/

COPOCECSIOO00O00CCROCECCEIGE"COOISCLOICOGESOCTSECOROGESETFOISSEOSRECQRTST

Tesis Doctoral en Ciencias

NOVARIRR, M

Propiedades y Caract

Quimicas.
0 B7515

“Propiedades y
caracterizacion de agregados
supramoleculares formados
por anfifilos y mezclas de

anfifilos. Reactividad y

catalisis”.

WEGoo¢

.l‘f\'ll ‘
Uil
LT

N=——=3 4
.

CREER ... CREAR ...
CRECER ...

Mercedes Novaira

Ao 2010



00000 QCOSPCQRCPQOCOOOCGOOOOCGOONGSGICOIOINTOTONCGEOOSTESOOCECSECROSOOPESESSOROSSESRSYTS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO

Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales
Departamento de Quimica

hi

‘l

__
CREER ... CREAR,...
CRECER ...

DIRECTOR:

CO-DIRECTORA:

MIEMBROS DE LA COMISION DE TESIS

/P

Dr. Pedro Ar?mendia

)
Y/l f

" D(rﬁ. Sonia Bertolotti

Dr. Cesar Barbero

19 de Marzo de 2010 Autora: Mercedes Novaira




299090902099
09000000000V 00000000O0PCPOLONQIOIPIDNIONSS

< (M

MFN:
Clasif




La vida es una oportunidad: aprovéchala.
La vida es felicidad: experiméntala.

La vida es un sueiio: hazlo realidad.

La vida es un reto: acéptalo.

La vida es amor: disfritalo.

La vida es una cancion: cantala.

La vida es lucha: acéptala,

La vida es aventura: atrévete,

La vida es vida: consérvala.

La vida es suerte: biuscala,

Madre Teresa de Calcuta.

Para vos ma, para vos pa ...
Y para mis hermanas, compatieras de la vida Martu y Ana.



Agradecimientos

A Dios porque me permitio llegar a la meta y por haberme puesto en el camino un
montén de situaciones diferentes por vivir y empresas que emprender.

A mi director de tesis, Dr. N. Mariano Correa por haberme transmitido en forma
permanente su pasion por la ciencia y por ensefiarme a tener un espiritu critico.

A mi codirectora de tesis, Dra. M. Alicia Biasutti por haber estado desde un comienzo a
mi lado ensefidndome los aspectos basicos de mi especialidad y por su paciencia.

A la Dra J.J Silber porque tuvo mucho que ver en mi opcion para iniciar mi carrera
cientifica y por su permanente presencia.

A mi jurado de tesis por el gran respeto con el que se dirigieron para realizar aportes y
correcciones en las correspondientes instancias.

Al Dr. Dario Falcone, a la Dra. Claudia Rivarola por sus aportes cientificos y
predisposicion en forma inmediata cuando los he necesitado.

A Stella Chiacchiera, Elisa Milanessio, Lorena Gémez y Sanda Miskoski, Ana Inés
Novaira porque en estos 5 afios me ensefiaron a valorar y a compartir ante todo lo
esencial de la vida mientras se camina hacia una meta.

A los amigos que “encontré” en la ciencia: Matias Funes, Mariana Spessia, Paula
Cormick, Rosa Cattana, Evelina Frontera, Javier Toledo, Silvina Quintana, Andres
Durantini, por sus simples gestos de carifio y servicio hacia conmigo.

A Emanuel Odella , Fabrizio Politano, Cristian Lepori porque desde que los encontré en
el “aula”, se encargaron de ensefiarme a transitar por la Universidad con un verdadero

sentido.

A mis amigas, las de la vida, por estar a mi lado mas de una vez sin “entender” nada de
lo que hacia.

A Maria Strumia, Adriana Siccardi, Virginia Demarchi, Laura Roldan, Cecilia Aguilar,
Marisa Zunino, Claudio Medina, Juan Blencio por estar siempre a mi lado en TODO.

A mi FAMILIA por ser el eje fundamental de mis logros, por el carifio y contencion
brindado durante estos afios.

A CONICET por brindarme el apoyo financiero para la realizacion de mi doctorado.

A la Universidad Nacional de Rio Cuarto y al Departamento de Quimica por brindarme
un lugar para realizar el doctorado.




RESUMEN

Los sistemas organizados pueden influir en determinados procesos fisicos y
quimicos, como por ejemplo en catalisis enzimadtica, en extracciones de liquidos, en
reacciones quimicas y también en procesos de transferencia de carga intramolecular.

En este trabajo de tesis se investigo la dinamica del estado excitado de la
molécula prueba PRODAN, (propionil-2-dimetilamino naftaleno), en micelas inversas
acuosas formadas por n-heptano/ AOT/ agua comparandolos con los resultados
obtenidos en el sistema micelar benceno/ BHDC/ agua, a través de técnicas
estacionarias (espectroscopia UV-visible, fluorescencia y depolarizacion de
fluorescencia) y dindmicas (espectros resueltos en el tiempo y tiempos de vida).

Se estudi6 el efecto que causa la variacion del solvente polar encapsulado en
micelas inversas de AOT, sobre el comportamiento fotofisico de la molécula prueba,
PRODAN. De esta manera se pudo investigar como influyen las diferentes interfases
sobre el 6 los posibles estados de emisién de PRODAN.

Por otro lado, se llevd a cabo la sintesis del macrosurfactante AOT-BHD, a
partir de surfactantes precursosres con diferentes propiedades tales como el surfactante
anionico AOT y el surfactante cationico BHDC.

Con el objetivo de caracterizar los sistemas micelares formados por n-heptano/
AOT, benceno/ BHDC y benceno/ AOT-BHD, se utilizaron tres moléculas pruebas:
PRODAN, la betaina 1- metil-8-oxiquinolinio, QB, y el complejo fluorescente rutenio
bipiridilo, [Ru(bipy) 3 ™

Con los estudios realizados en esta tesis doctoral, se explicaron las diferencias
entre el comportamiento espectroscopico de las moléculas pruebas en medio
homogéneo con respecto a los medios micelares estudiados.

Se concluy6é que las interfases micelares son microentornos 6ptimos para
controlar los procesos de transferencia de electrones para moléculas con una fotofisica
compleja como lo es PRODAN.

Debido a las propiedades observadas en la caracterizacion del surfactante AOT-
BHD, se comprobo6 que aparte de presentar propiedades anfifilicas, ya que se pudieron
preparar micelas inversas en benceno, presenta una estructura similar a la de un liquido
i6nico, porque estd constituido por un anién y un cation, es liquido a temperatura

ambiente, su viscosidad es apreciable, y es soluble en benceno.
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OBJETIVOS:

* Estudiar las propiedades fisicoquimicas de solutos organicos incorporados en
sistemas organizados tales como micelas inversas acuosas formadas por n-heptano/1,4-
bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio: AOT/ agua y benceno/ cloruro de bencil, n-
hexadecil, dimetil amonio: BHDC /agua. Realizar los mismos estudios en micelas
inversas no acuosas formadas por n-heptano/ AOT/ solvente polar.

Se pretende poder conocer el tipo de interacciones entre el soluto-sistema
micelar: polaridad e interacciones especificas en los distintos sitios del medio
microheterogéneo para poder caracterizar los medios organizados, mencionados
previamente.

* Comparar los resultados obtenidos en micelas inversas no acuosas con los
determinados en micelas inversas acuosas, y de esta manera poder investigar el efecto
que ejerce cada interfaz micelar sobre la fotofisica de la siguiente molécula prueba: 6-

propionil-2-(N, N dimetil) aminonaftaleno, PRODAN.

* Explicar las diferencias entre las propiedades fisicas y quimicas de los solutos
en sistemas homogéneos y en sistemas microheterogéneos. De las propiedades a
estudiar se destacan preferentemente: solvatocromismo y reacciones en el estado
excitado.

* Sintetizar anfifilos mixtos, a partir de surfactantes de diferentes propiedades
tales como el surfactante anionico AOT vy el surfactante cationico BHDC. Caracterizar

los posibles agregados micelares que €stos puedan formar en benceno.

tssnnn ———————
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Para alcanzar los objetivos mencionados, se investigd la dinamica del estado
excitado de la molécula prueba PRODAN, en micelas inversas acuosas formadas por n-
heptano/ AOT/ agua comparandolos con los resultados obtenidos en el sistema micelar
benceno/ BHDC/ agua, a través de técnicas estacionarias (espectroscopia UV-visible,
fluorescencia y depolarizacion de fluorescencia) y dinamicas (espectros resueltos en el
tiempo y tiempos de vida).

Por otro lado, se estudio el efecto que causa la variacion del solvente polar
encapsulado en micelas inversas de AOT, sobre la fotofisica de la molécula prueba
PRODAN. De esta manera se pudo investigar como influyen las diferentes interfases
sobre el estado de emision de PRODAN.

Por altimo se llevo a cabo la sintesis de anfifilos mixtos, a partir de surfactantes
con diferentes propiedades tales como el surfactante anionico AOT vy el surfactante
cationico: Se caracterizaron los agregados micelares formados en solventes organicos,
realizando la determinacion de parametros tales como numero de agregacion,
concentracion micelar critica, tamafio del agregado formado y capacidad de aceptar

agua en su interior.
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I. INTRODUCCION

Los agentes activos en superficie son materiales que pueden modificar las
interacciones que ocurren en zonas interfaciales, repercutiendo directamente sobre los
fenomenos de adsorcion en dicho entorno.!

La existencia de agentes activos de superficie, se puede ver manifestada
claramente en la naturaleza, ya que la accion de algunos de ellos permite a los sistemas
biologicos poder operar correctamente. Se puede citar por ejemplo: la participacion de
los lubricantes de los pulmones en el proceso de intercambio de oxigeno y dioxido de
carbono entre los pulmones y la sangre. Otro ejemplo es la accion de los acidos grasos
de la bilis como emulsificadores y transportadores de materiales grasos en el proceso de
la digestion.”

En la actualidad, el area de aplicacion de los agentes activos en superficie es
muy amplia, ya que se los utiliza para poder realizar formulaciones farmacéuticas,
fabricacion de detergentes, productos de limpieza personal, también en el area de
lubricantes, etc.

El area de los coloides y de las interfases es la encargada de la investigacion de
las propiedades de los anfifilos. Cabe aclarar que hasta principios del siglo pasado, al
area previamente mencionada se la conocia con el nombre de: “area de la dimension
desconocida”, hasta tal punto que algunos autores llegaron a afirmar que “la ciencia de
los coloides se encontraba entre dos mundos, el macroscopico y el microscopico”.” Pero
con el correr del tiempo, se comenzo a comprobar la gran implicancia que tienen los
sistemas coloidales en los fendomenos de la vida diaria, lo cual ha despertado un gran
interés en profundizar las investigaciones correspondientes para entender el
comportamiento de los mismos.'*

Como los sistemas biologicos no son homogéneos, se puede encontrar en ellos
mas de una interfase. Se conoce que las interfases pueden ser entornos interesantes de
estudio, ya que por ejemplo en ellas se ha observado que pueden ocurrir reacciones
quimicas que presentan entre otras caracteristicas, distintas velocidades y especificidad
con respecto a lo que ocurren en los sistemas homogéneos.® Actualmente, varias ramas
de la ciencia como por ejemplo: catalisis, quimica bioldgica y biomédica, estan

explorando las particularidades que presentan las interfases de algunos sistemas, con la
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posterior intencion de “explotar” las interesantes propiedades de estos entornos, y asi
poder aplicar los mismos en situaciones de la vida diaria.

A cualquier sistema homogéneo se lo puede estudiar bajo el modelo tedrico de
mezclado al azar, mientras que dicho modelo no es aplicable para el estudio de
membranas biologicas. En ellas, se encuentran compartimentos de tamafio, forma y
microentornos definidos, lo cual condujo a pensar que las moléculas presentes en la
estructura de la membrana, estan dispuestas con una orientacion especifica.> *°

El ordenamiento de los constituyentes de la membrana puede considerarse a
través de modelos como por ejemplo el del “mosaico fluido”,” en el cual la matriz de la

membrana es una bicapa lipidica compuesta de diferentes lipidos que incorporan

proteinas y actiian como barrera permeable, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1: Estructura de ia membrana biolégica.

Debido a la complejidad de los seres vivos, es una busqueda constante para los
cientificos el poder encontrar las moléculas apropiadas que imiten 6 simulen lo que
ocurre dentro de los organismos vivos. Es por esto que dentro de los modelos de
organizacion que tratan de imitar la estructura y propiedades de la membrana biologica,
podemos citar micelas, microemulsiones, monocapas, bicapas, y vesiculas; conocidos
como “agentes imitadores de membrana ¢ sistemas organizados”. Los sistemas
organizados son sistemas modelos que dieron origen a la quimica supramolecular

fundamentada en las interacciones intermoleculares.? De esta manera, se podria realizar
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una analogia entre la quimica molecular, la cual esta basada en los enlaces covalentes,

con la quimica supramolecular que se fundamenta en las interacciones intermoleculares.

1.1. Interacciones Intermoleculares

I.1.1 Descripcion de las fuerzas intermoleculares

Una solucion es una mezcla homogénea de dos o més sustancias; en donde el
soluto es la sustancia presente en menor cantidad y el solvente esta presente en mayor
cantidad.’

Dependiendo de la estructura molecular del soluto y del solvente, las fuerzas
intermoleculares pueden ser clasificadas de la siguiente manera: interacciones no

especificas, interacciones especificas e interacciones solvofobicas.

I.1.1.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

. . s el 8-10
clasificadas a su vez en cuatro categorias distintas:

i) Interaccion ion-dipolo

Este tipo de interacciones se da entre iones y moléculas polares, ya que cuando
los dipolos de una molécula polar se encuentran dentro del campo eléctrico que genera
un i6n vecino, se orientan de manera tal que su carga atractiva respecto del i6n, queda
cerca de éste en tanto que la carga repulsiva queda alejada. Este tipo de interacciones

son importantes en soluciones de compuestos iénicos disueltos en solventes dipolares.®
11,12

ii) Interaccion dipolo-dipolo

Son las que se llevan a cabo entre moléculas polares. La energia potencial de
interacciéon minima entre dos dipolos, es atractiva y ocurre cuando los mismos estan
orientados cabeza a cola, es decir, los centros de carga se ubican sobre la misma linea,

tal cual lo muestra la Figura 2.%'% 12

Figura 2: Arreglo cabeza cola de dos moléculas dipolares,
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iii) Interaccion dipolo-dipolo inducido

El campo eléctrico de una molécula A con un momento dipolar permanente
puede inducir un momento dipolar en una molécula B vecina no polar. Asi, el dipolo
inducido se encuentra siempre en la direccion 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 ap (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, ion—dipolo inducido, dependera de la polarizabilidad de la molécula no

polar y del campo polarizante ejercido por la carga del ion®1°

iv) Interaccion dipolo instantdineo—dipolo inducido.

Son llamadas interacciones dispersivas o Fuerzas de interaccion de London. Son
las responsables de la interaccion entre 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 electronicos resulta en una atraccion neta de las moléculas. En moléculas
con electrones 7, las fuerzas dispersivas son considerables. Es interesante comparar la
magnitud de las interacciones dispersivas con las dipolo-dipolo. Para dos moléculas de
HCI, separadas por una distancia de s6lo 0,3 nm, la interaccion dispersiva es de —11,3
KJ/mol, mientras que la interaccion dipolar es de —4,6 KJ/mol.' Por lo tanto, las fuerzas
dispersivas en determinadas circunstancias pueden ser considerablemente mas

importantes que las dipolares.®

I.1.1.b Interacciones especificas

Incluyen puente de hidrogeno y complejos electron - dador - aceptor (EDA).'* 2
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 aproximacion mucho mayor entre las moléculas. Son

direccionales y permiten que existan compuestos moleculares con estequiometria
definida.
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i) El puente de hidrogeno

Es una fuerte interaccion atractiva que se lleva a cabo entre un atomo de
hidrégeno unido covalentemente a un atomo electronegativo (N, O, F, Cl, Br) con otro
atomo electronegativo presente generalmente en una molécula vecina. O sea que es la
interacciOn atractiva que existe entre un hidrogeno deficiente de electrones con una
“region” de alta densidad electronica.® '

Entonces la interaccion puente de hidrogeno se lleva a cabo entre la molécula R-
X-H (el dador de hidrogeno) y una Y-R’ (el aceptor, que cominmente posee un par de

electrones disponibles para establecer el enlace coordinado), de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

R-X-H + :Y-R' R-X-H----YR’

Donde X e Y son atomos mas electronegativos que el H (ej: N, P, O, S, F, Cl, Br).
El puente de hidrégeno puede ser intermolecular o intramolecular dependiendo

1618 1 a energia del enlace oscila entre 12

de las caracteristicas del soluto y del solvente.
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 mas importantes (o aceptores de
hidrégeno) son los atomos de oxigeno en alcoholes, éteres y compuestos carbonilicos;
como asi también los atomos de nitrégeno en las aminas y heterociclos. Por otra parte,
los dadores de hidrogeno mas importantes son los grupos hidroxi, amino, carboxilos y
amidas. Los electrones m de los compuestos aromaticos, alquenos y alquinos, también
pueden actuar como aceptores de hidrogenos débiles.®

El puente de hidrogeno es de primordial importancia en la estabilizaciéon y
estructura tridimensional de moléculas biologicas grandes en los organismos vivos (por

ejemplo: celulosa, proteinas, acidos nucleicos).™* 2

ii) 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,

14, 19

con afinidad electronica alta. Generalmente es aceptado que las caracteristicas de la

banda de absorcion de mayor longitud de onda (banda de transferencia de carga) de esos
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complejos esta asociada a la transferencia de electrones desde la molécula dadora hacia
la aceptora.® Los complejos EDA tienen una estequiometria y geometria definida. Su
formacion implica un equilibrio, por lo tanto el complejo formado se disocia

: 14,19
reversiblemente en sus componentes.

1.1.1.c Interacciones solvofébicas

Ocurren en sistemas donde los componentes tienen muy poca tendencia a
interaccionar fisicamente y por lo tanto la disolucion 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® y como la
energia libre del sistema aumenta la entropia debe disminuir (AG = AH - TAS). Esto
puede interpretarse como un alto ordenamiento de las moléculas de agua alrededor del
hidrocarburo. Como consecuencia, el nimero de coordinacion 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 debido a la necesidad de romper puentes de hidrogeno del
solvente, sino que es un factor puramente entropico. 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 las moléculas no polares se disuelven en agua tienden a agregarse,

una forma grafica de ver este efecto se muestra en la Figura 3.

€A§ ¥ ét@ — @@A‘:s%Q + 5H,0
\“ﬁ 0®° Q@ <> 2

Figura 3: Agregacién entre dos moléculas de hidrocarburo A y B en agua. Los 6valos sombreados

representan moléculas de agua. Figura adaptada de la referencia 8.
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En esta figura se observa que al ponerse en contacto las moléculas de
hidrocarburo A con las del hidrocarburo B, disminuye el nimero de moléculas de agua
que esta en contacto directo con aquellas. Por lo tanto, la entropia aumenta y aunque se
requiere energia para destruir las capas de hidratacion alrededor de A y de B, la energia
libre disminuye luego de la agregacion. Por esta razon, es energéticamente ventajoso
para las moléculas no polares o grupos no polares en moléculas polares grandes,
interaccionar de tal manera que puedan expulsar moléculas de agua de sus capas de
hidratacion. Este fenémeno se suele llamar interaccion hidrofobica y refleja la
desventaja termodinamica de poner en contacto grupos hidrofilicos con grupos
hidrofobicos.”

Este efecto juega un rol muy importante en la estabilizacion de conformaciones
particulares de polipéptidos y proteinas en agua, en la complejacion bioquimica entre
enzima y sustrato y en la formacion de agregados micelares en agua.' Su existencia no
estd limitada a sistemas acuosos, sino que se las ha observado en solucioén de etanol,
glicerol, nitrato de etil amonio de modo que se sugiere la utilizacion del término efecto

IS 1,23
solvofobico. ™

I.1.2  Solvatacion

El término solvatacion se refiere a la capa de moléculas de solvente mas o
menos enlazadas fuertemente que rodea a una determinada molécula o ion en estudio.
Debido a la existencia de las interacciones soluto-solvente previamente mencionadas, se
explica la presencia de la capa de solvatacion. Cabe aclarar que si el solvente empleado
es agua, se cambia el término solvatacion por hidratacion.®

La energia de solvatacion de Gibbs, AG’sw, €s un parametro que mide la
capacidad de solvatar que tiene un solvente dado, y su intensidad depende de la energia
puesta en juego en los siguientes eventos:

* energia necesaria para que una molécula o i6n genere un hueco o cavidad en el

seno del solvente.

* energia puesta en juego, cuando los dipolos del solvente se reorientan

* debido a la posible presencia de una molécula polar o i6n.

TR e —— e e e e
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* energia de las fuerzas intermoleculares no especificas y especificas que pueden

ser establecidas entre el soluto y el solvente.

1.2 Sistemas Organizados

Son sistemas sencillos con parametros controlables, que permiten realizar en el
laboratorio estudios “in vitro”, y asi poder extrapolar los resultados obtenidos a los
sistemas vivos. Los mismos permiten realizar experiencias simples en las que se tengan
que controlar menor cantidad de variables que las presentes en los sistemas vivos, lo
cual contribuye a interpretar con mayor facilidad los fendémenos que ocurren dentro de
ellos.

Los sistemas organizados se forman a partir de la asociacion de moléculas que
presentan propiedades anfifilicas, ya que poseen en su estructura una parte hidrofobica
generalmente un hidrocarburo de cadena larga, tipicamente de 8 a 18 atomos (fobia al

agua) y otra hidrofilica (amante al agua), como lo muestra la Figura 4.

v O—> Region hidrofilica.
Region hidrofobica
Figura 4: Estructura simplificada de una molécula con propiedades anfifilicas.

En funcioén de las caracteristicas estructurales del grupo hidrofilico, los anfifilos
se clasifican en anidnicos, catidénicos, zwiteriénicos y en no ionicos. Se detallaran las
estructuras de los surfactantes i6nicos utilizados en este trabajo de tesis.

Anionicos: presentan en su estructura grupos carboxilato, sulfonatos, fosfatos y sus
correspondientes contraiones: Na *, K', etc. Un ejemplo es el 1,4-bis (2-etilhexil)

sulfosuccinato de sodio, AOT, cuya estructura se muestra en la Figura 5.

Figura 5: Estructura de 1a molécula de AOT.

T_e51s doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 10




Cationicos: presentan en su estructura grupos amonio O amonio cuaternario y
contraiones como CI’, Br’, etc. Un ejemplo es el cloruro de bencil, n-hexadecil, dimetil

amonio, BHDC, cuya estructura se muestra en la Figura 6.

Figura 6: Estructura de 1a molécula de BHDC.

Zwiterionicos: presentan en su estructura ambas cargas. Ejemplo: un aminoacido de
cadena hidrocarbonada larga, una sulfobetaina.

No ionicos: son los anfifilos que no presentan cargas en su estructura. Ejemplo: n-alquil
éteres de polietilenglicol, monoglicéridos de un acido graso.

La asociacion de las moléculas anfifilicas previamente mencionadas se lleva a
cabo en un medio fluido, que normalmente es el agua.**

La mayoria de las moléculas anfifilicas son llamadas surfactantes, del inglés
“surfactant” (surface active agent), porque se ubican preferencialmente en una
superficie 6 interfase.’

Es importante recalcar que no todos los surfactantes poseen una actividad
superficial o interfacial, ya que la molécula debe cumplir con un requisito estructural:
debe poseer propiedades relativamente equilibradas, es decir, que no sea ni demasiado
hidréfila ni demasiado hidrofoba.

La propiedad fundamental de los surfactantes es su capacidad de auto-
asoctacion tanto en agua como en solventes no polares. En solucién 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 hidrofobico

previamente mencionado, como lo muestra la Figura 7. La formacion de una monocapa
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mas o menos densa de surfactante en una interfase es la primera manifestacion de la

. . . ‘ 1,2.8
tendencia a asociarse que presentan este tipo de moléculas. ™

3
\;\\N. , T’h’%’
‘U

"

Figura 7: Localizacién de las moléculas de surfactante en la interfase del sistema: aire-agua.

A los surfactantes segun su forma de utilizacidén se los puede calificar como
jabon, detergente, tensoactivo, emulsionante, dispersante, espumante, humectante,
inhibidor de corrosion, etc. El surfactante juega un papel de primera importancia en los
sistemas que poseen una fase continua liquida, en la cual puede migrar por conveccion o

. .. . . 1
difusion, como ocurre en las espumas, emulsiones y en las suspensiones.

1.2.1 Consideraciones geométricas de los surfactantes.

Las distintas caracteristicas geométricas de una molécula de surfactante como
por ejemplo: volumen de la molécula, v, largo de la cola hidrocarbonada, 1, area de la
cabeza polar, ¢, permiten definir matematicamente al parametro de empaquetamiento,
0, como se muestra en la ecuacion (1)**° Cabe aclarar que el valor del mismo permitira
predecir el tipo de sistema organizado mas propenso a ser formado en un determinado
solvente.

0=v/c. 1 1)

En la Figura 8 se observan diferentes formas geométricas, utilizadas como
modelos para poder representar a moléculas de surfactante con caracteristicas
estructurales diferentes. Las posibles formas geométricas que pueden presentar los
mismos son: cono, cono truncado, cilindro y cono truncado invertido, cuyas
dimensiones estan determinadas por sus respectivas regiones polares y no polares. Se
puede predecir que tipo de sistema organizado se formara a partir del tamafio relativo de

la “porcion” polar y la no polar de dicha molécula.?®
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Figura 8: Formas geométricas que representan las distintas estructuras de los surfactantes.

1.2.2 Descripcion de los sistemas organizados.

Si se emplean moléculas de surfactante cuya estructura pueda ser representada
con la forma de cono, 6 < 1/3, se favorece la formacion de micelas directas en agua,
como se muestra en la Figura 9. Una micela directa es un sistema organizado formado
por la asoctacion de moléculas de surfactante que presentan sus cabezas hidrofilicas
orientadas hacia el exterior del mismo, las cuales estan en contacto con el agua. Las

principales interacciones responsables de la formacion de este tipo de sistema son

hidrofébicas.?’

H,O

o)
ey

H,O

Figura 9: Estructura de una micela directa.

Si se emplean surfactantes cuyas moléculas puedan ser representadas con forma
de cilindro, 6 ~ 1, es propensa la formacion de bicapas y vesiculas. En la Figura 10 se

muestra la estructura de la bicapa lipidica.

99900000
St

Figura 10: Estructura de la bicapa lipidica.
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Son los fosfolipidos, las moléculas que al disolverlas en agua, presentan las

caracteristicas estructurales optimas para formar espontaneamente una bicapa lipidica.
Pero si a la bicapa, se le suministra energia, queda formado un sistema esférico cerrado
y selectivamente permeable conocido con el nombre de vesicula. Este sistema atrapa
parte del solvente en el que se encuentran las bicapas dispersas libremente. > **
Por ultimo, cuando las moléculas de surfactante pueden ser representadas con forma de
cono truncado, © > 1, se favorece la formacion de micelas inversas. La estructura
simplificada de este tipo de agregados se muestra en la Figura 12. En esta figura se
observa que las moléculas de surfactante se disponen de tal manera que las cabezas
hidrofilicas se orientan hacia el interior del mismo, el cual es polar debido a la presencia
de los contraiones del surfactante empleado y del solvente polar que haya sido
encapsulado en su interior. Por otro lado las colas hidrocarbonadas quedan orientadas
hacia el exterior del mismo tomando contacto con el solvente orgéanico elegido para

preparar al sistema micelar.

Figura 11: Estructura de una micela inversa.

La formacion de un determinado sistema organizado, depende fuertemente de la
estructura quimica del surfactante empleado, por ende también depende del parametro
de empaquetamiento, 6. También es importante considerar, entre otras cosas, la
naturaleza del medio donde se lo preparo, la temperatura, y los métodos de preparacion
empleados, ya que influyen en forma directa sobre la estructura del sistema preparado.”’

A pesar de la heterogeneidad de los sistemas organizados a nivel microscopico,
¢éstos cuando son preparados proveen soluciones oOpticamente transparentes, isotropicas

y termodinamicamente estables.
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El hecho de que los sistemas organizados sean considerados como sistemas
heterogéneos, permite encontrar en la estructura de los mismos microfases o dominios
hidrofobicos e hidrofilicos separados por interfases con cargas netas o zwitterionicas
con propiedades particulares.’ De esta manera, se observa que los sistemas organizados
pueden proveer microentornos con distintas propiedades tales como polaridad, acidez y

. . e . . .. , 2.25.29-31
viscosidad permitiendo la posible solubilizacion de moléculas.” >

1.2.3 Cosurfactantes
En algunas situaciones, para favorecer la asociacion de los surfactantes y formar
algunos de los sistemas organizados mostrados en la Figura 9, Figura 10 y Figura 11, se
necesita adicionar al sistema un nuevo componente, conocido con el nombre de
cosurfactante que pueda modificar las propiedades de empaquetamiento del
surfactante.’'*’Los cosurfactantes favorecen la agregacion de los surfactantes ya que
pueden:
* aumentar la movilidad de la cola hidrocarbonada
* disminuir las interacciones repulsivas entre las cabezas polares de los
surfactantes
* particionarse entre las fases de un sistema organizado, mejorando la
solubilidad del mismo, etc.
Estructuralmente por ejemplo pueden ser alcoholes alifaticos de longitud de cadena

media, como por ejemplo pentanol, hexanol **

1.2.4 Técnicas empleadas para estudiar a los sistemas organizados

Los sistemas organizados pueden ser estudiados utilizando técnicas invasivas y
no invasivas. Una técnica invasiva es aquella en la que se introduce alguna molécula
prueba 6 sonda al sistema organizado en estudio, con el objetivo de extraer informacion
acerca del mismo. Se espera que la molécula prueba agregada perturbe al sistema en
estudio lo menos posible. Un ejemplo son las técnicas de espectroscopia de
fluorescencia y de absorcion de luz ultravioleta, UV.

A través de la utilizacion de una molécula prueba con propiedades adecuadas, se

pueden sensar las propiedades del entorno que se quiere investigar, 6 sea que si se esta

b=
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estudiando la interfase del sistema, la sonda debe estar localizada aqui para poder inferir
las propiedades de dicho microentorno. No se debe dejar de lado el posible
desplazamiento de la molécula prueba dentro del sistema organizado, por ejemplo en
una micela al cambiar el contenido acuoso de la misma, la molécula prueba si es
sensible a dicho cambio, sensara otro microentorno.” 2> 3!

Mientras que cuando se utilizan técnicas no invasivas, no se perturba al sistema
organizado que se desea estudiar, ya que no se introduce ninguna molécula al mismo,
como es el caso de las siguientes técnicas: espectroscopia infrarroja, dispersion

dinamica de la luz, (DLS), y espectroscopia de resonancia magnética nuclear,

(II_INMR) 35,36

L2.5. Estructuray propiedades de las micelas inversas

Se procedera a detallar las propiedades de las micelas inversas, ya que las
mismas constituyen el eje principal de los estudios realizados en este trabajo de tesis.

Se conoce que uno de los surfactantes mas utilizados es el 1,4-bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio, AOT, puede formar micelas inversas, ya que posee una alta
relacién del volumen de cola hidrofobica a area superficial de cabeza de grupo.”®*” Otra
ventaja interesante que presenta el surfactante AOT, es que puede formar micelas
termodinamicamente estables que no necesitan la presencia de un cosurfactante. Las
micelas inversas de AOT se preparan en solventes de cadena alifatica y en solventes
aromaticos también, como por ejemplo: n-heptano, n-hexano, octano, benceno,
tolueno.**

También el surfactante cloruro de bencil, n-hexadecil, dimetil amonio, BHDC,
es utilizado para preparar micelas. Este, es un surfactante cationico, que tiene la
propiedad de formar micelas inversas en benceno, clorobenceno, tolueno y al igual que
el surfactante AOT no requiere de la adicion de un cosurfactante para la preparacion de
las mismas.*® #!

