hallados podrian ser muy esclarecedores en el
momento de estudiar las diferentes interfaz de los sistemas organizados debido a que
nunca los datos fueron interpretados teniendo en cuenta la capacidad de sensar entornos

dadores de electrones (parametro 3) que posee esta hemicianina.

3. C-3.DIA en benceno

Para profundizar el estudio de esta hemicinanina se procedié a investigar su
comportamiento en benceno. La importancia del mismo se debe a que este solvente sera
empleado en la formacioén de micelas inversas de AOT.

La Figura 44 y Figura 45 muestra respectivamente el espectro de absorcion y de
emisién caracteristico de la molécula DIA en benceno. Los espectros fueron tomados a
una concentracién de 1x10"® M. Es preciso notar que el pardmetro B para benceno es
muy bajo'® y por lo tanto DIA esta propensa a formar agregado tal como se discutié en

la seccion anterior.
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Absorbancia normalizada
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Figura 43. Espectro de absorcién normalizado de DIA en benceno. [DIA] =1 x 10°M.

Intensidad Normalizada
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Figura 44. Espectro de emisién normalizado de DIA en benceno. [DIA] =1 x 10°M.

De la Figura 44 y Figura 45, se observa que ambos espectros presentan una
banda principal en el visible. El maximo de absorcién esta centrado a 490 nm mientras
que el de emisién esta a 580 nm y es independiente de la longitud de onda de
excitacion. Estos indicios parecen indicar que solo una especie estd presente en benceno

cuando se trabaja a una concentracion de 1x10° M.
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Para profundizar el estudio en benceno se determiné el tiempo de vida de DIA
usando SPC. La longitud de onda de excitacion fue 450 nm, y se observo la emision de
dos longitudes de ondas diferentes, Aem = 590 y 650 nm. Se encontré un decaimiento
monoexponencial ¢ independiente de la Aem. El valor encontrado es de © = 0,40 ns +
0,05, x2 = 1,46. Estos resultados confirman que solo una especie estid presente en
benceno a una concentracién de 1x10° M y que la misma emite de un estado excitado
totalmente relajado. Debido a la baja solubilidad que esta molécula presenta en benceno

no fue posible explorar los tiempos de vida a mayor concentracion.

3. D-1.HC

Para ahondar la potencial propiedad que poseen estas hemicianinas, se creyo
oportuno profundizar el estudio con otra molécula de la familia de las hemicianina,
ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-metilpiridinio (HC).

El método de KamLet y Taft,''*'" tal como se explicé anteriormente se emple6
para poder correlacionar las bandas de absorcion y emisién de la molécula HC. En la
Figura 45 y Figura 46 se muestra los espectros caracteristicos de absorcién y emision de
la sonda HC en diferentes solventes. En tanto que, la Tabla 9 se presenta los valores de
Vabs, Vemi» Vstokes Y Voo en diferentes solventes. Los maximos de absorcién y emision
fueron extraidos de la tesis doctoral de R. Dario Falcone.'®*

En la Figura 47 se muestran los corrimientos en las frecuencias de absorcion
(Vabs), €emision (Vemi) y banda cero — cero (voo) con el aumento del parametro n*. Se
observa que la Vups ¥ Vemi aumentan y disminuyen respectivamente al aumentar la
polaridad del medio, mientras que la vgo permanece constante. Al igual que los estudios
realizados con la hemicianina DIA; es posible pensar que la molécula HC, al no variar
la vgo con el aumento de la polaridad, tanto el E.F como el E.E tienen polaridades

semejantes.
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Figura 45. Espectros de absorcién de HC en diferentes solventes. [HC] = 1x10”° M.
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Figura 46. Espectros de emisién de HC en diferentes solventes. [HC] = 1x10° M.
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Tabla 9. Frecuencia de absorcion (Va), emision (Ven;), corrimiento de stokes (Vswkes) ¥ banda
00 (voo) X (107 cm™) en diferentes solventes. [HC] = 1x10° M.

Numero Solventes Vabs Vemi VStokes Voo n* B
cm) (em') (em’) (em’)
1 1-Hexanol 2049 16,35 4,14 18,42 0,40 0,84
2 1-Octanol 20,70 16,47 4,23 18,59 0,40 0,81
3 Ciclohexanol 2041 16,35 4,06 18,38 045 0,84
4 Butanol 20,53 16,30 423 18,41 047 0,84
5 2-Propanol 20,75 16,34 4,41 18,55 0,48 0,84
6 1-Propanol 20,66 16,29 4,37 18,48 0,52 0,90
7 Etanol 20,83 16,25 4,58 18,54 0,54 0,75
8 THF 21,10 16,27 4,83 18,68 0,58 0,59
9 Metanol 21,01 16,16 4,85 18,59 0,60 0,66
10 Glicerol 20,75 16,14 4,61 18,45 0,62 0,51
11 Acetona 21,14 1595 5,19 18,55 0,71 0,49
12 ACN 21,23 15,91 5,32 18,57 0,75 0,40
13 EG 20,96 16,05 491 18,50 0,92 0,52
14 PG 20,83 16,22 4,61 18,53 0,92 0,52
15 FA 20,92 1595 4,97 18,43 0,97 0,48
16 Agua 2222 15,95 6,27 19,09 1,09 0,47
17 Benceno 2145 17,10 4,35 19,27 0,55 0,10
18 Tolueno 21,40 17,57 3,83 19,48 0,49 0,11
19 Xileno 21,15 17,30 3,85 19,22 045 0,12

De manera similar al estudio realizado con la molécula DIA, se procedié a

investigar si HC debido a que posee una carga (+) puede sufrir algin tipo de interaccion

especifica, posibilidad que no habia sido explorada hasta el momento. Para ello se
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procedi6 a investigar el efecto dador de electrones del medio (parametro B) sobre su

solvatocromismo.
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Figura 47. Corrimientos de 1a vas (@), Vemi (O) ¥y Voo (@) en solventes de diferentes polaridad.
[HC]=1x 10° M.

En las ecuacidones (67) y (68) se muestra la correlacidon de la frecuencia de

absorcién y emision con el parametro f3.

Vabs = 21,87 - (1,37 £ 0,09) B CHa—‘NQ—M@_j“’ (67)
\
CH

n=16 r=0,90 HC :

Vemi = 15,61 + (0,88 + 0,12) B °"°_"Q=\=<}‘+"<°w (68)
CHs

n=16 r=0,92 He
donde n es el nimero de solventes utilizados y r es el coeficiente de regresion lineal.

Cabe aclarar que tal regresion solo se realizd para 16 solventes de los 19
mostrados en la Tabla 9, los solventes 17-19 fueron excluidos de tal correlacidén por
razones que se explicaran mas adelante. Tales ecuaciones, muestran que la molécula HC

es sensible al parametro f3, indicando la habilidad de la molécula a aceptar electrones.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 123



MEDIO HOMOGENEO ANO: 2008

En la Figura 48 y Figura 49 se muestran la regresion lineal de absorcién y

emision con el parametro 3, respectivamente.
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Figura 48. Regresion lineal de la frecuencia de absorcion de HC con el parametro §.
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Figura 49. Regresion lineal de la frecuencia de emision de HC con el pardmetro p. [HC] =1 x
10° M.
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Los corrimientos de Stokes de esta molécula también fueron correlacionados
con el parametro 3, como se muestra la ecuacion (69). Dicha correlacion, como era de
esperarse, es sensible a la capacidad de los solventes a dar electrones. En la Figura 50 se

observa a los corrimientos de Stokes (Vstokes) cOn €l aumento del parametro B.

Vstokes = 3,92 - (1,95 + 0,30) B (69)
n=16 r=0,91

55}
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Figura 50. Correlacion de los corrimientos de Stokes de HC con el pardmetro B de los solventes
empleados. [HC] = 1x10° M.

En la Figura 51 se muestra la correlacion de la vgo en funcidn del parametro B.

Se observo que, al igual que con 7n*, la misma se mantiene constante con el aumento en

B.
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Figura 51. Corrimientos de la vgo en solventes con diferentes . [HC] = 1x10° M.
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Figura 52. Ancho de media banda de los espectros de emisién en distintos solventes de
polaridad/polarizabilidad diferente. [HC] = 1x10™° M.

Se observa que, para los solventes: tolueno, xileno y benceno, los anchos de
media banda son mayores que en los demds solventes. Esto hace que estos sean

excluidos de las correlaciones en la ecuaciones (67), (68) y (69), y existe la posibilidad
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de que en tales solventes, HC se encuentre agregada. Notar que, justamente donde el
ancho de media banda se ensancha (Figura 52) corresponde a aquellos solventes con
valores practicamente nulos en el parametro 3. Al igual que para DIA, solventes de poca
capacidad de donar electrones desfavorecen la solvatacion de la carga (+) y esto
favorece que la molécula se encuentre agregada.

En la Tabla 10 se puede ver a modo de resumen las correlaciones de las
diferentes moléculas, DIA y HC por absorcion y emision. Notar que los coeficientes ()
para las diferentes hemicianinas informadas son ligeramente diferentes.

Como era de esperarse la longitud de la cadena alquilica, al igual que su carga

positiva, también juega un papel importante en la agregacion de las hemicianinas.

Tabla 10. Resumen de las correlaciones de las frecuencias maximas de absorcidén, emision y
corrimiento de stokes en (10™ cm™) para HC y DIA.

MEDIO HOMOGENEO

Absorcién Vo b Coef.decorr. n  SD
HC 21,87+0,06 -1,37+0,09 0,90 16 0,15
DIA 2097+0,08 -1,12+0,13 0,96 10 0,17

Emision
HC 15,61 + 0,06 0,88 +0,12 0,92 16 0,12
DIA 15,66 + 0,06 0,75+0,13 0,94 10 0,11
Corrimento

de Stokes
HC 5,92 + 0,09 -1,95+0,30 0,91 16 0,12
DIA 5,31 +£0,09 -1,88 + 0,19 0,98 10 0,12

Notar que la suceptibilidad al pardmetro B es ligeramente mayor en HC que en
DIA, es decir la longitud de la cadena alquilica podria producir algun tipo de efecto
estérico mediante el cual se ve mas dificultada la interaccion de la carga (+) con la

capacidad de donar electrones de los solventes.

1]
L\
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3. D-2. Estudio de HC en benceno
Del estudio realizado en medio homogéneo se concluyd que existia la
posibilidad de que la molécula HC estuviera agregada en solventes de bajos 8 tales
como: xileno, tolueno y benceno, debido a que el ancho de media banda de los espectros
de absorcién y emision aumentan en comparacion con otros solventes empleados. Como
benceno es el solvente empleado para la formacién de micelas invesas de AOT, se

investigo el comportamiento de HC en dicho solvente.

La Figura 53 muestra el espectro de absorcion caracteristico de la molécula HC
en benceno a una concentracién de 2x10”° M. De la misma, se observa la aparicion de
un hombro centrado a 590 nm (al rojo de la banda principal). Este hombro no fue
observado a concentraciones inferiores de HC (JHC] < 1x10° M). Esta nueva banda

podria ser otro indicativo de la posible agregacion de molécula HC en benceno.
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Figura 53. Espectros de absorcién de HC en benceno. [HC] = 2x10° M.

La Figura 54 muestra la variacion de absorbancia en funcion de la concentracion

deHCaA =471 nm.
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Figura 54. Variacién de absorcién de HC en benceno. [HC]: a) 1x10°M, b) 4x10°M, ¢) 7x10°
M, d) 1x10°M, €) 2,5x10° M, f) 4x10° M. A =471 nm.

Se observa que hay una respuesta lineal para [HC] < 1x10° M, en tanto que para
[HC] > 1x10"° M, hay una desviacién de la linealidad. Es decir, la molécula no cumple
la ley de Lambert y Beer a concentraciones mayores de 1x10° M.

Tanto los estudios de los anchos de media banda de absorcion y emision, la
aparicion de una nueva banda en los espectros de absorcion y la no linealidad de HC al
variar la concentracién en benceno, indican que a [HC] > 1x10”° M la molécula se
encuentra agregada. Para caracterizar dicho agregado se realizaron experiencias de SPC.

Se estudiaron los tiempos de vida a dos concentraciones diferentes de la
molécula HC en benceno: una concentracién inferior a 1x10”° M en donde se asegura la
existencia del mondomero de HC y una concentracién superior en donde se pone de
manifiesto el agregado. En la Tabla 11 se muestran los tiempos de vida obtenicos a dos
concentraciones diferentes de HC.

A[HC]=3x 10° M, se observa que la molécula presenta un decaimiento de
fluorescencia monoexponencial e independiente de la Ay, Tal independencia demuestra
que la molécula emite desde un estado excitado totalmente relajado, es decir sensa un
microentorno no viscoso. El tiempo de vida de fluorescencia encontrado es de t = 0,20

ns y se le asigna al monémero de HC.
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Tabla 11. Tiempos de vida de HC a diferentes concentraciones en benceno. Ay, = 450 nm.

[HC]=3x10°M [HC]=2x10°M

Aemi = 585 nm Aemi = 650 nm Aemi = 590 nm Aemi = 680 nm

t=0,19 ns £ 0,02 1=0,20 ns £ 0,04 7, =0,22 ns + 0,04 1, =0,20 ns + 0,03
= = +
=137 =126 12=1,17ns £ 0,02 72 = 1,20 ns+ 0,05

=132 =111

i § . .
x: es la suma de las desviaciones standares.

En tanto que, cuando se trabaja a [HC] = 2x10™ M, la molécula presenta un
decaimiento de fluorescencia biexponencial e independiente de la Aem Que el
decaimiento sea biexponencial (dos tiempos de vida diferente) estaria indicando la
presencia de dos especies diferentes. Se observa que una de las especies posee un
tiempo de vida de t; = 0,20 ns el cual es comparable con el tiempo de vida que le fue
asignado al mondmero; en tanto que la aparicion de un tiempo de vida mayor (12 = 1,22
ns) se lo asignaria a la especie agregada de HC en benceno. La independencia con la
Aemi indica que ambas especies presentes, mondémero y agregado, emiten desde estados

excitados totalmente relajados.
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Estudio en Micelas
DIA y HC
PRODAN

4. A-1. DIA
a) DIA en micelas inversas de benceno/AOT. W = 0.

Se realizaron estudios espectroscopicos variando la concentracion de AOT a W
= 0 y a una concentracion fija de la molécula prueba. Cabe aclarar que debido a
problemas de solubilidad de DIA en benceno, se decidié comenzar a trabajar a partir de
la menor concentracion de surfactante donde la solubilidad de la molécula es total. La
minima concentracién de AOT para comenzar a trabajar es de 1 x 10 M.

