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Resumen

El estudio de reacciones de transferencia de electrones y de energia en medios
microheterogéneos rigidos/semi-rigidos es un area de creciente interés cientifico y
tecnolégico, debido a la importancia de estos procesos en muchos dispositivos
organicos-electronicos tales como celdas solares, diodos emisores de luz, transistores de
efecto de campo, sensores Opticos, etc.

En la presente tesis reportamos estudios concernientes a los procesos
fotoinducidos de transferencia de electrones y transferencia de energia en medios
poliméricos.

A partir de la polimerizacion en microemulsion se obtuvieron nanoparticulas de
diametro ~7-13 nm, con las cuales se prepararon, suspensiones estables y Opticamente
transparentes en solventes orgéanicos.

Las nanoparticulas poliméricas obtenidas presentan grupos funcionales con
propiedades dadoras y aceptoras de electrones, ademas de fotoemisivas (potenciales
sondas fluorescentes). La inclusion de dichos grupos funcionales en la matriz
polimérica permitio el estudio detallado de los procesos fotoinducidos que tienen lugar
en estas nanoestructuras.

Las dispersiones de nanoparticulas se caracterizaron empleando técnicas
espectroscopicas de absorcion UV-visible, emision, excitacion, anisotropia y técnicas de
absorcidn y emision resueltas en el tiempo.

Los resultados obtenidos para las suspensiones de nanoparticulas se compararon
con los correspondientes a las soluciones de los grupos dadores y aceptores de
electrones, y sugieren la existencia de miiltiples entornos (microheterogéneidad)
percibidos por dichos grupos funcionales dentro de las nanoparticulas.

A partir de la interpretacion de los resultados obtenidos se comprob6 la efectiva
ocurrencia de reacciones de transferencia de electrones y energia, y se avanzo6 en la
comprension del efecto de la matriz polimérica sobre las sondas fluorescentes y los
procesos fotoinducidos involucrados. Finalmente, se plante6 un modelo cinético que
permite interpretar los procesos de transferencia de electrones y energia en medios.

microheterogéneos
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Abstract

The study of photoinduced electron transfer and energy transfer reactions in
microheterogeneous rigid/semirigid materials is an area of growing academic and
technological interest. The main reason for this interest resides in the importance that
these processes have in many cut-edging technologies such dye-sensitized cells, organic

solar light emitting diodes, molecular electronics, optical sensors, etc.

We report herein a study on photoinduced electron transfer and energy transfer

processes occurring in rigid/semirigid polymeric media.

Polymeric nanoparticles (diameter ~7-13 nm) were synthesized by the
microemulsion method. These nanoparticles (Nps) can be dispersed in organic solvents.
The dispersions are optically transparent, stable for months and for many purposes they

can be treated as actual solutions.

The Nps synthesized contain electron donor and electron acceptor groups. The
inclusion of such functional groups in polymer matrix allowed the detailed study of

photoinduced processes occurring in these nanostructures.

The NPs were characterized based on their UV-visible absorption, emission,
excitation, and excitation anisotropy spectra and time dependent absorption and

emission spectroscopy techniques.

Results obtained for the Nps suspensions were compared with those of electron
donors and acceptors groups in solutions, and suggest that the functional groups sense

multiple environments (microheterogeneity) in the nanoparticles.

These results also show the effective occurrence of electron and energy transfer
and provide evidences to understand the effect of polymer matrix on these processes. A
simple kinetic model to interpret the dynamic of electron and energy transfer processes

in microheterogeneous media is proposed.
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Figura 63. Espectros de excitacion (linea continua) y anisotropia estacionaria (circulos) correspondientes
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A: molécula o grupo aceptor en la Te o aceptor en la TE.

Ant: grupo antracenil sustituido en la posicién 9.

Ant-MMA: metilmetacrilato de (9-antracenil) metilo o 9-antracenilmetilmetacrilato.
cmc: concentracion micelar critica.

CT: complejo de transferencia de carga.

CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio.

D: molécula o grupo dador en la Te o dador en la TE. También se refiere al derivado
acrilato de N,N-dimetilanilina (4(N,N-dimetilamino)bencilmetacrilamida) incorporado
en las nanoparticulas de polimero.

DCM: diclometano.

DEPT: distortionless Enhancement by Polarisation Transfer.

DLS: Dynamic Light Scattering (Dispersion dinamica de luz).

DMA: N ,N-dimetilanilina.

SCE: electrodo de calomel saturado.

EGDMA: etilenglicol dimetacrilato o dimetacrilato de etileno.

EI: software de andlisis de distribucién tiempo de vida provisto por Edimburg
Instruments.

FC: estado de Franck-Condon. Clasicamente, el principio de Franck-Condon es la
aproximacién segun la cual la transicién electronica més probable es aquella que tiene
lugar sin cambios en la posicion de los nicleos de la entidad molecular y de sus
alrededores (transicion vertical).

FT-IR: espectroscopia de absorcidn en el infrarrojo con transformacion de Fourier.

k;.: constante de desactivacion de una molécula en el estado excitado por conversion
interna.

k;s.: constante de desactivacion de una molécula en el estado excitado por cruzamiento
entre sistemas.

k,,,: constante de una molécula en el estado excitado por procesos no radiativa.

k,.: constante de desactivacién de una molécula en el estado excitado por radiacion.

kyq: constante global de desactivacién intrinseca de una molécula en el estado excitado.

Involucra las demas constantes: k;., kisc y k-

Xi
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k,: constante de desactivacion de una molécula en el estado excitado por interaccion
con otra molécula Q.

Ksy: constante de Stern-Volmer (= 15kg).

kr. : constante correspondiente al proceso de Te.

LFP: Laser flash fotdlisis.

M: molécula de fluoréforo.

9-MA: 9-metilantraceno.

MEM: Método de Maxima Entropia.

MF': monémeros funcionalizados.

MMA: metilmetacrilato o metacrilato de metilo.

Nag: niimero de agregacion.

NLLS: método de analisis por cuadrados minimos no lineales (nonlinear least squares).
Np: nanoparticulas poliméricas.