En general, las micelas inversas se forman en un proceso de asociacion de
moléculas de surfactante que ocurre en forma cooperativa, donde a partir de una cierta

concentracion de monémero de surfactante sin micelizar, conocida como concentracion

micelar critica, CMC, se produce la formacion de la micela.** Las interacciones
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intermoleculares responsables de la formacion de las micelas inversas, son las dipolo-
dipolo y también las que existen entre los pares idnicos de las moléculas de
surfactante.” *

Las técnicas empleadas para determinar la CMC se basan en monitorear los
cambios de las propiedades fisicoquimicas del medio a medida que se incrementa la
concentracion de surfactante, 6 sea a medida que se va formando la micela. Las técnicas
mas utilizadas son: conductividad, espectroscopia de absorcion y emision, tension
superficial, turbidez, entre otras.***

Dentro de los surfactantes capaces de formar micelas inversas, algunos presentan

un proceso de auto asociacion del tipo mostrado en la ecuacion (2):

nmonomeros =——= (mMonOmMeros), )

en donde “n” es el nimero de moléculas de surfactante (mondémero) que forman un
agregado y se lo define como el “niimero de agregacion”, Nag. Este parametro determina
el tamafio y estructura del agregado, y depende de la cantidad de agua o solvente que
encapsule la micela. "% > 4%

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

agregacion ocurre en forma secuencial como lo muestra la siguiente ecuacion:

+ monomero + monomero + n mondmero

dimero ==——= trimero ———=  (mondmeros),

monomero

3)

El concepto de CMC, en micelas inversas, es aceptado para sistemas que
cumplen con el primer tipo de modelo de agregacion, como se observa en la ecuacion
(2). Los surfactantes AOT y BHDC presentan este tipo de modelo de agregacion.

Cabe aclarar que respecto al tamafio y a la estructura del agregado, los mismos
dependen de la cantidad de agua 6 de un solvente polar sustituto de ella que haya sido
encapsulado en la micela como se detallara a continuacion.” *

En la Figura 12, se muestra en forma general como es la estructura de una
micela inversa de AOT. Estas presentan tres entornos claramente distinguibles: 1)

corazon polar, 2) interfase micelar, 3) fase organica.
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1 Corazén polar.
2 Interfase micelar.

3 Fase organica.
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Figura 12: Estructura simplificada de una micela inversa

1.2.5.a Descripcion detallada de los microentornos de una micela inversa.

i) Corazon polar

Es una region de la micela formada por agua 6 el solvente polar que haya sido
encapsulado, y por los contraiones del surfactante empleado.
Cabe aclarar, que por lo general para formar este tipo de sistemas mediante la
asociacion de surfactantes en solventes no polares, debe haber siempre al menos un
poco de agua, llamada agua residual, la cual promueve la asociacion de las moléculas de
surfactante y la misma se encuentra en el corazon de la micela. La presencia del agua
residual permite definir con mayor exactitud una CMC, de lo contrario se desfavorece el
proceso de asociacion de los surfactantes. Este hecho ha sido establecido para la
micelizacion del surfactante AOT en diferentes solventes organicos.”’

El contenido acuoso que pueden encapsular las micelas inversas se define como:

Wo= [H20)/ [Surf] 4)

El W, relaciona la cantidad de moléculas de agua incorporadas en el corazon de la
micela con la cantidad de moléculas de surfactante presentes en la misma.*> E1 W, da
idea de la cantidad de agua dispersa en una solucion de micelas inversas y del tamafio
de dicho agregado.®

En lo que respecta a la capacidad maxima de aceptar agua del sistema, se debe
controlar la temperatura y a su vez el tipo de solvente orgéanico elegido como medio
dispersante. En los sistemas propuestos a estudiar en esta tesis, se han podido preparar

micelas inversas de n-heptano/AOT capaces de solubilizar hasta un Wy = 60 a 25°C,
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mientras que las micelas inversas cationicas formadas por benceno/ BHDC, solo pueden
solubilizar hasta un Wy de 25, a 32°C 4447

Se conoce que el agua en el interior de la micela no estd distribuida
uniformemente ya que existen diferencias en las propiedades fisicoquimicas de la
misma ubicada en los distintos microentornos del sistema micelar. **

La aproximacion mas simple para explicar la localizacion y por lo tanto las
propiedades del agua dentro de las micelas inversas supone que las moléculas de agua

se pueden encontrar como agua “libre” o agua “unida”.?

2

Las moléculas de agua “unidas”, se encuentran aproximadamente hasta Wy

menores que 10, en micelas inversas de AOT, ya que el agua se encuentra solvatando

48.49
7 Estas

las cabezas polares y los correspondientes contraiones del surfactante.
interacciones se llevan a cabo en la zona de la interfase micelar. Sin embargo a Wy
mayores, alrededor de 20, las moléculas de agua se encuentran como agua libre,
indicando que las mismas no estan comprometidas con las interacciones
intermoleculares con el surfactante AOT. Estas moléculas de agua presentan
propiedades diferentes a las moléculas que se encuentran unidas, sus propiedades se
asemejan mas a las del agua pura, aunque nunca se logra obtener las propiedades de la
misma.*’

Hasta el momento se creia que el agua confinada en sistemas micelares no
dependia del surfactante utilizado en la preparacion de la micela. O sea que se
consideraba que a un mismo W, alcanzado, las propiedades del agua en una micela de
AOT eran parecidas a la de BHDC.*

Sin embargo, se ha descubierto que las propiedades del agua encapsulada en
micelas inversas anionicas de AOT, son diferente a las observadas en micelas inversas
cationicas de BHDC.”' Parece ser que las moléculas de agua dentro de las micelas
inversas de BHDC, tienen los electrones libres del oxigeno ocupados en la interaccion
con la cabeza polar del surfactante cationico BHDC. Mientras que el agua encapsulada
en las micelas de AOT muestra mas capacidad de donar los electrones que el agua
“bulk”. Estos resultados evidencian que existe una disminucion en la nucleofilicidad del

agua encapsulada en micelas inversas de BHDC.”!
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En conclusion, el estudio del grado de hidratacion de una micela inversa ha
permitido entender fendmenos que se llevan a cabo en microentornos restringidos con
agua presente en la interfase de la membrana bioldgica, por lo cual sigue siendo un tema
de gran interés para ser estudiado.

ii) Fase orgdnica

La fase organica es por lo general un solvente que presenta en su estructura una
relativamente larga cadena hidrocarbonada, como por ejemplo n-heptano, n-hexano,
octano, isooctano.”’ También se utilizan solventes aromaticos como por ejemplo
benceno. Se prefiere trabajar con solventes que tengan un volumen molar y viscosidad
intermedia para que no penetren en la interfase y no rigidice al sistema micelar.”® Otro
criterio para la eleccion de solvente de trabajo es que éste permita solubilizar una
cantidad de moléculas de agua apreciable en el corazon acuoso de la micela, 6 sea que
permita alcanzar altos valores de Wy.

iii) Interfase

En la Figura 13 se observa como esta constituida la interfase de una micela. Es
la zona definida por la cabeza polar, cola hidrofobica, contraiones del surfactante y toda
el agua que esté presente en esta region, ¢ sea el agua unida, lo cual estaria indicando
que no es un microentorno homogéneo, entonces se espera que las propiedades

fisicoquimicas sean distintas a las del resto del agregado.™

Figura 13: Representacién de la interfase de una micela inversa de AOT.*

Las micelas inversas son sistemas dinamicos, lo cual implica que las mismas
pueden colisionar e intercambiar el material que se encuentre encapsulado en ellas.Si la

interfase de cada micela no es rigida, el intercambio de material estara favorecido
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En la Figura 14 y en la Figura 15, se muestra como interaccionan las interfases de

. . - . - 56
las micelas con el posterior intercambio de material entre ellas.

Figura 15; Transferencia de material entre micelas inversas.™

Puede ocurrir una situacion extrema cuando colisionan dos micelas inversas, ya
que se puede perder control acerca del tamafio y propiedades del sistema en estudio.
Este hecho ocurre cuando el sistema micelar percola, 6 sea que se interconectan los
corazones polares de cada micela, formandose un “racimo” de micelas. Dentro de este
agregado de mayor tamafio (“racimo” de micelas) se forman canales de agua por donde
los contraiones del surfactante empleado muestran mayor movilidad, incrementandose
bruscamente el valor de la conductividad del sistema micelar. En la Figura 16, se

muestra como son los canales de agua que se forman.>

H,0O SN
Q o)
@)
$

hidrocarburo

Figura 16: Canales de agua formados en el interior del “racimo” de micelas.
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Por lo tanto, es importante controlar las condiciones experimentales de trabajo
(temperatura, volumen molar y viscosidad del solvente externo, pH, concentracion de
surfactante, contenido acuoso) utilizadas para evitar el fenomeno de la percolacion del

. . 7
sistema micelar.’

1.2.6 Relacion entre el radio de la laguna acuosa con el parametro W,
Mediante el uso de técnicas estaticas y dinamicas,”® de dispersion de luz y

59, 60

también de métodos resueltos en el tiempo, se ha podido conocer que existe una

relacion lineal entre el radio de la laguna acuosa de una micela con el parametro W ,

T,**®! a una concentracion de surfactante

para los sistemas micelares formados por AO
constante.

Se puede arribar a una conclusion similar realizando consideraciones
geométricas y en forma tedrica, como se detallara a continuacion.

Suponiendo que la distribucion de tamafio de las micelas inversas es homogénea,
0 sea que todas las micelas son del mismo tamafio y se trabaja a un mismo Wy vy,
ademas, considerando que la CMC en micelas inversas de AOT es mucho mas baja que
la concentracion de trabajo (para AOT la CMC varia entre 107°-10"*M),** puede
considerarse que practicamente todas las moléculas de AOT se encuentran formando
micelas inversas, O sea que practicamente no hay en solucion moléculas de mondémero

de surfactante. Con estas consideraciones, el volumen total de agua (V) disuelto en un

litro de solucion de micelas inversas puede ser calculado de la siguiente manera:**

4
= gnRévNM (5)
Donde Rw es el radio de la laguna acuosa y Ny es el nimero de micelas inversas.

Ademas, dicho volumen de agua puede ser calculado teniendo en cuenta la

concentracion molar de agua en el sistema dada por [H,O]:

V =N, [H,0] (©)

Donde N4 es el niimero de Avogadro y v es el volumen por molécula de agua.
De la misma forma el area superficial A, ocupada por la laguna acuosa en la micela

inversa puede escribirse como:
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A =4R.N,, N

Si caor es el area 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:

A = 0,orNA[AOT] 8)

dividiendo la ecuacion (5) por la (6) y la ecuacion (7) por la (8), se obtiene la siguiente
ecuacion:

AR N, 4RGN,
3vN,[H,0] 0©,,,N,[AOT]

)

Tomando v = 0,03 nm’ y Gaor = 0,6 nm?, la ecuacion (9)® se transforma en:

R, =3—

W, =0.15W, (nm) (10)

Caor
donde W, = [Agua]/[AOT]. Esta ultima ecuacion predice la exisencia de una
dependencia lineal entre el radio de la laguna acuosa, Rw, y la relacion molar Wy,
siempre que el area superficial por molécula de AOT no se modifique apreciablemente
con el parametro Wo.** Si, ademas, se incluye en la ecuacion anterior la longitud de las
cabezas polares del surfactante, se obtiene el llamado radio hidrodinamico (r,) de las de
micelas de AOT el cual resulta aproximadamente igual a:**

ri(nm) =1.7 + 0.15 Wy (11)

Esta ecuacion permite concluir que si al agregar agua a un sistema micelar, su
tamafio crece en forma lineal y gradual con el aumento del parametro Wy, se puede
afirmar que son micelas inversas los sistemas organizados preparados y que las mismas

son esféricas y discretas.”
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L2.7 Procesos de solubilizacion y localizacion de solutos en micelas inversas

En el campo de la biologia, los bidlogos y bioquimicos estan interesados en
entender la solubilizacién de algan soluto especifico, ya que por ejemplo de esta manera
se puede estudiar la permeabilidad de la membrana celular a los nutrientes (soluto)
necesarios por el organismo.

Entonces, en el laboratorio, poder investigar la dindmica de solubilizacion de
sondas moleculares por ejemplo en micelas inversas permite realizar extrapolaciones a
los sistemas in vivo y asi poder contribuir al entendimiento general de los procesos de
transporte a través de estructuras mas complejas como lo es la membrana celular.

En forma cualitativa, el soluto se localizara en el sitio que presente interacciones
intermoleculares mas favorables, 6 sea que la localizacion promedio de pequeiias
moléculas solubilizadas en soluciones de micelas inversas puede ser visualizada en la
Figura 17.°¢

Para moléculas que so6lo son solubles en el solvente no polar (caso A), el soluto
permanecera soluble en la fase dispersante y por lo tanto, no perturbara la estructura de
la micela. Se espera que las propiedades fisicas y quimicas de solutos localizados en
este entorno, sean similares a las encontradas en soluciones homogéneas del solvente
organico puro. La estructura de la solucion micelar parece no mostrar cambios en el
tamario del agregado con la adicion de este tipo de solutos.*®

Para solutos localizados en la laguna acuosa (caso B y C), se espera que las
propiedades fisicas y quimicas, sean similares a las obtenidas en solucion acuosa
aunque no necesariamente iguales. El agregado de una cierta cantidad de soluto a la
laguna acuosa puede producir un aumento en el volumen de la micela, dV, debido al
volumen molecular del soluto adicionado; mientras que el area interfacial A se mantiene
constante (suponiendo que todo el surfactante presente esté formando micelas). Por lo
tanto, el radio de la laguna acuosa Rw, definido como el cociente entre el volumen de la

(V+dV)

laguna acuosa y el area interfacial total Rw = se incrementa. La variacion de

la masa micelar, debido a la solubilizacion del soluto hidrofilico, es equivalente a la

misma perturbacion producida por el agregado de un mismo volumen de agua. Si dV es
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significativo con respecto a V, la adicion del soluto a la laguna acuosa producira un

aumento en el Rw.

Figura 17. Representacion esquemitica de los posibles sitios de solubilizaciéon de solutos en

soluciones de micelas inversas. Adaptado de referencia 68.

Aquellos solutos localizados en la parte externa de la interfase (caso D) se
comportan de manera similar a lo observado en el caso A, es decir, no perturban a la
estructura de la micela.®®

Se puede comprender que las situaciones experimentales que se presentan son
diferentes, por eso es necesario caracterizar el medio micelar y la influencia que ejercen

el o los solutos sobre el mismo y asi poder optimizar sus aplicaciones.

1.2.7.a Modelo de las Pseudofases

Para estudiar el comportamiento de un soluto en un sistema micelar, lo primero
que se realiza es una simple aproximacion, ya que un soluto puede estar en mas de un
sitio en una micela. Se utiliza el modelo de dos pseudofases, que considera al sistema en
estudio constituido por dos fases: el solvente circundante y el microagregado, 6 sea que
el soluto puede estar localizado en dos sitios posibles: en el solvente organico externo y/

69, 70

0 en el sistema micelar formado por las moléculas de surfactante (Figura 18 a). Este
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modelo, considera que las propiedades de los sistemas micelares son independientes de
la concentracion de surfactante empleada, y que solo dependen del Wo.

Consideraciones energéticas simples basadas en interacciones intermoleculares,
permiten predecir que solutos pequefios, muy polares, podrian estar preferentemente
asociados al interior micelar; mientras que solutos menos polares o anfipaticos podrian
estar principalmente localizados en la interfase (Figura 18 b). Sin embargo, se debe
considerar que la distincion entre interfase e interior micelar es artificial, ya que la
micela es un continuo de diferentes caracteristicas, y que los solutos solubilizados
pueden estar distribuidos sobre todo el volumen con un intercambio continuo de

s 69,70
posiciones.”

En conclusion, la localizacion promedio principal del soluto dependera de las
propiedades del medio externo y también de la relacion solvente encapsulado/
surfactante presente. La localizacion de un soluto es determinada a partir de sus
propiedades espectroscOpicas y/o por su capacidad para interactuar con otras

moléculas.

(=) (b)

3
solvtm solvente
arginico T inico

Rierfase

Figura 18: Modelos de pseudofases para la asociacién de solutos a micelas inversas: (a) modelo de

dos pseudofases, (b) modelo de tres pseudofases Adaptado de referencia 44.

I.2.8 Micelas inversas no acuosas

Desde hace unos afios se comenzaron a realizar estudios encapsulando solventes
sustitutos del agua en el interior de micelas inversas, de esta manera queda formado un
nuevo tipo de sistema organizado conocido con el nombre de micelas inversas no
acuosas.”’El solvente que se encapsula presenta propiedades similares a las del agua
como por ejemplo: alta constante dieléctrica, es polar e insoluble en el solvente
organico no polar externo y por otro lado, respecto al surfactante utilizado, se pretende

que éste sea muy poco soluble en el solvente que se va a encapsular en el interior de
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estos agregados.> Si el solvente encapsulado y el surfactante empleado presentan las
caracteristicas expuestas anteriormente, se encuentra favorecida la formacion de micelas
inversas no acuosas.’"’®

Algunos de los solventes que presentan las caracteristicas previamente mencionadas
son: etilenglicol (EG), formamida (FA), glicerol (GY), 1, 2 propilenglicol (1,2 PG),

dimetil formamida DMF, dimetil acetamida, DMA.” (ver Figura 19)

CH,—CH, (lin—(lIH—-CH3 (Isz—?H—?Hz

(I)H (I)H OH OH OH OH OH
EG 1,2PG GY

HZN\ (CH3)2N\ //O
/C= /CZO (CH3)2N"C\
H H CH;
FA DMF DMA

Figura 19: Estructuras de los solventes polares encapsulados en la micela inversa no acuosa de
AOT.

En este tipo de sistema organizado, también se define un parametro, W, como la

relacion molar entre el solvente polar encapsulado y el surfactante utilizado.”> > 7
W, = [solvente polar]/[AOT]. (12)

Las micelas inversas no acuosas presentan algunas ventajas respecto a las
micelas inversas acuosas, ya que ofrecen mayores regiones de estabilidad en su
estructura, existe una gran variedad de surfactantes que forman este tipo de micelas,
también pueden ser empleadas como medio de reaccion para los reactivos que
reaccionan con el agua.”

Al igual que para las micelas inversas acuosas, se pueden realizar estudios
espectroscopicos con la finalidad de conocer las propiedades de las micelas inversas no
acuosas, ya que las mismas proveen soluciones opticamente transparentes, isotropicas y
termodinamicamente estables.’

En lo que respecta a la caracterizacion de las micelas inversas no acuosas de
AOT se conoce que los valores de la CMC son mayores que los obtenidos para las
micelas inversas acuosas.”’ Estas han sido preparadas utilizando diferentes

hidrocarburos, tales como n-heptano, isooctano decano®™ y se ha encapsulado en el
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interior de las mismas los siguientes solventes: FA, EG, GY, PG, y DMF. Mediante
técnicas de dispersion dinamica de la luz, (DLS), se dedujo que la forma de estos
agregados es aproximadamente esférica y que el tamafio de los mismos aumenta con el

8. 82 por ejemplo, para EG, el cual es altamente inmiscible en n-heptano,

parametro Wi
se observaron cambios en el tamafio micelar por variaciones en el W como lo muestra

la siguiente ecuacion:

m/nm=17+ 0,88 W 13)

En esta ecuacion, se puede observar que el tamafio de la micela depende en
forma lineal del W, "

De bibliografia,®® se conocecomo son las interacciones intermoleculares entre el
solvente organico polar encapsulado y el surfactante AOT en las micelas inversas no
acuosas, ya que se ha determinado que regiones de la molécula de AOT estan
involucradas en las interacciones con el solvente organico polar encapsulado. Se
utilizaron otras técnicas no invasivas como lo es la espectroscopia IR, y se monitore6
como repercute el incremento del Ws sobre la vibracion del enlace carbonilo C=0 del
surfactante AOT y el estiramiento antisimétrico del grupo (SO3)? del surfactante
AOT.®

Cuando se encapsularon solventes dadores de puente hidrogeno, los resultados
muestran que GY presenta interacciones puente hidrogeno con el grupo sulfonato del
AOT, desplazando los iones sodio, contraiones del surfactante AOT, hacia el corazon

polar de la micela, como lo muestra la Figura 20.%

Figura 20: Interaccion entre el solvente encapsulado GY vy el surfactante AOT.
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Mientras que cuando se encapsuld PG y EG, ambos solventes muestran
interacciones puente hidrogeno con el grupo C=0 del surfactante AOT, y los iones Na *
interactuan con las cabezas polares de los grupos sulfonatos del AOT. En la siguiente

figura se muestra como queda encapsulado el solvente EG .

HO

5: w0
O / ‘g
O Nﬂ+

Figura 21: Interaccion entre el solvente encapsulado EG v el surfactante AOT.

Se conoce que las interacciones intermoleculares que ocurren entre EG-AOT y
PG-AOT son similares, ya que ambos solventes presentan interacciones puente
hidrégeno con la parte del carbonilo del surfactante AOT.***A medida que se
incrementa el parametro W, se observaron notorios cambios en los espectros IR, ya que
ambos solventes penetran lo suficiente en la interfase micelar, haciendola mas fluida.
Estos cambios se observan a bajos W, porque una vez que se solvatan los grupos
carbonilos de las moléculas de surfactante AOT, no se percibe mas cambios.®

Mientras que cuando se encapsularon solventes no dadores de puente hidrogeno,
como por ejemplo: DMF y DMA, los resultados experimentales permitieron explicar
que las interacciones intermoleculares DMA-DMA y DMF-DMF se debilitan dentro de
la micela. Los resultados muestran ausencia de cambios en las bandas de absorcion
correspondientes a las vibraciones simétricas y antisimétricas del enlace C=0 del grupo
carbonilo y a la del S=O correspondiente al (S03), de esta manera se pudo comprender
que el solvente DMF no interactia con ninguna parte de la molécula del surfactante
AOT, ya que solo interacta con el i0n sodio. Cabe aclarar que se obtuvieron resultados
similares cuando se encapsulé el solvente DMA *-%

Esta interaccion que propusieron los autores se muestra en la siguiente figura:
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Figura 22: Interaccion entre el solvente encapsulado DMF con el surfactante AOT.

Por altimo, monitoreando los cambios espectroscopicos de la molécula prueba
cumarina 343 y comprendiendo donde queda localizada la misma, se observo que
cuando se encapsula FA, existe una fuerte interaccion con el i6n Na” a través de
interacciones electrostaticas ya que en el interior de la micela el solvente FA esta
presente en la forma de su estructura resonante (ver Figura 23) Debido a que la
molécula prueba cumarina 343 sensa al maximo W; alcanzado igual polaridad que la del
solvente neto, se concluyé que FA mantiene su estructura de solvente neto en el interior
de la micela, 6 sea que su estructura no se rompe.>

Otros autores mediante la utilizacion de espectroscopia IR, y observando
cambios en las bandas de absorcion correspondientes a las vibraciones del enlace C=0
del grupo carbonilo y a las del S=O correspondiente al (SOs)? obtuvieron conclusiones

similares.”"
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Figura 23: Localizaciéon de la molécula Cumarina 343 en isooctano/ AOT, encapsulando FA.%

En micelas inversas acuosas y no acuosas, se ha demostrado que el
comportamiento del solvente organico polar encapsulado es diferente al de su estructura
“bulk”, debido a las interacciones especificas entre el surfactante empleado y el solvente

encapsulado.®*’

L.2.9 Sistemas mixtos

Con el objetivo de mejorar las propiedades que presentan los surfactantes por
separado, se ha incrementado el interés en investigar arreglos supramoleculares de
surfactantes tales como micelas, microemulsiones, cristales liquidos, monocapas,
vesiculas etc,® formados a partir de la mezcla de surfactantes con distintas propiedades,
conocidos con el nombre de sistemas mixtos.*

La bibliografia muestra que la mayoria de los estudios realizados en sistemas
mixtos involucran a mezclas de surfactantes formadas de la siguiente manera: dos
surfactantes no 10nicos, uno 16nico con otro no idnico, y también mezclas formadas por
dos surfactantes ionicos.

En lo que respecta a la formacion de micelas inversas, las mezclas mas
estudiadas hasta el momento son las que se obtienen a partir de la mezcla de
surfactantes ionicos, casi siempre AOT, con surfactantes no-iénicos.”

Se conoce que micelas inversas formadas por AOT/ Brij 30 (polioxitileno)/ n-

heptano han sido usadas en la sintesis enzimatica de oligopéptidos.”’
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Las micelas inversas formadas por mezclas de AOT con di (2-etilhexil) fosfato
(SDEHP) en isoctano, han sido utilizadas en la separacion de proteinas y reacciones
enzimaticas y se prepararon a Wy mayores que 2.2

Otro grupo de autores utilizaron técnicas conductimétricas con el objetivo de
conocer la permeabilidad de la interfase de los siguientes sistemas micelares: AOT/ Brij
56 y AOT/ Brij 58, preparados en el solvente Miristato de isopropilo, IPM.>

La posibilidad de preparar sistemas mixtos ha permitido profundizar los estudios
sobre el fenomeno de percolacion y de transferencia de masa entre las micelas. A los
sistemas: H,O/ AOT/ Brij 56/ IPM y H,O/ AOT/ Briyj 58/ IPM, se les agreg6 en forma
de aditivo acetato de colesterol, benzoato de colesterol, y se observé que no
interaccionan en forma especifica con la interfase de la micela inversa de AOT, solo
brindan cierto grado de hidrofobicidad y flexibilidad debido a la presencia de grupos
alquilo de distinto tamaiio. Pero cuando se agregoé colesterol y el palmitato de colesterol
(moléculas chicas y rigidas), se observo un aumento de la rigidez del sistema, teniendo
que aumentar mas la temperatura para que comience a percolar el mismo.”

Las mezclas que hasta el momento han sido poco exploradas son las que se
forman al mezclar un surfactante aniénico con uno cationico en un solvente organico.

93-
» se pueden

Debido a la atraccion electrostatica que existe entre los surfactantes,
formar sistemas con propiedades fisicoquimicas unicas como por ejemplo: dar origen a
fluidos con propiedades viscoelasticas, 6 también se conoce que se ha logrado
notablemente incrementar la viscosidad del nuevo sistema formado.’®

Si al mezclar los surfactantes i6nicos, se eliminan los contraiones pequefios de
los mismos, se formara un anfifilo cataniénico.®”” Los trabajos sobre el estudio de tales
mezclas en solventes organicos son mas bien escasos, dada la dificultad en determinar
el comportamiento fisico-quimico.

A partir de anfifilos catanionicos, se han podido preparar distintos tipos de
agregados en agua,” como por ejemplo: vesiculas, micelas directas e inversas con
distintas geometria: sistemas ramificados o enlongados.®®

Dos factores muy importantes son los que gobiernan la formacion de los

sistemas catanionicos: fuerzas electrostaticas y las interacciones hidrofobicas. También

las cantidades estequeométricas agregadas de cada uno de los surfactantes que forman
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al sistema, es una variable a tener en cuenta ya que de esta manera se puede controlar la
carga de la interfase de estos agregados, repercutiendo sobre la curvatura (factor muy
importante en la utilizacion de micelas inversas como nanoreactores) del sistema que se
desea preparar y por lo tanto puede cambiarse también la morfologia del mismo.”®

La estructura quimica de los surfactantes que participan en la mezcla, como por
ejemplo: el largo de la cadena carbonada de cada uno y la relacion [Surfactante
cationico) [Surfactante anionico], la concentracion final de ambos surfactantes ya
formando la mezcla, 6 sea la [Surfactante mixto], indicaran el tipo de sistema
organizado que se formara.*” Por ejemplo, las micelas pueden ser globulares, elongadas,
ramificadas y puede existir una interconversion entre los distintos sistemas a medida
que la relacion de concentraciones entre los surfactantes varia. %%

Existen en bibliografia estudios basados en determinar el efecto de la
temperatura sobre el radio hidrodinamico del sistema catanionico: acido octanoico y
octilamina. Se observé muy poca variaciéon de los radios hidrodinamicos y la
polidispersividad de los mismos es constante. Se concluyd que estos sistemas son
resistentes a los cambios de temperatura.”’

Otros autores realizaron estudios utilizando también anfifilos catanionicos, como
por ejemplo el octanoato de octilamina formado a partir del acido octanoico y la
octilamina.”® El octanoato de octilamina forma micelas inversas en octano. Se verifico
que la curvatura de estos sistemas puede variar, al cambiar la estequeometria de los
reactivos que forman al anfifilo catanidnico. Se realizaron medidas de conductividad y
también de dispersion de rayos X con angulo pequefio (SANS) para llevar a cabo los

estudios planteados.”®

L.2.10 Aplicaciones de los sistemas organizados

En general, los sistemas organizados comenzaron siendo utilizados en el campo
de la investigacion de interfases naturales con la finalidad de poder mimetizar las
propiedades de la membrana biologica, pero como las estructuras de los sistemas
organizados pueden ser marcadamente diferentes también pueden ser utilizados con

otras finalidades, las cuales se detallaran a continuacion.
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1.2.10.a Micelas inversas acuosas

Tienen una gran aplicacion en el control de la reactividad, pueden ser utilizadas
como nanoreactores cuyo tamafio se modifica simplemente variando la cantidad del
solvente encapsulado en su interior, 6 sea el Wo.”

También, pueden llegar a influenciar considerablemente la cinética de las
reacciones por la posibilidad que ofrecen de poner en contacto reactivos tan diferentes
como moléculas organicas, inorganicas, no cargadas 6 i6nicas. La interfase micelar de
estos agregados es capaz de unir a sustratos en concentraciones y orientaciones
especificas tal cual como lo hacen las enzimas. Como resultado se ha observado un
claro aumento en la velocidad de reaccion obtenido en los sistemas micelares que
pueden ser comparabales a los obtenidos en sistemas naturales. ' '*!

Se utilizan en reacciones de catalisis enzimatica. Se observo que en soluciones
micelares de AOT, la enzima lipasa es mas resistente a su desnaturalizacion con el
agregado de un aditivo como urea.'®?

Se han utilizado para separar biomoléculas de sus matrices, ej proteinas.'”

También, pueden modificar reacciones de equilibrio,* dado que la viscosidad y
polaridad de la micela son distintas a la del solvente organico externo.** '**

Se han utilizado a las micelas como nanoreactores, y se ha observado que el
contenido acuoso de las mismas, afecta notablemente la velocidad de la reaccion llevada
a cabo en el interior de estos sistemas. %'

Las micelas inversas han sido aplicadas en el campo de la cosmética,
semiconductores y microcoloides,''® en el almacenamiento y conversion de la energia
solar. Una aplicacion ambiciosa es poder realizar reacciones similares a las de la
fotosintesis natural en las cuales la energia solar se convierta en energia potencial. Para
esto se utilizan fotosensibilizadores 6 antenas fotosintéticas que incorporados en
micelas pueden convertir fotones en electrones.''! Se han aplicado micelas inversas de
AOT como modelos de sistemas bioldgicos donde ocurren procesos fotoquimicos, por

ejemplo la generacion de especies fototoxicas que daiian sustancias bioldgicas.'> '
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1.2.10.b Micelas inversas no acuosas

Se han observado reacciones quimicas como por ejemplo la adicion de Diels
Alder de acrilato de metilo a ciclopentadieno en el interior de una micela inversa no
acuosa (CTAB/ FA/ 1-butanol/ isooctano).'"*

También se reporto que la velocidad de la hidrolisis alcalina de cristal violeta en
microemulsiones no acuosas con EG encapsulado es mayor a la velocidad encontrada
cuando el solvente encapsulado es agua, debido a una mayor estabilizacion del estado
activado en las microemulsiones no acuosas.'”

Por otro lado se ha reportado que en la micela inversa de n-heptano/ AOT/ GY-
H>O se llevo a cabo la reaccion enzimatica entre el sustrato acetato de 2- naftilo (2-NA)
y la enzima o Quimiotripsina,''® observandose una mayor eficiencia catalitica del
proceso en el medio micelar que contenia la mezcla GY-agua.''” ''®

Las micelas inversas no acuosas pueden ser empleadas como un medio de

- - - 119
reaccion para aquellos reactivos que reaccionen con el agua.

1.2.10.c. Sistemas mixtos

Utilizando un sistema mixto se ha podido preparar una membrana selectiva al
paso de algunos iones, pudiendo asi imitar una de las funciones de la membrana
biologica.'*’

Asimismo, se han podido aplicar a estos sistemas como vehiculos
transportadores de drogas, y se ha observado que pueden afectar la velocidad de
liberacion de la misma, retardando su distribucion debido a la lenta difusion que tienen
este tipo de sistemas.® La lenta difusion se explica por el gran tamafio de estos
agregados.

Se pudieron utilizar como medios de reaccion para realizar la sintesis de
nanoparticulas, ya que las micelas formadas por surfactantes de distintitas propiedades
permiten crear superficies con determinadas cargas favoreciendo el proceso de
sintesis.'?!

Debido a la resistencia que presentan estos sistemas a los cambios de
temperatura, pudieron ser aplicados también como nanoreactores permitiendo la

participacion de enzimas.
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La posibilidad de realizar mezclas de surfactantes, ha permitido reducir la
toxicidad que tiene cada uno por separado como por ejemplo: los surfactantes
perfluourados (son toxicos) al mezclarlos con los hidrocarbonados disminuyen

notablemente su toxicidad.'?

1.3 Fundamentos teoricos v técnicas espectroscopicas utilizadas

La fotoquimica trata principalmente el comportamiento fisico y quimico de las
moléculas, luego de la absorcion de uno (0 mas) fotones. Fundamentalmente se
considera la absorcion de fotones de luz visible o ultra-violeta. Se ocupa centralmente
de la excitacion electronica, normalmente acompaiiada de excitacion vibracional y

rotacional en fase gaseosa.