En la Figura 55 y Figura 56 se muestran los espectros de absorcion y emision de
la molécula DIA, respectivamente. Mientras que, la Figura 57 se muestra los
corrimientos maximos de absorcion y emision al variar la [AOT].

Se observa que tanto por absorcion como por emisidon existe un corrimiento
hipsocréomico al incrementar la [AOT]. Del estudio en medio homogéneo se conoce que
las bandas de absorcion sufren un corrimiento hipsocromico cuando n* aumenta y
cuando B disminuye mientras que, las bandas de emisién sufren un corrimiento al azul

con una disminucién de la polaridad y un aumento en P (Tabla 10). Ademas, las
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hemicianinas, sufren corrimientos opuestos en las bandas de absorciéon y emision

cuando la molécula se encuentra en solventes donde la relajacion es completa.

Absorbancia

0,030

0,025

0,020

0,015

0,010

AOT (M)
—1x10°

0,005 |- .

0,000 &=

Figura 55. Espectros de absorcién de DIA en micelas inversas de benceno/AOT. W = 0. [DIA]

1x10°M.

intensidad

1,6x10
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1,2x10°
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6,0x10°

4,0x10°

2,0x10°

—1,8%x10"
o 7,4 X 16°
e 0,4
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Figura 56. Espectros de emisién de DIA en micelas inversas de benceno/AOT. W = 0. [DIA]

1x10°M.
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Figura 57. Corrimientos méximos de absorcion (@) y de emisién (O) de DIA en micelas
inversas de benceno/AOT. W = 0. [DIA] 1x10°M.

Los resultados obtenidos al variar la [AOT] son por lo tanto andmalos ya que
ambas bandas se corren hipsocromicamente con el aumento en la [AOT]. Es conocido
que la polaridad de los sistemas benceno/AOT aumenta con el aumento de la [AOT]
hasta que la micela esta formada.** De esta manera, los resultados muestran que debe
haber algin efecto diferente y no solo el efecto de polaridad. Una posible explicacion
puede ser que en el estado fundamental, la carga (+) ubicada en el N piridinio puede
estar interactuando electrostiticamente con la carga (-) del grupo SOs; del AOT. Por
otro lado, al excitar la molécula la carga (+) pasa al N de la anilina (Figura 34), la
misma se encontraria en la parte menos polar de la molécula de AOT, posiblemente
cerca del carbonilo del grupo ester de este, sensando menos polaridad y un mayor 3. Es
decir, un corrimiento hipsocromico en los espectros de emision indicarian que la
molécula este sensando un entorno con mayor capacidad de dar electrones.

En la Figura 58 se muestra la variacién de vgo en funcion de la concentraciéon de
AOT para W = (. Este claro corrimiento de la vqo hacia el azul, no puede ser asignado a
los cambios en la polaridad o a la capacidad de donar electrones del medio debido a que

voo para DIA, es independiente a los parametros mt* y f3.
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El incremento vgo con la concentracion de AOT, s¢ puede asignar a la posible
interaccién de carga (+) de la molécula DIA con el grupo SO;  del AOT. Asimismo, se

observa que a [AOT] > 7,4 x 102 M el valor es practicamente constante e igual a
20000 cm™; en comparacién con el valor obtenido en medio homogéneo (18400 cm™

aproximadamente).

20,0 - (=] e

19,6 g

Vg (10°cm™)

192

1 i 1 i 1 A L i 1 A i

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

[ACT] (M)

Figura 58. Banda 00 (vo) en micelas inversas de Benceno/AOT.W = 0 (@). [DIA] 1x10°M.

Este valor encontrado a W = 0 de 20000 cm™ indicaria que DIA, incorporado en

la interfaz micelar sensa un entorno poco fluido y ademas estaria interactuando

electrostticamente a través de su carga (+) con el grupo SO; del AOT.

b) Estudio del corrimiento del maximo de emision de DIA al cambiar la longitud de

onda de excitacion (REES).
En la Figura 59 se muestra el REES de la molécula DIA en funcién de la

concentracién de AOT a W = 0. Se observa un marcado incremento del REES ( AXen;
(Aemi (exc 5200m) = (Aemi (exc 470nm))) al aumentar [AOT]. Un valor de 22 nm de REES no se
podria solo explicar por la ubicacion de la molécula en una zona poco viscosa de la
micela.*>"3* Se cree que este valor tan elevado, ademis de indicar la poca fluidez del

entorno que sensa, manifiesta la interaccion electrostética de la carga (+) de la molécula
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con el grupo SO; de AOT. Es decir, a concentraciones menores de DOPC el efecto es

debido solo a la interaccion electrostatica de la molécula y el surfactante; mientras que a
concentraciones mayores de DOPC, HC sensa dos efectos conjuntos. El efecto
electrostatico y el efecto debido a la localizacion de la molécula en un medio restricto

de movimiento (interfaz micelar).

26
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£ ©
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16
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Figura 59. REES (A a kcxc 50 om - A - a km 470 nm) de DIA variando la

-6 -3 3
concentracion de AOT. [DIA]=1x10 M. W=0(0). AOT (a)1x10 M,(b)2x10 M, (c)
- - -2
7x 10 ’ M, (d)1,9x 10 ’ M,(e)74x10 M, (50,1 M, (g)0,2M, (h)0,3M.

c) Estudio del tiempo de vida de fluorescencia de DIA en micelas inversas de

benceno/A0T. W =0.

Anteriormente (Cap. 3.C-3), se determino el tiempo de vida de fluorescencia de
DIA a una concentracién de 1x10°® M en benceno. El mismo, es monoexponencial e
independiente de la longitud de onda de emision y su valor es de 0,4 ns. En la Tabla 12
se muestran los tiempos de vida de DIA en micelas inversas de AOT a W = 0 a los

efectos de compararlos con el valor obtenido en el solvente organico.

Se observa, que el decaimiento para dos concentraciones diferentes de micelas

de AOT es biexponencial. Por otro lado, es preciso hacer notar que el tiempo de vida es
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dependiente de la longitud de onda de emisién, cosa que no sucede en medio
homogéneo. Resultados similares fueron encontrados para otras moléculas prueba por

135-1 . . )
35137 en donde el incremento en los tiempos de vida con el aumento en la

Chatoppaday
longitud de onda de emisién fue asignado a la presencia de la molécula en diferentes
microentornos. Lo mismo puede pensarse que ocurre con DIA que supone emisiones
desde dos microentornos diferentes. Asi, se puede asignar el valor correspondiente al
tiempo de vida mayor (T = 1,1 ns) a la especie que esta interaccionando con las cabezas
polares de AOT, entorno rigido; en tanto que el tiempo de vida menor (t = 0,7 ns) se lo
asigna a la especie que se aleja de las cabezas polares de AOT, un entorno menos rigido

(pero que no es el benceno), posiblemente en inmediaciones del grupo carbonilo.

Tabla 12. Tiempos de vida de DIA en micelas inversas de Benceno/AOT. W = 0. [DIA] 1x10°¢
M. Aexc = 450 nm. xz: es la suma de las desviaciones standares.

[AOT] =5x10°M W=0

71 = 0,60 ns 71 =0,75ns
172=1,20ns 72=1,81ns
=117 =114
[AOT]=02M W=0
Aemi = 543 nm Aemi = 605 nm
11 =0,63 ns 171=0,82 ns
72=1,5ns t2=1,85ns
¥?=1,09 ¥?=1,53

Se procedi6 a investigar cual es el efecto de agregar agua en micelas
inversas de AOT usando como molécula prueba DIA; para ello se trabajoa W =5y W
= 10. A los dos W de trabajo se encontrd resultados similares, es por ello que solo se

informa los datos obtenidos cuando se trabajé a W = 10.

d) DIA en micelas inversas de benceno/AOT/agua. W = 10
De forma similar al estudio realizado en micelas inversas de benceno/AOT/agua
a W = 0; se realizaron los estudios espectroscopicos de absorcion y emisioén a una dada

concentracion de molécula prueba a W = 10. En la Figura 60 y Figura 61 se muestran
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los espectros de absorcion y emision respectivamente variando la concentracion de
AOT. Mientras que, la Figura 62 se muestran los corrimientos maximos de absorcion y

emision en las mismas experiencias.
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Figura 60. Espectros de absorcion de DIA en micelas inversas de benceno/AOT/agua. W = 10.
[DIA] 1x10°M. AOT () 1 x 10° M, (b) 2x 10° M, (¢) 7x 10° M, (d) 1,9 x 10> M, (e) 7,4 x
102 M, (0 0,1 M, (g) 0,2 M, (h) 0,3 M.

Comparando la Figura 55 y Figura 60 se observa que para la menor
concentracién de AOT a W = 10 (JAOT] = 1 x 10 M) el maximo de absorcién esta al
azul (Amax = 467 nm) respecto al observado en W = 0 (Amax = 474 nm), sin embargo
practicamente no sufren corrimientos al aumentar [AOT]. Como es de esperar la
presencia de agua juega un papel importante en lo referido a corrimientos
solvatocromicos que se observan. Estos hechos se pueden explicar considerando la
competencia del agua y DIA por interaccionar con el grupo sulfonato del AOT. La
hidratacién de las cabezas polares de AOT origina un desplazamiento de la molécula
DIA a un microentorno menos polar, alejando la molécula del corazén polar. A
diferencia de lo observado a W = 0, los corrimientos de los espectros de emision son
batocromicos al incrementar [AOT]. De las correlaciones obtenidas en medio

homogéneo (Tabla 10) un corrimiento batocromico indicaria que DIA sensa un entorno
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con baja capacidad de dar electrones (B bajo) y mas polar, esto es corroborado con el
agregado de agua que origina una competencia por solvatar los grupos SO; entre ¢l

aguay DIA.

1,8x10"

1,5%x107

1,2x10

8,0x10°

Intensidad (U.A)

6.0x10°

3,0x10°

0,0 &=

500 550 600 650 700 750

Figura 61. Espectros de emision de DIA en micelas inversas AOT / Benceno / Agua. W = 10.
[DIA] 1x10° M. AOT (a) 1 x 10° M, (b) 2x 10° M, (c) 7x 10> M, (d) 1,9 x 10 M, (e) 7,4 x
102 M, (f) 0,1 M, (g) 0,2 M, (h) 0,3 M.
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Figura 62. Corrimientos méaximos de absorcion (®) y de emisién (O) de DIA en micelas
inversas de Benceno/AOT/agua. W = 10. [DIA] 1x10° M.
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Tanto por emision como por absorcion, hay asi evidencia que DIA en presencia
de agua se aleja del corazon polar hacia la zona de baja capacidad de dar electrones
(bajo B) posiblemente hacia las cadenas hidrocarbonadas del surfactante.

En la Figura 63 se muestra la variacion de voo en funcién de la concentracion de
AOT para W = 10. Tal como se pude observar en la misma y a diferencia de lo
observado a W = 0, la voo a W = 10 permanece constante en todo el rango de la [AOT].
El valor obtenido de la voo es 19400 cm™ y en comparacién con el valor obtenido en
medio homogéneo (18400 cm™) posee un claro corrimiento hacia el azul, sin embargo si
se lo compara con el valor obtenido a W = 0 (20000 cm’') muestra un claro corrimiento

al rojo.

19.8

18,5 |-

€
mo
= e
>8 &° [~ =] o S
192 |
1 i L " L A 1
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Figura 63. Banda 00 (vog) en micelas inversas de benceno/AOT/agua. W =10 (@). [DIA] 1x10°
6
M.

Estos corrimiento de la vgo, tal como se dijo anteriormente no puede ser
asignado a los cambios en la polaridad o a la capacidad de donar electrones del medio
debido a que DIA, es independiente a los parametros m* y 3. Estos resultados distintos
de lo que ocurre a W = 0 (ausencia de agua), a W = 10 muestran tambien que el agua

solvata los grupos SO; de AOT y desplaza a DIA alejandolo del corazén polar (menor

interaccion electrostatica) y por lo tanto sensa un entorno menos rigido.
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e) Estudio del corrimiento del mdximo de emision de DIA al cambiar la longitud de
onda de excitacion (REES). W = 10
La Figura 64 muestra el REES de la molécula DIA en funcién de la

concentracion de AOT a W = 10. Contrariamente a lo que ocurre a W = 0, el REES

ANO: 2008

disminuye al incrementar la concentracion de AOT.
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Figura 64. REES (A -a A 520om -4 - a km 470 nm) de DIA variando la

exc

concentracién de AOT. [DIA]=1x 10° M. W = 10 (0). AOT (2) 1 x 10" M, (b) 2x 10" M, (c)
7x10° M, (d) 1,9X 10" M, () 7,4 x 10" M, () 0,1 M, (g) 0,2 M, (b) 0,3 M.

La disminucién abrupta del valor de REES (8 nm), confirma la ausencia de la
interaccion electrostatica entre DIA y AOT. Ademas, los valores de REES sugieren que
DIA esta localizada en un entorno de movimiento restringido, posiblemente en la region
exterior de la interfaz micelar, lejos del corazon polar de la micela. Es decir, DIA se

ubicaria entre las colas de los surfactantes que forman las micelas inversas.

f) Estudio del tiempo de vida de fluorescencia de DIA en micelas inversas de
Benceno/AOT/agua. W =10.

En la Tabla 13 se muestran los tiempos de vida de DIA en benceno y a dos
concentraciones diferentes de micelas inversas de AOT a W = 10. Se observa, que el

decaimiento de la molécula es monoexponencial y dependiente de la longitud de onda
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de emision. Al igual que lo observado a W = 0, tal dependencia de la longitud de onda
de emision parece indicar que la especie emite desde un estado excitado no relajado

totalmente.

Tabla 13. Tiempos de vida de DIA en benceno y en micelas inversas de benceno/AOT/agua a
W = 10. [DIA] 1x10° M. Aexe = 450 nm. 1*: es la suma de las desviaciones standares.