PAnDO: Np compuesta por un polimero entrecruzado de MMA, EGDMA y dopado con
un bajo nivel de Ant.

PAnD25: Np compuesta por un polimero entrecruzado de MMA, EGDMA, D y dopado
con un bajo nivel de Ant. El 25% de la fraccién molar de metilmetacrilato respecto a
PAnDO se reemplazé por D.

PAnD75: Np compuesta por un polimero entrecruzado de MMA, EGDMA, D y dopado
con un bajo nivel de Ant. El 75% de la fraccion molar de metilmetacrilato respecto a
PAnDO se reemplazé por D.

PD25: Np compuesta por un polimero entrecruzado de MMA, EGDMA y D. Ant. El
25% de la fraccion molar de metilmetacrilato respecto a PAnDO se reemplazé por D.
PD75: Np compuesta por un polimero entrecruzado de MMA, EGDMA y D. Ant. El
75% de la fraccidon molar de metilmetacrilato respecto a PAnDO se reemplazé por D.
Py: pireno.

Q: agente desactivante de una molécula en el estado excitada en su primer estado
singlete.

r: medidas de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario.

RET: transferencia de energia por resonancia.

RMN: espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

RW: peso relativo.
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So: estado fundamental singlete. El estado singlete corresponde al estado que tiene
numero cuantico de espin electronico total igual a 0. Considerando la multiplicidad, es
decir, el nimero de orientaciones posibles, 2S+1, del momento angular de espin
correspondiente a un determinado niimero cuéantico de espin total (S), para la misma
funcién de onda electronica espacial. Un estado de multiplicidad singlete tiene S=0y
2S+1=1.

§: primer estado excitado singlete.

S, corresponde al estado excitado singlete n.

T,: primer estado excitado triplete. Estado que tiene un nuimero cuéntico de espin
electronico total igual a 1.

TAC: convertidor amplitud-tiempo.

TCSPC: conteo de fotones individuales con correlacion temporal.

Te: transferencia de electrones.

TE: transferencia de energia.

TeF: transferencia de electrones fotoinducida.

THF: tetrahidrofurano.

TPA: tripropilamina.

TRES: espectro de emision resuelto en el tiempo.

V A-044: iniciador dihidrocloruro de 2,2'-Azobis(2-(4,5dihidro imidazoil) propilo.

@y : rendimiento cuantico de fluorescencia.

@, : eficiencia de TE.

He: momento dipolar de un fluoréforo en el estado excitado.
#5: momento dipolar de un fluoréforo en el estado fundamental.
Tuy . tiempo de vida medio de fluorescencia.

To: tiempo de vida de fluorescencia intrinseco.

xiii



Xiv

Glosario Claudia A. Solis
= _——_ . = - - .-  —— —— —



Claudia A. Solis Introduccion

I. CAPITULOI

Introduccion

Las matrices poliméricas son materiales estructuralmente complejos tal como lo
demuestran diversos estudios de difraccién de rayos X,' de analisis térmico’ y de
reologia.’ Conclusiones similares también se infirieron al investigar el comportamiento
de sondas luminiscentes incorporadas a dichas matrices.* > Los polimeros sélidos
generalmente muestran un alto grado de heterogeneidad debido a que en su estructura
pueden coexistir dominios microcristalinos, zonas amorfas, volimenes libres y canales
intersticiales en donde moléculas huéspedes pueden alojarse y eventualmente

reaccionar.

Debido a la importancia de estos procesos en muchos dispositivos organicos-

11-13

electrénicos tales como celdas solares,%'° diodos emisores de luz, transistores de

14-18 19.20 etc., el estudio de reacciones de transferencia

efecto de campo, sensores Opticos,
de electrones (Te) y de energia (TE) en medios microheterogéneos rigidos o semi-
rigidos es un area de creciente interés cientifico y tecnolégico. Ademas, la investigacion
de reacciones que involucran pares radicales de bajo peso molecular (neutros o i6nicos)
en matrices poliméricas es de gran importancia para comprender los mecanismos de
degradacién de estos materiales, como asi también, para entender el fenémeno de
transporte de cargas en polimeros fotoconductores?' y en dispositivos opto-

782224 gy principio, la factibilidad de generacion y posterior combinacion

electronicos.
de pares radicales en polimeros no solo depende de la naturaleza de las especies
reactivas producidas (carga, movilidad, etc.) sino también del efecto ejercido por la
matriz polimérica sobre la termodinamica y cinética de estas reacciones. Asi, dichas
reacciones pueden ser utilizadas como sondas cinéticas, las cuales combinadas con
estudios del comportamiento de sondas fluorescentes clasicas pueden proporcionar

informacion de interés sobre la estructura de la matriz.

A pesar de que los procesos de Te y TE a nivel molecular ya han sido estudiados
y comprendidos en solucidn, esta afirmacion no se aplica para medios rigidos, donde la

difusién se ve inhibida y las barreras energéticas significativamente alteradas.”” Otra

1
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caracteristica a tener en cuenta es que en contraste con los sistemas homogéneos, los
medios s6lidos generalmente dan lugar a cinéticas de reaccién complejas; incluso en los
casos mas simples se observan distribuciones de constantes de reaccioén.?® Por lo tanto,
es de gran relevancia tecnolégica alcanzar un mejor entendimiento sobre como los
procesos de separacién/combinacion de carga y de transferencia de energia toman lugar
en estos medios. Cabe mencionar que la mayoria de los estudios publicados han sido

27-30 5,31-33

llevados a cabo en medios organicos congelados y films poliméricos.

Por otra parte, si bien se conoce que llevando a cabo reacciones de polimerizacion

20, 34, 35 22-25,

en sistemas microheterogéneos, tales como miniemulsiones, micelas directas

36-40 1

y micelas inversas,"’ es posible obtener polimeros nanoparticulados de muy

diversas caracteristicas*** y aplicaciones;**’

practicamente no existen estudios
fotofisicos y fotoquimicos tendientes a caracterizar la estructura de este tipo de

particulas usando sondas luminiscentes o cinéticas.