1.3.1 Procesos primarios de espectrofotometria molecular

El punto de partida para el estudio de la absorcion y emision de la luz de una
especie quimica es el diagrama de Jablonski que se muestra en la Figura 24. En dicho
diagrama se observan los estados electronicos So, Sy y S; para el singlete y T, para el
triplete. Cada uno de estos estados electronicos presentan niveles vibracionales

denotados por 0, 1 y 2 ( en la Figura 24 solo se muestra para el Sp).

Absorcién Convers 6n interna
Sy 2 ._,,h._'.”Cruce de sistemas
A A \, Fluorescencia T
r
h¥ ' hv " th - |
k hve Fosforescencia
r nr
2 * b
Sp ) !
0

Figura 24: Diagrama de Jablonski. Figura adaptada de la referencia 123.
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Se conoce que a temperatura ambiente, la energia térmica no es suficiente para
poblar significativamente los estados vibracionales superiores del estado fundamental y
por lo tanto, la absorcion generalmente ocurre para moléculas con energia vibracional
mas baja, por eso el fluoroforo es excitado desde el estado electronico Sy hacia uno de
mayor energia S; 6 Sz. Luego, las moléculas en fase condensada rapidamente relajan al
nivel vibracional mas bajo del S;. Este proceso es llamado conversion interna (ocurre
aproximadamente en un tiempo de 1072 seg ). Como el fluoroforo excitado permanece
en el estado excitado alrededor de 10% seg, por lo general la conversion interna se
completa antes de la emision. La emision de la luz, 6 sea el proceso de fluorescencia
ocurre desde un estado excitado equilibrado térmicamente, 6 sea desde el S; con su
nivel vibracional mas bajo, posteriormente, el fluoréforo emite la energia en forma de
luz retornando al nivel vibracional del Sy mas alto, el cual alcanza el equilibrio térmico
rapidamente. Cabe aclarar que la fluorescencia ocurre a mayores longitudes de onda que
la absorcion. Aparte de fluorescer las moléculas, pueden cambiar de spin, proceso
conocido con el nombre de cruce de sistemas. El fluoroforo pasa al nivel vibracional
mas alto del T, y posteriormente ocurre la conversion interna, conduciendo al fluoréforo
al nivel vibracional mas bajo del T;. Desde el T, al Sy se observa también emision de
luz a través de un proceso poco probable de ocurrir en solucién, llamado

< 123
fosforescencia.'?

1.3.2 Caracteristicas de la fluorescencia y de la absorcion.
I.3.2.a Regla de Kasha

Los espectros de emision son independientes de la longitud de onda de excitacion
siempre y cuando esté involucrada una transicion electronica unica. Una vez que se
excitd el fluordforo a niveles vibracionales y electronicos altos, como ya se dijo, éste
disipa rapidamente la energia en exceso por conversion interna terminando en el nivel
vibracional mas bajo del S; (ocurre en un tiempo muy corto). Debido a esta rapida
relajacion los espectros de emision son generalmente independientes de la longitud de

. ., 3
onda de excitacion.'?
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1.3.2.b Corrimiento de Stokes

Si se analiza el espectro de absorcion y emision de una misma molécula, se
observa que las longitudes de onda de los correspondientes maximos de absorcion y
emision no son iguales, Aubs < hem, O sea que el fenomeno de absorcion de la luz ocurre a
mayor energia que el de emision. Esta pérdida de energia se debe a una serie de
procesos dinamicos, que ocurren luego de la absorcion de luz, quedando evidenciada en
la diferencia de longitud de onda que existe entre el maximo del espectro de absorcion y

-y, . .. 123
de emision, conocido con el nombre de Corrimiento de Stokes.

1.3.2. ¢ Principio de Franck —Condon

Establece que la transicion electronica mas probable es aquella que tiene lugar
sin cambios en la posicion de los nucleos de la entidad molecular y de sus alrededores.
También que existe la misma separacion entre los niveles vibracionales en el So y el Sy.

En la figura siguiente se muestra un ejemplo en el cual se cumple el mismo.

Or—v——T7T—T7 T T T 310
8t i
: i
6—
i; - 405 %
§gn~ 1 3
7* = t
v 2
2
¥ A ' 3 | - ljl i 3 & 3 3 8 4
0 300 3]50 400 450 5080

Figura 25: Principio de Franck Condon para una molécula rigida: Antraceno. Figura adaptada de
Ia ref 123.

1.3.2.d Excepcion a la regla de la imagen especular.

Tal desviacion de la regla, usualmente indica un arreglo geométrico diferente del
nucleo en el estado excitado comparado con el estado fundamental. Los
desplazamientos nucleares pueden ocurrir previos a la emision permitiendo el
movimiento seguido al proceso instantaneo de la absorcion. Un ejemplos es el
comportamiento de los bifenilos, que tienen un espectro de emisién mas estructurado

que el de absorcion '*> 1?4
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1.3.3 Tiempos de vida de fluorescencia

El tiempo de vida de fluorescencia de un fluoroforo es una propiedad importante
ya que determina el tiempo que tiene el mismo para interactuar 0 difundir en su entorno.
Es el tiempo promedio que la molécula permanece en el estado excitado previo a
retornar al estado fundamental '**

Para explicar el significado del mismo, se utiliza el diagrama de Jablonski

simplificado de la Figura 26.

S1 T
Relajacion i seg)

hv,.,-?f I Il(nr

So
Figura 26: Diagrama de Jablonski simplificado. Figura adaptada de la referencia 123.

Este diagrama solo muestra los procesos mediante los cuales el fluoréforo puede
retornar al estado fundamental. En este caso, para determinar el tiempo de vida, se debe
conocer el valor de la constante de fluorescencia I' y el valor de la constante de emision
no radiativa kyr.'>

Para el fluoroforo ilustrado en la figura, el tiempo de vida es:

1= + kn)' (14)

Se conoce que la emision de fluorescencia es un proceso al azar, y solo unas
pocas moléculas emiten sus fotones precisamente a t = 1.'* "**Pero en ausencia de
procesos no radiativos, el tiempo de vida es llamado tiempo de vida intrinseco:

r=r" (15)

Por lo tanto, el tiempo de vida, T, puede ser modificado por factores que afectan
sus constantes de velocidad (T, kn). Por ejemplo en este caso, la molécula puede ser no
fluorescente como resultado de una rapida velocidad de conversion interna, o una lenta

velocidad de emision.
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1.3.4 Efecto de solvente sobre los espectros de absorcion y de emision.

Cuando se determinan los espectros de absorcion o de emision 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.'”

El término solvatocromismo es utilizado para describir los cambios producidos
en la posicion de la banda de absorcion y de emision electronica cuando se cambia la
polaridad del solvente, 6 sea que el solvatocromismo mide la diferencia de estabilidad
de dos estados electronicos en un solvente con respecto a otro. Esta diferencia puede
aumentar o disminuir en un solvente en comparacion con otro. Por eso cuando ocurren
corrimientos hacia menores longitudes de onda o hipsocrémicos, el fenémeno es
llamado solvatocromismo negativo. Cuando los corrimientos son a mayores longitudes
de onda o batocromicos, el fenomeno es llamado solvatocromismo positivo.'*

Cuando existen interacciones especificas, se emplean generalmente escalas
empiricas de solvente para realizar estudios solvatocromicos. Estas escalas pueden ser
desarrolladas de dos modos distintos:

- Uno que parte del estudio del efecto del medio sobre alguna propiedad (la
mayoria de las veces espectral) del indicador elegido, o de varios indicadores. Luego la
escala o escalas construidas con las caracteristicas del medio son confrontadas con datos
experimentales del efecto de solvente sobre alguna otra propiedad y proceso.'””'%

- En el segundo método, se construye la escala a partir de un gran nimero de
datos experimentales del efecto del medio sobre varias propiedades de una region
espectral o de reactividad quimica, buscando parametros estadisticos para cada medio
que satisfagan mejor la serie elegida de propiedades consideradas. >3

Cabe aclarar que 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."**'*® Segun este método, se determinan los espectros
de absorcion y/o de emision de la molécula a estudiar en varios solventes organicos con

distintas caracteristicas fisicoquimicas (polaridad, capacidad dadora y aceptora de
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puente de hidrogeno) y luego se realiza una regresion lineal multiple (RLM) entre la
frecuencia del maximo de absorciéon o emision con parametros de solventes utilizando
la siguiente ecuacion:

v =vy + st* + ao+ b (16)

donde 7 es el indice de polaridad polarizabilidad, o y  miden la habilidad del solvente
de donar o aceptar hidrogeno en una interaccion del tipo puente de hidrogeno. Los
coeficientes s, a y b miden la susceptibilidad relativa de v a la escala de solvente

indicada y se obtienen de la RLM.

I.3.5 Fluorescencia en estado estacionario y resuelta en el tiempo.

Las medidas de la fluorescencia pueden ser llevadas a cabo de dos formas: en
estado estacionario y resueltas en el tiempo. La diferencia radica en el modo en el que
funciona la fuente de iluminacion, ya que en estado estacionario la fuente ilumina con
un haz de luz de intensidad continua y se registra el espectro de emision en forma
continua.'”> En cambio en estado dinamico la muestra es expuesta a un pulso de luz
cuyo ancho debe ser menor al tiempo que tarda en decaer la emision de la muestra. Pero
si se tiene una buena relacion sefial a ruido y un buen algoritmo de deconvolucion
pueden llegar a medirse tiempos de vida en el estado excitado cuyo orden de magnitud
sea menor que el ancho total temporal a media altura de la funcidon de respuesta
espectral. El decaimiento de la intensidad es registrado con un detector que trabaja en la
escala de los picosegundos 6 nanosegundos.'?

La fluorescencia resuelta en el tiempo, permite detectar las variaciones de
intensidad de emision con el tiempo del estado excitado, y poder entender el mecanismo
mediante el cual el estado excitado relaja al fundamental."

Existe una relacion entre estas dos técnicas ya que el espectro de emision
observado en estado estacionario es un promedio del espectro resuelto en el tiempo.'*

En situaciones particulares en las que en el estado excitado de una molécula
ocurran fendmenos tales como transferencia de energia, procesos de inactivacion del

123, 137

estado excitado, formacion de nuevas especies, transferencia de electrones, etc,

determinar solo el espectro de emision en estado estacionario, puede llegar conducir a la

Tesis doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 41



pérdida de toda la informacion a cerca del sistema en estudio. Por lo expuesto
anteriormente, se utilizan técnicas resueltas en el tiempo. Por ejemplo, si se le determina
el espectro de emision resuelto en el tiempo a una molécula prueba que participa de un
proceso de reparto entre la micela y el solvente externo, se observara del
correspondiente ajuste de la intensidad de la emision dos tiempos de vida. Asi se puede
concluir que la molécula prueba esta sensando dos entornos diferentes. Esta conclusion

no podria ser arribada utilizando solamente fluorescencia en estado estacionario.'?

1.3.6 Inhibicién de la fluorescencia, “quenching”

Es un proceso en el cual la intensidad de fluorescencia de la muestra disminuye
por algin evento en el que pueda estar participando, tales como: reacciones en el estado
excitado, rearreglos moleculares, transferencia de energia, formacion de complejos en el

estado fundamental, o por colision con otra especie.” '%

1.3.6.a Inhibicidn estatica de la fluorescencia.

Para que exista este tipo de “quenching”, debe haber un encuentro en el estado
fundamental entre la molécula fluorescente, F, y el inhibidor de la fluorescencia, Q,
formandose un complejo de encuentro no fluorescente, FQ*, como se muestra en el
primer renglon del Esquema 1. Del mismo, se puede observar que la unica especie
responsable de la emision es F, (situacion experimental observada en el segundo

renglon del Esquema 1).

F+Q Ks FQ hv FQ¥* (no emisivo).
e —
F  bho F* (emisivo).

Esquema 1: Formacion de un compliejo no emisivo: FQ*, a partir del encuentro de Fy Q en el

estado fundamental.

Si se analiza en forma horizontal el primer renglon del esquema, y se observa
que en el estado fundamental, se forma el complejo FQ, y luego es excitada la solucion
correspondiente, la cantidad de moléculas de F excitadas (proceso sefialado en el

segundo renglon del esquema) sera menor, por lo tanto la inhibicion de la fluorescencia
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podra ser reconocida en el valor de la intensidad de la emision de la muestra

fluorescente F, debido a una disminucion de dicha propiedad.

Existe una ecuacion en donde se pone de manifiesto la dependencia de la intensidad de
fluorescencia con la [Q] y puede derivarse a partir de las siguientes ecuaciones. Como
lo muestra el Esquema 1, si se forma el complejo entre F y Q en el estado fundamental,
se puede plantear la formacion de un complejo (FQ), siempre y cuando (FQ) absorba de
igual manera que F aislado y que la absorcion total sea baja. Utilizando la siguiente

ecuacion se explica la formacion del complejo no emisivo (FQ):

Ks =[FQ]/[F]. [Q] a7

Si la especie acomplejada (FQ) es no fluorescente, entonces la fraccion de
fluorescencia (I/I°) esta dada por la fraccion de fluoréforo total, [F1°, que no esta
acomplejado, y por la [F] que esta acomplejada, por lo tanto se la define a esta fraccion,
f, de la siguiente manera: f= [FUFT.

[FI’=[FQ]+[F]  (18) y Ks=[FI’-[FY[F1.[Q] ~ (19)

Por lo tanto:
[FI%[F]=1+Ks. [Q] (20)
Finalmente se llega a la siguiente expresion, donde se relaciona 1°/1 con la [Q] y puede

expresarse como:

11 =[F]*/[F] = 1 + Ks. [Q] (21)

) . R . .
donde I'" e I comresponden a las intensidades de fluorescencia en ausencia y
presencia de quencher.

Esta ecuacion recibe el nombre de Stem-Volmer.'?

1.3.6.b Inhibicion dinamica de la fluorescencia.

Esta gobernado por el proceso de difusion entre la molécula fluorescente
excitada, F, y el inhibidor de la fluorescencia, Q, que ocurre en el estado excitado como
lo muestra el Esquema 2. Este tipo de proceso es descripto en la ecuacion (22). La
misma, se la conoce con el nombre de Stern-Volmer.

I°/1= 1 + kq.7%.[Q] (22)
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Donde:
I° e I corresponden a las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia
de quencher.
kq es la constante de “quenching” bimolecular.
1 es el tiempo de vida del fluoroforo en ausencia de quencher.
[Q]: concentracion de “quencher”.
En el siguiente esquema se explica cuales son las etapas llevadas a cabo en este

tipo de “quenching’.

F hv , F*+Q FQ*

F+ hv’ (no emite)

Esquema 2: Representacion esquematica del proceso de “quenching” dinimico.

Aplicacion: esta técnica es muy utilizada ya que la accesibilidad de los fluoréforos a los
inhibidores de la fluorescencia, Q, puede ser utilizada para determinar la localizacion de
una molécula prueba en un sistema organizado. En estos mismos sistemas, se la ha
utilizado para conocer el nimero de agregacion, nag, de algunos sistemas micelares."”®

Cabe aclarar que para asegurar una buena resolucion del proceso de inhibicion de la
fluorescencia dentro de una micela, la interaccion prueba-quencher debe ser mucho mas
rapida que el tiempo de vida de la molécula fluorescente '** Teniendo en cuenta esta

consideracion, se podrén extraer conclusiones correctas de los estudios realizados.

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

Por lo general, los espectros de emision son independientes de la longitud de
onda de excitacion a menos que la molécula fluorescente esté participando de algun

evento en el estado excitado quedando afectadas sus propiedades fotoquimicas.
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La independencia de los espectros de emision con la longitud de onda de
excitacion es mas probable de ser observada cuando se trabaja en medios fluidos, ya que
el solvente relaja rapido antes de observar la emision de la molécula fluorescente.

Una situacion diferente ocurre en el caso de los medios mas restringidos en su
movimiento como lo son los medios viscosos, ya que la relajacion del mismo en el
estado excitado nunca es completa. En este tipo de medios, se observa que al excitar al
fluoroforo a longitudes de menor energia de absorcion, 6 sea hacia el rojo del maximo
de absorcion, se observa un corrimiento batocromico en el espectro de emision. A éste
fendmeno se lo conoce con el nombre en inglés de “Red-edge emision shift” (REES).'*
Utilizando la Figura 27, que tiene en cuenta la relajacion espectral, se puede explicar el
fenomeno del REES.

Suponiendo que la muestra sea un fluoroforo polar y que se encuentre en un solvente
congelado, (donde ks << 1/1) y que sea excitada en el maximo de absorcion A¢ 6 sobre
el borde rojo Ag_se observara:

- en el primer caso ocurrira la emision desde el estado de Franck Condon (ver

Figura 27 a).

- en el segundo caso solo emiten los fluoroforos que tienen bajas energias de
absorcion y a pesar de estar congelado el solvente, existe una cierta poblacion de
fluoroforos que tiene la configuracion del solvente en su estado relajado. Esto hace que
los fluoréforos estén mas solvatados y se corra la emision al rojo (ver Figura 27 b).
~k
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Figura 27: Diagrama energético del REES en condiciones experimentales diferentes: medios

restringidos v fluidos.
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Mientras que en medios fluidos no se observa mas el REES aunque se excite el
fluordforo al rojo del maximo de la banda de absorcion, el fenomeno previamente
explicado no ocurre, debido a que el solvente se reorienta muy rapidamente en el estado
excitado y luego el fluoroforo emite y no se observan cambios de la longitud de onda de
emision con la longitud de onda de excitacion (ver Figura 27 c y Figura 27 d).

Una situacion compleja se presenta cuando el fluoréforo se encuentra en medios
viscosos, en donde por lo general el tiempo de vida del mismo es comparabale con el
tiempo que tarda el solvente en reordenarse alrededor del estado excitado, como lo

muestra la Figura 28.

Longitud de onda Longitud de onda

Figura 28: Diagrama energético del REES en medios viscosos.

Al excitar al fluoroforo al rojo de la banda de absorcion se observa que ocurren
simultaneamente los dos fenomenos: emision del fluorédforo y relajacion del solvente.
En este caso, los espectros de emision seran dependientes de la longitud de onda de
excitacion.

Para poder estimar la magnitud del 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 emision representa la

magnitud del REES.'*!

Esta técnica es aplicada para estudiar sistemas organizados, ya que son sistemas
viscosos a nivel microheterogéneo, 6 sea que tienen restringido su movimiento para
relajar alrededor del fluoroforo excitado.

La caracteristica extraordinaria acerca del REES es que aporta informacion
sobre las velocidades relativas de la dinamica de relajacion del solvente, que no es
posible obtener por otras técnicas.'*? De esta manera, el REES es una herramienta muy
util ya que la solvatacion juega un papel crucial modulante en muchos acontecimientos
celulares importantes, tales como desdoblamiento de proteina, interacciones de proteina

- lipido, y el transporte de iones. Existen estudios en los que se observd que el REES,

Tesis doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 46




sirve como un instrumento poderoso para controlar la organizacion y dindmica de
sondas y péptidos unidos a membranas y medios imitadores de membrana tal como

. [ 142
vesiculas o fosfolipidos.

1.3.8 Espectros de emision resueltos en el tiempo (“Time resolved emission

spectra”, TRES).

Esta técnica se descubrio en el afio 1968 cuando Ware y colaboradores
comenzaron a observar que los espectros de emiston mostraban cambios debido a la
relajacion del solvente en el estado excitado alrededor de la molécula fluorescente.'®

Para entender el fundamento de esta técnica resuelta en el tiempo, es importante
conocer que fenomenos le pueden ocurrir en el estado excitado al fluoroforo utilizado y
al solvente en el cual se encuentra.

*Fluordforo:

Pueden ocurrir: a) reacciones quimicas tales como formacion de excimeros y
exciplejos, reacciones de transferencia 6 de intercambio de proton.'?

b) interacciones especificas fluor6foro-solvente, ej: interacciones
puente hidrogeno.'”

c) formacion de estados de transferencia de carga intramolecular,
(“Intramolecular Charge Transfer” , ICT.), siendo un caso especial la torsion de un
grupo dentro de la molécula para que pueda ocurrir transferencia de carga
intramolecular (“Twisted Intramolecular Charge Transfer“, TICT).'*
*Solvente:

Inicialmente sus dipolos no estan orientados con respecto a los dipolos del
fluoroforo excitado. Entonces se observa emision desde el estado de Franck-Condon, F.
Pero si se ordenan los dipolos del solvente alrededor del fluordforo excitado ocurre la
relajacion del solvente y se observa la emision desde el estado Relajado, R.'>

En la Figura 29 se explican los posibles estados de emision que tendra el
fluordforo correspondiente dependiendo de las condiciones experimentales en que se

encuentre.
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Figura 29: Diagrama de Jablonski para la relajacion del solvente. Figura adaptada de la ref 123.

En soluciones fluidas, se asume que el solvente se encuentra en equilibrio

alrededor de los dipolos del estado excitado antes de la emision, esto se explica por los
valores estimativos de los tiempos de relajacion del solvente 15 = ks, 6 sea el tiempo

durante el cual sus moléculas se reacomodan alrededor de los dipolos del estado
excitado.

También se debe considerar el tiempo de vida t del fluoréforo correspondiente.
Por lo general el 15 es del orden de los picosegundos mientras que el tiempo de vida del
fluoroforo, 1 , es del orden de los nanosegundos. 123

Sin embargo, en medios congelados, no se alcanza el equilibrio alrededor del
estado excitado debido a que las moléculas de solvente tienen restringido su
movimiento para reacomodarse alrededor de dicho estado. De esta manera, la emision

ocurre desde el estado F.'?

Situaciones complejas aparecen cuando se observa que T = T, esto indica que la
emision ocurre durante la relajacion del solvente y el espectro de emision representa un
promedio de la emision relajada parcialmente. Bajo estas condiciones los espectros de
emision muestran cambios dependientes con el tiempo y con la longitud de onda de
observacion.

Los TRES son los espectros de emision obtenidos a distintos tiempos luego del
pulso de excitacion. De acuerdo a la forma de los TRES, se han propuesto dos modelos

para el analisis de los resultados, modelo continuo y el de los dos estados.'” Estos son
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casos extremos. No siempre se podran extraer conclusiones utilizando estos modelos
que plantean casos extremos, ya que existen situaciones experimentales intermedias en
las que se necesitaran técnicas complementarias para interpretar los datos

correctamente.

[.3.8.a Modelo continuo

En la Figura 30, se observa que el espectro de emision normalizado se corre
progresivamente hacia mayores longitudes de onda con el transcurso del tiempo, pero la

. - 144
forma del mismo no cambia.

t=1

I°(A,1)

Figura 30: Espectros de emision resueltos en el tiempo. Modelo Continuo. Figura adaptada de 1a ref
123.

Con este tipo de modelo, se puede explicar la posible relajacion del solvente 6

también las interacciones especificas fluoroforo-solvente.

1.3.8.b Modelo de los dos estados

En la Figura 31 se observa que a tiempos cortos el fluordforo emite desde el
estado F. A tiempos intermedios se observa que la banda de emision se corre al rojo y
que aparece una nueva banda de emision que se forma a expensas de la primera. Se
observan dos bandas de emision provenientes de la emision desde dos estados distintos:
F y R, ¢ sea que pueden estar emitiendo dos especies quimicamente distintas.

A tiempos largos, se observa la emision de una sola especie, que emite desde el

estado R.
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Figura 31: Espectros de emision resueltos en el tiempo. Modelo de los dos estados. Figura adaptada

de la ref 123.

Este modelo explica posibles reacciones quimicas como transferencia o
intercambio del proton, formacion de excimeros, exciplejos, etc.

Cabe destacar que para los bidlogos es crucial poder entender la dinamica de los
procesos que ocurren en agregados biologicos, pero deben tener en cuenta el espacio
reducido en el que ocurren los posibles fenomenos ya que modificaran notablemente la
dinamica de estos procesos. Como resultado la quimica en estos sistemas es distinta a la
que ocurre en agua pura.

En lo que respecta a los sistemas biomiméticos como lo son los sistemas
organizados, también se debe considerar el espacio restringido que poseen los mismos
para que ocurran determinados eventos.

Las técnicas resueltas en el tiempo son una poderosa herramienta para poder
entender y estudiar la dindmica de la solvatacion y la relajacion dieléctrica del agua en
muchos medios organizados, tales como microemulsiones, micelas, monocapas, y
vesiculas de lipido, polimeros. Se conoce que las moléculas de agua en los sistemas

145, 146 . *1
* 7 También utilizando

organizados exhiben una dinamica mas lenta que el agua pura.
esta técnica se ha comprobado que otras propiedades tales como la micropolaridad,® la
microviscosidad,*' la concentracion de protones,'*’ y las interacciones de puente de
hidrogeno, pueden ser dramaticamente modificadas cuando el agua se encuentra en el

interior de una micela inversa.
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Los espectros TRES en el campo de la bioquimica se han utilizado para estudiar
la dinamica de las macromoléculas tales como proteinas.'*® También se han realizado
estudios de membranas biologicas, determinando la viscosidad y polaridad en distintas
posiciones de las mismas, utilizando diferentes moléculas pruebas.'*’

Sin embargo, no hay que dejar de lado las limitaciones de esta técnica ya que por
lo general se realiza la siguiente simplificacion: se asume que se parte de una sola
especie en el estado fundamental. No se debe ignorar que dicho modelo también es
valido para una mezcla de dos especies que se encuentren en el estado fundamental, lo
cual podria estar ocurriendo en un sistema que presente mas de un microentorno donde
la molécula prueba pueda interactuar, como por ejemplo: un sistema organizado."*

Cabe aclarar que sino existe una buena separacion espectral, es complicado

diferenciar entre el modelo continuo y el modelo de los dos estados."™

1.3.9 Espectros de emision resueltos en el tiempo normalizados en areas (“Time
Resolved Area Normalized Emission Spectroscopy”, TRANES).

Los espectros TRANES son una extension de los espectros TRES y a su vez
complementarios por la informacion que se puede extraer utilizando ambas técnicas.

El TRES estudia la dinamica del estado excitado y la cinética de la molécula
fluorescente en solucion, mientras que TRANES determina el nimero de especies que
contribuyeron a la emision observada.'>

Considerar solo los datos obtenidos de los espectros TRES para realizar
explicaciones experimentales puede conducir a resultados erroneos, ya que se puede
pensar que un corrimiento hacia el rojo en el TRES es debido a la dinamica del
solvente, pero al extender el analisis con los espectros TRANES, se concluye de que
pueden estar emitiendo dos especies y no un continuo de especies.'*’

En los sistemas organizados simples y complejos, conocer el numero de especies
que emiten es muy importante para interpretar correctamente las propiedades
fluorescentes asociadas con cada especie y su correlacion con la estructura y dindmica
del sistema en el cual se encuentre."® El TRANES es una técnica que no realiza
suposiciones a cerca del nimero de especies presentes en el estado fundamental, pero

permite dilucidar el numero de especies que emiten en el sistema organizado en estudio
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desde distintos microentornos. Si el equilibrio cinético entre las moléculas en distintos
microentornos es lento, luego el fluordforo puede ser considerado como una mezcla de
dos especies de la misma molécula.

Al igual que lo que se realiza en el analisis de los TRES, se deben analizar las
formas de los espectros ya que de acuerdo al nimero de puntos isoemisivos se puede
conocer cuantas especies estan emitiendo. Un punto isoemisivo es una longitud de onda
a la cual la intensidad de emision de la muestra no cambia durante una reaccion quimica
o cambio fisico en el que pueda estar participando. La existencia del punto isoemisivo
es analoga al punto isosbéstico que se puede observar en la espectroscopia de absorcion,
salvo que el punto isosbéstico indica que hay dos especies presentes en el estado
fundamental y el punto isoemisivo indica la existencia de dos especies pero en el estado
excitado.

Entonces, poder observar un punto isoemisivo en los espectros TRANES es
indicio de que estan emitiendo dos especies distintas 6 la misma especie desde distintos
microentornos. Si hay dos puntos isoemisivos con una buena separacion espectral, hay
tres especies que emiten. Es importante aclarar que las emisiones espectrales y los
tiempos de vida deben ser de o6rdenes diferentes para distinguir claramente el nimero de

: [ 152
especies responsables de la emision.'”"

Pero, también puede ocurrir que no se
observen puntos isoemisivos y que el espectro de emision sea idéntico para todos los
tiempos, lo cual permitiria concluir que emite a distintos tiempos una sola especie
localizada siempre desde el mismo microentorno.'>

En general en sistemas complejos como lo es la bicapa lipidica, al determinar los
espectros TRANES, se observa la aparicion de mas de un punto isoemisivo, ya que la
molécula prueba puede estar distribuida entre la fase acuosa y la membrana, y una vez
que ingresO a la membrana puede localizarse en distintos microentornos del interior de
la misma. Esto lleva a realizar los estudios en un sistema de multicomponentes, a pesar

de que se esté utilizando una sola molécula prueba.** **

1.3.10 Conteo de fotén unico (Single Photon Counting, SPC).

La técnica de conteo de foton unico es una técnica digital, donde los fotones son

correlacionados en el tiempo con relacion al pulso de excitacion. La parte principal del
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método se explica en funcion del convertidor tiempo — amplitud (TAC). La muestra se
excita repetidamente usando una fuente de luz pulsada, frecuentemente un laser o
lampara flash. Cada pulso es monitoreado oOpticamente, 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. El TAC provee un pulso de salida cuyo voltaje es
proporcional al tiempo entre las sefiales de inicio y detencion. 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
histograma de cuentas vs canales de tiempo (Figura 32). Este experimento se continua
hasta que se tiene colectado un nimero significativo de cuentas en el canal de pico

(5000-10000 cuentas).

Resultado después de muchos fotones

cuentas

Figura 32: Representacion del probable histograma de cuentas vs canales de tiempo en un

experimento de conteo de fotén unico.'™

Asi, entonces, la resolucion en el tiempo es mejor que el utilizado en un
osciloscopio u otro dispositivo lineal de adquisicion de la sefial. Hay tipicamente tres
curvas asociadas con el decaimiento de la intensidad. Estas son: los datos medidos
N(tx), la funcion respuesta del instrumento L(tx) y el decaimiento calculado N(t). Estas
funciones estan en términos de tiempos discretos (t) porque el conteo de fotones es
colectado en canales, cada uno con un tiempo (t) y ancho (At) conocidos. La funcion
respuesta del equipo, algunas veces llamada funcion de la lampara, es la respuesta del
equipo a una muestra de tiempo de vida cero. Esta curva se obtiene generalmente,

usando una solucion diluida de dispersante, tal como silica coloidal (ludox). En la
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Figura 33 se muestran los perfiles de los decaimientos mencionados previamente: N(tx),

Ne(t). y L(t).
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Figura 33: Perfil del decaimiento de emisién de la funcién respuesta del instrumento: L(t,), de los

datos medidos N(t,) y del decaimiento calculado N(t,). Figura adaptada de la referencia 123.

La curva que se mide a continuacion es el decaimiento de intensidad de la misma

muestra [N(tx)]. La Gltima curva es el dato calculado [Nc(tk)], que es la funcion ajustada.

Esta funcion es el perfil de tiempo esperado para una dada ley de decaimiento, cuando

se considera la forma de la funcion respuesta del instrumento. El tiempo de decaimiento

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

dependientes del tiempo calculadas Nc(tx).

Las aplicaciones tipicas son:

-Medidas de tiempos de vida de fluorescencia.

-Descubrimiento e identificacion de moléculas aisladas.

-Secuencia del ADN.

-Tomografia optica.

Cabe aclarar que el método tiene algunos beneficios llamativos:

-Ultra alta resolucion en el tiempo.

-Ultra alta sensibilidad, debajo del nivel del foton tnico.

-Tiempos cortos de medida.

-Alta linealidad.

-Excelente proporcion de sefial a ruido.
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1.3.11 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Esta técnica esta basada en la dispersion de luz y puede ser utilizada para la
realizar la caracterizacion fisicoquimica de diferentes sistemas organizados (micelas
directas, micelas inversas y vesiculas). Se pueden determinar varias propiedades de los
sistemas organizados, como por ejemplo: 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.

Cuando un haz de luz pasa a través de una solucion, las particulas de la misma
dispersan la luz en todas las direcciones. Si las particulas son muy pequefias
comparadas con la longitud de onda de la luz, la intensidad de la luz dispersada sera la
misma en todas las direcciones (dispersion de Rayleigh), pero si las particulas son de
mayor tamafio, aproximadamente arriba de los 250 nm de diametro, la intensidad de la
luz dispersada sera dependiente del angulo (dispersion de Mie).