[AOT] =5x10°"M W =10

X,m,' =581 nm ;\vemi =655 nm
1=0,79 ns 1=0,95ns
x> =1,57 y? =144

[AOT|=02M W=10

Aemi = 578 nm Aemi = 653 nm
1=0,74 ns t=1,08 ns
yr=1,23 x> =1,68

El valor obtenido del tiempo de vida (t = 0,7 ns) es comparable con el tiempo de
vida que se asigno a las especies localizada en un entorno mas fluido a W = 0. Por ello,
se lo asigna a la especie que se aleja de las cabezas polares de AOT, de manera tal que
no sensa la fuerte interaccion electrostatica con los grupos sulfonatos de AOT y la

molécula se encuentra en inmediaciones del grupo carbonilo.

4. B-1.HC
Habiendo caracterizado espectroscopicamente la hemicianina en medio
homogéneo y benceno (Cap. 3. C-2 y C-3) se utilizé la molécula prueba para
caracterizar la interfaz de las micelas inversas de AOT. Anteriormente (Cap. 3. C-3), se
demostré que HC se agrega a concentraciones mayores de 1x10° M en benceno. Para
probar, el poder de desagregacion de las micelas inversas de AOT se trabajo a una
concentracion de HC donde la misma esta agregada. Para ello se vari6 la concentracion

del surfactante a una [HC] = 2x10° M, para los diferentes sistemas micelares de

benceno/AOT/agua (W =0y W = 10).
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a) Variacion de la concentracion de AOT en micelas inversas de benceno/A0T.
W =0.

Se realizaron estudios espectroscopicos variando la concentracion de AOT a W
= 0 y a una concentracion fija de la molécula prueba. En la Figura 65 y Figura 66 se
muestran los espectros de absorcién y emisién a una [HC] = 2x10”° M variando la
concentracion AOT, respectivamente. Mientras que, la Figura 67 se muestra los

corrimientos maximos de absorcion y emision al variar la [AOT].

0,24

Absorbancia

350 400 450 500 550 600 650
A {(nm)

Figura 65. Espectros de absorcion de HC en micelas inversas de benceno/AOT. W = 0. [HC] =
2x10° M.

De los gréficos se observa que tanto por absorcion como por emision existe un
corrimiento hipsocrémico al incrementar la {AOT]. Del estudio en medio homogéneo
(Tabla 10) se conoce que las bandas de absorcidn sufren un corrimiento hipsocromico
cuando 7* aumenta y cuando B disminuye mientras que, las bandas de emision sufren

un corrimiento al azul con una disminucién en 7* y un aumento en p.
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4,0x107

Intensidad

2,0x10°

0,0

Figura 66. Espectros de emisiéon de HC en micelas inversas de benceno/AOT. W = 0. [HC] =
2x10° M.

Los resultados obtenidos al variar la [AOT] son por lo tanto andmalos ya que
ambas bandas se corren hipsocromicamente con el aumento en la [AOT]. Tal como se
menciond anteriormente es conocido que la polaridad de los sistemas benceno/AQOT
aumenta con el incremento de la [AOT] hasta que se forma la micela *De esta manera
y al igual que lo observado con la molécula DIA, los resultados muestran que debe
haber algin efecto diferente que solo el efecto de polaridad. La posible explicacion es

que en el estado fundamental, la carga (+) ubicada en el N piridinio puede estar
interactuando electrostaticamente con la carga (-) del grupo SO3; del AOT. Al excitar la

molécula de HC, la carga (+) pasa al N de la anilina, la misma se encontraria en la parte
menos polar de la molécula de AOT, posiblemente cerca del carbonilo del grupo ester

de este, sensando menos polaridad y un mayor B.
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Figura 67. Corrimientos maximos de absorcion (®) y de emisiéon (O) de HC en micelas
inversas de benceno/AOT. W = 0. [HC] = 2x10° M.

Por otro lado, se observa que en los espectros de absorcion (Figura 65), el
hombro centrado a 590 nm y que fue asignado a la banda de absorcion del agregado
(Cap. D-1. y D-2.), disminuye a medida que se aumenta la concentracion de AOT. Tal
disminuciéon puede ser explicada, teniendo en cuenta que la molécula HC, esta
interaccionando con el surfactante aniénico de AOT favoreciendo la desagregacion de
HC. En la Figura 68 se observa la disminucion del hombro centrado a 590 nm en
funcion de la concentracion de AOT. Siguiendo la disminucion en la absorcion del
hombro (Figura 65) se pudo determinar el valor de la cmc, igual a 1x102 M. El mismo
es algo superior al encontrado en bibliografia (1x10° M) y puede ser explicado
teniendo en cuenta que el surfactante empleado contenia poca cantidad de agua residual,
ya que el mismo fue secado a alto vacio durante dos dias.

Se dicidié realizar medidas de los tiempos de vida de fluorescencia de la
molécula HC para poder dilucidar que tipo de interacciones esta presente en este

sistema a diferentes concentraciones de AOT.
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Figura 68. Variacion de la absorcion a Agpservado= 590 nm en micelas inversas de benceno/AOT.
W =0. [HC) =2x10° M

b) Estudio del tiempo de vida de fluorescencia de HC en micelas inversas de
Benceno/AOT. W =0.

Es preciso recordar que HC a 2x10° M en benceno, posee un decaimiento
biexponencial e independiente de la Ay El tiempo de vida de T = 0,20 ns le
corresponde al monémero, y T = 1,21 ns le corresponde al agregado HC.

En la Tabla 14 se muestran los tiempos de vida de HC a dos concentraciones
diferentes de AOT. Se observa, que a una [AOT] = 5x10° M el decaimiento es
biexponecial e independiente de la longitud de onda de emision. Es preciso hacer notar
que a esta concentracién de AOT la micela no estd formada (cmc = 1x102 M); con lo
cual no existe la posibilidad de que HC este localizada en un entorno rigido tal como lo
es la interfaz micelar y es por ello que los tiempos de vida observados son
independientes de la longitud de onda de emision. Por otro lado, el valor 1; = 0,4 ns es
algo superior y comparable con el monomero de HC en benceno. Tal aumento en el
tiempo de vida podria ser debido a la interaccion electrostatica de HC; en tanto que el 1,
= 1,20 ns es comparable con el agregado en benceno, al parecer la interaccion del HC en

el agregado es lo suficientemente fuerte y no es perturbada por la presencia de AOT.
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Tabla 14. Tiempos de vida de HC en micelas inversas de Benceno/AOT a W = 0. [HC] 2x107®
M. Aexe = 450 nm. ¥*: s la suma de las desviaciones standares.

[AOT] =5x10°M W=0

Aemi = 580 nm Aemi = 670 nm
1= 0,41 ns T = 0,45 ns
2=1,21 ns T2=1,22ns
2=
X" =137 x*=131

[AOT]=02M W=0

Aemi = 543 nm 605 nm
1=0,47 ns t=0,78 ns
x*=1,45 ¥*=1,58

A una [AOT] = 0,2 M el decaimiento es monoexponecial y dependiente de la
longitud de onda de emision lo cual indica que HC esta localizada en un medio de
movimiento restringido. El valor encontrado de 0,47 ns es mucho menor que el del
agregado; lo que indicaria que en presencia de micelas inversas de AOT la molécula de
HC esta desagregada. Estos resultados indican que las micelas favorecen la
desagregacion de HC, la cual se localiza en la interfaz micelar, interacciona con las
cabezas polares de AOT y sensa un entorno restringido en movimiento.

Como se menciond anteriormente, se quiere explorar el efecto que tiene las
micelas inversas de AOT en el proceso de agregacion de HC en benceno discutido en el
Cap 3. D-2. La Figura 65 muestra el espectro de absorcion a diferentes concentraciones
de AOT y a [HC] = 2 x 10™ M. Del mismo se puede observar que la banda a A = 590
nm, la cual es asignada al agregado de HC, desaparece a concentraciones de AOT
elevadas. Por lo tanto, el comportamiento de HC en micelas inversas difiere del
comportamiento en benceno. Es decir, en las micelas inversas de AOT, HC no esta
agregada y se distribuye en las micelas de acuerdo a la distribucién Poisson.”” A
concentraciones de surfactante mayor que la cmc el nimero de ocupacion esta dado por

la siguiente ecuacion:
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n - HC
(MI]
(70)
donde MI es la concentracion de micelas inversas de AOT.
[MI] = [Surfactante] - cmc
Nag
71

donde N, es el nimero de agregacion, el cual esta definido como el nimero de
moléculas que forman una micela inversa.”

Si el valor de n < 1, indicaria que existe poca probabilidad de encontrar mas de una
molécula de HC por micela de AOT."®>"'%7 Si la concentracién de surfactante es 0,1 M y
la [HC]=2x10'5 M, empleando el valor operacional de cmc de 2 x 107° M* y el valor de
Ngg = 20'68 para W = 0 podremos obtener el valor de n = 0,004. De esta manera, el valor
de n indica que encontrar mas de una molécula de HC en micelas inversas de AOT es
improbable. Estos resultados demuestran el poder de desagregacion que las micelas

poseen.

¢) Estudio del corrimiento del mdximo de emision de HC al cambiar la longitud de
onda de excitacion (REES). W =0

En la Figura 69 se muestra el REES (Alemi (Aemi (exc 5150m) = (Aemi (exc 4500m))) de la
molécula HC en funcidn de la concentracién de AOT a W = 0. Se observa un marcado
incremento del REES al incrementar la [AOT]. Un.valor de 26 nm de REES no se
podria solo explicar por la ubicacién de la molécula en una zona no fluida de la micela.
Se cree que valores tan elevado de REES en la micela, ademas de indicar la poca fluidez

del entorno que sensa, indica la interaccion electrostatica de la carga (+) de la molécula

HC con el grupo SO; de AOT.
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Figura 69. REES (A . a A.m 515 om — A__ i @ km 450 nm) de HC variando la

concentracién de AOT. [HC] =2 x 10”° M. W =0 (®). AOT (2) OM, (b) 1 x 10" M, () 5x 10~
M, (d)1x10° M, () 5x 10" M, () 0,1 M, (g) 0,2 M, (h) 0,3 M.

d) Variacion de la concentracion de AOT en Benceno/AOT/agua. W = 10.

De forma similar al estudio realizado en micelas inversas de benceno/AOT a W
= ( se realizaron los estudios espectroscopicos de absorcion y emision a W = 10. En la
Figura 70 y Figura 71 se muestran los espectros de absorcion y emision de la variacion
de AOT a una [HC] = 2x10” M, respectivamente. Mientras que, la Figura 72 muestra
los corrimientos maximos de absorcion y emisién al variar la [AOT].

A diferencia de lo observado a W = 0 (Figura 67), a W = 10 los corrimientos de
absorciéon y emisién son opuestos entre si (Figura 72). Es decir, se observa un
corrimiento hipsocrémico en los maximos de absorcién y un corrimiento batocrémico
en los maximos de emisién al aumentar la concentracién de AOT. Tal como se vi6 en
los estudios solvatocréomicos realizados en medio homogéneco (Tabla 10), tales
corrimientos indican que la molécula esta sensando un entorno mas polar y con menor

capacidad de dar electrones (8 bajo).
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Figura 70. Espectros de absorcién de HC en micelas inversas de Benceno/AOT/agua. W = 10.
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Figura 71. Espectros de emision de HC en micelas inversas benceno/AOT/agua. W = 10. [HC]

2x10”° M. Inserto A) Intensidad de fluorescencia vs [AOT] a A = 580 nm.
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Estos hechos podrian explicarse mediante la diferente capacidad del agua y la
molécula HC por interaccionar con las cabezas polar de AOT. El agua penetra en la
interfaz de la micela hasta proximidades del grupo carbonilo, donde esta ubicada HC y
esta sensa una mayor polaridad. Por lo tanto, HC localizada en un entorno mas fluido
puede ahora sensar la capacidad de dar electrones que posee el éster del surfactante

aniénico AOT (Bagua < Pester ). "°
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Figura 72. Corrimientos maximos de absorcion (®) y de emisién (O) de HC en micelas
inversas de Benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] 2x10° M.

Por otro lado, fue posible determinar la cmc del sistema
benceno/AOT/agua a W = 10, mediante la disminucion de la absorcién del hombro
centrado a 590 nm (Figura 70), tal cual lo realizado a W = 0. La Figura 73 muestra la
disminucion de la absorcion en funcién de la [AOT].

El valor encontrado de cmc es de 2x10” M y concuerda con el de bibliografia.®'
Este valor es inferior si se lo compara con el encontrado en ausencia de agua (cmc =
1x102 M) e indicaria que le proceso de micelizacién esta siendo favorecido en

presencia de agua.
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Figura 73. Variacion de la absorcion a Aogpservase™= 590 nm en micelas inversas de
benceno/AOT/agua. W = 10. [HC] = 2x10° M

e) Estudio del tiempo de vida de fluorescencia de HC en micelas inversas de
benceno/AOT/agua. W =10.

Se realizaron experiencias de SPC (Aexe = 450 nm y Aemi = 578 nm, Aemi = 660
nm) en micelas inversas de AOT. En la Tabla 15 se muestran los tiempos de vida de HC
a dos concentraciones diferente de AOT. Se observa, que en ambas concentraciones de
AOT ([AOT] = 5x10° M y [AOT] = 0,2 M) el decaimiento es monoexponencial e
independiente de la longitud de onda de emision. Tal decaimiento indica que hay solo
una especie presente, lo cual confirma el efecto desagregante que poseen las micelas
inversas de AOT. Cabe aclarar que ambas concentraciones de AOT estdn por encima
del valor encontrado de cme (cmc = 2 x 10° M) a W = 10. El valor encontrado en el
tiempo de vida en las micelas es de T = 0,3 ns, algo mayor si se lo compara con el
tiempo de vida de HC mondémero en benceno. El pequefio incremento en el tiempo de
vida puede ser debido a la interaccion especifica que sensa HC con la region de las

cabezas polares del surfactante.
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Tabla 15. Tiempos de vida de HC en micelas inversas de benceno/AOT/agua a W = 10. [HC]
2x10° M. Aexe = 450 nm. y*: es la suma de las desviaciones standares.