1.1- Nanoparticulas poliméricas (Np)

El término materiales nanoparticulados se refiere a aquellos materiales
compuestos por particulas discretas, que en el caso de ser esféricas, tienen un didmetro
por debajo de los 100 nm y para los nanotubos o nanohilos la dimensién mayor se
considera de hasta 200 nm.*® Adicionalmente, los polimeros (también conocidos como
“plasticos™) son grandes moléculas construidas a partir de unidades estructurales mas
pequefias (mondmeros), las cuales se unen covalentemente unas a otras en cualquier
patrén concebible. Por lo tanto, podemos definir como nanoparticula polimérica (Np) a
una gran molécula constituida por monémeros y cuyas dimensiones no superan los 100
nm.

Para poder comprender sobre las dimensiones que se estan tratando, se puede
realizar una comparacién de escalas (Figura 1), si se parte del tamafio del planeta tierra
y aplicando un factor de 10°® a sus dimensiones se obtiene una esfera del tamafio de una
pelota de futbol y si nuevamente se realiza la misma reduccion resulta el fullereno, una

nanoestructura compuesta por 60 atomos de carbono (Cep). Mediante esta comparacion
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se puede establecer la relacion existente entre los objetos que manipulamos

cotidianamente que se encuentran en la escala macroscépica y la nocién “nanoscépica”.

~10° m ~10'm ~10°m

Figura 1. Comparacién de escalas macroscopica y nanocépica.

En cuanto a las Np, han representado un campo de creciente interés en las
ultimas décadas, como se puede observar a partir del nimero de publicaciones
registradas sobre la tematica (Figura 2). Dicha tendencia se explica en las propiedades
unicas observadas para estas particulas, las cuales difieren de las correspondientes a los
atomos y moléculas que la componen y a las del material “como un todo”. Esto da
lugar a que estos materiales nanoparticulados pueden ser utilizados en multiples areas:
desde la electronica a la foténica, desde materiales conductores a sensores, desde la
medicina a la biotecnologia, desde control de polucién a la tecnologia ambiental**,
etc. Un punto importante para destacar es el método de sintesis de las Np. Dependiendo
de las técnicas de preparacion elegida puede controlarse el tamaiio de las particulas y

por lo tanto, sus propiedades y su aplicacion,’® > >
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Figura 2. Numero de publicaciones citadas en la base de datos Scirus® sobre Np durante 1996-
2013.
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II.

CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1- Objetivo General:

Estudiar la fotofisica y fotoquimica de diversos sustratos confinados en matrices

poliméricas.

2.2- Objetivos Especificos:

a)

b)

d)

Llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas poliméricas incorporando distintos
monémeros funcionalizados (MF), cuya estructura contiene un donador o un
aceptor de electrones. Como MF se utilizaran derivados metacrilatos de antraceno y

N,N-dimetilanilina.

Realizar estudios comparativos tendientes a caracterizar de la fotofisica y
fotoquimica de dichas moléculas incorporadas en la matriz polimérica y en solucién

homogénea.

Estudiar procesos de transferencia de energia (TE) y transferencia de electrones
(Te) que pudieran tener lugar en la matriz polimérica entre sustratos que se
encuentran unidos covalentemente a la misma, utilizando técnicas de fluorescencia

estacionaria, emision resueltas en el ttempo y fotdlisis pulsada por laser.

Realizar estudios comparativos de la cinética de la Te fotoinducida entre sondas
fluorescentes incorporadas en la matriz polimérica con sustratos que no se
encuentran incorporados a la misma, y de los mismos procesos ocurriendo en

solucidn.

Los objetivos planteados se resumen en el Figura 3.
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Comparar los siguientes procesos:

\Y
@ —— Fotofisica de un fluoroforo en solucion

hv Fotofisica de un fluoréforo en una nanoparticula
(Np) polimérica

hv
~———® Reaccion de Te ocurriendo en solucion

S0

hv e . .. .
% » Cinética de una reaccion de Te y TE ocurriendo
en el seno de una Np polimérica

hv Cinética de una reaccion de Te ocurriendo
+ ‘ —— entre un fluoréforo en una Np y un
agente desactivante en solucién

Figura 3. Objetivos especificos de la tesis.
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III. CAPITULO III

Aspectos tedricos

3.1- Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién de un gran numero de
pequefias moléculas, llamadas monoémeros. El proceso por el cual las moléculas de
monémero se combinan entre si para formar la molécula polimérica recibe el nombre de
polimerizacion. Puede haber cientos, miles, decenas de miles o més moléculas de

. . . . 13 60-
mondémeros unidas entre si en una molécula de polimero.®*?

A pesar de su gran tamafio, las estructuras quimicas de las macromoléculas no
son muy complicadas ya estdn formadas por una estructura quimica sencilla que se
repite muchas veces. El elevado tamafio molecular se alcanza por unién repetida de
moléculas pequeiias (mondmeros). La unién de las moléculas de monémero para dar el
polimero se realiza en secuencia, una molécula detras de otra, y la estructura molecular
que resulta es una cadena de eslabones consecutivos, unidos entre si mediante enlaces
covalentes. Cada unidad repetida, o unidad monomérica, es un eslabon de dicha cadena
macromolecular. Por debajo de 10* de peso molecular, los polimeros estin formados
por s6lo unas pocas unidades repetitivas de monémero y se llaman oligémeros. El
numero de eslabones que componen esta cadena o niimero de moléculas de monémero

que se han unido en secuencia, es su grado de polimerizacion.