St la fuente utilizada presenta un haz monocromatico y coherente, como por
ejemplo un laser, es posible observar fluctuaciones de la luz dispersada dependientes del
tiempo. O sea que el analisis de las fluctuaciones de la intensidad proporciona
informacion del tipo de particulas que hay en la muestra. Las mismas pueden ser
explicadas a partir del hecho de que las particulas se mueven constantemente, por lo
tanto existen interferencias destructivas y constructivas de la luz dispersada
continuamente.

Cuando una onda electromagnética incide sobre un sistema organizado en
solucion, ésta pasa a actuar como una fuente secundaria de emision de radiacion. Como
ya se menciond previamente, el sistema se esta moviendo en relacion al observador, la
frecuencia de la radiacion emitida por las mismas cambia a valores mayores 0 menores
dependiendo de su velocidad y direccion (Efecto Doppler).'*¢

A partir del analisis de las fluctuaciones de la luz dispersada en el tiempo, se
pueden conocer los coeficientes de difusion de las particulas, (D), empleando una
funcion de autocorrelacion G(t), que es la transformada de Fourier del espectro de
energia de la luz dispersada. El coeficiente de difusion de las particulas, (D), esta

relacionado con el tamaiio y forma de la particula.

G(=[i®) . it + ) ] (23)
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Donde i(t) la intensidad de luz dispersada en el tiempo t y y el tiempo de espera entre
dos lecturas consecutivas, normalmente es de pocos microsegundos.
El coeficiente de difusion translacional esta relacionado con G(t) mediante la

siguiente ecuacion:

G(r)=C (1+Be™P) (24)

Siendo ¢ el vector de onda, determinado por la siguiente ecuacion:

Ay ®
q= sen—
A 2

(25)

Donde:

C corresponde al cuadrado de la media de la intensidad de la luz dispersada, B es un
término empirico relacionado con el instrumental, vy es el indice de refraccion de la
solucion y © el angulo de observacion de la luz dispersada.

Para determinar D es necesario calcular la constante de decaimiento exponencial

b= 2.q12 T, (26)
Finalmente el radio hidrodinamico Ry, de las particulas en solucion puede ser calculado
utilizando el valor de D, seglin la ecuacion de Stokes-Einstein, suponiendo que las
particulas que dispersan la luz son esféricas.
kg T

= 27
. 6nzD @7)

Siendo kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin (K); 77 es

la viscosidad del solvente.'>®

1.3.12 Anisotropia de fluorescencia

El origen de la anisotropia radica en la posibilidad de excitar selectivamente la
muestra. En solucion homogénea, los fluoroforos en el estado fundamental estan
orientados al azar, pero al exponer los mismos bajo luz polarizada, seran excitados los
que tengan sus momentos de transicion de absorcion con componentes paralelas al
vector eléctrico de la luz incidente, ocurriendo el fendmeno de la fotoseleccion.'®

Debido a que la fuente de luz emite en todas las direcciones, se coloca un polarizador
e ———=
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posterior a la misma para que solo deje pasar luz polarizada verticalmente. Se supone

que el vector eléctrico de la luz de excitacion esta orientado paralelo al eje vertical z.

Muestra

Polarizador

Fuente de Luz i
X | ____11
s ! e

§
1Y

"I“/ 1,

< Iy

/. Polmizador

Detector

Figura 34: Diagrama esquemitico de un equipo que determina anisotropia en estado

estacionario.'”

Posterior a la muestra se coloca otro polarizador, el de emision, llegando al
detector distintos tipos de intensidades dependiendo de la orientacion del polarizador de
emision. Este puede estar orientado paralelo a la direccion de la excitacion polarizada,
observandose una intensidad llamada I \ y si esta orientado perpendicular a la
excitacion polarizada, la intensidad que se observa es llamadal ;.

Estos valores son usados para calcular la polarizacion (P), de la siguiente manera:

_ -1

P 28
In+11 (28)
0 la anisotropia (r)
-1
r= 1t (29)
I +21.

La fotoseleccion causa una anisotropia en la emision, en ausencia de difusion
rotacional, transferencia de energia intra- o intermolecular. La anisotropia puede

disminuir por estos fenomenos. En particular, por la difusion rotacional de fluoroforos,

=
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que depende de la viscosidad del solvente, del tamafio y forma de la molécula rotante.
Cualquier factor que afecte el tamafio, forma, flexibilidad segmental de una
macromolécula afectara la anisotropia, por eso se debe controlar el pH, temperatura,
viscosidad del solvente, etc.

La importancia de esta técnica radica en su sensibilidad a cambios tanto de
tamafio efectivo de la molécula prueba como en la microviscocidad del entorno de dicha
molécula.

En biliografia se informa que se ha podido obtener informacion sobre el tamafio,
forma y flexibilidad de macromoléculas o la rigidez del entorno molecular.’®’ También,
ha sido utilizada para realizar estudios estructurales de propiedades dinamicas de acidos
nucleicos, y membranas biologicas, en inmunoensayos de numerosas sustancias.’

En lo que respecta a estudios con fines analiticos, se utilizo y se utiliza para
cuantificar desnaturalizacion de proteinas, reacciones de asociacion proteina-ligando,
velocidad rotacional de proteinas.'”*'>

En el campo de los sistemas organizados se han estudiado microviscosidades de
enzimas en micelas inversas.'®” '*! También se calcularon constantes de asociacion'®? y

voltimenes de rotacion de moléculas pruebas en vesiculas unilaminares.'®

II MATERIALES, EQUIPOS Y METODOS DE ANALISIS
UTILIZADOS.
II.1 Materiales.

I1.1.1 Moléculas pruebas utilizadas.

Con el objetivo de caracterizar los sistemas micelares formados por n-heptano/
AQOT/ solvente polar, benceno/ BHDC/ agua y benceno/ AOT-BHD/ agua, se utilizaron
tres moléculas pruebas: a) la betaina 1- metil-8-oxiquinolinio, QB, porque puede sensar
simultaneamente polaridad e interacciones puente hidrégeno con el medio®™ ** *° b)
propionil-2-dimetilamino naftaleno, PRODAN, para sensar polaridad, microviscosidad
y realizar estudios sobre la dinamica del estado excitado'** y c) el complejo fluorescente

rutenio bipiridilo, [Ru(bipy) 3 ], para determinar el nimero de agregacion del sistema

micelar benceno/ AOT-BHDC/ agua.”!
e ]

Tesis doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 58




II.1.1.a QB

La estructura de la molécula QB se muestra en la Figura 35.

X

=
N+

O CH4

Figura 35: Estructura de la molécula de QB.

Es una molécula muy sensible a los cambios de polaridad y presenta dos bandas
de absorcion: una en la zona del visible (B,) y la otra en la zona del ultravioleta (B,).*

La banda de mayor longitud de onda, B, ha sido asignada® a una transferencia
de carga intramolecular desde el estado fundamental, predominantemente dipolar, a un
estado excitado donde la polaridad se ha reducido considerablemente. Con el
incremento de la polaridad del solvente, el estado fundamental se torna méas estable, lo
cual conduce a un aumento en la energia de la transicion. Es decir, dicha banda presenta
un solvatocromismo negativo (corrimiento hipsocrémico).*

La banda en la region del ultravioleta (B,), se asigna a la transferencia de carga
del fenolato al anillo aromatico.’® Dicha banda también presenta un corrimiento
hipsocrémico cuando se aumenta la polaridad del solvente, pero el mismo es de menor
magnitud que el experimentado por la banda B,. En bibliografia,”” hay reportados
estudios que utilizan correlaciones multiparamétricas de Kamlet-Taft, las cuales
permitieron inferir que la banda B; puede ser utilizada como un indicador de la
polaridad del microentorno donde se encuentre la molécula QB, mientras que la banda
B, puede ser utilizada como indicadora de las interacciones del tipo puente hidrogeno

entre la molécula QB con el microentorno donde se encuentre la misma.?” 3% 38

II.1.1.b PRODAN
La molécula PRODAN, cuya estructura se muestra en la Figura 36, presenta un
grupo donor de electrones (amino) y uno aceptor (carbonilo), lo que puede permitir que

dentro de la misma molécula se pueda llevar a cabo una transferencia de electrones.

e e e T R e . e e o e C—— ey
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Figura 36: Estructura de la molécula PRODAN

PRODAN puede emitir desde un estado localmente excitado, L.E, en solventes de baja

polaridad como asi también desde un estado de transferencia de carga intramolecular,

123

ICT en solventes de alta polaridad. (ver Esquema 3) ~ El estado ICT, esta siendo muy

investigado debido al posible mecanismo de conversion de energia quimica y biologica,
mediado por la transferencia de carga intramolecular, por lo cual se suponen

. .. . . . 164-166
interesantes aplicaciones a partir de este tipo de fenomenos.

CH,
CH, CH,

. | l
. 3 N——cCH, b T—
o N CHy
ho
CHeCH, -C . —_——
2-C =
I IcT

! - crocr
S l
o

Esquema 3: Esquema de los posibles estados de emision de PRODAN.

Se conoce que la molécula PRODAN en medio homogéneo, es muy sensible al

' Esta presenta marcados corrimientos en los espectros de

entorno donde se encuentre.
absorcion y emision dependiendo de los solventes empleados.'®® Por ejemplo, los
espectros de emision de PRODAN muestran cambios notorios en su posicion, ya que
cuando se encuentra disuelto en ciclohexano la banda de emision aparace a los 401nm,
mientras que en agua la banda de emision aparece a los 525 nm.'’

Otros autores mediante el método de comparacion solvatocromica de Kamlet y
Taft,'®® concluyeron que el estado fundamental PRODAN presenta solvatocromismo
positivo al incrementar la polaridad y el efecto dador de hidrogeno del medio, mientras

que en el estado excitado, es mas sensible a dichos parametros y también muestra
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capacidad aceptora de electrones, y la banda de emision se corre hacia el rojo al
incrementar tanto la polaridad-polarizabilidad (n*) como el aumento de la capacidad
dadora de puente hidrogeno del medio (o). 19
I1.1.1.c [Ru(bpy)s]"

El complejo fluorescente [Ru(bpy)s]'* , cuya estructura se muestra en la Figura
39, presenta gran estabilidad quimica y térmica, su fotofisica en agua es conocida y ha

; . . . . 170
sido extensivamente estudiada en medio homogéneo.

Figura 37: Estructura de la molécula de [Ru(bipy) s [,

Este complejo presenta un comportamiento que obedece a la Ley de Lambert-
Beer en agua.'” '7' El espectro de emision en agua, muestra una banda con maximo a A:
606 nm. Dicha banda es asignada a la transicion de transferencia de carga metal-ligando
desde el estado excitado (MLCT).

La banda de absorcion '7* para la transferencia de carga metal-ligando es muy
intensa, con un & = 14600 M, y le confiere al complejo fluorescente el color rojo. El 1
del complejo y su correspondiente espectro de emision son muy sensibles al entorno
quimico donde se encuentre, lo cual permitio realizar interesantes estudios para conocer
como estd confinada y como los las propiedades del agua intramicelar en micelas

. 7
lI’lVCI‘S&S.l 3

IL1.2 Solventes empleados
Los solventes: n- heptano y benceno utilizados como fase organica para preparar
la micela son de marca Sintorgan, calidad HPLC, y fueron utilizados como se los

recibio comercialmente.
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El agua ultra pura que se encapsulo en las micelas inversas acuosas es de calidad
HPLC.

En micelas inversas no acuosas, se encapsularon en las mismas distintos tipos de
solventes polares (sustitutos del agua), que fueron divididos en dos categorias: dadores
de puente hidrogeno, como glicerol, (GY), etilenglicol, (EG), propilenglicol, (PG),
formamida, (FA) y no dadores de puente hidrogeno: dimetil acetamida, (DMA), y
dimetilformamida, (DMF). Los mismos son de calidad HPLC, marca: Sintorgan, y

también fueron utilizados como se los recibié comercialmente.

II.1.3 Surfactantes empleados

En lo que respecta a los surfactantes utilizados, el 1,4-bis (2-etilexil)
sulfosuccinato de sodio, AOT Sigma > 99 % de pureza fue utilizado como se recibio
comercialmente. El cloruro de bencil, n-hexadecil, dimetil amonio, BHDC, también es
de Sigma > 99 % de pureza, fue recristalizado dos veces con acetato de etilo. Ambos
surfactantes fueron mantenidos bajo vacio, utilizando como agente desecador P,Os. La
ausencia de impurezas acidas fue verificada utilizando como indicador la absorcion de
la molécula prueba QB, debido a que la banda B; es sensible a las interacciones puente
hidrégeno con el medio, y la misma cambia su forma cuando interacciona el fenolato

del anillo aromatico con las posibles trazas de acido presente.”-3%3*

I1.1.3.a Sintesis de un surfactante cataniénico

Se realizo la sintesis de un surfactante catanionico a partir del surfactante
anionico AOT y del cationico BHDC. La sintesis fue llevada a cabo de la siguiente
manera: se agregaron cantidades equimolares de BHDC y AOT, y se las disolvio en
cloroformo, ya que se conoce que en este medio ninguno de los surfactantes forma
micelas inversas, se dejo reposar la solucion un dia, hasta que se observé la formacion
del precipitado solido correspondiente a la formacion de cloruro de sodio, proveniente
el i6n cloruro del surfactante BHDC vy el sodio del surfactante AOT. Por lo tanto, se
propone que el surfactante anionico termina siendo el contraion del surfactante

cationico como lo muestra la Figura 38.
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Figura 38: Estructura del surfactante sintetizado: AOT-BHD.

Posteriormente se centrifugd la solucion para separar completamente la sal
formada: NaCl, y al liquido sobrenadante presente se lo colocd en una ampolla de
decantacion para luego ser purificado con el objetivo de eliminar los posibles iones
cloruro que pudieran estar presentes. En la purificacion, se agregd en la amplolla de
decantacion un volumen minimo de solucion de Nitrato de Plata en agua, ya que si hay
iones cloruros presentes en el medio, se manifiesta mediante la formacién de cloruro de
plata, AgCl. Este lavado fue realizado varias veces hasta comprobar la ausencia de iones
cloruro en la solucién del sobrenadante.'”

Posteriormente, con la finalidad de evaporar el solvente cloroformo se coloco en
un balon la solucion de sobrenadante purificada, para luego evaporar a presion reducida
la misma, hasta comenzar a observar en el balon un liquido viscoso, siendo éste el
macrosurfactante que se desea obtener. Por ultimo, se lo dejo secar dentro de un
desecador , aplicandole vacio hasta obtener un peso constante del mismo, teniendo en
cuenta la masa de NaCl obtenida y asi poder conocer el rendimiento de dicha
preparacion.

Una vez terminada la sintesis y la purificacion del surfactante constituido por un
anion y un cation de alto peso molecular como lo muestra la Figura 38, se encontré que
el mismo es liquido a temperatura ambiente, presenta una viscosidad apreciable; es
soluble en un solvente organico como benceno, siendo éstas algunas de las
caracteristicas tipicas de los liquidos i6nicos: LIs.'”

Cabe aclarar que debido a las propiedades mencionadas anteriormente, los Lls

estan recibiendo gran atencion como solventes ambientalmente benignos. En este

R R e e e T
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sentido, ellos son frecuentemente considerados como solventes no contaminantes

4,17
(“green solvents”).>* 176

I1.2 Procedimientos experimentales

I1.2.1 Modo de preparacion de las diferentes soluciones micelares

Las soluciones de AOT y BHDC se prepararon pesando la cantidad de
surfactante que se necesita y luego disolviendo en los correspondientes solventes
hidrocarbonados elegidos como fase organica para preparar el sistema micelar. Luego
las soluciones fueron sonicadas con el objetivo de que las mismas sean transparentes.
La solucion “stock” de la molécula prueba, PRODAN, fue preparada en acetonitrilo,
ACN, (calidad Sintorgan HPLC). Para trabajar en la micela se prepar6 una
concentracién de [PRODAN] = 5x10® M, por lo tanto se extrajo de la solucion “stock”
el volumen que se necesita para tal fin y luego se evaporo el solvente ACN con una
corriente de N,. Posteriormente se agrego el solvente organico al residuo solido que
queda posterior a la evaporacion, en este caso n-heptano 6 benceno de acuerdo al
sistema micelar que se quiera preparar. La solucion resultante es la utilizada para
disolver el surfactante y asi preparar la solucion “stock” de la micela.

Cuando se realizo la variacion del solvente encapsulado en la micela, ¢ sea
cambios en el Wy, 6 Wy a una concentracion de surfactante constante, se preparé una
solucion “stock” de surfactante a Wy 6 Wy = 0. Posteriormente se coloco en la celda un
volumen de solucion “stock” conocido y se varié el Wy 6 Wy agregando el solvente
correspondiente con una microjeringa.

En cambio, cuando se vari6 la concentracion de surfactante a un Ws 6 Wy = cte,
se preparO una solucion “stock” del surfactante al Wy 6 W, deseado y se coloco en la
celda un volumen conocido de la solucion de molécula prueba en el solvente organico
correspondiente. Las concentraciones de surfactantes requeridas se obtuvieron
extrayendo de la solucion “stock” previamente preparada, el volumen que se necesita
para llegar a la concentracion deseada, teniendo la precaucion de ir recalculando la
concentracion final de surfactante que se tiene en la micela.

Cuando se trabajo con la molécula prueba QB, se procedid experimentalmente

de la misma manera, salvo que la concentracién empleada de QB para trabajar en el
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sistema micelar es [QB] = 2x10™* M y la solucion “stock” de esta molécula prueba fue
preparada solo en ACN.

Por ultimo, cuando se realizaron los estudios utilizando al complejo de
[Ru(bipy)s] " como sonda fluorescente, se preparo la solucion “stock” de [Ru(bipy)s]*?
en agua destilada calidad HPLC. Para trabajar en la micela se prepar¢ una concentracion
de [Ru(bipy)s] > = 3x10”M, 6 sea que se extrajo de la solucion stock el volumen que se
necesita para alcanzar la concentracion de trabajo, y posteriormente se preparo la
solucién micelar en el mismo matraz. Se debe considerar que el agua que se utiliz6 para
alcanzar el W, deseado, lleva disuelto el complejo de [Ru(bipy)s]*% de lo contrario no
se podria incorporar el complejo fluorescente en la micela, ya que por su estructura no
es soluble en solventes organicos.

Cuando se vario la concentracion de surfactante a un Wy = cte, se prepard una
solucion “stock” del sistema micelar, con el complejo de [Ru(bipy)s]'* ya disuelto en
ella.

Las concentraciones de surfactantes requeridas se obtuvieron extrayendo el
volumen necesario de la solucion “stock” teniendo la precaucion de ir recalculando la

concentracion final de surfactante presente en la micela.

I1.2.2 Equipos utilizados

- Los espectros de absorcion fueron determinados utilizando un equipo
Shimadzu 2401. Cuando se trabajo con AOT, la temperatura de trabajo fue de 25°C,
pero cuando se trabajo con BHDC y con el macrosurfactante las determinaciones
experimentales fueron realizadas a 32°C. Las temperaturas previamente mencionadas,
fueron elegidas ya que se debe trabajar por encima de la temperatura de Kraft de cada
surfactante, para que el modo de solubilizacion del mismo cambie de solubilizacion
monomolecular a solubilizacién micelar.'”’

- Los espectros de emision en estado estacionario se determinaron utilizando un
equipo Spex fluoromax. Estos fueron corregidos utilizando el factor de correcciéon que
posee el mismo equipo. El paso Optico utilizado en la determinacion de la absorcion y

emision es de 1 cm.
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- Los decaimientos de la fluorescencia fueron determinados con un equipo de
conteo de foton tunico, (Single Photon Counting, SPC) Edinburgh FL-900 con
excitacion con LED de 370 nm y otro de 450 nm (dependiendo de la molécula prueba
utilizada). La calidad del fiteo correspondiente se determiné por el factor ¥’ y por la
distribucion aleatoria y uniforme de los errores obtenidos. 178

Es importante aclarar que cuando se determinaron los tiempos de vida de
[Ru(bpy)s] %, se tuvo que recurrir a utilizar un sintetizador de pulsos de sincronismo 6
atenuador para espaciar el tiempo entre cada pulso que emite el LED, de lo contrario el
complejo fluorescente es continuamente excitado y no se puede observar en forma
correcta el perfil del decaimiento de la emision. Este hecho tiene su explicacion en el
valor elevado que presentan los tiempos de vida de [Ru(bpy)s]**.

Otra importante aclaracion es que la determinacion de todos los tiempos de vida
que figuran en este trabajo de tesis, fue realizada en presencia de oxigeno.

“La medicion de dispersion de la luz fue realizada en un equipo Malvern 4700,
colectando los fotones a un angulo de 90° a una temperatura de 32°C. El haz del laser
I6n Argon emite en una A = 488 nm.

- Las medidas de conductividad se realizaron utilizando un conductimetro
Consort C 931. Las determinaciones fueron realizadas a 32 °C.

- Las medidas de anisotropia en estado estacionario fueron determinadas en un
espectrofluorometro Hitachi 2500 con polarizadores de Glam-Thomson para los
analizadores de excitacion y emision.

Se determiné el espectro de un blanco para sustraer la dispersion de luz,
“scattering”. Los valores de la anisotropia, <r>, fueron obtenidos a 25°C utilizando la
siguiente expresion:

<I‘>=Ivv—GIVH/Iv\r+2GIv“) (30)

en donde Ivv e Ivy son las componentes polarizadas verticalmente y horizontalmente, G
(G= Sv/Su), siendo Sy y Sy las sensibilidades de la emision para las componentes

polarizadas vertical y horizontalmente respectivamente.'*

e e e —— e
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I1.3 Métodos de analisis de resultados

11.3.1 Obtencion de los espectros TRES

Los espectros TRES se generaron a partir de una serie de pasos que se detallaran
a continuacion.

En primer lugar se debe conocer el espectro de emision de la muestra en estado
estacionario. Luego en €l equipo de conteo de foton unico, SPC, se determinan los
decaimientos resueltos en el tiempo a varias A del espectro de emision; por ejemplo
cada intervalos de 10 nm del espectro de fluorescencia. Cabe aclarar que no es indistinta
la eleccidon de la longitud de onda de emision, ya que se conoce que la variacion de la
intensidad con el tiempo es dependiente de la A de observacion: la emision a A corta,

, ;s 3
decae mas rapidamente que a una A larga. '

Luego se mide la respuesta del equipo, utilizando una solucion diluida
dispersante de silica coloidal, llamada (ludox). Posteriormente, se deconvolucionan y
ajustan los decaimientos resueltos en el tiempo a las A de emision fijadas en el intervalo
elegido al comienzo de la experiencia. Para realizar este paso, se utiliza la ecuacion

(31), la cual corresponde al modelo multiexponencial.
I =T ai(n).eV =™ (31)

De los ajustes realizados a cada longitud de onda de emision, se obtienen los

correspondientes parametros T; (At) y ai (At), donde T y o son el tiempo de vida y el

3 F . .
' Estos parametros no tienen

factor preexponencial de dicho ajuste respectivamente.
interpretacion fisica, solo se utilizan para obtener una adecuada representacion de la

correspondiente variacion de la intensidad con el tiempo observada.'?

En la Figura 39 se muestra a modo de ejemplo como es la forma de tres
decaimientos de la emision. Los mismos fueron obtenidos excitando a una misma
longitud de onda y observados en tres longitudes de emision. Estos tres decaimientos se

obtienen con la ecuacion (31).

S e —
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Figura 39: Decaimientos de la intensidad de la emisién ajustados con la ecuacion (33). Figura

adaptada de la ref 123.

Con el proposito de construir los espectros TRES, se integra la funcion (I(A,t)),
que figura en la ecuacion (31), y posteriormente se normaliza para que la intensidad
integrada en el tiempo, a cada A sea igual a la intensidad en el estado estacionario a la
misma A. Si se supone que F(A;) es la intensidad de emision en estado estacionario
observada a la misma A que la fijada en el intervalo al comenzar la experiencia, se
calcula un factor H (L) que relaciona el espectro de emision en estado estacionario con

el espectro resuelto en el tiempo de la siguiente manera:

H)=F )/ JI(At) dt (32)

Por el anlisis multiexponencial, llega a ser'>’:
H(A)=F W)/Z ai (R). 1i(A) (33)
Asi el nuevo conjunto de decaimientos de la intensidad resueltos en el tiempo

queda definido por la ecuacion (34):

T'(\Lt) = HA). A1) (34)

Los valores de I'(A,t) son las funciones del impuslo verdadero, ya que estan corregidas
por las distorsiones de la funcion respuesta del instrumento. La forma de los

decatmientos I'(A,t) se muestra en la Figura 40:

R ————
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Figura 40: Decaimientos de la intensidad obtenides con la ecuacién la ecuacion (36). Figura

adaptada de la ref 123.

Si en el analisis de los datos en la Figura 40 se traza una linea vertical fijando el
tiempo, y que la misma corte a todos los decaimientos de la emision presentes, permite
obtener los espectros de emision a distintos tiempos y a distintas longitudes de onda.'®
En la Figura 41 se muestran los espectros TRES, que se obtienen mediante este
procedimiento.

Cabe aclarar que estos espectros se normalizan para facilitar el analisis de los
mismos y como lo muestra la Figura 41 la forma de los espectros TRES es gausiana y

los mismos se registran en forma completa.
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Figura 41: Espectros TRES normalizados. Figura adaptada de la referencia 123.
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Una vez obtenidos los espectros TRES, se debe elegir algun modelo para poder
interpretar los datos experimentales. Se utiliza alguno de los modelos mencionados

previamente.

I1.3.2 Obtencion de los espectros TRANES

Los espectros TRANES surgen de los espectros TRES, lo cual requiere la
realizacion de una serie de pasos.

Primero se construyen los espectros TRES como se explicd previamente.lsz'154
Luego se debe igualar cada 4rea obtenida a cada tiempo en los espectros TRES, con el
area del espectro TRES obtenida pero al tiempo més chico. Cabe aclarar que en el
analisis de los datos, el operador es quien elije a que tiempos desea obtener los
espectros de emision correspondientes. De esta manera, todos los espectros ahora tienen
las mismas 4reas. ' '

Una vez obtenidos los espectros TRANES, éstos deben ser analizados en
funcidn de ciertos patrones previamente establecidos que permiten conocer el nimero
de especies responsables de la emision. A continuacion se detallan los patrones de
emision de los espectros TRANES mas generales:

-Patron a: si los espectros TRANES no muestran cambios en su posicion, y son
idénticos a todos los tiempos, se concluye que es una sola especie la responsable de la
emision.

-Patrén b: los espectros TRANES muestran la aparicion de un punto isoemisivo,
se concluye que son dos especies las responsables de la emisién.

-Patrén c: la aparicion de mas de un punto isoemisivo, indicard el numero de
especies presentes.

-Patron d: existe un corrimiento continuo con el tiempo de los espectros
TRANES y los mismos no muestran cambios en su forma, lo cual podria estar
indicando que se estd llevando a cabo la relajacion del solvente.

-Patrén e: existe un corrimiento continuo hasta un determinado tiempo “t” y

luego aparece un punto isoemisivo, indicando que existe un continuo de especies hasta
152- 154

el tiempo “t” y luego son solo dos las especies responsables de la emision.
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I1.3.3Determinacion de constantes de reparto, K,

Si se observan cambios espectrales al variar la concentracion de surfactante de
algun sistema micelar, los mismos podrian ser explicados a partir de un posible proceso
de particion de la molécula prueba entre las dos pseudofases: micelar y solvente
organico. Determinar €l valor de la constante de reparto, K;, de una molécula prueba en
un sistema organizado permite cuantificar la interaccidén que existe entre ambos, y asi
poder inferir las propiedades del sistema organizado que se desea caracterizar. Para ello,
se puede aplicar el modelo de la pseudofase.** "

A continuacion se detallara el procedimiento que se debe realizar para aplicar el
modelo que permite explicar el posible reparto de una molécula prueba en una micela.
Se puede plantear la distribucién de la molécula prueba entre el solvente organico y la
micela, utilizando la ecuacion (35). Para evaluar dicha interaccion se supone que se

cumple lo siguiente:

Surf+ Prueba = Prueba, 35

Donde:

Surf: representa la concentracion de surfactante utilizada para preparar al sistema
micelar.

Prueba |: representa la concentracién de la molécula prueba en el solvente
organico.

Prueba ,. representa la concentracién de la molécula prueba unida a la micela.
De esta manera la constante de reparto puede expresarse segun la siguiente ecuacioén

K = [Prueba]u (36)
’  [Prueba], [Surf]

El balance de masa para la molécula prueba utilizada para realizar los estudios

queda expresado de la siguiente manera:
[Prueba}; = [Prueba}, + [Prueba] 37

- [Prueba}; corresponde a la concentracion analitica total de molécula prueba.
Los valores de las constantes de reparto fueron determinados utilizando tres técnicas

diferentes: espectroscopia de absorcion, emision y de anisotropia de la fluorescencia.
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11.3.3.a Absorcién
La molécula prueba puede absorber la luz estando localizada en la micela y

también localizada en el solvente organico. De esta manera la absorbancia total a una

determinada A queda expresada por la ecuacion (38):

Ar=AM+ AS (38)

Donde A|7‘ (A|x=£1.b.[Prueba]|) corresponde a las absorbancia de la molécula
prueba localizada en el solvente orgéanico y AJ (A = €, b [Pruebal,) corresponde a las
absorbancia de la molécula prueba unida a la micela. Los términos €, [Pruebal;, y €,
[Prueba], coresponden a los coeficientes de absorcion molar de la molécula prueba y a
la concentracion de la misma cuando se encuentra en el solvente organico y unida a la
micela, b es el paso Optico de la celda utilizada para obtener el corespondiente espectro
de absorcion.

De esta manera se puede definir la ecuacion (39) como se detalla a continuacion:

Ar" =g, b [Prueba]; + €, b [Prueba], (39)

A partir de las ecuaciones (36), (37) y (39), se puede formular la ecuacion (40). En esta
expresion se supone que el paso Optico de la celda utilizada es de 1 cm y que la misma

es solo aplicable cuando la [Prueba] << [Surf].

A _ [Prueba] (g, + &, Ko[Surf])

AT
(1+Ko[Surf])

(40)

Utilizando la ecuacion (40), se realiza un ajuste no lineal de los datos, en los que
se grafica la Absorbancia total observada, At * vs [Surf], teniendo previamente a € y&,,

como dato, se puede conocer el valor de Ky,

11.3.3.b Fluorescencia
Los valores de las constantes de reparto, K, también se han podido determinar a
partir de los cambios observados en los espectros de emision al variar la concentracion

de surfactante.
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Si la concentracion analitica de la molécula prueba se mantiene constante y la
absorbancia de la misma es baja a la longitud de onda de excitacién,'®® la intensidad de

la fluorescencia esta dada por la ecuacion (41):

=1 +1, (41)
Donde
I). intensidad de fluorescencia de la molécula prueba presente en el solvente

externo.
I, intensidad de fluorescencia de la molécula prueba presente en la pseudofase
micelar respectivamente.

Reemplazando las I, e I, por sus respectivas expresiones:

Il = 2,303 Io ¢| €] [Prueba]l (42)
1, =2,303 Iy ¢y €, [Pruebal, 43)

Se obtiene la ecuacién (44):'*
I=2,303 Iy ¢, g [Prueba); + 2,303 Iy.¢y €, [Pruebal, 44)

Donde I es la intensidad de la luz incidente y ¢ ¢u, €, €, [Prueba]; [Prueba],
son los rendimientos cuanticos de fluorescencia, los coeficientes de absorciéon molar y
las concentraciones molares de la molécula prueba en el solvente orgénico y unida a la
interfase micelar, respectivamente.
Si se divide el lado derecho de la ecuacion (44) por la absorbancia total de la solucion,
Ar, se obtiene entonces la fraccion de luz incidente absorbida por cada especie.
De esta manera queda definida, la ecuacién (45): 181

I’ (7\.,) = 2,303 (I() ¢| €] [Prueba]l + Io ¢u €y [Prueba]u)/ AT (45)

Los espectros de emision se determinan a una A.xc que corresponde a la longitud

de onda del punto isobéstico, A;, en donde los € y g, son iguales, lo cual permite
independizarse de los valores de ambos coeficientes de absorciéon molar.

Entonces, a partir de las ecuaciones (37), (38) y (45) se deduce la ecuacion (46)

I'(A) = 2,303 To ( &1+ ¢y Ky [Surf])/ (1+ K, [Surf])  (46)
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Con esta ecuacién se puede conocer el valor de la constante de reparto, K,
variando la concentracién de surfactante y observando el cambio de la intensidad de
fluorescenciade la molécula prueba, I’, a una misma longitud de onda de excitacion.
Cabe aclarar que esta ecuacion se puede aplicar cuando se cumple lo siguiente: [Prueba]
<< [Surf].

En el momento de analizar los datos, se realiza un ajuste no lineal considerando

que Iy, ¢, ¢, son parametros constantes en el mismo y de esta manera se puede conocer

el valor de la K,

I1.3.3.c Anisotropia de la fluorescencia

También, se pueden calcular los valores de las constantes de reparto, K, de una
molécula prueba en un sistema micelar, mediante los cambios en la anisotropia de la
fluorescencia, < r>, con el incremento de la concentracién de surfactante.