[AOT] =5x10"M W =10

Aemi = 578 nm Aemi = 660 nm
t=0,28 ns t=0,31ns
=129 =142

[AOT]=02M W=10

Aemi = 378 nm Aem; = 660 nm
1=0,27 ns 1=0,29 ns
¥’ =1,34 %> =1,39

Sin embargo, si se lo compara con el tiempo de vida del monémero incorporado
a la micela en ausencia de agua (tw = ¢ = 0,4 ns), el tiempo de vida obtenido es algo
menor. Este hecho puede ser explicado ya que la molécula incorporada en la bicapa
sensa el agua, lo cual hace disminuir su rendimiento cudntico de fluorescencia (Figura

inserto 71.A) y por lo tanto obtener un tiempo de vida ligeramente inferior que a W = 0.

) Estudio del corrimiento del maximo de emision de HC al cambiar la longitud de onda
de excitacion (REES).

La Figura 74 muestra el REES de la molécula HC en funcion de la
concentracion de AOT a W = 10. Se observa, que los valores de REES son similares a
los obtenidos a W = 0 (Figura 69) al incrementar la concentracion de AOT.

Tal como se explico con anterioridad, un valor de 24 nm de REES no se podria
solo explicar por la ubicacién de la molécula en una zona poco fluida de la micela. Se
cree que valores tan elevado de REES en la micela, ademas de indicar la poca fluidez

del entorno que sensa, indica la interaccion electrostdtica de la carga (+) de la molécula

HC con el grupo SO; de AOT.

Asi, el valor de REES encontrado indica que la interaccion electrostatica HC-
AOT esta presente aun en presencia de agua. Con lo cual se puede concluir que para

sensar interacciones la técnica de REES es mas sensible que la técnica de SPC.
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Figura 74. REES (A . a Kexc 515nm -4 . a Xm 450 nm) de HC variando la

-5 - -
concentracion de AOT. [HC]=2x 10 M. W=10. AOT (a)0M, (b) 1 x 103 M, (c) 5x 103 M,
2 -
(d1x10 M,(e)5x 102M, 0,1 M, (g)0,2M, (h) 0,3 M.

En la Figura 75 se muestra la variacidon de voo, para los diferentes sistemas
estudiados. De los mismos se observa que la voo a W = 10 permanece constante en todo
el rango de la [AOT] y el valor encontrado de la vo es 19620 cm™ . En comparacién con
el valor obtenido en medio homogéneo (18400 cm’™) posee un claro corrimiento hacia
frecuencias mayores, sin embargo, si se lo compara con el valor obtenido & W = 0
(20300 cm™) muestra un claro corrimiento a frecuencias menores.

Estos corrimiento de la vgp, tal como se dijo anteriormente no puede ser
asignado a los cambios en la polaridad o a la capacidad de donar electrones del medio
debido a que HC, es independiente a los parametros n* y B. Parece ser que a W = 10
HC sensa un entorno mas fluido en comparacién con W = 0, pero nunca logra ser lo
suficientemente fluido como lo es el medio homogéneo debido a que se ubica en la

interfaz micelar.
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Figura 75. Banda 00 (vg) en micelas inversas de Benceno/AOT/agua y en medio homogéneo.
(®) W =10, (©) W =0y (-) medio homogéneo. [HC] 2x10”° M.

En resumen, al realizar los estudios espectroscopicos en micelas inversas de
AOT se observa que, a las concentraciones de trabajo, HC se encuentra agregada y,
variando la concentracion de AOT para los diferentes sistemas estudiados (W =0y W =
10), se pudo comprobar el poder de desagregacion de las micelas de AOT como fue
encontrado para otras moléculas pruebas.'®'S’ Ademds, se pudo determinar la cmc
(concentracion micelar critica) de los diferentes sistemas, siguiendo la disminucién de
absorbancia de la banda del agregado de HC a medida que se adiciona AOT.

Los espectros de absorcion y emision de ambas hemicianinas estudiadas (DIA y
HC) muestran un corrimiento hipsocrémico al aumentar [AOT] a W = 0. Estos
resultados parecen indicar que en el estado fundamental hay una posible interaccion con
AOT. En el estado excitado DIA sensa un entorno menos polar y con mayor capacidad
de dar electrones y se puede pensar que la carga se ubica cerca del grupo carbonilo de
AOT. La adicién de agua juega un papel importante en la funcionalidad de las
diferentes interfaces, indicando que la misma penetra la interfaz hasta inmediaciones del
grupo carbonilo. Se observa, ademas, que la misma no rompe la fuerte interaccién
existente entre la molécula HC y el AOT. Sin embargo si logra debilitar la interaccion

existente entre DIA y AOT. DIA se ubicaria entonces entre las colas hidrocarbonadas
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del AOT entorno con menor capacidad para donar electrones. Todos los resultados

encontrados por diferentes técnicas son coherentes entre si'y corroboran lo antedicho.

4. C-1.PRODAN
Se investigo el comportamiento de espectroscépico de PRODAN en micelas
inversas no acuosas de AOT heptano/AOT/DMF y DMA. Es preciso notar que estos
solventes polares a diferencia del agua, no poseen la capacidad de formar puente
hidrogéno y ademads es necesario emplear otro solvente externo para la formacion de
este tipo de sistema organizado. Es por ello que el solvente no polar utilizado en la

formacion de estos sistemas es heptano.

1) Estudio en micelas inversas no acuosas de heptano/AOT/DMF y DMA

Los resultados encontrados en micelas inversas no acuosas heptano/AOT/DMF
y DMA son similares, es por ello que solo se muestran los resultados encontrados en
uno de los sistemas.

En la Figura 76, se muestra un espectro de absorcion caracteristico de PRODAN
en micelas inversas de heptano/AOT/DMF en funcidn de la concentracién de AOT a W,
= 2. Del mismo, se observa un corrimiento batocrémico en las bandas de absorcion al
aumentar la concentracion de AOT y un claro punto isobestico a 348 nm. Estos
resultados indicarian la existencia de un proceso de particion en el estado fundamental
entre el solvente no polar y la interfaz micelar. De los estudios realizados en medio
homogéneo (Capitulo 3. A-1), puede ser asignado el corrimiento batocrémico en los
maximos de absorcidn al aumentar la [AOT], a la incorporacion de PRODAN desde un
entorno no polar (solvente organico) hacia un entorno més polar (la interfaz micelar).”

Mediante los cambios observados en los espectros de absorcion, fue posible
determinar el valor de la constante de particion (Kp) empleando el modelo de la pseudo-

169-173
fase!®
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Figura 76. Espectro de absorcion de PRODAN variando [AOT] a W5 = 2 en micelas inversas
no acuosas de heptano/AOT/DMF. [AOT] a) 0M, b) 5,1x10°M, c) 1,1x107M, d) 2,9x10?M, e)
4,6x10°M, f) 0,1M

Este modelo considera la particiéon de PRODAN entre la micela y el solvente no
polar, es decir se considera a las micelas como una pseudo-fase distinta cuyas
propiedades son independientes de la concentracién de AOT. El modelo propone un

equilibrio en el estado fundamental como el siguiente:

PRODANj,, + AOT =2, PRODANy (72)

Donde [PRODAN]y es la concentracion de sustrato incorporado en la interfaz
micelar, [PRODAN]g,;, €s la concentracion de sustrato en el solvente no polar y [AOT]
es la concentracion de surfactante utilizado. Luego, la constante de particion (Kp) entre

las fases puede ser definida como:
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Kp — [PRODANJ
[PRODAN]y., [AOT]

(73)

La absorcion total observada a una longitud de onda constante cuando la

molécula PRODAN esta repartida entre el solvente no polar y la micela esta dado por:
At = Apep + Ay (74)

donde A}{ep y A} es la absorciéon de PRODAN en heptano y en la interfaz micelar,

respectivamente. Para soluciones diluidas la ecuacion (74) se puede escribir:

A% = (b &}yep [PRODAN]gp+ b £}y [PRODAN]y) (75)

Donde Ak, es la absorcion molar total de la solucién, b el paso 6ptico de la luz
incidente, €}, v £y, son los correspondientes coeficientes de extincién molar de

PRODAN en heptano y unida en la interfaz de AOT, respectivamente.

El balance de masa de la molécula PRODAN esta dado por la ecuacidn (76):

[PRODAN]r = [PRODAN]ie, + [PRODAN]y (76)

donde [PRODAN]r es la concentracion analitica de PRODAN y es constante para todas
las soluciones de AOT. Si la longitud de onda de absorcion es constante (A = 342 nm),
se puede obtener un grafico que relacione la absorcion con la variacién de la [AOT], tal

como lo muestra Figura 77.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 157



MEDIO MICELAR ANO: 2008
ote8f °
O
’.’
8 0164 |- 1',’
2 ;
g ¢
8 ll
£ omwof
4
0,156 [/
°
i i 1 i L
0,00 0,05 010
[AOT)/M

Figura 77. Absorcion de PRODAN en micelas inversas no acuosas a A = 342 nm, en funcién de
la [AOT].

Considerando las ecuaciones (73), (75) y (76), y teniendo en cuenta que el paso
optico es de 1 cm, podemos deducir la ecuacién (77). Esta ecuacién solo es aplicable

cuando la [PRODAN]r << [AOT]

(et ... +e4[AOT]Kp) [PRODAN] 1
— “Hep
1+Kp[AOT]

A} (77)

De esta manera, mediante la ecuacion 77 y ajustando los valores de absorcion a
A = 342 nm (Figura 77), el valor obtenido de Kp es de 10 + 2 M. Este valor, es elevado
y nos permite decir que a una concentracion 0,1 M de AOT la molécula PRODAN
practicamente esta incorporada en la interfaz de las micelas inversas de AOT.

Por otro lado, la Figura 78 muestra espectros caracteristicos de emision de
PRODAN en micelas inversas de heptano/AOT/DMF en funcién de la concentracién de
AOT a W, = 2. Al igual que lo observado en los espectros de absorcion, se observa un
corrimiento batocromico en los maximos de las bandas de emision al aumentar la
concentracién de AOT. Los mismos pueden ser explicados, teniendo en cuenta el

proceso de particion entre la interfaz de la micela inversa y el solvente no polar.
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Figura 78. Espectro de emision de PRODAN variando la [AOT] a W, = 2 en micelas inversas
no acuosas de heptano/AOT/DMF 0 DMA. Ayt 343 nm. [AOT] a) OM, b) 5,1x10°M, c)
1,1x107M, d) 2,9x10M, e) 4,6x10°M, ) 0,1M

Los valores de Kp pueden ser determinados por cambios en la intensidad de
fluorescencia al variar la concentracion de AOT y teniendo en cuenta el modelo de la
pseudo-fase anteriormente planteado.'®'” Si la concentracién analitica de PRODAN y
la longitud de onda de excitacién son constantes, la intensidad de fluorescencia

observada esta dada por:

I=Iyep+ 1Ty (78)

donde Iy, y Iy es la intensidad de PRODAN en heptano y en la interfaz de las micelas
inversas no acuosas, respectivamente. Para soluciones diluidas la ecuacién (78) se

puede escribir:

1= (lo @ep Eriep [PRODAN]gep+ Iy Py gy [PRODAN]y) / Ax (79)
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Donde, I es la intensidad de fluorescencia a una concentracién de AOT dada, I,
es la intensidad de la luz incidente; @y, y Py, son los rendimientos cuanticos de
PRODAN en heptano y unida en la interfaz de AOT, respectivamente. La At de la
solucién y el balance de masa de PRODAN esta dado por la ecuacion (75) y (76),

respectivamente:
Considerando las ecuaciones (75), (76) y (79), podemos deducir la ecuacién

(80). Esta ecuacion solo es aplicable cuando la [PRODAN]}r << [AOT]

Ip(Pyep + Py Kp [AOT])

Luego graficando la intensidad de emisién en funcién la variacion de la [AOT], se

obtiene la
Figura 79.
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Figura 79. Variacién de la intensidad de PRODAN en micelas inversas no acuosas mirando a A
= 440 nm, en funcién de la [AOT).

Se ajusta luego los datos experimentales de la intensidad de emisién a A, = 440
nm en la Figura 79 mediante la ecuacion (80) y se determina el valor de Kp. Se obtiene

un valorde 12 £2 ML,
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Es preciso notar que si bien los valores obtenidos tanto por emisién como por
absorcion (10 £ 2 M) son del orden y comparable.

Como se mostrd en las ecuaciones (56) y (57) del Cap. 3. A-1, la Ezs propan ¥
Eecmi prODAN  correlacionan con el pardmetro Ersg) y pueden ser utilizados para
determinar micropolaridad en la interfaz de micelas inversas no acuosas de AOT. Dado
que PRODAN sufre un proceso de particidn, se determiné la micropolaridad de la
interfaz micelar a una [AOT] = 0,2 M y a Ws = 2. Se encontré que a ™, = 342 nm
un valor de Er(30y de 40,7 Kcal/mol semejante a los valores encontrados de los solventes
acetofenona o diclorometano. En tanto que, a A™ ;s = 440 nm el valor encontrado es de
Er0) de 41,7 Kcal/mol y le corresponde a valores de benzonitrilo o 2-cloro-piridinia.
Estos valores se corresponden a solventes de polaridad considerable e indicarian que
PRODAN, ubicado en la interfaz micelar, estaria sensando una region de polaridad algo

menor que la de los alcoholes.
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Estudio en Vesiculas

- PRODAN, DPH, DIA y HC

Concluido el estudio espectrofotométrico en micelas inversas no acuosas de
AOT, se caracterizaron vesiculas unilaminares grandes de DOPC, empleando como
molécula prueba PRODAN. La importancia de caracterizar sistemas de este tipo, radica
en que son posibles de mimetizar células bioldgicas y emplearlos como transportadores

de droga.

5. A-1. PRODAN
El comportamiento de la molécula prueba PRODAN fue investigado en
vesiculas unilaminares grandes de DOPC a la misma temperatura que se realizé el
estudio en medio homogéneo (25 °C). A esta temperatura se sabe que se esta trabajando

= . ’ 2
en la fase cristal-liquido de estas vesiculas. 8

a) Efecto de la variacion de [DOPC].

Se realizaron estudios espectroscopicos variando la concentracion del
fosfolipido a una dada concentracion de la molécula prueba.