Para que una molécula se denomine monémero debe poseer sitios de enlace a
través de los cuales se puede unir a otros mondmeros para formar la cadena polimérica.
Estos sitios pueden ser un grupo funcional especifico como el vinilico. Monémeros
monovinilicos dan lugar a polimeros lineales, pero si los monémeros son polivinilicos
(dos o mas sitios de enlace) dan lugar a polimeros ramificados. Estos pueden incluso dar
lugar a grandes redes tridimensionales que tienen ramificaciones y entrecruzamientos.
Cuando sélo una especie de mondmero se utiliza para construir la macromolécula el
producto se denomina homopolimero o polimero. Si las cadenas estan formadas por dos

tipos de unidades monoméricas, el material se denomina copolimero.
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Los polimeros se pueden clasificar, segin la estructura, en lineales, ramificados

o entrecruzados, los cuales se presentan en la Figura 4.

Ramificado (A)

M Ramificado (B)
|

e

Ramificado (C)

Entrecruzado

Figura 4. Estructura de polimeros: lineal, ramificada y entrecruzada.®

Segun la morfologia de la cadena, los polimeros pueden ser lineales (Figura 4),
los cuales no presentan otras ramificaciones que no sean aquellas correspondientes a los
grupos laterales ya presentes en el monémero. Los polimeros ramificados, son aquellos
con més de dos finales de cadena por molécula. En su estructura presentan puntos de
ramificacién de los monémeros unidos que se proyectan desde puntos centrales a lo
largo de la cadena principal del polimero. Como se ve en la Figura 4, existen diferentes
tipos de polimeros ramificados. El polimero puede tener la estructura de peine con las
ramas largas (Figura 4-A) o cortas (Figura 4-B). Cuando las ramificaciones se extienden
y proyectan en otras, el polimero presenta una estructura dendrimérica, en otras
palabras, se ramifican las ramas (Figura 4-C). L.a presencia de ramificaciones en un

8
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polimero por lo general tiene un gran efecto sobre muchas de sus propiedades. El
cambio de propiedad mas significativo causado por las ramificaciones es la disminucién

de la estructura cristalina.®®-%2

Cuando los polimeros producidos presentan cadenas poliméricas unidas entre si
en puntos distintos de sus terminales, el polimero se denomina entrecruzado. El
entrecruzamiento puede ocurrir durante el proceso de polimerizacion por el uso de los
mondmeros apropiados (con dos o mas grupos funcionales polimerizables), o también
puede ser producido luego de la polimerizacién via diversas reacciones especificas. El
grado de entrecruzamiento, se puede variar a partir del nimero de entrecruzadores
empleados. Cuando el nimero de entrecruzamientos es lo suficientemente alto, se
produce un polimero tridimensional o una red espacial polimérica en la cual la mayoria
de las cadenas poliméricas en la muestra han sido unidas entre si para formar una

molécula de alto peso molecular (Figura 4).5"

Las nanoparticulas se definen cominmente como particulas coloidales solidas en
el rango de 10 a 1000 nm. El término nanoparticula polimérica (Np) es un término
colectivo utilizados para cualquier tipo de nanoesfera o nanocapsulas de polimero. Las
nanoesferas son particulas soélidas, mientras que las nanocapsulas son sistemas
vesiculares, cuyo centro es liquido y estd rodeado por un revestimiento sélido. La
producciéon de Np es un campo de sumo interés ya que su utilizaciéon abarca desde
investigaciones basicas hasta el desarrollo de nuevos materiales funcionales

Entre las distintas técnicas de preparacion de Np se pueden mencionar nano-
precipitacidén, evaporacion de solvente y dialisis, que involucran polimeros
preformados, no el proceso de polimerizacién. La obtenciéon de Np con propiedades
deseadas en una aplicacion en particular, puede ser durante la polimerizacién de los
mondmeros.

Los procesos de produccién de Np a partir de la polimerizacion de monémeros
se discutiran a continuacion, centrandonos en la polimerizaciéon en emulsién y micro-
emulsioén. La polimerizacion en emulsion es uno de los métodos mas comunes en la
produccion de polimeros. El uso de agua como medio dispersante es aceptable para el
medioambiente y favorece la buena disipacion del calor durante la reaccién. La

polimerizacién en microemulsidon representa una mejora nueva y efectiva para la
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sintesis de Np. Ambas clases de sintesis presentan similitudes debido a que producen
Np coloidales de alto peso molecular, sin embargo son cinéticamente diferentes. Tanto
el tamafio como el numero promedio de cadenas poliméricas por particula son
considerablemente menores en la polimerizacién en microemulsiéon. Las diferencias

entre estas polimerizaciones se sintetizan en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferencias entre sistemas de polimerizacién.>®

Caracteristica Emulsion Microemulsion
Estabilidad t No-estable Estable
termodindmica
Periodo de estabilidad Segundos-meses Infinita estabilidad
Tamaiio de las gotas 1-10 pm ~ 10 nm
Polidispersidad baja Muy baja
Tamaiio de particula 50-300 nm 30-100 nm

3.1.1- Polimerizacion en emulsion

El proceso de polimerizacion se puede clasificar en homogéneo o heterogéneo
segun el numero de fases presentes en el sistema. Hay tres clases de polimerizacién
heterogénea: precipitacion, suspensién y emulsién.*

La polimerizacion en emulsién se refiere a un Gnico proceso empleado para
algunas polimerizaciones radicalarias en cadena, la cual involucra la polimerizacién de
monoémeros en la forma de emulsiones (es decir, dispersiones coloidales). Esta clase de
polimerizacion presenta ciertas ventajas: el estado fisico del sistema (coloidal) facilita el
control del proceso, y resuelve los problemas de viscosidad y temperatura, los cuales
son muy importantes en la polimerizacién masiva en fase homogénea (bulk). Existe en
bibliografia una amplia discusién referida a este tipo de polimerizaciones (en
emulsi6n).>3%

Los componentes principales que se pueden identificar en un sistema de
polimerizacién en emulsion son: monémero/s, medio dispersante (liquido, generalmente
agua), agente emulsionante e iniciador (usualmente soluble en agua). La proporcién

agua/mondémero se encuentran en el rango 70/30 — 60/40 (referido al peso). El agente