Se conoce que la anisotropia medida es el promedio pesado de los valores de la
luz emitida por la molécula prueba unida y libre a la longitud de onda particular.182 Por
€so si se quiere caracterizar un sistema micelar utilizando esta técnica, se puede utilizar

la ley de la aditividad para la anisotropia de una mezcla y se obtiene la siguiente

expresion:'?

TR T

Donde <r> es la anisotropia total, resultante de la contribucion de la anisotropia de la

molécula prueba dentro de la micela, <r,>, y fuera de ella, <r>, 6 sea en la pseudofase
organica. [It] es la intensidad de emision total de la molécula prueba.
Utilizando la ecuacion (36), (42), (43) y (47), se puede obtener la ecuacién (48) la cual

muestra la dependencia de la anisotropia <r> con la [Surf]:

<r> =Io [Prueba]lr (¢1 &1 <r>+ ¢y &y <r>y K, [Surf])

Iy (1+ K, [Surf])

(48)
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O sea, que si se grafican los valores de <r> vs [Surf] y se ajustan los resultados
correspondientes utilizando la ecuacion (48), se puede conocer el valor de la constante

de reparto, K,

I1.3.4 Inhibicién de la fluorescencia

Esta técnica puede ser utilizada para determinar el numero de agregacion, Nag,

de determinados sistemas micelares.”!
El método estd basado en monitorear la disminucién de la intensidad de fluorescencia
de una molécula prueba fluorescente por la presencia de un inhibidor de la
fluorescencia,“quencher”'®. Cabe aclarar que para evitar complejidad en el analisis de
los resultados experimentales, es preferible elegir una molécula prueba que se encuentre
incoroporada totalmente en la micela.

Si se tiene un sistema micelar, con una concentraciéon de micelas, [M], la
molécula fluorescente cuya concentracion es [F] y el “quencher” con una concentracion
[Q], se debe suponer como van a estar distribuidas las moléculas de “quencher” y las
moléculas fluorescentes en las micelas. Se asume que dicha distribucidén obedece a la de
Poisson, que F serd solo fluorescente cuando ocupe una micela sin “quencher”, en
cambio su fluorescencia estara totalmente inhibida si ocupa una micela con al menos
una molécula de “quencher”. O sea que si se aumenta la concentraciéon de “quencher”,
se debe observar solo una disminucién en la intensidad de emisidn, pero el tiempo de
vida, 19, de la molécula prueba fluorescente no debe cambiar. De esta manera se estaria
presente bajo lo que se denomina “quenching” estatico, manifestandose en la formacién
de un complejo entre F y Q en el estado fundamental.

Se puede plantear una relacion de intensidades de fluorescencia utilizando la

siguiente ecuacion:

II°= exp{[-QV/M]} (49)

Donde I e I° corresponden a las intensidades de fluorescencia en presencia y en
ausencia de “quencher”.

A su vez a [M] se lo define:
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[M] = [Surf]-[Monémero libre]/ Ngg (50)

Donde:

[Surf] es la concentracion macroscépica de surfactante empleada.

Nag: numero de agregacion promedio.

[Monomero libre]: es la concentraciéon de monoémero libre en el equilibrio con el
agregado micelar, conocido como concentracion micelar critica.

De la combinacién de la ecuacidn (49) y (50), se define la ecuacién (51):

In (1) = [Q]- Nag / ([ Surf]- [CMC]) (1)

Cabe aclarar que el nimero de agregacion, N, puede ser determinado
realizando dos experiencias diferentes: variando la [Q] o variando la [Surf] empleada.
En ambas experiencias se determinara experimentalmente como varia la intensidad de
emision en ambas condiciones experimetales. Por eso, una vez determinados los
espectros de emision en las condiciones correspondientes, se analizan los datos
graficando en el primer caso In (1%1) vs [Q] y en el segundo In (I%I) vs [Surf]. A partir
de las pendientes obtenidas en ambas experiencias, se podra conocer el Ny, del sistema
micelar. Se supone que se deberia obtener el mismo valor de N, en ambas

determinaciones.’’!
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IIT RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo de tesis, seran detallados

en tres partes:
Parte 1: Comportamiento fotofisico de PRODAN en micelas inversas acuosas de AOT

y BHDC.

Parte 2: Comportamiento fotofisico de PRODAN en micelas inversas no acuosas de

AOT.

Parte 3: Sintesis de un macrosurfactante: AOT-BHD, formado por AOT y BHDC, y

caracterizacion de los posibles agregados micelares en un solvente organico.

II1.1 Comportamiento fotofisico de PRODAN en micelas inversas acuosas de
AOT y BHDC.
II1.1.1 PRODAN en medio homogéneo:n-heptano y benceno

Se estudio el comportamiento espectroscopico de la molécula PRODAN en: n-
heptano y benceno, ya que éstos son los solventes organicos elegidos para preparar los
sistemas micelares propuestos a estudiar.

En la Figura 42 se muestra el espectro de absorcion y el de emisién del
PRODAN en n-heptano (ambos normalizados). El espectro de emision fue determinado
excitando en el maximo de absorcion: Aexe= 342 nm.

En la Figura 43 se muestran los espectros de emisién de PRODAN en heptano,
los cuales han sido determinados excitando en tres longitudes de onda diferentes: 330

nm, 343 nm y 374 nm.

e e e s s
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Figura 42: Espectros de absorcién y emisién normalizados de PRODAN en n-heptano. [PRODAN)]
=5x10° M.
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Figura 43: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano determinados a tres longitudes de onda

de excitacién: 330 nm, 343 nm y 374 nm. [PRODAN] = 5x10° M.

La Figura 43 muestra que los espectros de emision de PRODAN son
independientes de la longitud de onda de excitacion elegida.
Por otro lado, de bibliografia se conoce que PRODAN cumple con la ley de

Lambert-Beer en n-heptano.'®’” El comportamiento emisivo de PRODAN observado en
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n-heptano junto con el cumplimiento de la Ley de Lambert- Beer condujo a afirmar que
esta presente solo una especie de la molécula PRODAN, la cual es la responsable de la
absorcion y emision observadas en la Figura 42 y en la Figura 43.

Se realizaron las determinaciones de los tiempos de vida, 7, excitando en el maximo del
espectro de absorcién mostrado en la Figura 42, y se observd a dos longitudes de onda
distintas, Aem= 390 nm y 420 nm. En ambas Aey se obtuvieron ajustes
monoexponenciales con el mismo tiempo de vida, 1, cuyo valor fue: T = 0.15 ns + 0.05
y el x2=1.01. Cabe aclarar que este valor es muy similar al valor del tiempo de vida de
PRODAN en n-heptano que aparece en literatura. 184

La Figura 44 muestra el espectro de absorciéon y emision de PRODAN en

benceno. El espectro de emision fue determinado excitando en el maximo de absorcion:

}\@xc= 350 nm.

i
o
(<]
Intensidad normalizada(U.A)

Absorbancia normalizada

== 00

A {(nm)

Figura 44: Espectros de absorcién y emisién normalizados de PRODAN en benceno. [PRODAN] =
5x10° M.

Respecto a los espectros de absorcion de PRODAN en benceno, se conoce de
bibliografia que PRODAN también cumple con la Ley de Lambert-Beer en este medio
homogéneo.'®’

En la Figura 45 se muestran los espectros de emision de PRODAN en benceno,
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los cuales han sido determinados excitando a tres longitudes de onda diferentes: 337
nm, 350 nm y 380 nm. Estos no presentan cambios ni en su posicion ni en su forma con

la ;Mexc.

2,0x10°

1,5x10°

1,0x10°

Intensidad de emision

5,0x107

' i I A L1
400 450 500
A (nm)

Figura 45: Espectros de emision de PRODAN en benceno determinados a A, = 337 nm, 350 nm y
380 nm. [PRODAN] = 5x10¢ M.

Se obtuvieron los tiempos de vida, excitando a una A = 350 nm y observando a
Aem = 390 nm y a Aem = 420 nm. En ambas longitudes de onda, los ajustes obtenidos
fueron monoexponenciales arrojando un tiempo de vida de 1 =2.42 ns+ 0.05 y el *>=
1.34.

Debido a la baja polaridad que presentan ambos solventes organicos: n-heptano
y benceno, la emision de PRODAN se estaria produciendo desde el estado localmente
excitado, LE, como lo muestra el
Esquema 3.

En la Tabla 1 se muestran los valores de las Agmy/nm y de las Aem/nm de
PRODAN en solventes de distintas polaridades. Los datos que figuran en la Tabla 1
permitiran explicar los resultados espectroscopicos obtenidos en los medios micelares
correspondientes propuestos a estudiar.

Cabe aclarar que los solventes que figuran en la Tabla 1, son aquellos que fueron

encapsulados en micelas inversas no acuosas de AOT con el objetivo de estudiar las
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propiedades de las interfases de las mismas (resultados que serdn detallados en la parte
dos en la seccion de resultados). Los espectros de emision se determinaron excitando a

Una Ae = 343 nm y a [PRODAN] = 5x10° M.

Tabla 1: Longitudes de onda de absorcion, A,,s y de emisién, A.,, d¢ PRODAN en los

solventes polares encapsulados en el corazén polar de las micelas inversas de AOT.'®

Solvente Aaps/ DM Ae/ NIM
Formamida 371 490
Etilenglicol 373 509
Propilenglicol 368 499
Dimetilformamida 360 455
Glicerol 375 509
Dimetilacetamida 357 453
Agua 358 525

A partir de los datos que figuran en la Tabla 1, y de la bibliografia'®®

se puede
concluir que en medio homogéneo al incrementar la polaridad y la capacidad de dar
puente hidrégeno del medio, la emision de PRODAN se corre hacia mayores longitudes
de onda, ocurriendo desde el estado ICT, mostrado en el Esquema 3.

Cabe aclarar que en medio homogéneo se ha observado que la emisiéon de
PRODAN ocurre desde el estado LE o ICT, pero no desde ambos estados al mismo

tiempo, proceso emisivo conocido con el nombre de fluorescencia dual.*!

I11.1.2 Estudios realizados en el medio micelar sin el agregado de agua.

I11.1.2.a Micelas de n-heptano/ AOT. W;=0

Se realizaron estudios espectroscépicos variando la [AOT], a W =0, 6 sea sin el
agregado de agua al sistema micelar. Se conoce que en estas condiciones
experimentales, no existe una “CMC” bien definida y los agregados formados son muy
pequefios y polidispersos, indicando un minimo de “cooperatividad” en la asociacion

del surfactante. Esto se ha establecido particularmente para AOT sugiriendo que el agua
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actiia como un agente“aglutinante” y es un prerequisito para la micelizacion en medios
apolares.*®

Se trabajo a una concentracion fija de la molécula prueba, [PRODAN] = 5x10°
M.

En la Figura 46, se muestran los espectros de absorcion de PRODAN en el

sistema micelar n-heptano/ AOT, a diferentes concentraciones del surfactante AOT.
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Figura 46: Espectros de absorcién de la molécula PRODAN en n-heptano/ AOT, variando la
[AOT}. [PRODAN] =5x10°M. W,=0.

Se puede observar que los espectros de absorcion no muestran cambios notorios
al variar la concentracion del surfactante AOT.

En la Figura 47, se muestran los espectros de emision de PRODAN en estado
estacionario al variar la [AOT]. La longitud de onda de excitacion elegida fue Aex.= 330
nm. Puede observarse que los espectros de emision presentan un corrimiento
batocromico y un aumento de la intensidad de emision al incrementar la concentracion
de surfactante. Teniendo en cuenta el estudio previamente realizado en lo que respecta
al comportamiento espectrocopico de PRODAN en solventes puros y también la

163

correlacion de Kamlet y Taft que aparece en bibliografia, * el corrimiento de la banda

de emision estaria explicando que la polaridad sensada por PRODAN aumenta debido a
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que PRODAN se incorpora desde el solvente organico n-heptano al interior de la micela

inversa.

410" |-
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Figura 47: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT, variando la [AOT]. A=
330nm.W,= 0. [PRODAN] = 5x10°M.

Estos corrimientos espectrales podrian indicar la existencia de un equilibrio de
PRODAN entre n-heptano y la pseudofase micelar, por lo cual se determinaron los
espectros de emision excitando a diferentes longitudes de onda, Acxc= 330 nm, 343 nm,
356 nm, 370 nm y 380 nm, y para detectar la emision de las especies involucradas en el
equilibrio. La experiencia fue realizada a tres concentraciones de surfactante diferentes:
[AOT] = 5x10™*M, 5x102M y 0.2 M. Los resultados correspondientes se muestran en la
Figura 48. Se observa que a una [AOT] = 5x10™*M no hay casi variacion de 1a Aem con
la Aexe, l0 cual podria explicarse suponiendo que la molécula prueba estaria localizada
en n-heptano, emitiendo siempre desde ese microentorno. Mientras que a [AOT] =
5x107 M, la variacion de la A.m cOn la A.c €S mas notoria, mostrando de esta manera
que PRODAN comienza a incorporarse a la micela. Por ultimo a la mayor
concentracion de [AOT] = 0.2 M, se observa muy poca variacion de la Ao, con la Aey,
indicando que PRODAN se encuentra localizado principalemente en la pseudofase

micelar.
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Figura 48: Acxcitacion VS Aemision PAra PRODAN en n-heptano/AOT. [AOT]=5x10*M, 5x10°M y 0.2 M.
Wo =0.
Con el objetivo de caracterizar las distintas especies de PRODAN, se realizaron

las determinaciones de los tiempos de vida, t, a dos concentraciones de AOT, como

muestra la Tabla 2.

Tabla 2: Valores de los t obtenidos a [AOT]=7x10"y 0.2 M. Wy= 0. Aexc = 340 nm.

[AOT)/M  A./nm t/ns” To/ns® r?
390 0.1940.02 (81%) 2.18+0.07 (19%) 1.02
7x1072 420 0.18+0.02 31%) 2.49+0.05 (69%) 1.23
500 3.02+0.02 1.30
390 0.22+0.03 (63%) 2.12+0.05 (37%) 1.15
02 420 0.20+0.07 (17%) 2.54+0.04 (83%) 1.04
500 3.49+0.02 1.14

* Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a las contribuciones de las especies obtenidas

de los ajustes biexponenciales.

En ambas concentraciones de AOT, los decaimientos de la intensidad de emision
a una Aem = 390nm y a Aem = 420 nm son biexponenciales, asignando a una de las

componentes, la mas chica, a la emision de PRODAN en n-heptano y la mayor se le
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atribuye a la emision de PRODAN desde la interfase de la micela de AOT. La
contribucion de PRODAN localizada en la pseudofase micelar tiene mayor peso, a
medida que se incrementa la concentracion de surfactante AOT.

Mientras que a una Aem =500 nm, el ajuste obtenido es monoexponencial. Este
resultado junto con el comportamiento espectroscopico de PRODAN observado en la
Figura 42, permite explicar que la emision observada a Ay = 500nm, solo corresponde a
PRODAN localizada en la interfase micelar, ya que a dicha longitud de onda, PRODAN
no emite desde n-heptano. (ver Figura 42 y Figura 43)

111.1.2.b Micelas de benceno/ BHDC. Wy= 0.

En la Figura 49, se muestran los espectros de absorcion de PRODAN en
benceno/ BHDC, determinados a diferentes concentraciones de BHDC a Wy = 0. Los
espectros de absorcion del sistema formado por benceno/ BHDC no muestran cambios

notorios al variar la concentracion de BHDC.
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Figura 49: Espectros de absorcién de la molécula PRODAN en benceno/ BHDC variando la
[BHDC]. [PRODAN] =5x10°M. W,=0.

La Figura 50 muestra los espectros de emision de PRODAN en micelas inversas

de benceno/ BHDC, a diferentes concentraciones de BHDC. Los mismos fueron
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determinados a una Aex; = 350 nm, la cual corresponde al maximo de absorcion de

PRODAN en este sistema micelar.

[BHDCYM
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Figura 50: Espectros de emision de PRODAN en benceno/ BHDC, variando la [BHDC]. A, = 350
nm. [PRODAN] = 5x10°M. W,=0.

Se observa una zona de cruce a una A = 430nm, la cual podria estar indicando
que la molécula PRODAN participa en un proceso de reparto entre la micela y el
solvente organico. Esta misma figura muestra que 1a intensidad de la banda de emision
disminuye a medida que aumenta la concentracion de BHDC. Esta observacion puede
ser explicada retomando con los resultados obtenidos por otros autores ya que la misma
molécula prueba, con otros surfactantes cationicos tales como el bromuro de
dodecilemetil amonio y el bromuro de cetiltrimetilamonio, ha mostrado un
comportamiento emisivo similar en lo que respecta al cambio de las intensidades de las
bandas de emision.'® Los autores propusieron que podria existir una interaccion
especifica entre los electrones © de la molécula prueba con el grupo cationico del
surfactante, la cual podria estar disminuyendo la intensidad de la banda de emision.*® '%¢

Con el objetivo de caracterizar las distintas especies de PRODAN pre funcion
respuesta del instrumento sentes en el sistema en estudio, se realizaron las medidas de

los tiempos de vida, T, de PRODAN. Los datos se informan en la Tabla 3. Los 1 fueron

determinados a una A.m = 420nm, en la zona de cruce de los espectros, lo cual podria
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estar indicando que la molécula PRODAN en benceno/ BHDC participa en un proceso

de reparto, emitiendo desde dos microentornos diferentes.

Tabla 3: Valores de los tiempos de vida, T, d¢ PRODAN en benceno/BHDC. [BHDC] =
0.15 My 0.2M W= 0. A, = 340 nm.

BHDC/M W, Aem/NM t/ns* t,/ns” r’
0.15 0 420 0.96+0.02 (35%) 2.58+0.09 (65%) 1.05
0.2 0 420 1.07+0.02 (60%) 2.38+0.03 (40%) 1.16

® Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a las contribuciones de las especies obtenidas

del ajuste biexponencial.

En la Tabla 3, se observa que el decaimiento obtenido en ambos sistemas
micelares es biexponencial, lo cual afirma que efectivamente son dos las especies que
contribuyen a la emisiéon: PRODAN en benceno y PRODAN incorporado en la micela

Cabe aclarar que los valores de los tiempos de vida son muy similares en ambas
condiciones. A una [BHDC] = 0.2 M, el T = 2.38 ns es asignado a la emision de
PRODAN desde benceno debido a que PRODAN disuelto en este solvente presenta un
tiempo de vida similar, como ya se informé en medio homogéneo. Mientras que el T =
1.07 ns es asignado a la emision de PRODAN localizada en la interfase micelar. Se
observa que el T = 1.07 ns es menor que el T = 2.38 ns, lo cual permite reafirmar que

ocurre una interaccion particular entre los electrones n de la molécula prueba con el
grupo cationico del surfactante. Por eso es perturbada la emision de PRODAN,

quedando manifestado en una disminucion de la intensidad de fluorescencia.

I1L.1.2.c Calculo de Ia constante de reparto, K.

En ambos sistemas micelares: n-heptano/ AOT y benceno/ BHDC, a W = 0, se
obtuvieron cambios en los espectros de emision al variar la concentracion de surfactante
(ver Figura 47 y Figura 50). Dichos cambios pueden ser atribuidos a un proceso de
particion de la molécula prueba repartiendose entre la pseudofase micelar y el solvente

organico correspondiente. Con el objetivo de conocer el valor de la constante de reparto,
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K,, de PRODAN en ambos sistemas micelares, se aplica el modelo de la pseudofase **
160, 162, 179 1 o5 valores de K, se pudieron conocer a partir del analisis de los datos
graficados en la Figura 51 y en la Figura 52. En estas figuras se graficaron las
variaciones de la intensidad de emision de la molécula PRODAN a diferentes
concentraciones de surfactante: AOT y BHDC. Los datos experimentales fueron
ajustados a través de la ecuacion (46) utilizando un método de ajuste no lineal. Se
obtuvo un valor de K, de 2.4 + 0.19 M'' a una Aem = 412 nm para el sistema micelar
formado por n-heptano/ AOT, mientras que para el sistema micelar formado por
benceno/ BHDC a una A = 417 nm, el valor obtenido es K,=8.0+ 0.3 M.

Por otra parte, se determinaron los valores de las constantes de reparto para

ambos sistemas micelares, mediante los cambios de la anisotropia de la fluorescencia,

<r>, con la variacion de la concentracion de surfactante para los dos sistemas micelares.

2,4x10
2.2x10" |- P
2,0x10° |- P
1,8x10" - »”

1,6x10" |- hd

1,4x10" ,

lintensidad de emisién

12x10° - =

1‘0)(107 " i " 1 i 1 i i 2 i " 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

[AOTYM

Figura 51: Variacién de Ia intensidad de emisiéon de PRODAN en n-heptano/ AOT, variando
[AOT]. Xrew = 412nm. W, = 0. [PRODAN]= 5x10° M La linea de puntos corresponde al ajuste

obtenido utilizando la ecuacion (46).
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Figura 52: Variacion de la intensidad de emision de PRODAN en benceno/BHDC variando la
[BHDC]. )ew = 412nm. W, = 0. [PRODAN]= 5x10°M La linea de puntos corresponde al ajuste

obtenido utilizando 1a ecuacion (46).
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Figura 53: Variacion de la anisotropia, <r>, en estado estacionario de PRODAN en benceno/ BHDC
variando [BHDC]. W, = 0. [PRODAN]= 5x10° M. La linca de puntos es el ajuste obtenido

utilizando Ia ecuacién (48).

En esta figura, se observa un aumento de la anisotropia, <r>, el cual puede ser

explicado de la siguiente manera: PRODAN a medida que se incorpora a la micela
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inversa, sensa un entorno mas viscoso que en el solvente organico externo benceno.
Cabe aclarar que el valor de la anisotropia depende fuertemente de la viscosidad del
medio, por eso la anisotropia de la fluorescencia en este sistema aumenta cuando la
movilidad de la molécula PRODAN en el estado excitado disminuye.'>’

Ajustando los datos mostrados en la Figura 53 con la ecuacion (48), se obtuvo
un valor de K, = 9.7 = 0.9 M para el sistema formado por benceno/ BHDC. De la
misma manera se calculo la K, para el sistema micelar formado por n-heptano/ AOT, y
se obtuvo una K,= 1.9+ 0.5 M,

En la siguiente Tabla se detallan los valores de las K, M™' obtenidas uilizando las

técnicas de mencionadas anteriormente: fluorescencia y anisotropia de la fluorescencia.

Tabla 4: Determinaciéon de las K (M?) de PRODAN en ambos sistemas micelares: n-

heptano/AOT y benceno/ BHDC. [Surf] =0.2 My W,=0.

Surfactante W, K™/ m'® K "/ MT®
AOT 0 24+£02 19+05
BHDC 0 8.0+03 97+09

(a) Ecuacion (46) (b) Ecuacion (48)

La Tabla 4 muestra que se obtuvieron similares valores de K, en cada sistema
micelar, utilizando diferentes técnicas para su determinacion.

Si se comparan los valores de K, obtenidos en ambos sistemas micelares, se
observa que en el sistema formado por benceno/ BHDC la incorporacion de PRODAN
se encuentra favorecida. Este hecho muestra claramente la existencia de una interaccion
especifica entre la nube de electrones ©t de la molécula PRODAN con la cabeza polar
positiva del surfactante BHDC, lo cual favoreceria la incorporacion de PRODAN al

sistema micelar >% ¢

111.1.3Estudios realizados en el medio micelar con agregado de agua.

En ambos sistemas micelares, a Wy = 10 y a Wy = 20, se obtuvieron similares
resultados en lo que respecta al comportamiento emisivo de la molécula PRODAN;, por

lo tanto se mostraran los resultados correspondientes en forma indistinta.
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IIL1.1.3.a Micelas de n-heptano/ AOT/ agua.

La Figura 54 muestra los espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/

AOT/ agua, variando la concentracion de [AOT] a un Wy = 10.

0,10
_ [AOTIYM
0,08 | Mwﬂ\\ —20 .
£ 8.7x10°
\
'_f./ A\ 2.7x10?
F 4 -y -2
0,06 | J . 8x10
2 # G 0.1
s ;f 0.13
£ y,
5 7 S 0.18
3 0,04 |- e Yo, 0.23
| £ \
0,02 /
0.00 A L A i A i i i i |
300 320 340 360 380 400
A(nm)

Figura 54: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ agua. [PRODAN]= 5x10°M.
W() =10.

No se observan cambios notorios en los espectros de absorcion al variar la
[AOT] a Wy=10.

En la Figura 55 se muestran los espectros de emision de PRODAN al variar la
[AOT] en el sistema micelar formado por n- heptano/ AOT/ agua.

Se puede observar que al aumentar la [AOT], la banda asignada a la emision de
PRODAN desde €l n-heptano a A = 390nm va desapareciendo, y comienzan a aparecer
dos nuevas bandas a A = 423 nm y a 500 nm. También se observa claramente la
aparicion de un punto isoemisivo a una A = 398 nm, indicando un posible reparto de la

molécula prueba entre la pseudofase micelar y el solvente organico; n-heptano.
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Figura 55: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT variandoe la [AOT]. ... = 330 nm.
[PRODAN] =5x10° M W, =10.

Algunos autores propusieron que los cambios espectrales observados se deben a la
localizacidon de PRODAN en diferentes microentornos, explicando la particion de esta
molécula prueba en funcion de interacciones electrostaticas, dipolares, e
hidrofobicas.'” '™ También se conocen diferentes interpretaciones acerca de la
identidad de las especies de PRODAN responsables de la emision a A = 423 nm y a 500
nm,'”” ¥*18¢ pero en ninguno de los estudios realizados los autores proponen la
posibilidad de que PRODAN participe en el medio micelar de un proceso emisivo
conocido con el nombre de fluorescencia dual. Este fenomeno emisivo se explicaria de
la siguiente manera: una vez excitada la molécula prueba, la misma en el estado
excitado puede realizar una transferencia de carga intramolecular dando origen a una
nueva especie en el estado excitado, emitiendo finalmente dos especies
simultaneamente. O sea que si este fendmeno ocurre, estaria emitiendo PRODAN desde
el estado localmente excitado, LE, y PRODAN desde el estado ICT, de transferencia de
carga intramolecular como se mostré en el Esquema 3.'

Con el objetivo de verificar el posible reparto de la molécula prueba, se

determinaron los espectros de emision en el sistema n-heptano/ AOT/ agua, excitando a

diferentes longitudes de onda. Las determinaciones se realizaron a tres concentraciones
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de AOT diferentes, [AOT] = 5x10° M, 7x102M, 0.2 M. En la Figura 56 se muestra el
analisis de los resultados de dichas experiencias, donde se grafico la Aem VS Acxc cuando
PRODAN se encuentra en los tres sistemas micelares mencionados anteriormente: n-

heptano/ AOT/ agua, Wo= 10, y a [AOT] = 5x10°M, 7x107M, 0.2 M.

A A
425 1+
A
L 4 [AOTIM
= 5x10°
420 - e 7x107
. A 02
E 2 7
17 . [
< 400 }
®
®
305 | Y
"
30F m - L
i i 1 1 1 A i
330 340 350 360 370 380
A (hm)

excitacion

Figura 56: Aemision V8 Aexcitacion ¢ PRODAN en n-heptano/ AOT. [AOT] = 5x10°M, 7x10°M y 0.2 M.
Wey=10.

En esta figura se puede apreciar que a la menor concentracion de AOT: 5x107
M, PRODAN se encuentra localizada en el mismo microentorno: el solvente organico
n-heptano, ya que cambia muy poco la longitud de onda de emision. Mientras que a una
[AOT] = 7x10M se favorece la incorporacion de PRODAN al sistema micelar, por eso
se observan cambios notorios en la posicion de los espectros de emision. Y a una [AOT]
= 0.2 M, PRODAN practicamente esta incorporada en la micela ya que la posicion de
los distintos espectros de emision cambian muy poco.

Con el objetivo de poder dilucidar que especies son las responsables de la
emision a A= 423nm y 500nm, se determinaron los tiempos de vida de la fluorescencia
de PRODAN a distintas longitudes de onda de emision, y concentraciones de AOT.
[AOT] = 7x10? y 0.2 M. Estas concentraciones fueron elegidas ya que a una

concentracion baja de AOT = 7x102 M, la molécula prueba comienza a incorporarse al
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sistema micelar, mientras que a 0.2 M ya se encuentra totalmente incorporada como se
pudo observar en la Figura 56.
En la Tabla 5, se muestran los valores de los tiempos de vida, T, de PRODAN

obtenidos en n-heptano/ AOT/ agua, W= 10.

Tabla 5: Valores de los Tt de PRODAN en n-heptano/ AOT/agua, a [AOT] = 7x107y 0.2 M.

Wo=10. Aege = 340 nm.

[AOT|/M A, /nm t;/ns” T/ns” T3/ns v?
390 0.16+0.02(85%) 1.304+0.06(15%) 0.98

7x107 420 0.17+£0.02(25%) 0.81+0.28(31%) 2.60+0.02(44%) 1.02
500 0.82+0.16(-0.036)> 2.7+0.02(0.057)° 1.04

390 0.14+0.02(70%) 1.354+0.04(30%) 1.16

0.2 420 0.70+0.23(67%) 2.50+0.08(33%) 1.28
500 0.714£0.25(-0.054)° 2.8+0.05(0.059)° 1.04

* Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a las contribuciones de las especies obtenidas
de los ajustes bi y triexponenciales.

® Los valores que se muestran en paréntesis son los factores preexponenciales obtenidos de los ajustes
biexponenciales.

A una [AOT]= 7x102 M y a Aem =390 nm, el ajuste del decaimiento de la
intensidad es bi-exponencial, arrojando el valor correspondiente a la especie PRODAN
localizada en n-heptano (componente principal) cuyo t = 0.16 ns y la segunda
componente corresponde a la emision de PRODAN desde la interfase de la micela, con
un t =130 ns.

A la misma [AOT], pero observando en una A, = 420nm, aparece una nueva
componente en dicho ajuste con un valor de t = 0.81 ns, de esta manera se propone que
la emision de PRODAN puede ocurrir desde un estado LE incorporada en la interfase
del sistema micelar. El T = 2.60 ns es asignado a la especie que se forma en el estado
excitado a mayores longitudes de onda por un proceso de transferencia de carga
intramolecular, ICT.
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También se observa que a una [AOT] =02 M, y a Aem = 390 nm, PRODAN se
incorpora mas en la interfase de la micela en comparacion con lo que ocurre a [AOT] =
7x102 M. A una A = 420 nm, no se observa mas la componente correspondiente a
PRODAN localizada en n-heptano, pero se observan dos tiempos de vida
correspondientes a la molécula prueba localizada en la interfase del agregado, asignando
el T = 0.70 ns a la emision desde el estado LE y el T = 2.50 ns a la emision desde el
estado ICT. Si se observa a A, = S00nm, se obtiene un ajuste biexponencial mostrando
claramente que la componente de PRODAN en n-heptano no contribuye a esta longitud
de onda, pero aparece un factor preexponencial negativo junto con la componente mas
corta de un T = 0.82 ns correspondiente a la emision de la especie localmente excitada,
LE.

A una A, = 500 nm y a las dos [AOT] que figuran en la Tabla 5, se obtuvieron
en dichos ajustes factores preexponenciales negativos para las componentes mas cortas,
siendo una clara evidencia que la especie que esta emitiendo no fue directamente
excitada.'? ' 1% () sea, que una vez incorporada la molécula PRODAN en la micela,
ésta estaria participando de un fenomeno en el estado excitado, propenso a ocurrir en un
microentorno rigido y polar como la micela. Esta afirmacion realizada en funcion de los
resultados obtenidos en el estado estacionario y de los valores de los tiempos de vida,
fue comprobada mediante la realizacion de los espectros resueltos en el tiempo que se
detallara mas adelante.

A una [AOT] = 0.2 M, se observa en la Tabla 5, que a una A.,= 420 y a otra de
500 nm, no contribuye mas la especie localizada en el n-heptano, lo cual asegura que
PRODAN se encuentra incorporado en la micela y nuevamente se puede observar que a
500 nm el ajuste obtenido es biexponencial, asignando a la componente de 0.71 ns a la
especie LE y a la de 2.8 ns a la especie ICT.

Para corroborar las asignaciones realizadas, se utilizaran técnicas resueltas en el

tiempo.

111.1.3.b Micelas de benceno/ BHDC/ agua

La Figura 57 muestra los espectros de absorcion de PRODAN en benceno/
BHDC/ agua, Wy = 20, variando la concentracion de BHDC.
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Figura 57: Espectros de absorcion de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua. [PRODAN] = 5x10°M.
WQ =20.
En esta figura no se observan importantes cambios en los espectros de absorcion.