La Figura 80 muestra la posicion del maximo de las bandas de absorcion con el

aumento de DOPC.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto 16



MEDIO VESICULAR ANO: 2008

0- : 1 2 : 3 4
[DOPC] / (mg/ml)

Figura 80. Corrimientos en el maximo de absorcion UV-Visible de¢ PRODAN en vesiculas
unilaminares de DOPC. [PRODAN] =5 x 10°M

En las Figura 81 y Figura 82 se muestran los espectros de emision de PRODAN
y la posicion del maximo de las bandas de emision con el aumento de DOPC,
respectivamente. Como se observa en la Figura 81 al aumentar la concentracion de
DOPC hay un corrimiento hipsocromico en los espectros de emision, también se
observa la aparicion de un hombro a [DOPC] > 1 mg/ml. El origen del mismo se
discutira en profundidad en los incisos ¢) y d)

Como se puede observar, al aumentar [DOPC], hay un corrimiento hipsocrémico
tanto en la banda de absorciéon como de emision. Estos corrimientos hipsocromicos
estarian indicando que la molécula esta sensando un entorno menos polar (ecuacion (54)
y (55)), es decir, PRODAN se estaria incorporando a la bicapa lipidica al aumentar
[DOPC]. A concentraciones mayores a 1 mg/ml de DOPC, la misma parece estar
practicamente incorporada en la vesicula.'"*'"8Se realizaron medidas de depolarizacién
de fluorescencia de PRODAN para poder determinar la fluidez de la interfaz en donde

PRODAN se incorpora.
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Figura 81. Espectros de emision variando [DOPC]. [PRODAN]= 5x10"6 M. Aexe = 319 nm
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Figura 82. Corrimientos en el maximo de emisién de PRODAN en vesiculas unilaminares de
DOPC. [PRODAN] =5 x 10 M. Aexe = 319 nm.

En la Figura 83, se muestra la variacion de <r> al variar la concentracion de
DOPC a una concentracion de PRODAN de 1x10°® M. Se puede observar que <r>

aumenta con el aumento en la concentracion de DOPC hasta un valor aproxirnado de
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Img/ml y luego practicamente se mantiene constante. Esto muestra que la molécula
prueba al incorporarse en la interfaz de la vesicula sensa un entorno menos fluido.
Mediante los cambios observados en los valores de <r> se determin el valor de
la constante de particidon Kp. Se estudio el proceso de particion entre PRODAN en las
vesiculas y el agua es tratado mediante el modelo de la pseudo-fase,'®'7>'™

anteriormente detallado (Capitulo 4. C-1).

0,08
— ® —-e-
R /—"
0,06 | »
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1 2
[DOPC] / (mg/ml)

Figura 83. Variacion <r> de PRODAN en LUV de DOPC al variar la concentracién de DOPC.
[PRODAN] = 1x10° M. A_, = 319 nm, Aem = 490 nm,

Haciendo uso de la propiedad de aditividad que posee la anisotropia de

fluorescencia se puede reescribir la ecuacién (21) como:

<rp> [PRODAN <ry> [PRODAN
<> = A [ Al o> [ ul @1)
[PRODAN] [PRODAN],

Donde <r> es la anisotropia de la muestra, <ra,> es la anisotropia de PRODAN
en agua y <rg> es la anisotropia de PRODAN incorporado a la vesicula. [PRODANy]
es la concentracion analitica del sustrato incorporado a la bicapa lipidica, [PRODANA,]

es la concentracion del sustrato en agua y [DOPC] es la concentracion del fosfolipido.
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Combinando las ecuaciones (73), (76) y (81), obtenemos la siguiente ecuacion:

__<ra>+<ry>Kp [DOPC]

<>
(1+Kp [DOPC])

(82)

Luego se ajustan los valores experimentales de anisotropia empleando la
ecuacion (82) y se determina la Kp. El valor obtenido es de 16,4 + 2 (mg/ml)* 0 12900
+ 1300 M considerando el peso molecular del fosfolipido de 786,15 gr/mol. Este valor
elevado de Kp nos permite decir que a una concentraciéon de [DOPC] = 1 mg/ml el 94%
de la molécula PRODAN esta incorporada en la bicapa (ecuacion (73)), en tanto que
solo queda una pequefia cantidlad de PRODAN en agua, no detectable

experimentalmente.

b) Efecto de la variacion de [PRODAN] a una concentracion de DOPC constante.

Se investigd la posibilidad que el proceso de agregacion este ocurriendo en la
bicapa lipidica. Para ello, se realizaron estudios espectroscopicos variando la
concentracion de PRODAN a una concentracion de DOPC de 1 mg/ml, donde la
molécula prueba se considera practicamente incorporada. En la Figura 84 y Figura 85 se
muestran los espectros de absorcion y el grafico de acuerdo con la ley de Lambert y
Beer de PRODAN, respectivamente.

Como se puede ver y en contraposicion con lo observado en el estudio realizado
en agua, esta molécula una vez incorporada en la vesicula de DOPC, cumple la ley de
Lambert y Beer.

Esto demuestra que cuando la misma esta localizada en un entorno menos polar
(bicapa lipidica) que el agua, se desfavorece su agregacion encontrandose como
monomero. Esto puede deberse a que PRODAN es mas soluble en solventes organicos

que €n agua.
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Figura 84. Espectros de absorcién UV-Visible de la molécula de PRODAN, variando su
concentracion, en vesiculas unilaminares de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml.
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Figura 85. Absorbancia vs. concentracion de la molécula de PRODAN en vesiculas

unilaminares grandes de DOPC.
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¢) Estudio del corrimiento del maximo de emision de PRODAN al cambiar la longitud
de onda de excitacion (REES).

Tal como se explicd anteriormente el fenomeno conocido como REES es muy
sensible a cambios en la micropolaridad y en la microviscosidad del microentorno en
donde se ubique la molécula prueba.'*

En la Figura 86 se muestra Ahemi (Aemi (exc 410nm) - (Aemi (exc 319nm)) Variando la

concentracion de PRODAN.

16 _‘—’ 0,15 mg/ml
.
®
12’-
E - ®
£
E 8k
< ® o
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Figura 86. REES de la molécula PRODAN al variar la [DOPC]. [PRODAN]}= 5x10° M. A

= (}‘-emi (exc 410am) ~ (xemi (exc 319nm))-

Los cambios que se observan en la Figura 86 pueden explicarse mediante dos
posibles procesos: i) una incorporacion gradual de la molécula prueba desde el agua
hacia la bicapa, es decir un reparto, por lo tanto, existen dos especies que emiten de
diferentes entornos y/o ii) que el tiempo de relajacion del solvente sea comparable o
mayor que el tiempo de vida de fluorescencia de PRODAN, es decir el fendmeno de
REES puede estar de manifiesto. Ademas, estos efectos son dependientes de la
concentracion de DOPC.

Haciendo uso del valor de la Kp obtenida por espectrofotometria y la ecuacion

(73) se puede calcular el porcentaje de PRODAN en agua.
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A una [DOPC] = 0,15mg/ml, el 30% del total de la concentracion de PRODAN
permanece en agua. Es decir, a bajas concentraciones de vesiculas (DOPC <
0,15mg/ml) no hay suficiente cantidad de las mismas para incorporar la totalidad de
PRODAN y parte de PRODAN queda en el agua. De esa manera, a bajas
concentraciones de DOPC los procesos i) y ii) se manifiestan, aunque el dominante es
i). A concentraciones mas altas de DOPC, debido a Ia incorporacion de la molécula a la
vesicula (entorno menos fluido), comienza a dominar el proceso ii). Sin embargo, a
concentraciones de DOPC mayores a 1mg/ml donde, PRODAN ya esta totalmente
incorporado en la bicapa.

1.'7* investigaron el efecto que ejerce la presién hidrostatica en la

Chong y co
localizacién de la molécula PRODAN en bicapas lipidicas de vesiculas multilaminares
de dimirisil — L — a - fosfatidil colina (DMPC). Los cambios en los espectros de emision
se los asignaron a la diferente relocalizacion de la molécula prueba en la bicapa. Es
decir la molécula incorporada a la interfase puede estar localizada tanto en un

microentorno polar (A) y uno menos polar (B) tal cual se muestra en la Figura 87.

\/ O / 7
3 _QC_),\T\' " A Zona mas polar
! @I@l : B Zona menos polar
Aemi = 490 nm Aemi = 430 nm

Figura 87. PRODAN totalmente incorporado, ubicado en diferentes entornos. Adaptacién de la
referencia 174.

Los resultados obtenidos con el REES a una concentracién mayor de 1 mg/ml
(Figura 86) y la apariciéon de un hombro (Aem = 430 nm) en los espectros de emision
(Figura 81) pueden ser explicados teniendo en cuenta lo propuesto por Chong y col.'”*
Es decir, en los espectros de emision (Figura 81) se observa la aparicion de un hombro
(B) centrado en 430 nm a [DOPC] > 1 mg/ml. Estos indica la posibilidad de que
PRODAN puede localizarse en dos zonas dentro de la bicapa. Esto también estaria

explicando porque los valores de AA.; continuan disminuyendo a una concentraciéon
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mayor de 1 mg/ml con el aumento en la concentracién de fosfolipido. Asi PRODAN

incorporado en la bicapa estaria sensando dos entornos de polaridad diferente.

Debido a que PRODAN correlaciona con el pardametro Er(), en el inciso e) se

explicara con detalle la determinacion de la micropolaridad de los dos entornos donde

PRODAN esta localizado en la bicapa.

d) Estudio de los tiempos de vida de fluorescencia de PRODAN en vesicula de DOPC.

Se procedio a determinar los tiempos de vida de fluorescencia de PRODAN en

las vesiculas de DOPC con la técnica SPC. En la Tabla 16 se observan los datos

obtenidos variando la [DOPC]. Los mismos estarian de acuerdo con la distinta

ubicacién propuesta de PRODAN al aumentar la concentracion de DOPC, como asi

también con los resultados encontrados mediante la técnica de REES.

Tabla 16. Tiempo de vida de fluorescencia de PRODAN en LUV de DOPC. [PRODAN] =

3x10°M.

[DOPC] (mg/ml)

Aexc:360nm
Aemi:435nm

Aexc:360nm
Aemi:325nm

0,05

0,25

7, = 3,01 ns 0,01 (16%)

7= 0,26 ns £ 0,02 (34%)

13 =1,15 ns £ 0,09 (49%)
v*=1,20

T; = 4,66 ns = 0,09 (55%)

72=0,17 ns £ 0,05 (5%)

3= 1,19 ns £ 0,07 (40%)
¥ =1,30

7= 3,35 ns £ 0,09 (52%)
2= 1,26 ns £ 0,04 (48%)
x> =1,20

71 = 3,33 ns £ 0,09 (40%)
T, = 1,26 ns = 0,04 (60%)
y*=1,19

71 =3,19 ns + 0,01 (22%)
7, = 0,80 ns £ 0,03 (78%)
¥*=1,29

t=3,88ns+0,06
2=0,90

T =4,11ns+0,09
¥*=1,70

1 =4,08ns % 0,09
v*=1,79

* es la suma de las desviaciones standares y los valores en paréntesis es la contribucién de la

especie obtenida desde el fiteo.
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A bajas concentraciones de vesicula, [DOPC] < 0,25 mg/ml, se puede deducir
comparando con la emision de PRODAN en agua (Cap. 3. A-2) que los 11 y 12
corresponden a PRODAN en agua (Tabla 6), mientras que 13 corresponderia a la
emision desde la bicapa.

A concentraciones mayores de vesiculas [DOPC] > 1 mg/ml, donde la molécula
esta totalmente incorporada a la bicapa lipidica, se observa que a Aemi = 525 nm su
decaimiento es monoexponencial con un T = 4 ns, correspondiente a la especie que
emite desde el entorno mas polar (Figura 87), mientras que a Aemi = 435 nm el
decaimiento es biexponencial, debido a la diferente localizacion de PRODAN en la
bicapa (zona polar y no polar). Es preciso hacer notar que los tiempos de vida
adjudicados al entormo mas polar a diferentes longitud de onda de emision son
similares (T =4 ns y T = 3,5 ns), por lo que, el tiempo de vida restante a la longitud de
onda de emision del entorno menos polar es (t = 1,2 ns). Notar que a [DOPC] = 0,25
mg/ml la contribucion de PRODAN en agua es muy baja. Ademds, a ninguna
concentracién de DOPC se observa la componente del agregado encontrada en los

estudios de agua pura (Cap. 3. A-2).

e) Micropolaridad de la vesicula de DOPC.

Como se mostré en las ecuaciones (56) y (57), Euws prRoDAN Y Eemi PrRODAN
correlaciona con el pardmetro Er3gy y pueden ser utilizados para determinar
micropolaridad en vesiculas unilaminares grandes de DOPC. Debido a que PRODAN
una vez incorporado en la vesicula, ((DOPC] > 1 mg/ml) se ubica en dos lugares
diferentes, se calcularon las micropolaridades. Se encontré que a A™ . = 490 nm un
valor de Ergg) de 53,8 Kcal/mol. Este valor se corresponde con el de metanol y estaria
sensando la zona polar de la interfase de la membrana, Figura 87. A A" = 430 nm el
valor de Ergg) es de 36,98 Kcal/mol y se corresponde con el valor de tetrahidrofurano
y/o benceno, aqui PRODAN esta sensando un microentorno no polar, tal como se
muestra en la Figura 87. Podemos decir que, los valores encontrados de Erzg) en
vesiculas difieren totalmente a los encontrados en agua pura (Erse) = 63,1 Kcal/mol).
Por otro parte, la micropolaridad sensada en el estado fundamental, Erag) = 36 Kcal/mol
corresponde a un valor de Ergag) que estd de acuerdo con el valor encontrado del

microentorno no polar.
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5. A-2. Estudio electroquimico en vesicula unilaminares grandes de DOPC.

Pocos son los trabajos encontrados en bibliografia,lg(ng donde se encapsula una
molécula electroquimicamente activa en la cavidad acuosa de vesiculas, para ser
detectadas por técnicas electroquimicas. Recientemente, Ikonen y col.'®* encontraron un
método electroquimico para determinar el coeficiente de particién entre el agua y la
vesicula para algunas moléculas denominadas “agentes bloqueadores beta-
adrenérgicos” solubles en agua.