10
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emulsionante, también llamado surfactante o detergente, es una molécula anfifilica es
decir que su estructura posee una zona no polar (hidrofébica) y una zona polar
(hidrofilica). Cuando la concentracion de surfactante excede su concentracién micelar
critica (cmc), el exceso de moléculas del mismo se agregan para formar agregados
coloidales, llamadas micelas. Las micelas pueden definirse como agregados formados
por la asociacion espontanea (minimiza la energia libre del sistema) de las moléculas
anfifilicas, con el fin de reducir la superficie de contacto de las regiones hidrofébicas
con el solvente acuoso. Al superar la cmc se observan cambios marcados en la
conductividad eléctrica, la actividad idnica, viscosidad y otras propiedades de la
soluci6én.%>8

Dado que en la mayor parte de las polimerizaciones en emulsiéon la
concentracion de surfactante (0,1-3 % p/p) excede la cmc por uno o0 més 6rdenes de
magnitud, la mayor parte del agente emulsionante se encuentran formando las micelas.
Las micelas tipicas tienen dimensiones en el rango de 2-10 nm, con cada micela
conteniendo entre 50 y 150 moléculas de surfactantes. La mayoria de los autores
representan a la micela con forma esférica, aunque este no siempre es el caso. Micelas
esféricas o en forma tubular son observadas dependiendo del surfactante y su
concentracion.®”' Las moléculas de surfactante estin dispuestas en la micela con su
“cola” hidrocarbonada hacia el interior y su “cabeza” polar o idnica hacia afuera, en
contacto con la fase acuosa.

En cuanto a los mondmeros, la mayoria de estos presentan baja solubilidad en
agua (por ejemplo metacrilato de metilo y estireno presentan valores del 0,16 y 0,07
gr/L, respectivamente, a 25°C);*® por lo que se podria decir que una muy pequefia
fraccion de este compuesto esta disuelto en la fase acuosa. Parte de mondémero se
incorpora en el interior hidrocarbonado de las micelas. La cantidad de monémero en las
micelas en comparacion con lo que hay en solucién es mucho mayor para monémeros
no polares. Sin embargo, la mayor porcion de monémero (>95%) esta dispersado por
acci6n de la agitacién.*

La polimerizacién tiene lugar casi exclusivamente en las micelas ya que las
gotas de monomeros (area superficial total muy pequefia) no compiten eficazmente en la
captura de los radicales producidos en el medio acuoso. La polimerizacién puede ocurrir

también en solucién, pero no contribuye significativamente debido a la baja

11
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concentracién de mondémeros que puede llegar a encontrarse en la fase acuosa y el
producto es un polimero de bajo peso molecular insoluble (oligémero). Las micelas
actian como un lugar de reunién para el monémero no polar y el radical del iniciador
soluble en agua, ademés se ven favorecidas como el sitio de reaccién por su alta
concentracion de mondémero comparada con el mondémero en solucién. Durante la
polimerizacion, las micelas crecen por la adicién de mondmeros de la solucién acuosa
cuya concentracion es reabastecida por la disolucién de las gotas de mon6émero.>® %

Se han planteado dos posibles mecanismos de nucleacién de la particula (es
decir la formacién de particulas de polimero). Por un lado la nucleacién en la micela,
cuando los radicales ingresan desde la fase acuosa. Los radicales pueden ser primarios
0, mas probablemente, ser radicales oligoméricos formados por polimerizacién en
solucién.”> ™ El segundo caso esta referido a una nucleacién homogénea que involucra
radicales oligoméricos polimerizados en solucion que se vuelven insolubles y
precipitan.®® Estas especies son estabilizadas por la absorcién de surfactante (de la
solucidon, gotas de monémero, y micelas), y una subsecuente absorcién de monémero
las vuelve equivalentes a las particulas de polimero formadas por nucleacion en micela.
La nucleacion micelar es el proceso predominante cuando la concentracién de

surfactante se encuentra por encima de la cmec.

3.1.2- Proceso de polimerizacién en emulsién

En la Figura 5 se muestran las distintas etapas que ocurren durante una
polimerizacién en emulsién. En términos generales, tres etapas pueden distinguirse,
basadas en el niimero de particulas, la concentracién de particulas y la existencia de una
fase monomérica separada (gotas de mondomero). Existe una fase de mondémero

separada en las primeras dos etapas pero no en la tercera (Figura 5).
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Etapa II:
-No hay surfactante formando micelas
100 Gotas de monomero

-Presencia de monémero en las particulas de polimggo
F- Nomero constante de particulas ,‘-‘0”“’-
. o

80— ! t

1

1
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20 - Monomero en micelas

- Monomero en gotas

- Monomero en particulas de polimero

- Numero de particulas de polimero en
’l/ aumento
1

A

Tiempo

Figura 5. Etapas en una polimerizacién en emulsién.*

A continuacion se describen cada una de las etapas que conforman la

polimerizacion en emulsion.>®

Etapa I: la polimerizacién es iniciada solo en un pequefio niimero de micelas. A
medida que la polimerizacion avanza, las micelas activas consumen el monémero
presente en ellas. Este consumo es reabastecido primero desde la fase acuosa y
posteriormente desde las gotas de mondmero. Las micelas activas crecen en tamaiio por
la formacion de polimero y €l mondémero contenido dentro, resultando en una nueva
fase: particulas de mondmero-polimero. Para conservar su estabilidad, estas particulas
poliméricas hinchadas de monémero absorben el surfactante de la solucion.

Cuando alrededor del 13-20% de la polimerizacion ya ocurrid, la concentracion
de surfactante decrece hasta por debajo de la cmc. Consecuentemente, las micelas
inactivas (aquellas sin polimero en crecimiento) se vuelven inestables y desaparecen.
Como evidencia, la tension superficial inicialmente baja de la emulsién acuosa aumenta
en forma repentina debido a la disminucion de la concentracion de surfactante, y si se

detiene la agitacién en esta etapa las gotas de mondmero pueden colapsar porque no
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estan estabilizadas. Esto marca el final de la etapa I, la cual se caracteriza por un
incremento continuo en la velocidad global de polimerizacién por la nucleacién (Figura
5).