En la Figura 58 se muestran los espectros de emision de PRODAN, variando la [BHDC]
a W() =10.
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Figura 58: Espectros de emisién de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua variando la [BHDC}. (A=
380 nm). [PRODAN] = 5x10"° M. W, = 20.
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Se puede notar que con el aumento de la concentracion de BHDC, existe una
disminucion de la intensidad de emision de PRODAN y un corrimiento batocromico de
la banda de emision que aparece a 420 nm (correspondiente a la emision de PRODAN
en benceno). También se aprecia la aparicion de una nueva banda de emision a los 500
nm, que pareciera que se forma a expensas de la primera banda que aparece hacia el
azul. Al igual que lo que se observo en el sistema micelar anionico, a Wy =10y a Wy =
20, en este sistema micelar cationico aparece un punto isoemisivo a una A ~ 458nm,
mostrando la posibilidad de que se lleve a cabo un proceso de reparto de la molécula
prueba a medida que aumenta la concentracion de surfactante BHDC. Con la finalidad
de dilucidar si PRODAN en el sistema formado por benceno/ BHDC/ agua, Wy = 10,
participa de un proceso de reparto, se grafico en la Figura 59 la A, de PRODAN vs Aexc
a tres concentraciones de BHDC diferentes, [BHDC] = 5x10° M, 8.2x107 M, 0.2 M.

Los datos correspondientes a estas tres experiencias se muestran en la Figura 59.
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Figura 59: A, v8 A, de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua. [BHDC] = 5x10° M, 8x10° M y0.2 M.
[PRODAN] = 5x10°M. W= 20.

Esta figura explica que la incorporacion de PRODAN en la micela es favorecida
a medida que se incrementa la [BHDC], ya que se observan cambios en la posicion de
los espectros de emision con la longitud de onda de excitacion, los cambios son mas

notorios a una [BHDC] intermedia de 8x102 M.
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Se procedio a determinar los tiempos de vida de PRODAN en benceno/ BHDC/
agua, Wy =10, y [BHDC] = 0.01 M y a [BHDC] = 0.2 M, como se informa en la Tabla
6.

Tabla 6: Valores de los T de PRODAN obtenidos en benceno/ BHDC/ agua. [PRODAN]=
5x10° M. W, = 10. [BHDC] = 0.01M y 0.2 M. A, = 340 nm.

[BHDCI/M  A_/nm t,/ns” 1,/ns X’

0.01 420 1.30+£0.05 (15%)* 2.65+0.08 (85%)" 1.15

420 1.07+0.02 24 %)*  2.59+ 0.02(76 %)* 1.15
0.2
500 0.90+0.02(-0.035)"  3.12+0.04(0.036)° 1.32

* Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a las contribuciones de las especies obtenidas
de los ajustes biexponenciales.
" Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a los factores preexponenciales obtenidos de los

ajustes biexponenciales.

A la[BHDCJ= 0.01 M, y a una A= 420 nm, se obtiene un ajuste biexponencial,
en el cual se observan las contribuciones de PRODAN localizada en benceno cuyo
T =2.65 ns y PRODAN en la interfase micelar con un 1= 1.30 ns.

Mientras que a una [BHDC]=0.2 M y a la A= 420 nm, también se obtiene un
ajuste biexponencial, en el cual se obtiene la componente de PRODAN en benceno con
un T = 2.59 ns, la cual contribuye en mayor medida a dicho ajuste, y la otra componente
corresponde a la contribucion de PRODAN localizado en la interfase micelar con un 1=
1.07 ns.

A una Aem = 500 nm, el ajuste obtenido también es biexponencial y al igual que
lo obervado para el sistema micelar anidénico formado por n-heptano/ AOT/ agua, Wy =
10, aparece un factor preexponencial negativo en dicho ajuste, mostrando que una de las
dos especies que emite no fue directamente excitada. Esta especie es la que presenta el
T =3.12 ns, por lo cual se asigna que es la especie ICT, especie formada en el estado

excitado debido a que PRODAN en este medio micelar encuentra las propiedades
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Optimas en su microentorno para que se lleve a cabo la transferencia de carga
intramolecular desde el grupo amino, hacia el carbonilo, dando origen a una nueva
especie emisiva ICT, como lo muestra el Esquema 3, poniéndose de manifiesto el

proceso de fluorescencia dual *"'*

I1.1.3.c Calculo de la constante de reparto, K;, para n-heptano/ AOT/ agua y benceno/
BHDC/ agua. Wy= 10 y Wo= 20.

En ambos sistemas micelares, al variar la [AOT] y de [BHDC], a Wy= 10y 20,
los espectros de emision mostraron importantes cambios, lo cual motivd a determinar
los valores de las constantes de reparto, K,.

Los resultados presentados en la Figura 55 y en la Figura 58 muestran los
cambios espectrales de PRODAN cuando se vario la [Surf] en ambos sistemas
micelares, a Wy = 10. Dichos cambios permitieron calcular las K, utilizando la
ecuacion (46). Cabe aclarar que también se determinaron los valores de K, a Wy = 20
utilizando el mismo procedimiento.

En la Tabla 7, se informan los valores obtenidos de las K, a Wg =10 y W =20

para ambos sistemas micelares.

Tabla 7: Determinacién de las K, para ambos sistemas micelares, a una [Surf] =0.2 M,y a

distintos W,,.
Micelas W, K," /M'®
inversas
10 21+04
AOT
20 27+0.5
10 164+1.1
BHDC
20 174+1.1
(a) Ecuacidn (46)

Para el sistema formado por n-heptano/ AOT/ agua, no se observa variacion del
valor de la constante de reparto, K, con el incremento del contenido acuoso

encapsulado en las micelas. Es muy probable que PRODAN esté ubicado en la interfase
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micelar del lado del solvente organico (lejos del agua), como lo han planteado otros
autores, 0 sea de que esta muy poco incorporado a la micela.'”

Mientras que para el sistema formado por BHDC, los valores de K, a Wy=10y
Wy = 20 son mayores que a Wo = 0, (ver Tabla 4), 6 sea que PRODAN se incorpora en
mayor grado en presencia de agua, quedando localizada la molécula PRODAN en la

interfase micelar mas cerca del lado acuoso.

Cabe aclarar que para ambos sistemas micelares a un Wy = 10 y 20, utilizando
técnicas anisotropicas no se pudieron conocer los correspondientes valores de K, con la
ecuacion (48), debido a que no se ajustan los datos experimentales de <r> con la
variacion de [AOT] y de [BHDC]. Cabe clarar que en el tratamiento del fenémeno de
anisotropia de la fluorescencia no esta considerado el hecho de que la molécula prueba,
en este caso. PRODAN, esté involucrada en un proceso de formacion de una nueva

especie en el estado excitado, involucrando a los estados LE e ICT. *"'?

I1L1.4 Espectros resueltos en el tiempo

Se determinaron los espectros TRES y TRANES con el objetivo de poder
explicar la aparicion de un factor preexponencial negativo cuando se realizaron los
ajustes de los decaimientos de la intensidad de emision de PRODAN en n-heptano/
AOQT/ agua y en benceno/ BHDC/ agua, a Wo= 10 y Wy = 20 (ver Tabla 5 y Tabla 6).

La ausencia del factor preexponencial negativo, provee importante informacion
al respecto: muestra que no se forma una nueva especie en el estado excitado. Este
resultado se obtuvo en los ajustes de los decaimientos de la intensidad de la emision de

PRODAN en n-heptano/ AOT, y benceno/ BHDC a W= 0 (ver Tabla 2 y Tabla 3).

I11.1.4.a Espectros TRES de PRODAN en n-heptano/ AOT. Wo=0y W, = 10.

En la Figura 60 A y en la Figura 60 B, se muestran los decaimientos de la
emision de PRODAN resueltos en el tiempo en n-heptano/ AOT, a Wo=0y a Wy = 10,
a una [AOT] = 0.2M. Los decaimientos correspondientes se obtuvieron excitando en

340 nm y se determinaron a diferentes longitudes de onda de emision.
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Figura 60: Decaimientos de la intensidad de fluorescencia normalizados de PRODAN en A) n-
heptano/ AOT. W,o= 0 B) n-heptano/ AOT/ agua. We= 10. [AOT] = 0.2 M. [PRODAN] = 5x10° M.

En la Figura 60 A, a Wy = 0 se observa que los decaimientos de la emision son

mas rapidos (llegan antes a un intensidad de cero) a longitudes de onda mas chicas y los

mismos son dependientes de la longitud de onda a la cual se esté analizando.

En la Figura 60 B a Wy = 10, los decaimientos de la emision también son

dependientes de la longitud de onda de observacion, pero a mayores longitudes de onda,
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por ejemplo A= 515nm, se ve que la amplitud crece con el tiempo, conocido en inglés
como “rise time”, el cual es asignado a la formacion de una nueva especie en el estado
excitado, siendo otra evidencia experimental que permite afirmar que emite un estado
que no fue directamente excitado.'”

Los decaimientos de la emision dependientes del tiempo mostrados en la Figura
60 A y en la Figura 60 B, fueron utilizados para construir los espectros TRES como

muestra la Figura 61 A y la Figura 61 B.
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Figura 61: Espectros TRES normalizados de PRODAN en A) n-heptano/ AOT, a Wo=0y en B) n-
heptano/ AOT/ agua, a Wo= 10. [AOT] = 0.2 M y [PRODAN] = 5x10-6 M. ., = 340 nm.
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En la Figura 61 A, los espectros TRES cambian en forma continua su posicion
en el rango de tiempo observado. La banda de emisién no muestra cambios en su forma,
pero si en su posicion ya que la misma se corre hacia el rojo, lo cual condujo a analizar

411383 De esta manera, basandose en la forma de

al sistema utilizando el modelo continio.
los espectros, se explica que a Wy = 0, el unico fenomeno que estaria ocurriendo es la
particion de la molécula prueba en el estado fundamental Esta afirmacion se condice
con la ausencia del factor preexponencial negativo en el correspondiente ajuste del
decaimiento de la intensidad de la emision, lo cual deja de lado la posibilidad de que en
el estado excitado se esté formando una nueva especie.

Mientras que en la Figura 61 B, se observa un comportamiento de la molécula
PRODAN totalmente diferente, ya que a tiempos cortos emite una sola especie y a
tiempos intermedios comienza a aparecer una banda de emision, quedando definida a
tiempos mayores. Este fenomeno emisivo se puede explicar utilizando el modelo de los
dos estados, en el cual el estado inicialmente excitado, F, da origen a un nuevo estado
denominado R apareciendo a mayores longitudes de onda, con un factor preexponencial
negativo en el ajuste del decaimiento de la intensidad de emision y un tiempo de
crecimiento, “rise time”, observado en el decaimiento de la intensidad mostrado en la
Figura 60 B. Cada estado de emision es discreto y muestra una banda de emision Gnica.
Como ya se dijo este modelo puede ser utilizado para describir reacciones que ocurren
en el estado excitado, como por ejemplo el proceso de transferencia de carga
intramolecular.*’> ' Se observa que a tiempos cortos la especie de PRODAN
responsable de la emision es la LE, a tiempos intermedios son dos las especies
responsables de la emision: la LE y la ICT, y a tiempos mayores emite solo la especie

ICT.

I11.1.4.a" Espectros TRANES de PRODAN en n-heptano /AOT .W,=0y W, = 10.

A partir de los espectros mostrados en la Figura 61 A, se construyeron los
espectros TRANES que se observan en la Figura 62.

Se observa en la Figura 62, la presencia de un punto isoemisivo a A = 417nm, lo

cual explicaria que son dos las especies de PRODAN responsables de la emision, una

localizada en la pseudofase organica y la otra localizada en la interfase micelar.
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Figura 62: Espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT. W, = 0 [AOT] = 0.2 M.
[PRODAN] = 5x10-6 M.

Cabe aclarar que la presencia de un punto isoemisivo en los espectros TRANES
descarta la posibilidad de que la emision de PRODAN pueda cambiar debido a la
dinamica de solvente,'? ya que se deberia haber observado solamente un corrimiento de
la banda de emision en forma continua, sin la aparicion de un punto isoemisivo.>% !

La Figura 63 muestra los espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT/
agua, Wy = 10. Se observa la aparicion de dos puntos isoemisivos, a 426 nm y 485 nm,

lo cual estaria indicando que son tres las especies de PRODAN que emiten.
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Figura 63: Espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT/ agua. We = 10, [AOT] = 0.20 M.
[PRODAN] = 5x10° M.

Las mismas se asignan a PRODAN desde el solvente organico, y a PRODAN
emitiendo desde la interfase micelar, donde una vez que se incorpora a la misma emite
desde el LE, y posteriormente se lleva a cabo un proceso de transferencia de carga
intramolecular emitiendo desde el estado ICT, proceso conocido con el nombre de

fluorescencia dual (ver Esquema 3).

I11.1.4.b Espectros TRES de PRODAN en benceno/ BHDC, a We=0y W,=10.

Se construyeron los espectros TRES de PRODAN en benceno/ BHDC, a W= 0,
y se observo que los mismos no cambian su forma con el tiempo, al igual que lo que se
informo en el sistema n-heptano/ AOT, a Wy = O (ver Figura 61 A). O sea que
PRODAN también estaria participando en un proceso de reparto en el estado
fundamental a Wy = 0.

La Figura 64 muestra los decaimientos de la emision de PRODAN resueltos en
el tiempo a Wy = 10, observando a distintas longitudes de onda, A.m. Se observa la

aparicion de un “rise time” a las mayores longitudes de onda de observacion.
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Figura 64: Decaimientos de la intensidad de fluorescencia de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua.
W, = 10. [BHDC] = 0.2M. [PRODAN] = 5x10° M. A,,.= 340 nm.

A partir de los datos de la Figura 64, se construyeron los espectros TRES de
PRODAN en benceno/ BHDC/ agua, W= 10, como se puede observar en la Figura 65.
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Figura 65: Espectros TRES normalizados de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua, a W, =10.
[BHDC] = 0.20 M. [PRODAN] = 5x10° M.
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Debido a la forma de los espectros de la Figura 65, los mismos pueden ser
analizados bajo el modelo de los dos estados. Con la aparicion de una banda discreta a
mayores longitudes de onda, se puede volver a evidenciar que hay una especie de

PRODAN que no fue excitada directamente.

I11.1.4.b" Espectros TRANES de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua.

A partir de los espectros TRES mostrados en la Figura 65, se construyeron los

espectros TRANES que se observan en la Figura 66.
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Figura 66: Espectros TRANES de PRODAN en bencene/ BHDC/ agua, W, = 10. [BHDC] = 0.20 M.

Se observa la aparicion de un punto isoemisivo a 465 nm, indicando que estarian
emitiendo solo dos especies de PRODAN. Para poder realizar la asignacion de la
identidad de las especies emisivas, se debe retomar los valores de los tiempos de vida de
PRODAN, informados en la Tabla 6. En la misma, se informa un t =2.42 ns que es muy

similar al de la especie ICT, t = 2.59 ns.

Una condicion necesaria para distinguir la presencia de distintas especies en los
espectros TRANES, es que éstas presenten valores de tiempos de vida
significativamente diferentes. Previamente se planteé la posibilidad de que PRODAN
una vez que se incorpora a la interfase de la micela inversa, entorno con mayor

polaridad, (formada por benceno/ BHDC/ agua, a W, = 10) participe de un proceso de

%
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transferencia de carga intramolecular, conduciendo a la formacion de una nueva especie
en el estado excitado, conocida como ICT. Este hecho obliga a presuponer la presencia
de dos puntos isoemisivos (tres especies emisivas) para poder explicar el
comportamiento emisivo de PRODAN. Pero debido a la similitud de los valores de los t
no se observa la presencia de los dos puntos emisivos. Si se observan los valores de los
tiempos de vida que se informan en la Tabla 6, el tiempo de vida de 3.12 ns se asigna a
la especie que emite desde el ICT. Se debe notar que a Aem = 420 nm, la contribucién de
la especie cuyo T = 2.59 ns y su contribucion al ajuste es de 76%, representa un
promedio del tiempo de vida del ICT cuyo t = 3.12 ns, y de la especie localizada en el
benceno con t = 2.38 ns. De todas maneras la emision de PRODAN se explica a partir
de la contribucion de: la especie LE que emite desde benceno, la LE emitiendo desde la

interfase micelar, y desde el mismo microentorno también emite la especie ICT.

Se verifico la posibilidad de que PRODAN presente un comun precursor en el
estado fundamental para la especie LE y la ICT,'” por lo cual se determino un espectro
de excitacion en benceno/ BDHC/ agua, a Wy = 10, observando a la A = 420 nm y 500

nm.
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Figura 67: Espectros de excitacién de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua, W, = 10. A,,, = 420 nm
500 nm. [PRODAN] = 5x10°M.
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Cabe aclarar que ambos espectros de excitacion fueron obtenidos en el rango del
espectro de absorcion de PRODAN, mostrado en la Figura 57.

Se observo que los espectros de excitacion son iguales, pudiendo afirmar de esta
manera que la especie LE y la ICT provienen del mismo precursor. Esta, es otra
evidencia de que la especie ICT se forma en el estado excitado, 6 sea que no se han

excitado dos especies presentes en el estado fundamental.

1I1.1.5 Variacion del W, en n-heptano/ AOT/ agua y en benceno/ BHDC/ agua.

II1.1.5.a Micelas de n-heptano/ AOT/ agua.

Se realizo la variacion del parametro W en el sistema micelar formado por n-
heptano/ AOT, como se muestra en la Figura 68.

Se observa que al incrementar el parametro Wy, hasta llegar a un valor alrededor
de Wy = 4, aparece la nueva banda de emision de PRODAN de menor energia, la cual

fue asignada a la emision de la especie ICT.
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Figura 68: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT, variando W,. [AOT] = 0.2M.
(Aexe = 330 nm). JPRODAN] =5 x10°M.
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Un grupo de autores, ha realizado estudios utilizando como moléculas pruebas al
p-N, N dimetilaminobenzoico y al p- N, N dimetilaminobenzonitrilo en agua y en
metanol. Estas moléculas, al igual que PRODAN presentan en su estructura un grupo
dador de electrones y otro aceptor de electrones, por lo tanto existe en ellas la
posibilidad de que se pueda llevar a cabo el fenomeno de transferencia de carga
intramolecular. Los autores mostraron que las interacciones entre la molécula prueba y
solventes dadores de puente hidrogeno mencionados anteriormente inhiben la intensidad

de fluorescencia.'®

Si se observa la Figura 68, la intensidad de la fluorescencia de PRODAN
disminuye con el incremento del parametro Wy. Por otro lado en el esquema 3, (el cual
explica los posibles estados emisivos de PRODAN) se encuentra detallado que en caso
de ocurrir la transferencia de carga intramolecular el grupo carbonilo queda cargado
negativamente, situacion en la que no podria participar como aceptor de puente
hidrégeno. Por lo cual la disminucion de la intensidad de emision de PRODAN en este
sistema se explica debido al fenomeno de transferencia de carga intramolecular, mas

que por la interaccion de la PRODAN con el solvente.

De esta manera, se pudo comprender como queda localizada la molécula prueba
PRODAN dentro de este sistema micelar. PRODAN queda orientada hacia las colas

hidrocarbonadas del surfactante, sin interaccionar con el agua.

IIL.1.5.b Micelas de benceno/ BHDC/ agua.
En el sistema micelar cationico formado por benceno/ BHDC/ agua, también se
realizo la variacion del parametro Wy, a una [BHDC] = 0.2M. Los espectros

correspondientes se muestran en la Figura 69.

%
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Figura 69: Espectros de emision de PRODAN en benceno/ BHDC/ agua, variando el W, {BHDC] =
0.2 M. (Aexe = 380 nm). [PRODAN] =5 x10°M.

Se observa que al aumentar el parametro W, practicamente no se observa la
banda de emision de PRODAN asignada a la especie ICT ~ 500 nm, lo cual estaria
explicando que PRODAN se encuentra localizada del lado del agua. Una vez que
PRODAN se incorpora en la micela inversa cationica queda orientada del lado de la
interfase de la misma, con su grupo carbonilo orientado hacia el corazon acuoso,

mientras que el grupo amino se orienta en la interfase micelar.

111.1.6 Conclusiones

La fotofisica de la molécula PRODAN en n-heptano/ AOT/ agua y en benceno/
BHDC/ agua fue investigada utilizando las siguientes técnicas: espectroscopia de
absorcion, de emision y anisotropia de la fluorescencia en estado estacionario,
espectroscopia resuelta en el tiempo: espectros TRES y TRANES.

Los resultados muestran que existe un proceso de particion de PRODAN entre la
pseudofase organica y las diferentes interfases micelares estudiadas. El proceso de
reparto fue cuantificado a partir de los cambios espectroscopicos observados al variar la

concentracion del surfactante utilizado.
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En el sistema micelar n-heptano/ AOT, el valor encontrado de K, es menor que
el observado para el sistema benceno/ BHDC e independiente del contenido acuoso de
la micela. PRODAN en las micelas inversas cationicas se incorpora en un mayor grado,
posiblemente debido a la fuerte interaccion que existe entre la nube de electrones © que
posee el anillo aromatico de la molécula PRODAN, con la cabeza polar positiva del
surfactante de BHDC, ubicandose en la interfase del lado del agua.

En n-heptano/ AOT y en benceno/ BHDC, a W, = 0, utilizando técnicas de
anisotropia de la fluorescencia, se observé que la microviscosidad en la interfase
micelar es mas alta que a otros valores de Wy, mientras que la micropolaridad es baja.

Por otro lado al aumentar la concentracion de surfactante en ambos sistemas
micelares, se observaron marcados corrimientos en la posicion de los espectros de
emision de PRODAN, pudiendo determinar los valores de K, como ya se ha sefialado,
pero no se observa en dichos espectros la aparicion de una nueva banda de emision.
Cabe aclarar que tampoco se obtuvo en los ajustes de los decaimientos de la intensidad
de emision un factor preexponencial negativo. Los espectros TRES fueron analizados
bajo el Modelo Continuo, lo cual permitio concluir que PRODAN en el estado
fundamental participa de un proceso de reparto, mientras que los espectros TRANES
mostraron la aparicion de un punto isoemisivo indicando que son dos las especies
responsables de la emision: PRODAN localizado en el solvente organico y PRODAN
localizado en la micela, emitiendo desde ambos microentornos desde el mismo estado:
LE.

Cuando se aumenta la concentracion de surfactante en n-heptano/ AOT agua O
en benceno/ BHDC/ agua, a Wy = 10 y 20, aparece una nueva banda de emision de
PRODAN alrededor de los 500 nm, la cual se asigna a la emision de PRODAN
localizada en la interfase micelar, emitiendo desde el estado ICT. Estos resultados se
corroboraron mediante el uso de técnicas resueltas en el tiempo. En ambos sistemas
micelares, se obtuvieron ajustes biexponenciales con un factor preexponencial negativo
para la componente de tiempo mas corto, 6 sea que cuando PRODAN se localiza en la
interfase micelar encuentra una polaridad apropiada para que pueda ocurrir el proceso
de transferencia de carga intramolecular en el estado excitado, dando origen a una nueva
especie ICT.

B R == = SR ST S
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Los espectros TRES fueron analizados bajo el modelo de los dos estados,
indicando la presencia de dos especies emisivas: LE e ICT.

Los espectros TRANES de PRODAN obtenidos en n-heptano/ AOT/ agua, Wy =
10 mostraron la aparicion de dos puntos isoemisivos, indicando la emision de tres
especies cuyos tiempos de vida son marcadamente diferentes. Dichas especies son:
PRODAN en el solvente organico, PRODAN en la interfase micelar emitiendo desde el
estado localmente excitado y la tercera se le asigna a la emision de PRODAN localizado
en la interfase micelar emitiendo desde el estado de transferencia de carga
intramolecular. En cambio para el sistema, formado por benceno/ BHDC/ agua, Wo = 10
mostraron la aparicion de un punto isoemivo, debido a la similitud de los tiempos de
vida de dos de las especies de PRODAN presentes. Pero de todas maneras, la
fluorescencia dual de PRODAN también se lleva a cabo en este sistema, a pesar de que
el equipo no pueda resolver los valores de los tiempos de vida, t.

Se demostrd que las interfases micelares de los sistemas: n-heptano/ AOT/ agua
y benceno/ BHDC/ agua son microentornos con las propiedades Optimas para que
PRODAN emita desde el estado LE y desde el estado ICT al mismo tiempo, 6 sea que
ocurra la fluorescencia dual a temperatura ambiente. Dicho fenémeno emisivo en medio

homogéneo es muy dificil de observar.

III.2 Comportamiento de PRODAN en micelas inversas no acuosas de

AOT.

Se investigod el comportamiento fotofisico de PRODAN en sistemas micelares
formados por n-heptano/ AOT/ solvente polar. Los solventes polares que se utilizaron
fueron FA, EG, GY, PG (solventes dadores de puente hidrogeno), DMF y DMA
(solventes no dadores de puente hidrogeno).

Todas las experiencias fueron realizadas a una concentracion de molécula

prueba de 5x10° M.

I11.2.1. Estudios en n-heptano/ AOT/ Etilenglicol.
La Figura 70 muestra los espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/
AOT/ EG, variando la [AOT] a W= 2.
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Los espectros de absorcion de PRODAN en este medio micelar, no muestran

cambios notorios con el incremento de la [AOT]. La longitud de onda maxima de

absorcion de PRODAN en este sistema micelar es ~ 341 nm.
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Figura 70: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG. Ws =2, [AOT]}= 0.2 M.
[PRODAN} = 5x10°M.

En la Figura 71 se muestran los espectros de emision de PRODAN en n-heptano/

AOT/ EG, variando la [AOT], aun W= 2.
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Figura 71: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG variando la [AOT]. A .=

343 nm. W,=2. [PRODAN] = 5x10°M.
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Los espectros se corren en forma batocromica y se observa un aumento en la
intensidad de emision de los mismos, a medida que se incrementa la concentracion de
[AOT]. Estos cambios espectroscopicos, indican que PRODAN sensa un aumento de la
polaridad en el microentorno en que se encuentra.*" ' También, se puede observar la
aparicion de un “hombro” en los espectros de emision a una A, de ~ 480nm.

En la Figura 72 se informan tres espectros de emision de PRODAN en n-
heptano/ AOT /EG, W= 2y a [AOT] =0.14 M. Estos fueron determinados a una Acx—
342 nm, 357 nm y 375 nm. También, se observa que la A.,, de PRODAN es dependiente
de 1a Aexe. Este hecho, es indicio de que la molécula prueba participa de un proceso de

particion entre la interfase micelar y el solvente organico externo.
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Figura 72: Espectros de emisién de PRODAN en n-heptano / AOT/ EG,a W,=2 y[AOT] =0.14 M.
Aexe= 342 nm, 357nm y 375 nm.

En base a los cambios observados en la Figura 71 y en la Figura 72, se planteo la
particibn de PRODAN en este sistema micelar, y el tratamiento de los datos
erimentales permitio obtener el valor de K, con valor de 2.8 M (ver Tabla 13).
Dicho valor es similar al que se obtuvo para PRODAN en n-heptano/ AOT, a W, = i0."
(ver Tabla 7)

En la Figura 73 se muestran los espectros de emisidn de PROD
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Figura 73: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG, variando el Ws. A, =
343nm. |[AOT] = 0.2M. [PRODAN] = 5x10°M.

Los mismos fueron determinados a una Aexc = 343nm y [AOT] = 0.2 M. Se
observa que la banda de emision se corre hacia el rojo cambiando su forma:
ensanchandose, y definiéndose una nueva banda alrededor de los 480 nm, lo cual podria
estar indicando la formacion de una nueva especie de PRODAN en el estado excitado
(similar a lo observado en la experiencia en la que se realizo la variacion de la [AOT] en
el mismo sistema micelar). Cabe aclarar que la suposicion de la formacion de una nueva
especie, debe ser corroborada por técnicas resueltas en el tiempo.

En la Figura 74, se grafico la Aem de PRODAN vs el W, excitando a una Aexc=
343nm, a [AOT] = 0.2M.

En este grafico se puede observar que cuando se incrementa el contenido del
solvente encapsulado: EG, PRODAN sensa un cambio en la polaridad del microentorno
en el que se encuentra. Es importante destacar que ain al maximo W; alcanzado, la Aem

es muy diferente a la Aem en EG puro, como se muestra en la Figura 75.
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Figura 74: Longitud de onda del maximo de emision, A qmiin = vs W, del sistema n-heptano/ AOT/
EG. Aexe=343nm. [AOT] = 0.2 M. [PRODAN] =5 x 10°M.
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Figura 75: Espectro de emision de PRODAN en EG. A, = 343 nm. [PRODAN]=5x 10°M.

O sea que PRODAN no llega a sensar las propiedades del solvente neto dentro
de fa micela. Esta diferencia en el comportamiento espectroscopico, estaria indicando

que cuando el solvente encapsulado se encuentra en un microentorno cuyo tamafio es
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del orden de los nanémetros, puede presentar propiedades diferentes debido a las
interacciones especificas del tipo puente hidrogeno presentes entre EG y AQT.4 8162

En la Tabla 8, se informan los T de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG, W= 2.
Tabla 8: 1 de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG. W, = 2. A= 340 nm.

[AOT|/M  Aepn/nm T)/ns Ty/ns x2

390 0.19+0.02 (90%)*  1.25+0.17 (10%)*  1.07
0.2 410 0.18+0.02 (50%)®  1.73£0.05 (50%)*  1.30

500 3.02+0.02 (0.052)°  0.9240.02(-0.038)°  1.10

* Los valores que se muestran en paréntesis son los factores preexponenciales obtenidos de los ajustes

biexponenciales.
® Los valores que se muestran en paréntesis corresponden a los factores preexponenciales obtenidos de los

ajustes biexponenciales.

A una Aen= 390 nm, se observa un ajuste biexponencial, con un t =0.19 + 0.02
ns, con su mayor contribucion en el ajuste, asignado a la emision de PRODAN desde n-
heptano (ver resultados en medio homogéneo), y la otra componente cuyo Tt =1.25 +
0.07 ns corresponde a la emision de PRODAN desde la micela.

A una Ay = 410 nm, se observa también que PRODAN emite desde dos
entornos: desde el solvente organico y desde el medio micelar, con un T = 1.73 + 0.04
ns, pero las contribuciones de las especies difieren a las observadas a una Aep = 390
nm.

A una Ay = 500 nm se obtiene un ajuste biexponencial con un factor
preexponencial negativo para la componente de tiempo mas corto. La aparicion de un
factor preexponencial negativo, como ya se explicéd indicaria que estaria emitiendo una
especie que no fue directamente cxcitada, ' 137 188

Para poder dilucidar la aparicion del factor preexponencial negativo, se
obtuvieron los espectros TRES como lo muestra la Figura 76, los cuales permiten
conocer la evoluciéon del estado excitado con el tiempo. Se puede notar que los

decaimientos son dependientes dc Ia longitud dec onda de observacidn, ya que a mayores

“rise time”.
e e ———— e ———
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Figura 76: Decaimientos de 1a emision de PRODAN resueltos en el tiempo en n-heptano/ AOT/ EG,
W,=2. [AOT] = 0.2M y [PRODAN] = 5x10 *M.

La aparicion del “rise time se condice con la aparicion del factor preexponencial
negativo informado en la Tabla 8.

En la Figura 77, se muestran los espectros TRES de PRODAN en el sistema
micelar: n-heptano/ AOT/ EG, W;=2ya[AOT]=02M.
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Figura 77: Espectros TRES de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG. [AOT]= 0.2 M. W= 2.
[PRODANJ=S5x 10°M.
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Debido a la forma de los espectros, los resultados son analizados bajo el Modelo
de los estados discretos ¢ discernibles, pudiendo inferir que a tiempos cortos, emite una
sola especie de PRODAN, a tiempos intermedios son dos las especies responsables de
la emision y a mayores tiempos emite otra especie cuya identidad es diferente a la que
emite a tiempos cortos.

Con el objetivo de conocer el numero de especies de PRODAN responsables de
la emision y la identidad de las mismas, se obtuvieron los espectros TRANES

mostrados en la Figura 78.
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Figura 78: Espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT/ EG. [AOT]=0.2 M. W, =2

En esta figura, se observa la aparicion de dos puntos isoemisivos, indicando que
la emision se debe a la existencia de tres especies distintas: PRODAN desde n-heptano
emitiendo desde el estado LE, PRODAN localizado en la interfase micelar, emitiendo
desde dos estados: LE y del estado ICT.

En la Tabla 8, se observan los valores de los 7 de las tres especies de PRODAN

0.19 ns, y las otras especies corresponden a PRODAN localizada en la interfase

emitiendo desde dos estados diferentes: LE con T = 0.92 ns e ICT cuyo T = 3.02 ns,

i
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dicho tiempo de vida se asigna a la emision de la nueva especie formada en el estado
excitado.