Especialmente la electroquimica de interfaz liquido-liquido es una buena
herramienta para determinar constante de particion ya que permitiria controlar el
potencial de interfaz y por lo tanto la distribucion de la especie entre las dos fases. Es
decir, técnicas electroquimicas las cuales son técnicas rapidas y sencillas
experimentalmente; combinadas con la capacidad que poseen las vesiculas en mimetizar
células, es un herramienta potencial poco explorada y puede contribuir para entender
diferentes procesos en el aréa de la biote:cnologia."s“'186

Es necesario aclarar, que en electroquimica se empleard otro tipo de
nomenclatura, para poder diferenciarla de la técnicas espectrofotométricas. De esta
manera, se lograra comprender y comparar los diferentes analisis por técnicas
independientes.

Al igual que lo realizado en agua, se comenzd el estudio electroquimico de la
molécula de PRODAN en LUV de DOPC mediante la técnica de voltametria ciclica. Se
empleo una concenyracion de PRODAN de 2x10” M y se utilizé como electrolito
soporte LiClO4 0,1 M. Los voltagramas tipicos variando la concentracion de DOPC
obtenidos se muestran en la Figura 88. Se observa que la forma de los voltagramas es
similar a los obtenidos en agua (Figura 28), lo cual sugiere que el mecanismo de
electro-oxidacion para PRODAN en vesiculas es similar al de agua.

Ademas, para cada una de las concentraciones de DOPC se graficé el valor de la
ip en funcién de la v'’%, tal como lo muestra la Figura 89. De la misma, se observa que
existe una dependencia lineal de la ip con la v'? independientemente de la
concentracion de DOPC; lo cual indica que el proceso de oxidacion esta gobernado por

la difusion en todos los casos.!*
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Figura 88. Voltagramas ciclicos de la PRODAN a diferentes concentraciones de DOPC.
Intervalo de potencial barrido 0,1 V- 0,6 V. v=50mV Seg”. [PRODAN] = 2x10™* M. [DOPC]:
a) 0,25mg/ml, b) 0,5mg/mi, c) 1mg/ml, a) 1,5mg/ml.
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Figura 89. Variacién de la ip en funcién de v'2. [PRODAN] = 2x10™* M. [LiCIO,] = 0,1 M.
[DOPC]: m) 0,25mg/ml, @) 0,5mg/ml, ) Img/ml, ¥) 1,5mg/ml ¢) 2mg/ml.
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La pendiente de estas rectas (Figura 90) aumenta hasta una [DOPC] = Img/ml y

para [DOPC] > 1,5 mg/ml se mantiene practicamente constante.

4.9x10° F - :
@® Pendiente experimental ® °
o 42x10° | )
“w
g [ ®
> 3,5x10° F °
<
V)
- £
a:) 2,8x10 °
1
& "
o 2,1x107 | ’
0,0 0,5 1.0 1,5 2,0

[DOPC]/ (mg/ml)

Figura 90. Variacion de la pendiente de la Figura 89 en funcion de la [PRODAN]. [PRODAN]
=2x10* M. [LiClO,] = 0,1 M

A medida que se incrementa la concentracion de DOPC aumenta la
concentracién de PRODAN que se incorpora como mondémero a la bicapa y por lo tanto
se observa un aumento en la pendiente hasta [DOPC] = 1mg/ml. Para [DOPC] > 1
mg/ml, PRODAN ya estd totalmente incorporada y es por ello que se mantiene
constante. Analégo comportamiento de PRODAN incorporandose a la bicapa fue
estudiado anteriormente en detalle (Cap. 5. A-1. @) por espectrofotometria.

Es de interés entonces, investigar si dicho proceso puede ser estudiado mediante
las técnicas electroquimicas. Para ello se propone el siguiente modelo, considerando
cuatro hipotesis:

v" Las especies electroactivas son: PRODAN como monémero en agua (Pyw™") y
PRODAN como mondémero incorporado a las LUV de DOPC (Py™"). Ademas,
ambas especies electroactivas son oxidadas al mismo potencial. Evidencia de
ello es la aparicién de un tnico pico en el voltagrama.

v" El proceso de agregacion de PRODAN en agua posee la misma estequiometria

en presencia y ausencia de LUV de DOPC.

F. Moyano Universidad Nacional de Rio Cuarto |
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v" El mecanismo de electro-oxidacién de PRODAN incorporado en la bicapa como
monémero es el mismo para todas las concentraciones de trabajo de DOPC
utilizadas

v" Los equilibrios presentes son:

n Pwmon ——— Pwag (83) = V:gregado
Kp g
[DOPC] + PW T Pvmon ( 3 4) l:,Wmonomero

en donde n es el numero de la moléculas de PRODAN gue forman el agregado. La
constante de particion (Kp) entre PRODAN en agua (Pw) vy en la vesicula (Py™") esta

dado por la ecuacion (85)
Kp = [Py™"]/ [Pw] [DOPC] (85)

Por lo tanto, la concentracion analitica (Co) de PRODAN se puede expresar

matematicamente como:
Co = [Pw" ] + n [Pw**¥] + [Py"™"] (86)
Co = [Pw] + [Py™] (87)
Empleando la ecuacién (85) y (87) la concentracion de Py, se puede rescribir como:
[Pv™"1=Kp Co [ DOPC]/ ( 1+ Kp [ DOPC] ) (88)
en tanto que, PRODAN en agua se puede escribir como:

[Pw]=Co/( 1+ Kp [ DOPC}) (89)
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Tal como se planteo en la hipdtesis del modelo, la especie agregada de
PRODAN no es electroactiva, en tanto que la especie monomérica de PRODAN si lo
es. Es preciso hacer notar que la especie monomeérica no solo esta presente en el medio
acuoso, sino también en la interfaz de las vesiculas de DOPC, por lo que ambas especies
monoméricas contribuiran a la ip. Ademas, ambas especies electroactivas son oxidadas

al mismo potencial, entonces se puede expresar la ip como:
ip — ipagua + ipvesicular (90)

Como el proceso de oxidacion de PRODAN como monoémero, tanto en agua
como en las vesiculas estd gobernado por difusidon (Figura 89), se puede expresar la

ecuacion (51) descripta en el Capitulo 2. B-6. IV. como:

ip = %@ nF (F/RT )"? A { (Dw )"*[Pw™] +Dv )" [Pv™] } v'? 1)

donde Dy es el coeficiente de difusion de PRODAN en agua y Dy es el coeficiente de
difusion de PRODAN incorporado a la bicapa de las vesiculas de DOPC. El valor de la

pendiente de dicha ecuacion esta dado por:

pendiente = g nF (nF/RT )" Area { (Dw )"” [Pw™]+ Ov )"* [Pv™] } (92)

Anteriormente, del estudio electroquimico de PRODAN en agua (Cap 3. A-3),
se encontro la ecuacidn que relaciona la concentracién analitica de la molécula
PRODAN con la concentracion electroactiva de la misma (ecuacion (60)). Asi

mono

reemplazando [Pw" ] ecuacion (88) en la ecuacion (60), se obtiene:

Pw™" = A, - A; exp[-k Co / ( 1+ Kp [DOPC]) ] 93)

mon

Luego la [Pw™"] se reemplaza en la ecuacion (92) y obtenemos la ecuacion de

interés que nos permite ajustar los datos experimentales con el modelo planteado.

LN
=}
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pendiente = & nF (nF/RT )" Area {Dw'”[A; - A; exp [-k Co / ( 1+ Kp [ DOPC] ) ] +
[(Dv)"* Co / ( 1+ Kp [ DOPC]] } (94)

En la Figura 91 se observa el ajuste de los datos experimentales con la ecuacién
(94), obtenida del modelo planteado. Del mismo se obtiene los parametros de interés,

Kp y Dv.

5,0x10°

~
Q

v 4,0x10° |
Q
T

:E 3,0x10°

O

=

D) Ecuacion (94)

= 2,0x10° @ Datos experimentales
o

& L I 1 3

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[DOPC] / (mg / ml)

Figura 91. Variacién de la pendiente en funcién de la [PRODAN]. [PRODAN] = 2x10™ M.
[CIO4Li}=0,1 M

El valor encontrado de Kp es de 2,5 (mg/ml)’. Este valor es inferior, aunque
esta dentro del orden de magnitud, del que se calcula por espectrofotometria (Cap. 5. A-
1), que es 16,4 (mg/ml)". Cabe aclarar, que la diferencia existente puede ser debido a: i)
las diferentes condiciones de trabajo empleada en ambas técnicas. En las técnicas
espectrofotométricas no se empled electrolito soporte, ademas se trabaja a
concentraciones muy inferiores a las de electroquimicas, con lo cual el equilibrio de
mondmero-agregado de PRODAN en agua no estd presente. No fue posible trabajar a
concentraciones inferiores en voltametria ciclica, porque practicamente no se observa
ninguna sefial. Esto hace imposible igualar las condiciones de trabajo de las técnicas
electroquimicas con las espectrofotoquimica. ii) La técnica depolarizaciéon que es la
técnica empleada para determinar Kp espectrofotométricamente, posee un error mas

significativo que la técnica electroquimica. De esta manera y a pesar de las diferencias
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encontradas en los valores de Kp, se demuestra que mediante una técnica rapida,
sencilla y de bajo costo como lo es la voltametria ciclica, es posible determinar la
constante de particidn en las vesiculas unilaminares grandes de DOPC, obteniéndose
valores comparables al encontrado con técnicas espectroscopicas.

Por otro lado, el valor obtenido de Dy del ajuste es de 6,1x10® cm® seg™ y no
corresponde al valor obtenido para la difusién de la molécula en medio homogéneo,'*®
que es del orden de 10 cm® seg™. Al parecer, si bien el proceso estd gobernado por la
difusion, no es la molécula la que difunde hacia el electrodo; sino que debe difundir la
vesicula en la que estd incorporada la molécula. Es decir, una vez que PRODAN se
encuentra como monomero en la bicapa, la vesicula actia como vehiculo para
transportarla hasta la superficie del electrodo. Es por eso que el valor obtenido de
6,1x10° cm? seg'l, es consistente con la difusion de la vesicula. Para confirmar lo
antedicho, se determino el D de las de LUV de DOPC sin PRODAN mediante la técnica
DLS. El valor encontrado es de 5x10® cm® seg”, independientementz de la
concentracion de DOPC que se trabaje. Estos valores encontrados por técnicas
independientes son practicamente iguales; confirmandose asi las hipotesis de nuestro
modelo.

En resumen, se propuso un modelo para calcular el valor de Kp que da un valor
muy similar al obtenido por datos espectroscopicos. Es mas, este modelo permite
calcular el valor del D para las LUV de DOPC y este coincide con el obtenido a través
de la técnica de DLS. Los resultados encontrados son prometedores ya que se demuestra
que las técnicas electroquimicas pueden ser utilizadas como una poderosa herramienta
para investigar el comportamiento de moléculas electro-activas ubicadas en sistemas

organizados.

5. B-1. HC y DIA
Debido a la similitud en cuanto a su estructura quimica y a que las diferentes
hemicianinas empleadas, HC y DIA, presentan un comportamiento similar en medio
homogéneo; se cree conveniente informar conjuntamente el comportamiento de las
mismas en LUV de DOPC. Ademas, en micelas inversas de AOT (Cap. 4. A-1. y B-1.)

mediante el uso de estas hemicianinas se comprobé que el agua juega un papel
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importante en la funcionalidad de las diferentes interfaces. Es por ello que se informan
paralelamente los estudios realizados de ambas hemicianinas en LUV de DOPC.
a) Efecto de la variacion de [DOPC]

Se realizaron estudios espectroscopicos de la molécula HC variando la
concentracion de DOPC. En la Figura 92 y Figura 93 se muestran los espectros de
absorcion y emision de HC con el aumento en la [DOPC] respectivamente. Mientras
que en la Figura 94 se muestra los corrimientos de los maximos de emisién de HC al

incrementar la [DOPC].

0,20

[DOPC]

0,15 (mg / mi)

0,10

Absorbancia

0,05

A i L " i "
400 450 500 550 600
A/nm

0 N 1
300 350

Figura 92. Espectros de absorcién de HC variando [DOPC]. [HC] = 1x10”° M.

Los resultados muestran que practicamente no hay variaciéon (2 nm) en los
maximos de absorcion de HC al aumentar [DOPC]. Mientras que, las bandas de emision
sufren un corrimiento hipsocrémico hasta una [DOPC] = 0,5 mg/mL de 23 nm
aproximadamente (Figura 94), ademas se observa un marcado aumento en la intensidad
de las bandas (Figura 95). De los estudios en medio homogéneo (Cap. 3. D-1), un
corrimiento hipsocrémico en los maximos de emisién indican que la molécula esta

sensando un entorno menos polar y con mayor capacidad de dar electrones (J alto).
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Figura 93. Espectros de emisién de HC variando [DOPC). [HC] = 1x10”° M. A = 450nm.
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Figura 94. Variacién del maximo de emisién de HC variando [DOPC]. [HC] = 1x10° M.

Es decir, dichos corrimientos podrian indicar la existencia de una particion entre
el agua y la interfaz de las vesiculas. Estos corrimientos no fueron observados en DIA
dado que posee una cadena hidrocarbonda mas larga que HC y no es soluble en agua.

DIA es soluble en las vesiculas solo a una [DOPC] > 0,01 mg/mL. Bajo estas
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condiciones experimentales los espectros de absorcion y emision de DIA no muestran

corrimientos al aumentar la concentracion de DOPC. Esto significaria que DIA ya estd

incorporada en la bicapa a [DOPC] > 0,01 mg/mL, ubicandose en un solo lugar.

8,0x10°
. 6,0x10° |-
©
=3
A
© sl
® 4,0x10
% A
[
A
2 200°f,
— A
h
0,0 N

0,0 80x10* 1,6x10° 2,4x10° 3,2x10° 4,0x10°
[DOPC]/M

Figura 95. Variacién de la intensidad maxima de emisiéon de HC al variar [DOPC]. Aemi = 500

nm. [HC] = 1x10° M.