Etapa II: Para el final de la etapa I, las micelas inactivas han desaparecido
debido a la difusién del surfactante hacia las particulas de polimero para su
estabilizacion en el medio. La polimerizacién procede en forma homogénea en las
particulas poliméricas debido a que la concentracién de mondmero permanece constante
ya que va difundiendo desde las gotas que actian como reservorios. Como resultado en
esta etapa se observa una disminucioén del tamaiio de las gotas de mondmero hasta
desaparecer mientras crecen las particulas poliméricas. No hay nucleacién de nuevas
particulas de polimero en esta etapa, por lo que el nimero de particulas permanece
constante. Esta etapa se caracteriza por una velocidad de polimerizacion constante.

Etapa III: En un grado avanzado de la polimerizacién (50-80% de conversion),
el suministro de monémero en exceso se agota (las gotas desaparecen). Las particulas de
polimero contienen todo el mondmero sin reaccionar. Como la concentracién de
monomero en las particulas de polimero decrece, la velocidad de polimerizacion
decrece en forma constante y se desvia de la linealidad.

Finalmente se obtienen particulas de polimero de forma esférica usualmente con
un didmetro entre 50-300 nm, comprendido entre el tamafio de las micelas y el de las

gotas de monémero.

3.1.3- Polimerizacién en microemulsién

La polimerizacién en microemulsion representa un nuevo y efectivo avance en la
preparacion de Np. Si bien las polimerizaciones en emulsién y microemulsién parecen
ser similares debido a que ambos métodos pueden producir particulas poliméricas
coloidales de alto peso molecular, estas son muy distintas cuando se compara sus
cinéticas. La polimerizacién en emulsion presenta tres etapas de reaccién, mientras que
son detectadas solo dos en el proceso en microemulsion. Tanto el tamafio como el
numero promedio de cadenas por particula son considerablemente menores en esta clase

de polimerizacién.”™
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Un iniciador, que por lo general es soluble en agua, se afiade a la fase acuosa de
una microemulsion termodinamicamente estable que contiene micelas hinchadas
(conteniendo monoémero). La polimerizacién se inicia a partir de este estado
termodinamicamente estable, formado espontdneamente y se basa en sistemas con altas
cantidades de surfactante, que poseen una tension interfacial aceite / agua cercana a
cero.

Inicialmente, las cadenas de polimero se forman solo en algunas micelas,
posteriormente la influencia osmética de las cadenas desestabiliza la microemulsion y
conduce a un aumento en el tamafio de particula, la formaciéon de micelas vacias, y la
nucleacién secundaria. El producto final corresponde a particulas de polimero muy
pequeiias (5-50 nm), coexistiendo con una gran cantidad de micelas vacias.””’

En la polimerizacién en emulsion la nucleacion ocurre casi exclusivamente en la
etapa temprana del proceso (intervalo I- Figura 5). En contraste, en la polimerizacion en
microemulsién y debido a la alta concentracion de surfactante presente, la nucleacion

ocurre durante casi todo el proceso, suprimiendo el intervalo I (Figura 5).

3.2- Informacién molecular a partir de medidas de fluorescencia

A partir de estudios de fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo se infirié
sobre el efecto del entorno polimérico sobre una sonda fluorescente incorporada. Con
este fin se realizaron estudios comparativos respecto al fluoréforo en solucién (un
medio fluido). Ademas, se llevaron a cabo investigaciones tendientes a la desactivacion
del estado excitado del fluor6foro en ambos medios, analizando el esquema cinético en

cada caso.
3.2.1- Sondas fluorescentes

Los fluoréforos son cominmente utilizados como moléculas pruebas o sondas en
la investigacion fisicoquimica, bioquimica o bioldgica de distintos sistemas. En la Tabla
2 se resume la informacién que aporta el uso de las sondas fluorescentes en distintos

campos de investigacion.”® 7
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Tabla 2. Informacién que aporta el uso de las sondas fluorescentes en distintos campos
de investigacion.”®

Campo

Polimeros

Superficies

solidas

Agregados
de

surfactantes

Membranas

biolégicas

Proteinas

Células vivas

Informacién

Dinamica de las cadenas poliméricas, microviscosidad, volumen libre,
orientacion de las cadenas en muestras delgadas, miscibilidad,
separacion de fases, difusién de especies a través de la red polimérica,

monitoreo de polimerizacion y degradacion.

Estudio de propiedades superficiales (rigidez, polaridad y
modificaciones) en diversos materiales como silica coloidal, zeolita,

silica gel y almina.

Concentraciéon micelar critica (cmc), nimero de agregacion (Nag),
propiedades de la interface y polaridad, dinamica del sistema
microheterogéneo, transicion de fase, coeficientes de particion, efecto

de aditivos y pH interno.

Fluidez, parametros de orden, interaccion lipido-proteina, difusion
traslacional, accesibilidad de sitios, cambios estructurales, potenciales
de membrana, complejos y uniones, cambios fotoinducidos, efectos de

aditivos y localizacion de proteinas.

Sitios de unidn, desnaturalizacién, sitios de accesibilidad, dinamica y

transiciéon conformacional.

Visualizacién de los distintos componentes (como membrana, lipidos,
proteinas, ADN, ARN, antigenos superficiales), propiedades de la
membrana (dinamica, permeabilidad, potencial), pH intracelular,
concentraciones de calcio citoplasmatico, sodio, cloruro y protén,
actividad enzimatica, interacciones célula-célula y célula-virus, fusion
de membranas, endocitosis, ciclo y viabilidad celular, actividad

citotoxica.
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Las sondas fluorescentes se pueden dividir en tres tipos, dependiendo de como

esta presente en el sistema de estudio:

a. Pruebas intrinsecas. Las cuales son ideales ya que el sistema investigado ya presenta
un fluoréforo en su estructura. Solo existen algunos ejemplos de este tipo de sondas

(ej.: triptofano en proteinas).

b. Pruebas extrinsecas covalentemente unidas. Se une covalentemente un fluoréforo a la

estructura del sistema en estudio.

c. Pruebas extrinsecas asociadas. El sensor se agrega a la muestra investigada e
interacciona intermolecularmente con el entorno (dipolo-dipolo, puente hidrogeno,
dispersivas entre otras), por lo que su distribucion en la muestra puede ser mas o
menos heterogénea. Este tipo de sondas proporciona informacion “promedio” del

medio que ocupan.