Se concluye que PRODAN en este sistema micelar, presenta un comportamiento similar
al observado en n-heptano/ AOT/ agua, a Wy = 10, ya que una vez que se incorpora a la
micela encuentra un microentorno con las propiedades optimas: tales como polaridad y
viscosidad para que pueda ocurrir el proceso de ICT. (mostrado en el Esquema 3). Con
todas las evidencias espectroscopicas obtenidas se observa que PRODAN presenta
fluorescencia dual en estos medios micelares, 6 sea emiten dos especies de PRODAN
simultaneamente. Este tipo de fenoémeno espectroscopico no es muy comin de ser

observado.

I11.2.1.a Estudios en n-heptano/ AOT/ Propilenglicol
En la Figura 79, se muestran los espectros de absorcion de PRODAN en n-

heptano/ AOT/ PG, W= 1.5, variando la [AOT].
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Figura 79: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ PG, W,= 1.5, [PRODAN] =
Sx10° M.

Al igual que cuando se incorpord EG, los espectros de absorcion de PRODAN

no muestran cambios al variar la concentracion de surfactante.

M
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Cabe aclarar que en general los espectros de absorcion son mucho menos
sensibles al entorno que sensa la molécula prueba utilizada, porque la escala del proceso
de absorcion, es muy rapida como para que haya un reordenamiento del medio. 1

En la Figura 80 se muestran los espectros de emision de PRODAN en n-heptano/
AOT/ PG, variando la [AOT], y a un W, = 2. Se observa que con el incremento de la
[AOT], los espectros de emision muestran cambios muy similares a los observados
cuando se encapsuldo EG. La banda de emision de PRODAN se corre al rojo, lo cual
indica que PRODAN sensa un entomo de mayor polaridad y a su vez aparece un
“hombro” en los espectros correspondientes. Este cambio en la forma de los espectros

de emision, fue investigado utilizando técnicas resueltas en el tiempo.

410’ Y
e {AOTYM
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2x107 |- I

Intensidad de emision
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——

850

Figura 80: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT/ PG, variando 1a [AOT]. W,= 2.
Aexe = 343nm. [PRODAN] = 5x10°M.

En la Figura 81 se muestran los espectros de emision de de PRODAN en n-
heptano/ AOT/ PG, a W= 1.5, variando la longitud de onda de excitacion, Aex,

determinados a Aexc= 330 nm, 343 nm, 355 nm y 374 nm.
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Figura 81: Espectros de emisién de PRODAN en n-heptano/ AOT/ PG, W, = 1.5. [AOT] =02 M
determinados 2 A= 330 nm, 343 nm, 355 nm y 374 nm.

Debido a que los espectros de emision mostraron dependencias con la longitud
de onda de excitacion, y también al incrementar la [AOT], se determiné el valor de K,
de PRODAN en este medio micelar. Se utilizo el método descripto en la ecuacion (46)
Se obtuvo un valor de K, = 2.81 M, (ver Tabla 13), el cual es muy similar al valor de
K, obtenido para los sistemas micelares que encapsulan EG y agua. Los valores
similares de K, permiten afirmar que PRODAN cuando se encapsula agua, EG y PG, no
“percibe” el agregado de los mismos, por lo cual, independientemente de estos tres
solventes encapsulados PRODAN queda localizada en la interfase micelar del lado del
solvente organico.

Se determinaron los tiempos de vida, T, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ PG, a
W, = 2. Se utihizo6 como fuente de excitacion el LED de 340 nm. Los resultados se

informan en la Tabla 9.

R = e e e,
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Tabla 9: Tiempos de vida, T, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ PG. [AOT] =0.2 M. W;=2,

Aexe= 340 nm.
JAOTJ/M  A/nm T,/ns’ To/ns’ X
390 0.14 +0.01(73.9%)* 1.57+0.02 (26.2%)* 1.07
0.2 410 0.12 +0.01(60.8%)* 1.72+0.02(39.2%)" 1.11

500 3.50+0.01 0.84+0.03(-0.033)* 1.03

a : los valores entre paréntesis son las contribuciones de las especies obtenidas del ajuste bi-exponencial.
b : factor pre- exponencial de la especie obtenida del ajuste biexponencial.

A una A.n = 500 nm, también aparece un factor preexponencial negativo, de la
misma manera que cuando se encapsulo agua y EG en n-heptano/AOT. Se utilizaron
técnicas resueltas en el tiempo: TRES y TRANES con el objetivo de explicar el porque
de la aparicion del factor preexponencial negativo

Se obtuvieron similares espectros resueltos en el tiempo a los obtenidos cuando
se encapsulo EG, por lo cual condujo a realizar el analisis de los espectros TRES bajo el
modelo de los dos estados. Este tipo de relajacion se explica considerando que el estado
inicialmente excitado, F, da onigen a un nuevo estado denominado R “apareciendo” a
mayores longitudes de onda y que cada estado muestra una banda de emision unica.

Los espectros TRANES mostraron la aparicion de dos puntos isoemisivos,
permitiendo afirmar que son tres especies que contribuyen a la emision.*"'*!

Los tiempos de vida informados en la Tabla 9, se asignaron de la siguiente
manera: a una Aem = 390 nm, el t; = 0.14 ns corresponde a la emision de PRODAN
desde el solvente organico, y el 1, = 1.57 ns es asignado a la emision de PRODAN
desde la micela. A una Aem= 410 nm, la asignacion de los tiempos de vida es la misma,
solo que disminuye la contribucion de PRODAN en el solvente organico. En ambas A.p,
PRODAN emite localizada en el solvente organico desde el estado LE y una también

desde la interfase micelar desde el estado LE
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Sin embargo a una Ae, = 500 nm no se observa la contribucion de PRODAN en
el solvente organico, ya que el 1.= 0.84 ns corresponde a la emision de PRODAN LE
emitiendo desde la interfase y el T = 3.5 ns corresponde a la emision de la especie de

PRODAN que emite desde el estado ICT, localizada también en la interfase micelar.
1.2.1.b Estudios en n-heptano/ AOT/ Glicerol

En la Figura 82 se muestran los espectros de absorcion de PRODAN en n-

heptano/ AOT/ GY, a W= 2, variando la [AOT]}.
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Figura 82: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ GY, W, = 2, variando la
[AOT] [PRODANIJ= 5x10° M.

Cuando se encapsuld0 GY no se observaron cambios significativos en los
espectros de absorcion de la molécula PRODAN al variar la [AOT].

En la Figura 83, se muestran los espectros de emision de PRODAN en el sistema
micelar n-heptano/ AOT/ GY, variando la [AOT} a un W, = 2.

Se observa que los espectros de emision de PRODAN se corren al rojo, sin
cambiar su forma, 0 sea que no se observa la formacion de una nueva banda de emision.
Estos resultados son diferentes a los obtenidos en los sistemas micelares que

encapsularon agua, EG y PG.

Tesis doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 125



1,2x10°
F
1,0x10° |- fAOTIM
—0
, . ——5x10°

S B0 / _ — 1.8X10?
€ : ——68.5X107
E /)
8 oon’ | - 014
kS ! V7 N\ 0.2
2 ] _ N
% 4,0x10" | J /

2,0x10" |- )

0.0

350 400 450 500
A (nm)

Figura 83: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT/ GY, variando la [AOT], W, = 2.
[PRODAN|=5x10° M.

Los cambios espectrales de PRODAN observados en la Figura 83, son utilizados
para determinar el valor de la K, en este sistema micelar, mediante el método descripto
en la ecuacion (46). El valor de la misma es de 1.2 M a un W, = 2 (ver Tabla 13).
Dicho valor, es menor al obtenido para los sistemas descriptos previamente, 6 sea
cuando se encapsuléo H,0, EG y PG. Lo que puede ocurrir es que la fuerte interaccion
del tipo puente hidrogeno que existe entre el GY y la cabeza polar del AOT esté
rigidizando la interfase de la micela haciendo poco probable la entrada de PRODAN a
la parte polar de la misma.'® %2
En la Figura 84 se grafico la A, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ GY, en

funcién del Wy. [AOT] = 0.2M. Aexe = 343nm.

Tesis doctoral: Novaira Mercedes — UNRC- 2010 126



422 - .
i ]
=
420 |-
’E‘ 3
£
$ 418 -
H
< ]
416 -
]
414 .. A . A A [l 1 i Il i 1 i 1 i ]
0,0 05 1.0 15 2,0 25 3,0 35 40 45

Figura 84: Acmisisn d¢ PRODAN vs W, en n-heptano/ AOT/ GY. |[AOT] = 0.2M. A = 343nm.
[PRODAN]=5x10°M.

Los resultados mostrados en esta figura, pueden explicarse asumiendo que a
medida que aumenta el W, se incrementa la polaridad de la interfase micelar, ya que se
observan corrimientos batocromicos de los espectros de emision.

A continuacion se muestran los correspondientes tiempos de vida, t, de

PRODAN en el sistema micelar n-heptano/ AOT/ GY,aun Wy =2y [AOT] =0.2 M.

Tabla 10: Tiempos de vida,7, de PRODAN en n-hkeptano/ AOT/ GY, W, =2y [AOT] = 0.2
M. Aere= 340 nm.

[AOT|/M A, /nm T,/ns* T,/ns” 1
390 0.11 +0.02(95%)* 2.1240.06 (5%)° 0.98
02 410 0.18+0.02(38%)°  2.40 + 0.02(62%)*  1.02
500 2.80+0.02 1.04

* los valores entre paréntesis son las contribuciones de las especies obtenidas de los ajustes bi-

exponenciales
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A las Aem = 390nm y 410 nm, se obtienen ajustes de los decaimientos de la
intensidad de emisién biexponenciales. En ambas longitudes de onda de emisidn, la
componente con menor tiempo de vida, corresponde a la emisiéon de PRODAN desde n-
heptano, mientras que la de mayor tiempo de vida corresponde a la emision de
PRODAN desde la micela.

En cambio a Aem = 500 nm sélo emite PRODAN localizado en la micela, y en el
correspondiente ajuste no se encontré el factor preexponecial negativo. La ausencia del
mismo indica que a una A = 500 nm, no se forma una nueva especie emisiva de
PRODAN en el estado excitado, y que PRODAN una vez que se incorpora en la micela,
se localiza en la interfase de ia misma, y emite desde un estado localmente excitado,
LE.

Con ¢l objctivo dec comprender la fotofisica de PRODAN en n-heptano/ AOT/
GY, se determinaron los espectros resucltos cn ¢l ticmpo. En la Figura 85, sc mucstran

los cspectros TRES de PRODAN en n-heptano/ AOT/ GY, [AOT] =02 My W =2,

Intensidad de emisién

Figura 85: Espectros de emisién resueltos en el tiempo de PRODAN en: n-heptano/ AOT/ GY.
[AOT] =0.2M. W, =2.

Los espectros TRES, se corren sin cambiar su forma hacia el rojo, no muestran
la aparicién de una nueva banda de emision con respecto al tiempo, lo cual permite

explicar el comportamiento emisivo de la molécula PRODAN bajo ¢l modelo continuo.
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De esta manera, se propone que el tnico fenémeno que ocurre es la particion de
PRODAN en el estado fundamental entre la pseudofase organica y la micelar.*! 12 189
En la Figura 86, se muestran los espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT/

GY, [AOT]=0.2M. W =2,
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Figura 86: Espectros TRANES de PRODAN en n-heptano/ AOT/ GY. W, =2, [AOT] = 0.2M.

Los espectros TRANES muestran un solo punto isoemisivo en una A ~425nm,
éste indica que PRODAN emite desde dos microentornos diferentes: el solvente
organico y la interfase micelar.

Cabe aclarar que de todos lo solventes polares encapsulados. ¢l GY cs el mas
parceido cstructuralmente al agua. Sin ombargo, on las detecrminaciones experimentales
llevadas a cabo, se encontré que las micelas inversas de AOT que encapsulan GY no
PIesOnian un microontomo oplimo para guc sc¢ forme la especic ICT (fendmeno que si
se observo en micelas inversas acuosas dec AOT. cuvos resultados se detallaron ¢n la

AOT/ GY.aun W=4, es de 1.25 M (ver Tabia 13}. Dicho valor estaria indicando una
Lage i e ue TRODAN en la interfase micelar. por lo que la misma quedaria
localizada en una zona menos polar. De esta manera, se propone que una vez excitada la

molécula PRODAN, el proceso de transferencia de carga intramolccular, mostrado en ¢l

R e )
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Esquema 3, esta controlado por la polaridad del medio en el que se encuentra
PRODAN y por la localizacion de la molécula prueba dentro del agregado micelar.

Los resultados obtenidos utilizando técnicas resueltas en el tiempo, tales como la
auscncia dcl factor prcexponencial negativo, los espectros TRES analizados bajo el
modelo continuo, la apariciéon de un solo punto isocmisivo cn los cspectros TRANES
descartan la posibilidad quc PRODAN participc cn algun fenémeno en el estado
excitado. O sea que la interfasc dc cstc sistema micclar no presenta una po

optima para que se forme la especie ICT.

Qi hinn In T
U a r

A <3 un 30 or dc pucntc hidrogeno, es conocido que su
comportamiento difierc al dc los siguicntes solventes encapsulados: agua. EG, PG y
GY.® La difcrencia radica en quc FA manticne su estructura “intacta” dentro de la
micela mediante interaccioncs pucnte hidrogeno 7' Mientras que cuando se eneapsula
EG. PG vy GY. la cstructura del solvente encapsulado cambia, ya que se rompen las
interacciones intermolccularcs, debido a que los solventes encapsulados interaccionan
con el surfactante AQT 53 86 162 12

La Figura 87 muestra el espectro dc absorciéon dc PRODAN en cl sistcma

AQOT/ FA variando la concentracion de AOT aun W= 2.
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Figura 87: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ FA. W, = 2. [PRODAN]}= 5x10°
6
M.
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Los espectros de absorcion de PRODAN no muestran cambios al vanar la
concentracion de surfactante AOT.

En la Figura 88 se muestran los espectros de emision de PRODAN en estado
estacionario variando la [AOT]. La longitud de onda de excitacién a la cual fueron
determinados, fue Ae= 343nm (longitud de onda correspondiente al maximo de

absorcion).
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Figura 88: Espectros de emisién de PRODAN en n-heptano/ AOT/ FA. W, = 2. A, = 343 nm.
[PRODAN] =5 x10° M.

En esta figura se observa un corrimiento batocromico de los espectros de
emisién y un aumento de la intensidad de emision al aumentar la concentracion de
AOT. Es importante resaltar que los espectros de emision no presentan cambios en su
forma, no se observa la apariciéon de un hombro (al igual que cuando se encapsulé GY).

En la Figura 89, se muestran los espectros de emision de PRODAN en n-
heptano/ AOT/ FA, W, =2y [AOT] = 0.18 M. Los mismos se determinaron a distintas

longitudes de onda excitacion, Aexc= 331 nm, 343nm, 357 nm y 373 nm.
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Figura 89: Espectros de emision de PRODAN en n-heptano/ AOT/ FA, W= 2. A, =331 nm,
343nm, 357 nm y 373 nm. [AOT] =0.18 M.

En este sistema también se observé dependencia de la A.m, de PRODAN con la
Aexc, Y junto con los cambios en la posicion de los espectros de emision mostrados en la
Figura 88, queda de manifiesto la existencia de un proceso de particion que experimenta
la molécula prueba, al igual que el fenomeno de reparto observado cuando se
encapsularon los solventes dadores de pte H.

Se realizaron medidas de los tiempos de vida, t, d¢ PRODAN en n-heptano/

AOT/ FA. Los resultados se informan en la siguiente tabla.

Tabla 11: Tiempos de vida, t, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ FA. W= 2. [AOT}= 0.2
M. Aexc = 340 nm.

[AOT|I/M Ae/NIM T,/ns T,/ns x2
390 0.15£0.03(92%) 2.93+0.05(8%)*  1.03
0.2
450 3.02+0.04 1.18

a : los valores entre paréntesis son las contribuciones de las especies obtenidas del ajuste bi-exponencial
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La ausencia de factores preexponenciales negativos en los decaimientos de la
intensidad de emision de PRODAN informados en la Tabla 11, permite estimar que la
molécula PRODAN no participa en algiin proceso de transferencia de carga
intramolecular en el estado excitado.

En este sistema, también se pudo determinar el valor de K, a partir de los
corrimientos de los espectros de emision de PRODAN observados en la Figura 88. La
determinacion se realizo a una Aey = 440 nm y utilizando la ecuacion (46). Se obtuvo un
valor de K, = 5.1 M (ver Tabla 13). Dicho valor es grande en comparacién con los
valores obtenidos en los sistemas micelares que encapsularon EG, PG, GY y HyO.
Debido al mayor grado de incorporacion de la molécula PRODAN al interior de la
micela, PRODAN queda localizada en una zona de mayor polaridad que en los casos
anteriores. De esta manera se puede pensar que en este sistema micelar, una vez que
PRODAN se incorpora a la micela, la interconversion de PRODAN LE a PRODAN
ICT es muy rapida, por lo cual s6lo se estaria observando la emision desde el ICT.

I11.2.1.d Estudios en n-heptano/ AOT/ DMA y DMF
La Figura 90, muestra los espectros de absorcion de PRODAN en el sistema
micelar: n-heptano/ AOT/ DMA, en funcion de la concentracion de AOT a W= 3.5.

0.16 V7= [AOTIM
e —0
/. 1 5x10”
042 j/ \! —— 4,5x10”

—— 6x107

8x107
0,1

Absorbancia
o
8

o.m \ . =/,

0,00

300 325 350
A (nm)

400 425

Figura 90: Espectros de absorcion de PRODAN en n-heptano/ AOT/ DMA variando la [AOT].
W, =3.5. [PRODAN| =5 x 10°M.
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La aparicion de un punto isosbéstico en los espectros de absorcion, ~ 350 nm,
indica que PRODAN se reparte en el estado fundamental entre dos microentornos
diferentes: la micela y el solvente organico. La absorbancia de PRODAN disminuye con
el aumento de la [AOT], y a diferencia de los otros sistemas descriptos anteriormente,
se observan notorios cambios en los espectros de absorcion, éstos se corren hacia el
rojo. Parece ser que cuando se encapsula DMA y DMF en la micela, ambos solventes
permiten que exista un entorno lo suficientemente polar, como para que se encuentre
favorecida la incorporacidn de PRODAN, y por eso puede ser detectada por
espectroscopia de absorcion. Cuando se encapsulé DMF  se obtuvieron resultadoes
similares.

En la Figura 91, se muestran los espectros de emision de PRODAN en n-

heptano/ AOT/ DMF, variando la [AOT}, a W, =35
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Figura 91: Espectros de emision de PRODAN en: n-heptano/ AOT/ DMF, variando la JAOT], a
W= 3.5. Aex= 343nm. [PRODAN] = 5x10°M.

Se puede observar que los espectros de emision se corren al rojo, al igual que los
espectros de absorcidn mostrados en la Figura 90. Los cambios espectrales que aparecen

en la Figura 90 y en la Figura 91, pueden ser explicados en funcién de un proceso de

7

particion de PRODAN entre la interfaz de la micela inversa y el solvente no polar. Se

calcularon los valores de las constantes de reparto, K, utilizando el método descripto
e e e e e ————————
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mediante la ecuacion (40). El valor obtenido fue de 12 M. También, el valor de Kp se
pudo determinar por fluorescencia, ya que los espectros de emision son dependientes de
la [AOT). Para tal fin, se utilizé la ecuacion (46), dicha determinacion fue realizada a
una Ae,m,= 450 nm, y se obtuvo un valor de K,= 10.1 M. (ver Tabla 13)

Como los valores de K, también fueron determinados por espectroscopia de
absorcion, y se obtuvieron similares valores a los obtenidos por espectroscopia de
emision, se puede inferir que el reparto de la molécula PRODAN se lleva a cabo en el
estado fundamental.

Se determinaron los tiempos de vida, T, de PRODAN en n-heptano/AOT/ DMF,

W= 3.5, como lo muestra la Tabla 12.

Tabla 12: Tiempos de vida, T, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ DMF. W,= 3.5, A.,. = 340

nm.
JAOT)/M Aen/NM T/ns T2/ns x2
390 0.21+0.04 (61%)* 3.104+0.05 (39%)* 1.23
0.2
450 3.25+0.01 1.10

* Los valores entre paréntesis son las contribuciones de las especies obtenidas del ajuste bi-exponencial

A partir de los valores obtenidos en los ajustes correspondientes, se observa que
a una Aem = 390nm, la componente con el tiempo de vida menor es asignada a la especie
que emite desde el solvente organico y la otra con un T mayor es asignada a la especie
que emite desde el interior de la micela.

A una A., = 450nm, se observa que solo contribuye a la emision PRODAN localizada
en el interior de la micela. La contribucion de PRODAN localizada en n—heptano no se
observa a A = 450 nm.

En la Tabla 12 no aparece ninguin factor preexponencial negativo en los ajustes
realizados. Sin embargo, se conoce que los solventes DMA y DMF presentan una
polaridad apreciable cuando se incorporan a la micela, por lo cual lo que puede estar
ocurriendo es que en el estado excitado se encuentre favorecida la rapida formacion de

la especie ICT, sin poder ser detectada la especie de PRODAN LE.

L e e e e e e
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En la Figura 92, se muestran los espectros de emision de PRODAN en n-
heptano/ AOT/ DMA, variando el W, a[AOT]} =02 M.
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Figura 92: Espectros de fluorescencia de PRODAN en n-heptano/ AOT/ DMA a diferentes W,
[AOT] = 0.2M. [PRODAN}=5x10 * M.

Se observa que la molécula prueba es sensible al agregado del solvente DMA, ya
que los espectros de emision cambian al incrementar el Wy, lo cual estaria indicando un
incremento en la polaridad de la interfase micelar.

Se obtuvieron resultados muy similares cuando se realizé la misma experiencia
encapsulando DMF.

Los espectros TRES y TRANES, también permiten concluir que PRODAN
emite desde el solvente organico y desde la pseudofase micelar. Los espectros TRES se
corren con el tiempo hacia el rojo sin cambiar su forma y en los espectros TRANES se

observo la aparicion de un solo punto isoemisivo.

I11.2.2 Propiedades de las interfases micelares de n-heptano/ AOT/ solvente
organico polar y de n-heptano/ AOT/ agua.

Los valores de las constantes de reparto, K;, d¢ PRODAN en n-heptano/ AOT/
solvente organico polar y en n-heptano/ AOT/ agua fueron una de las herramientas que

permitieron inferir las propiedades de las interfases de dichos sistemas micelares.
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Tabla 13: Valores de las constantes de reparto, K,, d¢ PRODAN en n-heptano/ AOT/

solvente encapsulado.

Solvente

encapsulado Wy Wo Ko (M)
GY 2 1.2+0.1

EG 2 28+02

PG 2 28+02
Agua 10 25x03
DMF y DMA 2 10.1£0.9
FA 2 51+£03

* Todos los valores de K;, fueron determinados con la ecuacion (46).

Los resultados de la Tabla 13 y pueden ser resumidos en forma cualitativa de la

siguiente manera:

Kp omaomr ) Kp ra) Kp morcse) Kp oy
Esta asignacion permite comprender las propiedades de las interfases de los sistemas
micelares estudiados.

Como ya se menciono en este texto, cuando se encapsulé DMA y DME,* en n-
heptano/ AOT/ agua, se observdo un aumento considerable en la polaridad de ambas
interfases micelares,*"- ’* ® favoreciendo la incorporacion de PRODAN a la micela. Se
conoce que las estructuras “bulk” de DMF y DMA se rompen dentro de la micela ya
que ambos solventes solvatan al ion Na', contraion del surfactante AOT, provocando un

76, 83, 189
8 Este hecho se ve

aumento de la polaridad de la interfase de la micela.
manifestado en los mayores valores de las K. Por lo cual se cree que las interfases de
estos sistemas micelares no son muy rigidas, ya que DMA y DMF no presentan
interacciones del tipo puente hidrogeno con el surfactante AOT. Asi, la gran polaridad
de este microentorno estaria favoreciendo la rapida conversion de PRODAN desde el
estado LE al estado ICT, observandose la emision de PRODAN localizada en la
interfase, emitiendo solo desde el estado ICT. ***

Por otro lado cuando se encapsulo FA, los estudios espectroscopicos mostraron

que PRODAN también sensa nuevamente un entorno polar favoreciendo la emision
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desde el estado ICT. Se conoce de bibliografia que la FA cuando es encapsulada en la
micela no se comporta como un solvente dador de puente H, ya que su estructura
cambia muy poco, y solo interacciona con los contraiones Na' del surfactante AOT.*" 7"
83,193

Una situacion muy diferente se observé cuando se encapsularon los solventes
dadores de puente hidrogeno: agua, PG, EG. En estos sistemas micelares, se observo un
menor grado de incorporacién de PRODAN, manifestado en los valores menores de K,
posiblemente debido a la rigidez de las interfases de los mismos. Estos presentan una
interfase con propiedades adecuadas para que se forme la especie ICT en el estado
excitado, lo cual se manifiesta llevandose a cabo la emisién dual de la molécula
PRODAN, 6 sea que se excita una sola especie de PRODAN y luego la emision
proviene de dos especies diferentes emitiendo al mismo tiempo, las cuales presentan dos
bandas de emision discretas.

Por ultimo cuando se encapsuld GY, se obtuvo el menor valor de K,
(comparado con los valores de K; obtenidos en los sistemas micelares previamente
descriptos) lo cual explica que PRODAN queda incorporado en la interfase de la micela
localizada en una zona poco polar, por lo cual el fendmeno de transferencia de carga
intramolecular no ocurre y solo emite PRODAN desde el estado LE.

Cabe aclarar que utilizando el Modelo de la Pseudofase se determinaron los
valores de K, informados en la Tabla 13, el cual como ya se mencioné considera al
sistema micelar como un todo, 6 que todo el surfactante empleado forma micelas, por lo
tanto se utilliza la concentracion de surfactante total y no la concentracién de micelas
presentes, de esta manera el valor determinado de K termina siendo independiente del
numero de agregacion del sistema micelar: N,,.

I11.2.2.a Cilculo de la micropolaridad de la interfase

De bibliografia se conoce que PRODAN es una molécula que puede ser utilizada
como parametro de polaridad de solvente, ya que las energias involucradas en el
fenémeno de absorcion y emisién (expresadas en Kcal/ mol) correlacionan con el
conocido parametro de polaridad: Er(30)." %
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Este hecho permitié estimar la micropolaridad del microentorno donde se ubica
PRODAN en los sistemas micelares, en los que no se lleve a cabo el proceso emisivo de
fluorescencia dual previamente mencionado. O sea que PRODAN emite desde un tnico
estado: LE o6 ICT.

La energia de la banda de emision de PRODAN, Eem prodan, puede ser utilizada

como parametro de polaridad, dicho valor puede ser calculado de la siguiente manera:

Eem prodan (Kcal/mol) = 28.600/ Aem 2™ (52)

donde Ay corresponde a la longitud de onda emision de PRODAN al valor de W,
maximo alcanzado para cada sistema y a una [AOT]= 0.2M.

Para conocer los valores de ET 39 para cada solvente se utilizé la ecuacién (53).
Cabe aclarar que esta correlacion fue realizada mediante la utilizacion de 26 solventes,
(incluidos los solventes que figuran en la Tabla 1 en este trabajo de tesis) los cuales

presentan diferentes polaridades.'® '+ 1%°

Er a0y (Kcal/mol) = 147 — (1.62 X Eem prodan) (53)

En la siguiente tabla, se detallan los valores de Er3¢)y de la energia de la banda
de emision, Eem prRODAN-

Tabla 14: Valores de Er;39) y de E.y progan determinados en diferentes sistemas micelares.

We=2.

) . Eem Prodan/ Erioy
Sistema micelar Solvente
Kcal/ mol Kcal/ mol
n-heptano/ AOT/ GY 67.93 36.95 tetrahidrofurano
acetona
n-heptano/ AOT/ 65 41.7 dietilformamida
DMA y DMF
benzonitrilo
n-heptano/ AOT/ FA 66.05 39.99 piridina
n-heptano/ AOT
68.58 35.89 tetrahidrofurano
(Ws=0)

e ——
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- A partir de los valores obtenidos se comprob6 que PRODAN sensa una mayor
polaridad cuando se encapsulan DMA y DMF en la micela inversa de n-heptano/AOT.
Este resultado se condice con las conclusiones extraidas cuando se determinaron los
valores de K, en los mismos sistemas micelares, ya que PRODAN sensa un entorno.
muy polar. El microentomo de la micela donde se localiza PRODAN presenta una
polaridad similar a la de los solventes: acetona, dietilformamida, benzonitrilo.
- Mientras que la polaridad del sistema formado por n-heptano/ AOT, 6 sea a Ws=0es
similar a la polaridad obtenida cuando se encapsulé GY. El microentorno de la micela
donde se localiza PRODAN presenta una polaridad similar a la del solvente
Tetrahidrofurano, THF. Para estos sistemas los valores de Er0) obtenidos son menores
que cuando se encapsulo DMA, DMF y FA.
- Cuando se encapsulé FA, el microentorno de la micela donde se localiza PRODAN
presenta una polaridad similar a la del solvente piridina.

O sea que los valores de Er@oy determinados que aparecen en la Tabla 14,
reafirman las conclusiones arribadas a partir de los valores de K, obtenidos en la Tabla
13. De esta manera, se puede concluir que la polaridad es una variable muy importante a

controlar si se quiere conocer desde que estado emitira la molécula prueba PRODAN.

111.2.3 Conclusiones

Para cada sistema micelar estudiado, PRODAN participa en un proceso de
reparto entre el solvente externo y el medio micelar. Utilizando el “modelo de la
pseudofase”,%% 70 84, 160. 162. 180, 196 o jeterminaron los valores de K a partir de los
cambios de los espectros de emision y de absorciéon de PRODAN, a medida que se
incrementa la concentracién del surfactante AOT. Dichos valores de K,, dependen
notoriamente de la naturaleza quimica del solvente polar encapsulado y a su vez
correlacionan con la posible localizacion de PRODAN en un microentorno de la micela
inversa desde donde puede emitir.

El comportamiento fotofisico de la molécula PRODAN depende de las
propiedades de la interfase del sistema micelar. De esta manera se pudo comprobar que
PRODAN emite solo desde el estado ICT cuando se encapsula: DMA, DMF y FA, ya

que las interfases de estos sistemas micelares presentan la polaridad 6ptima para que la
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transferencia de carga intramolecular ocurra. Mientras que cuando se encapsulé GY,
PRODAN emite solo desde el estado LE, al igual que lo observado en n-heptano/ AOT
sin el agregado de agua, Wo=0.*!

Cuando se encapsulé agua, EG y PG PRODAN emite desde dos estados
diferentes: LE e ICT, al mismo tiempo. A medida que aumenta la micropolaridad de la
interfase micelar, es posible detectar mediante técnicas resueltas en el tiempo que el
estado LE forma un nuevo estado: ICT.

Es posible controlar la emision de PRODAN, cambiando las propiedades de la
interfase de la micela de n-heptano/AOT. Este hecho est4 intimamente vinculado con la
naturaleza del solvente polar que se encapsule en la micela.

Los solventes polares acuosos 0 no acuosos que se encapsulen en la micela
inversa de n-heptano/ AOT pueden ser una variable crucial para controlar los procesos
de transferencia de electrones para moléculas con una fotofisica compleja como lo es
PRODAN

El sistema micelar n-heptano/AOT, es un sistema organizado modelo con las
propiedades Optimas para poder estudiar in vitro procesos de transferencia de carga de

moléculas bioldgicas que se encuentran en la membrana celular.

III.3 Sintesis de un macrosurfactante formado por AOT y BHDC.
Caracterizacion de los posibles agregados micelares formados.

Continuamente se estan desarrollando nuevos surfactantes para distintas
aplicaciones especificas, como por ejemplo, nanotecnologias o para satisfacer la
demanda de surfactantes no agresivos para el ambiente, biodegradables y no

irritantes.'*” %%

En este contexto, se realizd la sintesis de un nuevo surfactante, mostrado en la
Figura 38, a partir de los siguientes precursores: el surfactante aniénico AOT y el
surfactante cationico BHDC.

Se caracterizaron los agregados micelares formados en benceno, para lo cual se

realizaron las siguientes determinaciones:

- determinacién de la concentracién micelar critica, CMC.*
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- determinacion del nimero de agregacion, Ngg.
- determinacion de la capacidad de aceptar agua del sistema micelar.

- determinacion del tamafio de los agregados formados.
Para poder llevar a cabo la caracterizacion del nuevo surfactante, AOT-BHD, las
técnicas empleadas fueron: espectroscopia UV-visible y de fluorescencia,

espectroscopia resuelta en el tiempo y de dispersion dindmica de la luz, DLS.

I11.3.1.Caracterizacion del macrosurfactante sintetizado.
I11.3.1.2 Determinaciéon de la concentracién micelar critica, CMC.