Los resultados obtenidos en medio homogéneo (Tabla 10) ayudan a entender los

corrimientos espectrales que HC sensa en las LUV de DOPC. Un corrimiento

hipsocromico (Figura 94) en las bandas de emision al aumentar la [DOPC], indicarian

que HC se encuentra en un entorno menos polar y con mayor . Esto es posible si la

molécula se incorpora a la bicapa y se localiza en un entorno rico en electrones, es decir

proximo a los grupos fosfato de DOPC. Asi, HC al incorporarse en la bicapa, sensa un

microentorno menos polar que el agua y capaz de donar electrones.

b) Determinacion de la constante de particion (Kp) de HC en DOPC,

Tal cual se menciond anteriormente HC se incorpora desde el agua a la bicapa,

es decir sufre un proceso de particion.
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Anadlogo a lo realizado con molécula PRODAN en micelas inversas no acuosas
(Cap. 4. C-1.) fue posible investigar el valor de la constante de particién Kp mediante
los cambios en la intensidad de fluorescencia al variar la concentraciéon de DOPC. Para
ello se utiliza el modelo de la pseudo-fase,'®'" detallado anteriormente (Cap. 4. C-1.).

Asi la ecuacion (80) se puede rescribir para HC como:

Iy (@A + Dy Kp[DOPC])
(1 +Kp [DOPC}) (95)

I =

Donde, I es la intensidad de fluorescencia a una concentracion de DOPC dada, I,
es la intensidad de la luz incidente; ®, @y, son los rendimientos cuanticos de HC en
agua v unida en la interfase de DOPC, respectivamente.

Mediante esta ecuacion, se determiné el valor de Kp ajustando la ecuacion (95)
con los datos experimentales mostrados en la Figura 95 a Aep, = 500 nm. Se obtiene un
valor de 1850 + 100 M 0 2,35 + 0,13 (mg/mL)'l. Es preciso notar que el valor de la
constante de particion es elevado y justamente explica porque a una [DOPC] > 0,01
mg/mL practicamente no se observan corrimientos en los espectros de emision (Figura
94). A esta concentracion mas del 80% de la HC esta en la interfase de la bicapa.

Como las moléculas pruebas podrian estar agregadas en las vesiculas, se
investigd dicha posibilidad comprobando si cumple la ley de Lambert y Beer. La Figura
96 muestra la variacion en absorbancia de HC y DIA a una [DOPC] = 1 mg/mL al
variar la concentracion de las moléculas prueba. Se observa que, en el rango de
concentracion utilizado, se cumple la ley de Lambert y Beer. Para DIA, se llegd hasta
una concentracion de 3,5x10'6 M, en tanto que, para HC se alcanzd una concentracion

de 2x10”° M.
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Figura 96. Ley de Lambert y Beer de: (O) HC, (®) DIA, A4 =450 nm en vesiculas de DOPC.
[DOPC] = 1 mg/ml.

Cabe recordar que en el estudio en medio homogéneo (Cap. 3. C-2 y D-1) se
observo que las hemicianinas estdn agregadas en aquellos solventes que poseen un 3
bajo. Se puede considerar que en la maxima concentracién usada en los trabajos, las
moléculas prueba, no estdn agregadas en las vesiculas. Posiblemente, las hemicianinas,
ademas del efecto de concentracién del surfactante, al ubicarse en un entorno capaz de
donar electrones tal como lo es la interfase de la vesicula, la agregacién se ve

desfavorecida.

¢) Estudio del corrimiento del maximo de emision de HC y DIA al cambiar la longitud
de onda de excitacion (REES).

La Figura 97 muestra ¢l corrimiento en los maximos de emisién de fluorescencia
de HC en la bicapa de DOPC en funcion de la longitud de onda de excitacién a
diferentes concentraciones de DOPC. Tal como se observa en la Figura 97 al
incrementar la [DOPC], también se observa un incremento marcado (12 nm) en el valor
de REES (A)cwmi (Aemi (exc 510nm) = (Aemi (exc 400nm))) de HC hasta [DOPC] = Img/ml, lo cual

demuestra que esta molécula, ubicada en la bicapa, estd en un entorno de movilidad
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restringida. Tendencias similares fueron se encontraron con la longitud de onda de
excitaciéon para DIA. Se observd que el REES incrementa su valor (8 nm) hasta una

[DOPC] = 1 mg/ml y a concentraciones superiores practicamente no varia.
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0 L i 1 i i M 1 1 i 1

0,0 0,5 1,0 1,5 l 2,0 l 2,5 3,0
[DOPC] / (mg/ mi)

Figura 97. REES, Axeml ()\'em1 (exc 510nm) ~ (xcml (exc 400nm)) para HC, [HC] = 5X10_6 M.

Los resultados obtenidos en medio homogéneo (Cap. 3. C-2 y D-1) demostraron
que las hemicianinas son capaces de interaccionar especificamente los electrones
disponibles de los solventes. Esta interaccion especifica puede contribuir al igual que las
interacciones no especificas al fenémeno REES."* Luego, el valor un poco menor de
REES encontrado para DIA, demuestra que dicha molécula no estd incorporada en el
centro de la bicapa (Region C de la Figura 98) tal como se esperaba. DIA a pesar de
tener una cadena hidrocarbonada mas larga que HC, se ubica en un microentorno donor
de electrones (Region B de la Figura 98).

El valor de vy encontrado para DIA y HC variando la concentracién de DOPC
es de 19600 cm’1 y 19400 cm™, respectivamente. En comparacion con el valor obtenido
en medio homogéneo (18400 cm™ aproximadamente) se observa que hay un claro

corrimiento de la voo hacia una mayor energia.
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Regién A

H0 Relajacion répida.
o N e Regién B

S ! s(r . Relajaci6n lenta. Microentorno
o %reo g reo donor de electones
o { ort { o

Regién C

Relajacion rapida.

Figura 98. Diferentes regiones de la bicapa. Regién A: agua libre, relajacion répida del
solvente. Regién B: Interfase, relajacién lenta y/o esta restricta por las uniones puentes de
hidrogenos existente y la capacidad donora de dar electrones del medio. Regién C: Regién
lipofilica, rapida relajacion del solvente. Adaptado de la referencia 134

El mismo no puede ser asignado a los cambios en la polaridad o a la capacidad
de donar electrones del medio debido a que las vg de las hemicianinas son
independientes a los parametros n* y 3. Se piensa que el corrimiento se debe a que las
hemicianinas se encuentran en un entorno mas rigido y que no esta siendo igualmente
solvatado el estado fundamental y excitado. Asi las hemicianinas se pueden utilizar para
sensar un microentorno de movimiento restringido tal como lo son las interfaz de los
sistemas organizados.

Al comparar el valor de la vy encontrado para DIA en micelas inversas de AOT
a W = 10 con el obtenido en vesiculas unilaminares grandes de DOPC, se encuentra que
los mismos son similares. Al parecer estos valores podrian estar indicando que la
restriccion de movilidad que sensa DIA en la interfaz de estos sistemas organizados son

similares.

d) Estudio del tiempo de vida de fluorescencia de DIA y HC en vesicula de DOPC.
Es conocido,'®’ que el tiempo de vida de fluorescencia de HC en agua es de 11 ~

ps. El mismo no se corrobord en nuestro laboratorio debido a que la resolucién del
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equipo de medicion, estd en el orden de los 100 pico segundos. Sin embargo, la
situacion es diferente cuando las sondas se incorporan a la interfase de las LUV de
DOPC, el tiempo de vida de fluorescencia aumenta y fue posible medirlo. Otros
autores,'® demostraron que con una hemicianina (RH421), también se obtiene un
marcado aumento en el tiempo de vida de fluorescencia en solventes como cloroformo y
diclorometano debido a que existe una interaccion especifica entre el grupo amino de la
hemicianina y el solvente. Con lo cual, el aumento del tiempo de vida DIA y HC en la
bicapa en comparacion al agua pura, puede ser debido a una interaccion con la region de
las cabezas polares del fosfolipido rica en electrones (Tabla §).

En la Figura 99 se muestra los tiempos de vida de las diferentes sondas en las

vesiculas de DOPC ([DOPC] = 1 mg/ml) en funcién de la longitud de onda de emision.

’é‘ :

~— 1’20 B = DIA

R e HC

o i =
o 105f .

§ i n

5 090

3 :

[ro=)

o 075}

O

© d L ]
S 060} .

> ®

o L

T 045} .

(o]

g o

@ 0,30 |-

l—

o M i i 1 i 1 i 1 i 1 i
590 600 610 620 630 640 650
A _./nm

emi

Figura 99. Tiempo de vida de fluorescencia en funcion de la longitud de onda de emisién para
(@) HC, (®) DIA, Acxe = 450 nm en vesiculas de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml; [HC] = 1x10” M;
[DIA] = 1x10° M.

La longitud de onda de excitacidn se fija en 450 nm para DIA y HC. Se observa
que los ttempos de vida aumentan con la longitud de onda de emision (Amay.emi = 600 nm
hasta 645 nm). Notar que siempre el incremento en la A de emision se realiza al rojo del

maximo de la banda de emision. La tendencia de incrementar el tiempo de vida de
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fluorescencia con el aumento de la longitud de onda de emision se detecté para
fluoroforos que existen en medios de movimientos festringidos.lss 136 Es decir, cuando
la longitud de onda de emision de las hemicianinas es menor predomina el fluoréforo no
relajado. Su tiempo de vida es corto y ambas poblaciones (relajada y no relajada) estan
decayendo. Una lo hace a un valor de emisién menor (poblacion no relajada) y la otra a
una mayor (no observable). A mayores longitudes de onda de emision los fluoréforos
emiten desde un estado mas relajado, su tiempo de vida se incrementa permitiendo una

mayor reorientacién del solvente.'*®

e) Depolarizacion de fluorescencia en estado estacionario <r> de DIA y HC en vesicula
de DOPC.

1,135,137
Se conoce,10 o135,

que un fluoréforo que vive mas en el estado excitado puede
pasar mas tiempo rotando causando una disminucién en los valores de <r>. Se
realizaron estudios de depolarizacion de DIA y HC en LUV de DOPC a una
concentracion fija de fosfolipido. La Figura 100 muestra la variacién de los valores de
<r> de DIA y HC en la bicapa lipidica de las vesiculas de DOPC ([DOPC] = 1 mg/ml)

en funcién de la longitud de onda de emision.

s DIA
0,30 R e HC
®
[ ]
®
0,25 F PY
[ ]
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0,20 | . .
-
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Figura 100. Polarizacién de fluorescencia (<r>) en funcién de la longitud de onda de emisién
para (@) HC, (m) DIA, L. = 450 nm en las vesiculas de DOPC. [DOPC] = 1 mg/ml; [HC] =
1x10°M; [DIA] = 1x10M.
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Los resultados muestran que DIA y HC experimentan una disminucion
considerable en los valores de <r> al incrementar la longitud de onda de emision. Es
decir, a la longitud de onda de emision menor, predomina el fluoréforo no relajado, el
cual posee el tiempo de vida corto y se corresponde con los valores mayores de
depolarizacion. En tanto que, a una longitud de onda mayor, predomina el fluoréforo
relajado, el cual posee el tiempo de vida mayor y se corresponde con los valores

menores de depolarizacion (Figura 99).

5. B-1. DPH
Es conocido que DPH,'” es una molécula hidrofébica que se puede ubicar en la
interfaz de diferentes sitemas organizados, micelas y bicapas lipidicas. Para continuar
caracterizando la interfaz de las vesiculas unilaminares grandes de DOPC se empleo la

molécula DPH.

a) Efecto de la variacion de [DPH]
En la Figura 101 se muestra los espectros de absorcion al variar la concentracion
de DPH a una [DOPC] = 1 mg/ml. Mientras que la Figura 102 muestra la variacion de

la absorcion al variar la concentracion de DPH.

04}
BZ

03F B, iy By [DPH] /M
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Figura 101, Espectros de absorcién UV-Visible en vesicula. [DOPC] = Img/ml.
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Figura 102. Efecto de concentracién de DPH en vesiculas de DOPC. Aowservado = 341 nm.
[DOPC] =1 mg/ml.

De los espectros de absorcion (Figura 101), se puede observar que no hay
evidencia de la formacion de agregados como asi tampoco de un reparto entre el agua y
la bicapa lipidica. Es decir, la misma se ubicaria en una regién menos polar tal como lo
es la bicapa, ademas se observa que dicha molécula cumple la ley de Lambert y Beer

cuando se trabaja a una concentracion de fosfolipido de 1 mg/ml (Figura 102).

b) Efecto de la variacion de [DOPC]

Se realizaron estudios espectroscopicos de la molécula DPH variando la
concentracién de DOPC, a 5x10° M. Se observa que Ia Amax de absorcién y emisién de
la molécula practicamente no varia con el aumento en la concentracion de DOPC. Es
conocido,'® que en agua la solubilidad de DPH es baja y que ademas el rendimiento
cudntico de fluorescencia disminuye. Tal cual se puede observar, en los espectros de
emision (Figura 103) a medida que aumenta la [DOPC], la intensidad de la banda
aumenta indicando una mayor solubilizaciéon de la molécula. El hecho que no se
observe corrimiento de la banda de emision con el aumento de la concentracion de
DOPC, indica que DPH esta incorporado en la bicapa y que se ubica en un solo entorno

de la misma.

190 Universidad Nacional de Rio Cuarto F. Moyano

Q0000000000000 00080000000000C000ONCOBROSOOCOIROOOOOGOS



000000000000 000000800000000000000C02000000000000000

ANO: 2008 MEDIO VESICULAR
6,00x10’ - B, [DOPC] / (mg/mi)
@ ;
3 esoxto
©
(]
T 3,00x10
/2]
C
9
£ 1 50x10

0,00 k&

Figura 103, Espectro de emision de DPH en vesiculas de DOPC. [DPH] = 5%10° M. ey = 357
nm.

Esto se confirma mediante medidas de depolarizacion en estado estacionario de
DPH variando la concentraciéon de DOPC. En la Figura 104, se muestran dichos valores

al vanar DOPC.
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Figura 104. Anisotropia en estado estacionario <r> en funcién de la [DOPC]. [DPH] = 5x10'
M. Aexe = 357 nm. Ay =430 nm.
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El valor de <r> obtenido (<r> = 0,124) esta sugiriendo que DPH se localiza bien
adentro de la bicapa (Region C de la Figura 98), alejado de la zona polar a diferencia de
lo observado en las hemicininas y PRODAN.

¢) Estudio del corrimiento del maximo de emision de DPH al cambiar la longitud de
onda de excitacion (REES).