La ventaja de la prueba extrinseca covalentemente unida (b) sobre las
extrinsecas asociadas (c), es que su localizacion en el sistema esta definida. En
particular, los &cidos antroiloxi estedrico (Figura 6-a) contienen la molécula de
antraceno unida covalentemente en varias posiciones de la cadena hidrofébica,

permitiendo monitorear distintas regiones de los sistemas micelares y bicapas.’®

Cuando la sintesis de moléculas o macromoléculas con pruebas unidas
covalentemente es muy complicada o imposible; se puede utilizar pruebas asociadas (no
unidas covalentemente). Los lugares de solubilizacion de los sensores extrinsecos estan
gobernados por su estructura quimica y las interacciones que pueden establecer en dicho
entorno. El pireno (Py- Figura 6-b) es conocido como una molécula prueba de regiones
hidrofébicas, cuya sensibilidad a la polaridad del entorno es de mucha utilidad. En la
Figura 6, se muestran ejemplos de una sonda unida covalentemente (4cido 2-(9-

antroiloxi) estearico) y de una sonda extrinseca asociada (Py).

Los principales aspectos a tener en cuenta sobre una sonda fluorescente se
muestran en la Figura 7Figura 7. En este esquema la utilizacion de una molécula prueba
requiere ciertas consideraciones para la correcta interpretacion los resultados

experimentales. Si la sonda es sensible a mas de un pardmetro sumado a cual es su
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ubicacion en el sistema y si lo estd perturbando, por lo que el sistema se comportaria
diferente en su ausencia, son factores de suma importancia en la realizacién de un

modelo interpretativo.

(a)

(b)

Figura 6. (a) Acido 2-(9- antroiloxi) estearico;(b) pireno.

Localizacién ¢Perturbacién? Fotosensibilidad
T » xabs-)
’ )"em—’ ..
Molécula prueba Naturaleza quimica > AT > Facil
Sensible aunparametroX —  yestructura deteccion
>0 >
T =P
¢Sen5|blea otros
‘ Consistenteen la
parametros?

ventanade tiempo?

Modelo para
interpretacion

Figura 7. Aspectos considerados para una molécula prueba. Agps, Adem, AV, @ y T son la
longitudes de onda de absorcién, longitud de onda de emisién, corrimiento de Stokes,
rendimiento cuéntico y tiempo de vida, respectivamente.”®
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3.2.2- Efecto de la polaridad del medio sobre las propiedades emisivas
de una sonda

En la mayoria de los casos, el momento dipolar de un fluordforo en el estado
excitado (u.) difiere del correspondiente al estado fundamental (uy). Esto se debe a que
la absorcion de un fotén por la molécula ocurre muy réapidamente (~107"° seg) respecto
al desplazamiento nuclear (principio de Franck-Condon) y la redistribucion resultante

de los electrones causa casi un cambio instantineo en el momento dipolar.”

Muchas de las moléculas pruebas sensibles a la polaridad, en el estado excitado
presentan transferencia de carga (CT) intramolecular tal que u, > pr. Luego de la
excitacion, la primer capa de solvatacién (caja de solvente) sufre una relajacion, es decir
se reorganiza, dando lugar a un estado de minima energia libre (Figura 8). Por lo tanto
el estado emisivo del fluor6foro frecuentemente es distinto al estado de Franck-Condon
(FC) debido a un efecto de la polaridad conocido como relajacion del solvente. Mientras
mayor sea la polaridad del solvente, menor es la energia del estado relajado, y mayor es

el corrimiento al rojo del espectro de emision.

%9

o
«®
p*op

Abs Emis Emis’

ey
™Y I
@

A

Figura 8. Relajacién de las moléculas de solvente alrededor de la molécula prueba, que posee
un momento dipolar débil en el estado fundamental y marcado en el estado excitado.”
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Es importante notar que la constante de relajacion del solvente depende de su
viscosidad. Si el tiempo requerido para la reorganizacién de las moléculas de solvente
alrededor del soluto es corto respecto al tiempo de vida del estado excitado, la
fluorescencia serd esencialmente desde moléculas en equilibrio con su capa de
solvatacion (Figura 8). Luego de la emisioén de un foton por el fluoréforo excitado que
ocurre de forma casi instantinea, el soluto vuelve al momento dipolar del estado
fundamental y un nuevo proceso de relajacidn da lugar a una configuracién inicial mas
estable del sistema soluto-solvente en el estado fundamental. Si el medio es muy
viscoso para permitir que las moléculas de solvente se reorganicen, la emisién proviene
de un estado cercano al de FC (como es el caso de un solvente no polar) y no se observa

corrimiento en el espectro de fluorescencia observado.

Por otra parte, si el tiempo de reorganizacién del solvente es del orden del
tiempo de vida del estado excitado, el espectro de fluorescencia observado bajo
iluminacién continua se desplazara pero la posicion del maximo no puede relacionarse
directamente a la polaridad del solvente. La excitacion sobre el contorno al rojo del
espectro de absorcion causa un corrimiento al rojo del espectro de fluorescencia con
respecto al que se observa sobre la excitacién del maximo del espectro de absorcion
(Efecto REES). Este corrimiento es observable cuando la relajacion por solvente

compite con el decaimiento de la fluorescencia.