Para poder determinar la CMC de cualquier surfactante, se debe monitorear el
cambio de alguna propiedad del sistema con la variacion de la concentracién de
surfactate empleado. Por eso, para poder conocer si el macrosurfactante sintetizado
forma micelas inversas en un solvente organico como benceno, se realiz6 la
determinacion de la CMC, utilizando técnicas conductimétricas y de espectroscopia UV
visible.*® 1200
Para conocer la CMC, se utiliz6 como sonda espectroscopica a la molécula
0QB,* cuyo comportamiento en medios homogéneos y en micelas aniénicas de AOT y
catiénicas de BHDC ha sido estudiado hace algunos afios.”® ** ** Cabe aclarar que sc
conoce que QB e¢s una molécula relativamente pequefia y que no perturba
significativamente ¢l medio micclar, por lo cual cs muy til para caracterizar a un

"-"fnmq l\!‘ﬁ‘!ﬂ!‘]qaf\ 7" 34 39 T)u-hq m!‘\}ﬁ‘(‘!!}'—\ nreconta nam}\lnc Cspcctroscépicos Cuando

,,,,,,,,,, ganizado, molécula presenta cambios
se varfa la concentracion del macrosurfactante, comose muestraenlaFigura @ yen ba
Figura 94.

La Figura 93 muestra que la molécula prucba QB scnsa diferentes cntornos a
medida que s incromenta la concontracién de macrosurfactante, [AOT-BHD], ya que

181 A - + ) 4
las posicioncs dc ambas bandas dc absorcidn mucstran cambios, Iz banda B sc corre

2 banda B; también se corre y a su vez disminuye su intensidad.
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Figura 93: Espectros de absorcion de QB en benceno/ AOT-BHD/ agua, W, = 1.6. [QB] = 2x107*M.

A partir de los cambios en la longitud de onda de la banda B; Ag;, con el

incremento de la concentracidon de macrosurfactante, se determindé la CMC como lo

muestra la Figura 94. E] punto de inflexion de la sigmoide que aparece en la Figura 94,

es el que indica el valor de la CMC determinada. Para este sistema micelar, se obtuvo

una CMC de 0.0125 M.
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Figura 94: Variacion de la Ay, de QB en funcion del incremento de la [AOT-BHD]. [QBJ= 2x10*M.
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La CMC también fue determinada utilizando técnicas conductimétricas.?’" 2% Se

midid la conductividad variando la concentracion de macrosurfactante: AOT-BHD, a un
mismo contenido acuoso, Wy = 1.6, ya que es el maximo contenido acuoso que puede
resistir el sistema micelar, como se detallara a continuacion.

En la Figura 95 se muestran los resultados correspondientes.

- -
£ @»

v T . L]
a

(uomiom)

Conductividad

e o o =

a o o o

LB B O B B
a

a

e
)
T

-5 * -4 -3 2 -1 0
fog [AOT-BHO}M

Figura 95: Conductividad de las micelas formadas por benceno/ AOT-BHD/ agua, W, = 1.6,
variando la [AOT-BHD].

A partir del punto de inflexion de esta curva, se pudo conocer el valor de la
CMC, el mismo es 0.013 M. Los valores de CMC obtenidos por técnicas invasivas y no
invasivas son similares.

Cabe aclarar que el valor de CMC obtenido es del orden de los valores de las
CMC correspondientes a un surfactante no iénico, lo cual estaria explicando que el
macrosurfactante (BHD-AOT) se agrega de un modo diferente a un surfactante idnico
como los precursores del macrosurfactante: BHDC y AOT.*®

La determinacion de la CMC también se realizé a Wy = 0, pero el perfil de la
correspondiente sigmoide no quedd bien definido, por lo cual se concluye que el
surfactante AOT-BHD necesita de la presencia de agua para favorecer la agregacion de

los mondmeros del mismo.
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M1.3.1.b Determinacién del tamaiio de los agregados micelares

Se utilizaron técnicas de dispersion dinamica de la luz, DLS para poder conocer
el tamafio de los agregados micelares formados, y si los mismos podian encapsular agua
en su interior. Por lo tanto se verifico, si al incrementar el parametro Wy, existe alguna
variacion de los radios hidrodindmicos de los mismos. En la Figura 96 se muestran los
resultados correspondientes a esta experiencia realizada a 32°C, ya que debajo de esta

temperatura no queda formada una solucion homogénea.
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Figura 96: Radios hidrodinamicos de un sistema micelar formado por benceno/ AOT-BHD/ agua,
variando el Wy |[AOT- BHD|= 0.015 M.

Para el sistema micelar formado por benceno/ AOT-BHD, el agregado de agua
conduce a un aumento del radio hidrodinamico de cada micela, lo cual estaria indicando
que el agua es encapsulada en el interior de los agregados formados.

Otro aspecto a destacar de esta experiencia, es que existe una relacion casi lineal
entre el radio hidrodindmico y el Wy, lo cual es indicio de que las micelas formadas no
son interactuantes entre ellas,'*® 2% 2%4
Los valores méaximos de W, alcanzados son bajos si se los compara con los

obtenidos al encapsular agua en micelas de AOT*"* y/ 6 de BHDC.?*

I==———— = __———— - e ———— e _ ———__ WY
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M1.3.1.c Micropolaridad de la interfase micelar

Para conocer la micropolaridad de la interfase del sistema micelar formado por
el macrosurfactante, se utilizo nuevamente la molécula QB como sensora de dicha
propiedad. Por eso, se realizo la variacion del contenido acuoso del sistema, 6 sea del
parametro W. En la Figura 97, se muestran los resultados de la experiencia en la que se

grafica la longitud de onda de la banda de absorcion By, Ag;, en funcion del Wo.
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Figura 97: Variacién de la Ag; de QB en benceno/ AOT- BHD/ agua, variando el Wy, [Mac]= 0.05M.

Al monitorear la posicion de la banda B, de QB, la cual es sensible
principalmente a la polaridad, en funcion del W, se observa que la micropolaridad de la
interfase aumenta con el agregado de agua.

Si comparamos con el comportamiento de QB en los sistemas micelares
formados por los precursores del macrosurfactante, se observa que a Wy < 0.4, la
micropolaridad sensada por QB es similar a la que se observo en benceno/ BHDC a
Aem= 538 nm y W, = 0, mientras que al maximo Wy que resiste el macrosurfactante, la
polaridad sensada es la que corresponde al sistema formado por n-heptano/ AOT,

observado a una Aey= 506 nm.”’
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I11.3.1.d Determinacién del nimero de agregaciéon, N ,;

Utilizando la técnica de inhibicidn de la fluorescencia en estado estacionario,
“quenching”, se pudo conocer el niimero promedio de moléculas de macrosurfactante
por micela, 6 sea el Ny,.

Se eligio al complejo fluorescente de [Ru(bpy)s]? como molécula prueba
fluorescente y al metilviolégeno como inhidor de la fluorescencia para determinar el N,
del sistema micelar: benceno/ BHD-AOT/ agua.?*"-2%

En la Figura 98, se muestra el espectro de emisién del [Ru(bpy):]** en agua. El

espectro de emision muestra una banda cuyo maximo aparece a A= 606 nm.
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Figura 98: Espectro de emisién de [Ru(bpy);]"’ en agua. A, = 453nm y [[Ru(bpy)s]*?] = 3x10°M.

En la Figura 99, se muestran los espectros de emision del complejo de
[Ru(bpy):]*%, variando la concentracién de macrosurfactante, a una concentracion de

inhibidor, “quencher”, y contenido acuoso constantes, [Q] = 1x107° M. W, = 1.
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A= 565nm
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Figura 99: Espectros de emisién de la fluorescencia de [Ru(bpy)s}*? variando la [AOT-BHD] en
benceno/ AOT-BHD/ agua. Wo= 1. [[Ru(bpy)sl ] = 3x10"°M y.[Q} = 1x107 M., A .= 453 nm.

Se observa que la banda de emision del complejo fluorescente cuando se
encuentra en este sistema micelar, aparece a una longitud de onda muy diferente a la
que se observo en agua (ver Figura 98). A partir de los datos de la Figura 99, y
utilizando la ecuacion (51), la cual relaciona las intensidades de fluorescencia
de[[Ru(bpy)3]+2] con y sin inhibidor, con la concentracion de macrosurfactante
utilizada, se calcula In (I/I) y se representa vs 1/ [AOT-BHD] como lo muestra la
Figura 100.

S ——
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Figura 100: In (I%D) vs 1/ [AOT-BHD]. W, = 1. [Q] = 1x10° M.

Utilizando la ecuacioén (51), y a partir de la pendiente del grafico anterior, se
pudo conocer el valor del nimero de agregacion, el cual es de 33. Dicho parametro
también fue determinado mediante la realizacion de otra experiencia, siguiendo los
espectros de emision de [Ru(bpy)s]’” a diferentes concentraciones de inhibidor, Q, a
We= 1, y JAOT-BHD] = 0.05 M. Los espectros se muestran en la Figura 101.
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Figura 101: Espectros de emisién de [Ru(bpy):]'* en benceno/ AOT-BHD, agua, W,= 1, variando la
[Q]. JAOT-BHDJ= 0.05 M. [Ru(bpy)s| = 3x10° M.
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Se analizaron los datos de esta experiencia, utilizando la ecuacion (51), yen la

Figura 102 se observan los resultados correspondientes.

0.8

o7} =
L
06|
05|
2 04 L
4 "
03}
02} .
=
01
A L A 1 i 1 A ! A 1
00 2,0x10" 4,0x10° 8.0x10° 8.0x10" 1.0x10°

Qm

Figura 102: In (I%1) vs [Q]. We= 1. [[Ru(bpy)s|**}= 3x10°M.

De la pendiente de este grafico y utilizando la ecuacion (51), se pudo conocer el
Nag, cuyo valor es 31.

Los resultados mostrados en la Figura 100 y en la Figura 102 permitieron
conocer el numero de agregacion del sistema formado por AOT-BHD, mediante la
realizacion de dos experiencias diferentes. El valor del N, obtenido confirma los
resultados obtenidos utilizando técnicas de dispersién dindmica de la luz, (ver Figura
96) 209ya que el valor del Ny, es pequefio. Y teniendo en cuenta ademas que los valores
de los radios hidrodindmicos son bastantes grandes para estar en presencia de micelas
inversas esféricas, mediante la utilizacién de ambas técnicas se propone que las micelas
preparadas a partir del surfactante AOT- BHD, presentan una forma elipsoidal como lo

muestra la Figura 103.

i ]
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Figura 103: Representacién esquematica de una micela inversa formada por benceno/ AOT-BHD.

[11.3.2 Estudio del comportamiento fotofisico de [Ru(bpy)s]"* en micelas inversas
cationicas, aniénicas y en micelas mixtas.

Cuando se determiné el nimero de agregacion para el sistema micelar formado
por benceno/ AOT- BHD/ agua, se obtuvieron los espectros de emision de [Ru(bpy)s] ™

(ver Figura 99), y se observd que el comportamiento emisivo de [Ru(bpy);]+2 en ese

. . . . 2
medio micelar, es muy diferente al comportamiento que presenta en agua.'’* *'

(ver
Figura 98) Por esta razon, se investigo la influencia de las distintas interfases micelares
(anidnica y, catidnica) y microentornos sobre el comportamiento fotofisico del
mencionado complejo fluorescente, para comprender el corrimiento espectroscopico

observado en la Figura 99.

111.3.2.a Comportamiento fotofisico de [Ru(bpy);]" en agua.

En la Figura 104, se muestra el espectro de absorcion del complejo de
[Ru(bpy)s]** en agua.

Se conoce que el complejo de [Ru(bpy)s]™ presenta un comportamiento que

obedece a la ley de Lambert y Beer en agua.'”*"!
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Figura 104: Espectro de absorcién de [Ru(bpy);]*” en agua. [[Ru(bpy);]*] = 3x10°M.

El espectro de absorcion de [Ru(bpy)s]"> en agua presenta una banda con
maximo en la region visible, con A~ 453 nm.
La Figura 105 muestra que los espectros de emision de [Ru(bpy)s]** en agua, no

son dependientes de la longitud de onda excitacion.
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Figura 105: Espectros de emisién de [Ru(bpy);l.]"z en agua. Ay = 422 nm, 453 nm, 490 nm.
[IRu(bpy)s|*] = 3x10* M.
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Luego, se determinaron los t del complejo de [[Ru(bpy)3]+2]= 3x10° M en agua,
observando a una A= 606 nm y a A= 650 nm, como lo muestra la siguiente tabla.

Tabla 15: t del complejo de [Ru(bpy)s]* en agua. [[Ru(bpy);|*?} = 3x10° M. A, = 450nm.

[Ru(bpy)s] M Aen/nm T,/n8 %2
s 606 419+ 1 1.24
Ix10°
650 420+ 1 1.03
606 420 £ 1 1.07
3x10°
650 421 +2 1.22

Se obtuvieron solo ajustes monoexponenciales, cuyos tiempos de vida presentan
valores muy similares entre si, lo que permite concluir que los mismos no dependen de
la longitud de onda de emision ni de la concentracion del complejo fluorescente

utilizada. Esto permite concluir que hay una Unica especie involucrada.

I1L3.2.b Efecto de la variacion de la concentracion de AOT y BHDC sobre la
fotofisica de [Ru(bpy);}+2 en n-heptano/AOT/ agua y benceno/ BHDC/ agua.
En la Figura 106 se muestran los espectros de emision de [Ru(bpy);]™ variando

la [AOT], en n- heptano/ AOT/ agua, a un Wy =3, determinados a una A.,. = 453nm.
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Figura 106: Espectros de emisién de lRu(bpy)3]+2 variando la [AOT] en n- heptano/AOT/ agua, W,
=3, Aexe = 453nm.
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Se observa que la banda de emisién no cambia su posicioén al cambiar la [AOT],
lo cual estaria indicando que en el sistema micelar anidnico, el complejo de
[Ru(bpy);]*2 no “sensa” el efecto de la micela inversa ya que esta anclado en la interfase
de la misma, intercalandose entre las cabezas polares del surfactante aniénico AOT, y
presenta una fuerte interaccion del tipo electrostatica entre el complejo fluorescente
catidnico y el AOT.2'> 213

LLa Figura 107 muestra los espectros de emision de [Ru(bpy);]"2 en benceno/

BHDC/ agua, variando la [BHDC] a W= 3.

567nm

4,50x10° |-

3,00x10°

Intensidad de emision

1,50x10° |-

0,00

A (hm)

Figura 107: Espectros de emisién de [Ru(bpy);]*? en benceno/ BHDC/ agua variando la [BHDC].
Wo=3. heye=453nm.

Se observa en la Figura 107, que los espectros de emision muestran cambios
notorios, ya que con el incremento de la [BHDC] desde 0.01M a 0.2M, la banda de
emision centrada en 567 nm que presenta un “hombro” a ~ 610 nm, se corre al rojo y se
ensancha, desarrollandose una nueva banda con maximo en 640 nm.

Los cambios espectroscopicos observados podrian estar manifestando la diferencia en el

31, 44

comportamiento de [Ru(bpy);]sz al cambiar el niimero de ocupacidn, (Nocup) €N

micelas inversas cationicas. Dicho parametro se define en la siguiente ecuacion:

Rocup ( = [[Ru(bpy)s] *}/[Micelas}]) (54)
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Donde la concentracion de micelas formadas se define como:

[Micelas] = ((BHDC] ~ CMC)/ Nyq (55)

El Ny, para el sistema micelar formado por benceno/ BHDC/ agua, a Wy = 3, se
obtuvo del trabajo realizado por Grand y colaboradores. cuyo valor es N, de 121 206

Reemplazando los correspondientes valores en la ecuacion (55), [BHDC] = 0.01
M, CMC = 8x10°M,*’y Nz = 121, se obtiene que la [Micelas] = 1.6x10”° M. Este valor
es necesario para conocer el nocyp, definido en la ecuacion (54), ya que si se reemplaza
junto con el valor de la [Ru(bpy)s] ] = 3x10”° M, se obtiene finalmente el valor del Nocup
= 1.9. En estas condiciones esta presente mas de una molécula del complejo
fluorescente por micela. Por esto, se piensa que el complejo de [Ru(bpy);]™ participa en
un proceso de autoagregacion en las micelas cationicas favorecido a concentraciones
bajas de surfactante, ya que existe la probabilidad que se encuentre mas de una
molécula del complejo fluorescente en una micela y forme un agregado.'®"

Un fendémeno similar en donde se verificé la formacién de un agregado, fue
observado en micelas inversas de n-heptano/ AOT, utilizando como sonda a la molécula
naranja de acridina, AOB.” O sea que las micelas inversas pueden ser medios utiles
para permitir que una determinada molécula forme un agregado dentro de ella y que
cuando se encuentre fuera de ella dicho agregado se desagruegue. La molécula
Cumarina 343 forma agregados cuando se encuentra incorporada en micelas de
isooctano/ AOT/ solvente polar, y cuando el solvente encapsulado es aceptor de puente
hidrégeno.g5

Se realiz6 otra experiencia con el objetivo de corroborar si el complejo
fluorescente se agrega o no dentro de las micelas inversas de BHDC, para lo cual se
determinaron los espectros UV del complejo de [Ru(bpy)s]** en benceno/ BHDC/ agua,

a W= 3, como lo muestra la Figura 108.
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Figura 108: Espectros de absorcion de [Ru(bpy):]'? en benceno/ BHDC/ agua. W, = 3. [BHDC] =
0.01 M.

En la Figura 109, se graficaron las absorbancias correspondientes vs la
cocentracion de [Ru(bpy)s]™ para verificar si se cumple la ley de Lambert y Beer en las

condiciones mencionadas anteriormente.
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Figura 109: Ley de Lambert y Beer de [Ru(bpy):]** en benceno/ BHDC/ agua, W; = 3, [BHDC]=
0.01 M.
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A partir de la Figura 109, se puede observar que al incrementar la [Ru(bpy)s] ™,
la absorbancia no es lineal con la concentracion del complejo de [Ru(bpy):]**. Esta
experiencia, provee una evidencia adicional que permite confirmar la existencia del

fenémeno de auto-asociacion entre moléculas de [Ru(bpy)z] ™.

111.3.2.¢ Determinacion de los tiempos de vida, 1, del complejo [Ru(bpy)s]** en n-
heptano/ AOT/ agua, en benceno/ BHDC/ agua y en benceno/ AOT-BHD/ agua.

Se utilizé el equipo de conteo de foton unico, para determinar los tiempos de
vida del complejo fluorescente en el sistema micelar anidnico, en el sistema micelar
catidénico y en el sistema micelar mixto. Las determinaciones fueron realizadas a
diferentes concentraciones de surfactantes y también a diferentes valores de Wy. En la
Tabla 16, se informan los tiempos de vida, 1, del complejo [Ru(bpy):]'* que fueron

medidos en: n-heptano/AOT/ agua.

Tabla 16: Tiempos de vida, T, de [Ru(bpy):]”* en n-heptano/ AOT, a distintos W, y [AOT].
Aexe = 450nm. [[Ru(bpy)s]™] = 3x10°M.

IAOT|/M W, Aem /NM T/ns 12
3 648 2191 116
685 2212 1.14
0.01
10 648 226 + 1 1.31
685 224 +1 1.23
; 648 207 +3 0.99
685 21742 0.95
0.15
0 648 221£5 1.07
685 227+ 3 0.97

Como se puede observar, todos los ajustes de los decaimientos de la intensidad
de la emision son monoexponenciales, reafirmando que la tnica especie del complejo
que emite es la que se encuentra anclada en la interfase de la micela de AOT, como
quedd evidenciado previamente utilizando técnicas de absorcidén y emision en estado

estacionario.
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En la Tabla 17, se muestran los tiempos de vida del complejo de [Ru(bpy)s]**

determinados en benceno/ BHDC/ agua, a diferentes W.

Tabla 17: Tiempos de vida, 1, de [Ru(bpy)s:]** en benceno/ BHDC/ agua, a distintos W, y
[BHDC|. Lo = 450 nm. [[Ru(bpy)s|”*] = 3x10”° M.

IBHDC]/M Wy A../nm T, /ns T, /ns x2
X 570 94 £2(67.53%)  323.6£15.1(32.47%) L.16

0ol 605 96 +1 (72.77%)  384.3+19.5(27.23%)  1.06

570 643+ 7 1.12

10 605 669+ 9 0.99

619 522 +8 1.16

’ 640 510 +8 1.10

01 619 457 +2 1.02

0 640 453+ 1 1.05

A Wy= 3 y [BHDC]= 0.01 M, se obtuvo un ajuste del decaimiento de la
intensidad de emision biexponencial, confirmando la formacién de un autoagregado,
suponiendo que la especie con menor tiempo de vida corresponde a un posible
autoagregado de [Ru(bpy);]™ y la de mayor tiempo de vida corresponde al mondémero
de [Ru(bpy)s]™. Cabe aclarar que éste hecho se pone de manifiesto cuando el nimero
de ocupacion, n.op, definido en la ecuacion (54) es alto, favoreciendo como ya se
menciond anteriormente la probabilidad de que mas de una molécula de complejo se
encuentre en la misma micela.

Otra evidencia experimental que reafirma la existencia de un agregado, son los
cambios en la forma y posicion de los espectros de emisién que se observaron al variar
la [BHDC], ver Figura 107. Estos resultados serian concordantes con los obtenidos en la
Figura 108 y en la Figura 109, en donde no se observa el cumplimiento de la Ley de
Lambert y Beer. Mientras que a Wy = 10 y a una [BHDC] de 0.01 M, se obtuvo un
ajuste monoexponencial, asignandose al Gnico tiempo de vida a la especie del complejo

que por repulsiones electrostaticas con el surfactante, se localizaria mas cerca del “pool”
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de la micela. La presencia de mayor cantidad de agua, estaria favoreciendo la
desagregacion del complejo mencionada en el caso anterior.

Los ajustes obtenidos a una [BHDC] = 0.15, Wy = 3 y W, = 10, son
monoexponenciales, 0 sea que a [BHDC] mayores, el agregado no existe mas y solo
contribuye a la emision el complejo de [Ru(bpy)s] > en forma de monomero, localizado
practicamente en el agua como lo muestran los valores de los tiempos de vida.

Por lo tanto, un aumento de la [BHDC] y del W,, permite obtener ajustes
monoexponenciales, lo cual explica que se favorece la desagregacion del complejo de
[Ru(bpy)s] ™

A partir de la Tabla 16 y de la Tabla 17, se observa que el comportamiento
espectroscopico del complejo fluorescente, a Wy = 10, es muy diferente, lo cual permite
inferir que el agua confinada en los sistemas micelares n-heptano/ AOT y benceno/
BHDC se estaria comportando de diferente manera. Estos resultados serian compatibles
con los resultados informados por Quintana etal en literatura >' En su trabajo investigo
al comportamiento del agua encapsulada en micelas inversas de AOT y BHDC,
mediante el uso de la molécula prueba ioduro de trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-
metilpiridinio (HC) y el empleo de espectroscopia de absorcion y emision estatica y
resuelta en el tiempo. Los resultados encontrados mostraron que las propiedades del
agua confinada dependen del tipo de surfactante utilizado para formar las micelas
inversas. En tal sentido, se muestra que el agua es mucho mas dadora de electrones en el
sistema micelar anionico en comparacion con el sistema micelar cationico y el agua
pura,’' lo cual puede permitiria utilizar estos sistemas como *“nanoreactores”.

Por ultimo, en la Tabla 18 se muestran los resultados de la experiencia en la que
se determind los tiempos de vida, 1, del complejo de [Ru(bpy):]™ en benceno/ AOT-
BHD/ agua, Wy = 1.2, a dos concentraciones de macrosurfactante diferentes, [AOT-
BHD]=0015My 0.1M.

El tiempo de vida de [Ru(bpy):]"? en este sistema micelar, es similar al que se

encontro a concentraciones altas de BHDC (ver Tabla 17).
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Tabla 18: Tiempos de vida, 7, de [Ru(bpy);|”* en benceno/ AOT-BHD/ agua, W, = 1.2, a
[AOT-BHD] =0.015M y 0.1 M. A, = 450 nm. [[Ru(bpy);]?] = 3x10" M.

[AOT-BHD] Aep /nm T, /ns T, /ns x2
] 567 107 £5 (9.29%) 413 +3(90.71%) 1.15
o 613 125 +7 (8.16%) 443 +4 (91.84 %) 1.05
567 50542 1.04.
o 615 420+4 1.20

El complejo de [Ru(bpy)s]™* cuando esta incorporado en micelas formadas por
benceno/ AOT-BHD/ agua, parece emitir desde un microentorno localizado cerca de la
region cationica del macrosurfactante, a pesar de tener este entorno la misma carga que
el complejo fluorescente. Estos resultados dan idea de la existencia de una posible
interaccion entre los electrones m de los anillos aromaticos del complejo fluorescente
con la cabeza polar positiva del macrosurfactante, como ya se ha encontrado con otras
moléculas aromaticas.'*> %

En la Figura 110 se muestran los espectros de emision de [Ru(bpy):]™ en tres
sistemas micelares diferentes, formados por n-heptano/ AOT/ agua, en benceno/ BHDC/
agua y benceno/ AOT-BHD/ agua. a W, = |, y a una concentracion de surfactante de
0.05 M. Los espectros de emision fueron determinados excitando a 453nm.

Los espectros mostrados en la Figura 110, permiten inferir en que microentorno
del sistema micelar formado por benceno/ AOT-BHD/ agua queda localizado el
complejo fluorescente. Se puede observar que [Ru(bpy);]+2 presenta un comportamiento

espectroscopico muy parecido al observado en la micela inversa cationica

e e e e}
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Figura 110: Espectros de emision de [Ru(bpy);]” en n-heptano/ AOT/ agua, en benceno/ BHDC/
agua y henceno/ AOT-BHD/ agua. W, = L. [Surf} = 0,05M. 2., = 4533nm. [[Ru(bpy)s]?] = 3x10°M.

Este hecho se pone de manifiesto en la posicion de ambas bandas de emision,
por lo tanto se concluye que [Ru(bpy):]™ en el sistema micelar mixto podria estar
localizado cerca de la porcion catidonica del macrosurfactante. A pesar que el complejo
fluorescente y la region cationica del macrosurfactante presentan la misma carga, se
puede llevar a cabo la interaccion mencionada previamente donde la nube de elctrones ©t
de los anillos aromaticos del complejo fluorescente es atraida por la carga positiva del

grupo amino localizada en la region cationica del macrosurfactante.

I11.3.3 Conclusiones

- Se realizo la sintesis y caracterizacion de un nuevo surfactante, a partir del
surfactante anionico dioctil sulfosuccinato de sodio, AOT y del surfactante cationico
cloruro de bencil-hexadecil-dimetil amonio, BHDC. El surfactante sintetizado, AOT-
BHD, presenta la estructura de un liquido ionico, ya que esta constituido por un anion y
un cation, es liquido a temperatura ambiente, presenta una viscosidad apreciable, a la

vez baja presion de vapor; y es soluble en benceno.
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Se determind el valor de la concentracion micelar critica, del surfactante AOT-
BHD, utilizando técnicas de espectroscopia UV Visible y conductimétricas. Ambas
técnicas condujeron a un valor similar de CMC ~ 0.013M.

Utilizando técnicas de dispersion dinamica de la luz, se comprobo que los
sistemas micelares mixtos aceptan agua ya que su radio hidrodinamico crece con el
agregado de la misma. También se observo que los agregados formados son discretos y
no interactuantes.

Se realizo la determinacion del numero de agregacion, N,,, mediante una
experiencia de inhibicion de la fluorescencia. El valor obtenido fue de 33. Con este
parametro se propone que la forma de los agregados micelares formados son del tipo
obloide.

Asi, se revela que se puede sintetizar un liquido iOnico, con propiedades
anfifilicas, que forma micelas inversas, por lo cual este novedoso sistema puede
despertar un gran interés en la comunidad cientifica por sus potenciales aplicaciones
tanto en sintesis, como en reactividad y catalisis por la doble funcionalidad que presenta
el liquido 1onico.

A particr de los estudios espectroscOpicos realizados para conocer el
comportamiento de [Ru(bpy):]™ en n-heptano/ AOT/ agua y en benceno/ BHDC/ agua,
se concluye que las moléculas de [Ru(bpy):]"* quedan ancladas en la interfase de las
micela de n-heptano/ AOT/ agua a cualquier Wy y [AOT]. Mientras que en las micelas
inversas de BHDC se propuso la formacion de un autoagregado a bajas concentraciones
de surfactante, a pesar de ser el BHDC un surfactante cationico y el complejo
fluorescente también. Mientras que a concentraciones mayores de BHDC emite solo el
monomero del complejo de [Ru(bpy)s] ™.

Se pudo comprobar que el complejo de [Ru(bpy):]"* cuando se encuentra en
benceno/ AOT-BHD/ agua, interacciona con la region cationica del macrosurfactante, a

pesar de presentar ambas entidades la misma carga.

IV CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de tesis se pudo comprobar la importancia que tienen las

interacciones intermoleculares que operan entre una molécula prueba y un microentorno
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especifico de un sistema organizado, ya que permitieron caracterizar a las micelas
inversas formadas por n-heptano/ AOT/ solvente encapsulado, benceno/ BHDC/ agua y
benceno/ AOT-BHD/ agua.

A partir de los valores de K, de PRODAN en n-heptano/ AOT/ solvente
encapsulado y en benceno/ BHDC/ agua, se pudieron inferir las propiedades de ambas
interfases micelares. Los valores de K, correlacionan con la localizacion de PRODAN
en un microentorno de la micela inversa desde donde puede llevarse a cabo la emision.

En cambio, cuando se caracterizO al sistema micelar mixto formado por
benceno/ AOT-BHD/ agua, no se pudo determinar el valor de K, porque [Ru(bpy):] ™
es insoluble en benceno, pero se demostro por evidencias espectroscopicas la existencia
de una fuerte interaccion entre la nube de electrones 1 del complejo [Ru(bpy):]*™ con la
region cationica del macrosurfactante.

Mediante la determinacion de los tiempos de vida del complejo de [Ru(bpy)s]"?
en ¢l sistema micelar anionico y cationico, se comprobo que las propiedades del agua
encapsulada en micelas inversas anionicas de AOT son diferentes a las que presenta el
agua en micelas inversas cationicas de BHDC. Esta conclusion es muy importante ya
que estudiar las propiedades del agua confinada en escala nanométrica es un objetivo
perseguido por los cientificos para poder inferir como son las propiedades del agua
confinada en la membrana celular de los sistemas vivos y asi poder comprender los
fenomenos que ocurren a nivel intracelular también.

En lo que respecta a las propiedades de las diferentes interfases micelares
estudiadas se comprobo que son microentornos con propiedades unicas, diferentes al
resto del agregado micelar, ya que en ambos sistemas micelares: n-heptano/ AOT/ agua
y benceno/ BHDC(/ agua, se encontraron caracteristicas Optimas para que se pueda llevar
a cabo la emision dual (no observada en medio homogéneo) de la molécula prueba
PRODAN.

En cambio cuando se encapsularon solventes organicos sustitutos del agua, las
propiedades de las interfases de cada sistema micelar mostraron sus particularidades.
Cuando se encapsulo: DMA, DMF y FA, PRODAN emitio desde el estado ICT ya que

sus interfases presentan la polaridad y flexibilidad optima para que la transferencia de
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carga intramolecular ocurra. Mientras que cuando se encapsuld GY, PRODAN emite
solo desde el estado LE.

Cuando se encapsulo agua, EG y PG, se observo fluorescencia dual, lo cual
permite concluir que PRODAN en las micelas inversas esta localizado en dos
microentornos distintos: el solvente organico y la interfase micelar.

O sea que dependiendo del solvente polar encapsulado, seran las caracteristicas
de las interfases de los sistemas organizados, lo cual permite conocer desde que estado o
estados puede emitir una determinada molécula prueba, como el caso de la molécula
PRODAN

En este trabajo de tesis se sintetizd un nuevo surfactante, AOT-BHD, a partir del
surfactante AOT y del surfactante BHDC. Se comprobo que AOT-BHD forma micelas
inversas en benceno. Debido a que las propiedades del macrosurfactante, AOT- BHD,
se asemejan a las de un liquido 10nico, podria permitir utilizar a este tipo de compuestos
con su doble funcionalidad: como anfifilos y por otro lado como liquido i0nico. En lo
que respecta a la interfase micelar del sistema micelar benceno/ AOT-BHD/ agua se
comprobo que presenta cierta polaridad ya que la molécula prueba QB muestra cambios
espectroscopicos cuando se incrementa el parametro W, ¢ sea que el efecto del
agregado del agua hace mas polar dicho microentorno. Cabe aclarar que en este tipo de
interfases solo se encuentran moléculas de agua comprometidas con la solvatacion de

las cabezas polares del macrosurtactante AOT- BHD.
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