La fluidez del microentorno en donde se ubique la molécula prueba fue
investigada por la técnica de REES. Se realizan espectros de fluorescencia de DPH,
variando la longitud de onda de excitacion (A.xc). Tal como se observa en la Figura 105,
DPH no sufre corrimientos en sus maximos de emision cuando se varia Ae.. La
ausencia de REES es debido a que al ser una molécula poco polar, el momento dipolar
no cambia apreciablemente una vez excitada y por lo tanto DPH al incorporarse a la
bicapa lipidica siempre emite de un entorno relajado. Posiblemente DPH estaria
emitiendo desde zona fluida de la interfaz, es decir en el centro de la bicapa alejado de

la zona polar.
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1,2x10° B
1,0x10°

8,0x10

6.ox10'f | R

4,0x10"

Intensidad (u.a.)
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N |
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0,0

Figura 105, Espectros de emisién de DPH a distintas A de excitacién. [DOPC] = 1 mg/ml
[DPH] = 5x10° M
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d) Estudio de tiempos de vida de DPH en vesicula de DOPC.

Tal como era de esperarse el tiempo de vida de fluorescencia (1) es
independiente de la concentracion de DOPC. Los ajustes obtenidos de las medidas
realizadas mediante SPC muestran un decaimiento biexponencial, demostrando que esta

189191 Sin embargo, tales

molécula posee niveles de energia (S; y S;) préximos.
decaimientos contienen una componente principal (mas del 95 %) de un valor de 8,1 ns,
mientras que la otra componente tiene un valor de 1,3 ns. Ambas componentes muestran
independencia al variar la concentraciéon de DOPC y se podria pensarse que el tiempo
de vida obtenido confirma la ubicacion de DPH dentro de la bicapa lipidica de la

vesicula, sensando un entorno fluido.
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Conclusiones

En este trabajo de tesis se caracterizaron las diferentes propiedades de micelas
inversas de AOT y de vesiculas unilaminares grandes de DOPC. Para caracterizar la
interfaz de dichos sistemas organizados, se usaron moléculas pruebas tales como:
PRODAN, DPH, HC y DIA empleando técnicas de absorcién, emision, depolarizacion,
espectroscopicas resuelta en el tiempo, técnicas electroanaliticas y dispersion dindmica
de luz. Para poder comprender el comportamiento de dichas moléculas pruebas se
inverstigo y caracterizo estas moléculas en medio homogéneo De los estudios realizados

en este trabajo de tesis podemos concluir que:

Estudio en medio homogeéneo.

En el estudio en medio homogéneo se demuestra que PRODAN sirve como

sensor de micropolaridad, correlacionando con el pardmetro Ergg) y la misma se
encuentra agregada en agua. Se caracterizo el agregado determinando su tiempo de vida
y, de las medidas de anisotropia en estado estacionario, se pudo determinar el volumen
de la unidad rotante del mismo mostrando que es mayor al de un dimero.
Del estudio electroquimico en agua se concluye que PRODAN presenta un pico de
oxidacion centrado a 0,32 volt y que el proceso de oxidacion de la molécula es
gobernado por la difusion de la especie activa. La especie agregada de PRODAN que se
encuentra en el agua no es electroactiva, en el rango de potencial estudiado.

El estudio en medio homogéneo demostré que DPH no solo correlaciona con el
pardmetro n* sino que, al igual que ciertos carotenos correlaciona con el parametro 8

debido a los dobles enlaces conjugados.
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De los estudios en medio homogéneo de DIA y HC, hemicianinas cationicas, se
concluye que ademds de interaccionar con el medio a través del parametro m*
(interaccion no especifica), lo hace con el parametro P, (interaccién especifica)
posiblemente debido a la carga (+) que la misma presenta. La carga (+) localizada en el
anillo piridinio (E.F) esta mejor solvatada (corrimiento batocromico), que cuando se
ubica en el nitrégeno de la dialquilanilina (E.E) (corrimiento hipsocromico). La vgo se
mantiene constante independientemente de los parametros del solvente n* y B
utilizados, indicando corrimientos solvatocrémicos similares y opuestos en las bandas
de absorcion y emision. HC, al igual que DIA, podria estar agregada en aquellos
solventes que poseen un valor bajo de 3.

A [HC] > 1x10”° M la molécula se encuentra agregada en benceno, mientras que a una
[HC] < 3x10° M no hay evidencia de la formacién del agregado. Se determinéd el
tiempo de vida de fluorescencia del mondmero (t = 0,20 ns) y del agregado (t = 1,20

ns) en benceno.

Estudio en micelas inversas de AOT

Para DIA y HC, tanto por absorciéon y como por emision se observa un
corrimiento hipsocrémico al aumentar [AOT] a W = 0 los mismos indicarian que en
E.F. hay una posible interaccion con AOT sensando un entorno polar, mientras que en
el E.E. estas hemicianinas sensan entornos de menor polaridad y con mayor capacidad
de dar electrones, se puede pensar que la carga (+) se ubica cerca del grupo carbonilo de
AOT.

A diferencia de W = 0, los corrimientos de los espectros de emisién de DIA y
HC a W = 10 son batocrémicos al aumentar [AOT]. Se cree que el agua penetra hasta
proximidades del grupo carbonilo y las moléculas, ubicada en la interfaz micelar,
sensan un entorno mas polar y de menor capacidad de dar electrones.

HC a W = 0y a una [AOT] = 5x10° M, se observa un decaimiento
biexponencial independiente de la A.n. El tiempo de vida mds corto le fue asignado a la
especie de HC que interacciona con AOT, en tanto que el de vida mas largo (12 = 1,2
ns) es comparable con el tiempo de vida del agregado de HC-HC. En tanto que, para

[AOT] = 0,2 M el decaimiento es monoexponencial y dependiente de la A.m, indicando
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que la especie de HC se incorpora a la interfaz de la micela y emite desde un entorno
restricto de movimiento. A W = 10 y para ambas concentraciones de [AOT], el
decaimiento es monoexponencial e independiente de la Ay, €l valor encontrado es de
0,3 ns e indica que la molécula, ubicada en la interfaz micelar, sensa un entorno mas
fluido.

La vgo a W = 0 aumenta con el incremento de la [AOT]. Esto puede deberse a
que la carga (+) esta interaccionando con los grupos sulfonatos de AOT. Por el contrario
a W = 10, la vgo permanece constante y el valor encontrado para DIA es de 19400 cm™
en tanto que el valor encontrado para HC es de 19620 cm™. Los valores a W = 10 se
aproximan a los valores encontrado en medio homogéneo y parece indicar que, debido a
la competencia del agua por solvatar las cabezas polares de AOT, debilita la interaccion
electrostatica de las hemicianinas con la cabeza polar de AOT, vale la pena aclarar que
debilita la interaccion pero no logra romperia.

En micelas inversas no acuosas heptano/AOT/DMF y DMA existe una particion
entre el solvente organico externo y la interfaz micelar. Dicha particién ocurre ne le E.F.
y el valor obtenido de Kp determinado tanto por absorcion como por emisiéon son
pricticamente constante y explican los corrimientos en los méaximos de absorcion y
emision respectivamente. Fue posible ademds, correlacionar la micropolaridad de la
interfaz micelar con el pardmetro Erag). La micropolaridad que sensa PRODAN
incorporado a la interfaz en micelas inversas no acuosas es semejante a benzonitrilo o

acetofenona.

Estudio en vesiculas unilaminares grandes de DOPC.

Se determiné espectrofotométricamente la incorporacion de la rolécula
PRODAN, desde el agua hasta la interfaz de las vesiculas, determinando la constante
de particion (Kp) y sensando microentornos de diferente polaridad en la bicapa.

Los estudios de REES al variar la concentracion de DOPC permiten diferenciar: i)
particion entre el agua y la bicapa lipidica a concentraciones inferiores de 0,15 mg/ml ii)
relajacion de la molécula en la bicapa lipidica a concentraciones superiores de 1mg/ml.

Se plante6 un modelo electroquimico para poder determinar la Kp entre el agua y la
interfaz de la bicapa de DOPC y compararla con el obtenido por espectrofotometria. El

mismo considera a la molécula PRODAN monomérica como electroactiva, el agregado
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de PRODAN como no electroactivo y el mismo mecanismo de electro-oxidacion para
PRODAN incorporado en la bicapa. El valor obtenido de Kp es de 8,84 mg/ml y
comparable con los obtenidos con las medidas espectrofotométricas.

Al igual que lo observado en agua, el proceso de oxidacion de la molécula en la bicapa
es gobernado por la difusion del sistema. Se determino el coeficiente de difusién de la
vesicula y se compar6 con el obtenido por la técnica de dispersion de luz dindmica. Los
valores obtenidos por técnicas independientes son pricticamente iguales (6,1 x 10 cm®
seg™).

DIA al igual que DPH posee una fuerte asociacion a la bicapa lipida de DOPC
en tanto que HC posee un proceso de particion entre el agua y la interfase de la vesicula.
La constante de particién obtenida mediante medidas de fluorescencia es 1850 M.
Mediante la vgo se determind los distintos entornos que sensa las hemicianinas. HC
sensa un entorno mas rigido que DIA. Posiblemente, debido a la interaccion con los
grupos fosfatos de DOPC.

Para las hemicianinas los tiempos de vida aumentan al incrementar la longitud de onda
de emision, lo que indica que las hemicianinas se ubican en sitios de movimiento
restringido.
Los valores de depolarizacion (<r>) de DIA y HC, varian al variar la longitud de onda
de emisidn con lo cual indican la diferente reorganizacién del solvente alrededor del
fluoroforo.

DPH se incorpora a la bicapa lipidica ubicandose en una interfase fluida <r> =~
0,12 y se encontr6 que el tiempo de vida es biexponencial con una componente mayor
de 8,1 ns. El tiempo de vida al incrementar la longitud de onda de emision permanece
constante rafirmando la ubicacién de la molécula en una regioén de la bicapa fluida,
posiblemente en las colas lipofilicas de las vesiculas.

DPH no sufre REES posiblemente debido a que su momento dipolar no cambia

apreciablemente cuando esta en el estado excitado.
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Abreviaturas

Vabs Frecuencia del maximo de absorcidn, en cm™.

Vemi Frecuencia del méaximo de emisidn, en cm™.

Vstokes COrTimiento de stokes.

vgo Frecuencia de la banda cero — cero.

n* Escala empirica que mide polaridad/polarizabilidad del solvente.

B Escala empirica que mide la capacidad del solvente para aceptar puente de hidrogeno

y/o de donar electrones.

o Escala empirica que mide la capacidad de donar hidréogeno en la formacion del puente

de hidrégeno.

Er@0y Pardmetro de polaridad de solvente, basado en la energia de la transicidn de la

banda de absorcion de mayor longitud de onda de la betaina N-fendxido de piridinio.
MLV Vesiculas multilaminares grandes.

SUV Vesiculas unilaminares pequefias.

LUV Vesiculas unilaminares grandes.

DLPC Di laureil fosfatidil colina.

DPPC Di palmitoil fosfatidil colina.

DMPC Di mirisil — L — a - posfatidil colina.
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BHDC Bencil-dimetil-n-hexadecilamonio.

SPC Conteo de fotén tinico (single photon counting)
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REES Cambio en los espectros de emision al excitar la molécula al rojo del maximo de

la banda de absorcién (Red-edge excitation shifts).

DLC Dispersion de luz dinamica.

* Suma de las desviaciones standares.

n Viscosidad del solvente.

t Tiempo de vida de fluorescencia.

Ry Radio hidrodinamico

<r> Anisotropia en estado estacionario.
D Constante dieléctrica del solvente.

Tt Temperatura de Transicién

E.F Estado Fundamental de 1a molécula.
E.E Estado Excitado de la molécula.

NBD-PE 1,2-dipalmitoil-sn-glycero-7-nitrobencen-2-oxa-1,3-diazol-4-yl1-3-

fosfoetanolamino

i(t) Intensidad de luz dispersada en el tiempo.

v Tiempo de espera entre dos lecturas consecutivas.
D Coeficiente de difusién

q Vector de onda.

C Cuadrado de la media de la intensidad de la luz dispersada.
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Anexo I

Fruto de este trabajo de tesis se ha logrado participar en diferentes congresos
nacionales e internacionales, obtener diferentes becas de reconocimiento nacional e
internacional (CONICET, American Chemical Society y Universidad de Vigo),
participar en actividades de divulgacion cientifica y proyectos de investigacion, tareas
de gestion y docencia en el Departamento de Quimica. Ademads, los siguientes articulos
que se detallan a continuacion han sido publicados en revista de reconocimiento

internacional con referato.

1) Electrochemistry in Confined Environments: Characterization of Large Unilamellar
Vesicles using PRODAN as the Electroactive Molecular Probe. F. Moyano, P.G. Molina,
J. 1. Silber, Leonides Sereno, N. M. Correa. Enviado a publicar.

2) An Example of How to Use AOT Reverse Micelles Interfaces to Control a
photoinduced Intramolecular Charge Transfer Process. Mercedes Novaira, Fernando
Moyano, M. Alicia Biasutti, Juana J. Silber, N. Mariano Correa. Langmuir 24, 4637-
4646. (2008).

3) On the Investigation of the Bilayer of Large Unilamellar Vesicles Using Different
Cationic and Nonionic Optical Probes. A Wavelenght — Selective Fluorescense
Approach. Fernando Moyano, Juana J. Silber, N. Mariano. Correa. J. of Colloid and
Interface Science 317, 332-345. (2008).

4) New Insights on the Behavior of Prodan in Homogeneous Media and in Large
Unilamellar Vesicles. F Moyano, M.A. Biasutti, J.J. Silber, N.M. Correa. J. Phys. Chem.
B. 110, 11838-11846. (2006).

Manuscrito en preparacion.

1) On the Characterization of Multifunctional Reverse Micelles Interfaces Using
Hemicyanines as Molecular Probes. Part 1: Effect of the hemicyanine's Structure. F.
Moyano, S.S. Quintana, J. J. Silber, R. D. Falcone, N. M. Correa.

2) On the Characterization of Multifunctional Reverse Micelles Interfaces Using
Hemicyanines as Molecular Probes. Part 2: Effect of the Surfactant. S.S. Quintana, F.
Moyano, J. J. Silber, R. D. Falcone, N. M. Correa.

Todo lo mencionado anteriormente reviste de un valor incalculable en mi
formacion personal, académica e iniciacion cientifica, es por ello que no puedo dejar
de agradecer a todas aquellas personas que contribuyeron y contribuyen de alguna

manera en este logro personal.
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