La fluorescencia es una herramienta importante en el monitoreo de la respuesta
temporal de moléculas de solvente (0 moléculas polares de un microentorno) frente a la

excitacion de una molécula prueba, cuyo momento dipolar cambia al absorber un fotn.
3.2.3- Procesos de desactivacion de estados excitados

Las vias intrinsecas de desactivacion de una molécula (M) excitada a su primer
estado singlete (‘"M*) son: radiaci6n, conversién interna y cruzamiento entre sistemas,
las constantes correspondientes a cada caso son k,., k;. y ks, respectivamente. La suma
de las constantes de estos procesos (kj,) es igual a la inversa del tiempo de vida del

estado excitado (7).
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kM= kT+kiC+kiSC= kr+knr= 1/1'0

Ecuacién 1
Los valores de las constantes de desactivacion radiativas (involucran la emision
de un fot6n) y no-radiativas (k;,,), dependen tanto de la naturaleza del fluoréforo como
de las propiedades del medio (temperatura, polaridad, viscosidad, etc.). En la Tabla 3 se

muestran las escalas temporales de los distintos procesos de desactivacion.

Otro proceso de desactivacion de M* posible involucra la interaccién con otra
molécula Q (desactivante o quencher-termino en ingles-). En el Esquema 1 se resume

este proceso, donde k, es la constante observada. En la Tabla 4 se resumen los

principales procesos fotofisicos intermoleculares de desactivacion.”

Tabla 3. Escalas temporales aproximadas de los distintos procesos fotofisicos.*

Proceso Transicion Escala de tiempo (seg)
Absorcién de luz So = Sp 10" (instanténeo)
(excitacion)

Conversion interna Sn—= S8 10— 10"
Relajacién Sa—S, 1012 - 10"
vibracional

Cruzamiento entre $1 - T, 10" —10°

sistemas
Fluorescencia 51— So 107 -10°
Fosforescencia T, > S, 107 - 100
Decaimiento no S$:1—=So 107 - 107
radiativo E
Ty =S, 10~ - 100

So: estado fundamental sir;glete. §,: primer estado excitado s_in_glete. .ST,,: corresponde al estado excitado

singlete n. Ty: primer estado excitado triplete.
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k
M* + Q —* Quenching

hv | | kpy=1/10

M+Q

Esquema 1

Tabla 4. Principales procesos responsables de la desactivacion de fluorescencia.’® ®'
Procesos fotofisicos M* + Q - productos Donador  Aceptor
Colisién con un atomo pesado M*+Q - M+ Q + calor

(I', Br, /CCly) o especies
paramagnéticas (O,, NO)

Te ID*+A-> DY+ AT D+ A
A"+ D - AT +D* D A
TE D*+ 'A- 'D+ A p* ‘A
3Dt+ IA—’1D+ 3A* 3Dt 1A
3Dt+ 3A—’ 1D+ lAt 3Dt 3A
1Mt+ 1M—7 1M+ lMt 1Mm lM
Formacién de excimero IM*+ IM > (MM
Formacion de exciplejo Ip* + 4 - Y(DA) 1p* A
4" + D - (AD)" D 4
Transferencia de protones AH*+ B > A~ + BH* AH* B
B*+ AH - BH** + A~ AH B*

A: molécula o grupo aceptor en la Te o TE. D: molécula o grupo dador en la Te o TE.
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Como se indica en la Tabla 4 la mayoria de estos procesos involucran
transferencias rapidas desde un donor a un aceptor: Te, TE o transferencia de protones.
Las caracteristicas propias de la fluorescencia de M* (tiempo de decaimiento y /o
rendimiento cuantico de emision) son afectadas por la presencia de Q. Esto resulta de la

competencia entre la desactivacion intrinseca y estos procesos intermoleculares.

El analisis de este fendmeno provee mucha informacién sobre el entorno del
fluoréforo, la cual puede ser cuantitativa (si un modelo cinético de los procesos

competitivos puede ser desarrollado) o solo cualitativa.

3.2.4- Procesos de desactivacién de moléculas excitadas. Quenching de
la fluorescencia

La desactivacién de fluorescencia a partir de un proceso de Te, es de sumo
interés. En principio, la factibilidad de generacién y posterior combinacion de pares
radicales en polimeros no solo depende de la naturaleza de las especies reactivas
producidas (carga, movilidad, etc.) sino también del efecto ejercido por la matriz
polimérica sobre la termodindmica y cinética de estas reacciones. Asi, estas reacciones
rapidas de radicales pueden utilizarse como sondas cinéticas, las cuales combinadas con
estudios del comportamiento de sondas fluorescentes clasicas pueden proporcionar

informacion de interés sobre la estructura de la matriz.
3.2.4.1- Desactivacién dinamica -Tratamiento de Stern-Volmer-

Como primera aproximacion, la constante experimental k, puede asumirse como
independiente del tiempo. De acuerdo al Esquema 1 simplificado, la evolucién temporal
de la concentracion de M* seguida del pulso de excitacién obedece la siguiente
ecuacion diferencial:"® 7

d *
] — G+ egloD)I

= (& + kale1) ]

Ecuacion 2
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Integrando la Ecuacion 2, considerando las condiciones iniciales: [M*]=[M*]o a

t=0, se obtiene:

[M*] = [M"], o~ Gotkala)e

Ecuacion 3

La intensidad de fluorescencia es proporcional a [M*] y est4 dada por
1
i) = k,[M*] = [M*], e~ (el
1
= i(0) e~ Geralel)t

Ecuacion 4

donde k, es la constante radiativa M*. El decaimiento de fluorescencia es entonces

monoexponencial con un tiempo de vida:

1 To

T = =

1

T_0+ kq[Q] 1 +T0kq[Q]
Ecuacion 5

Reordenando la ultima ecuacion (Ecuacién 5), se obtiene:
To
<= 1+ 7okg[Q]

Ecuacion 6

Experimentos resueltos en el tiempo, en ausencia y en presencia de quencher
permiten constatar si el decaimiento de fluorescencia es monoexponencial y proveen
directamente el valor de k,. El rendimiento cuantico de fluorescencia en presencia del

desactivante es:

k, k,

Qr = =
kr + knr + kq [Q] ;1; + kq[Q]

Ecuacion 7
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Mientras que en ausencia del mismo es:
Pro) = kr 7o

Ecuacién 8

A partir de las ecuaciones 7 y 8, se deduce la relacién de Stern-Volmer:’® 8 8

7 1
JO_0_ 44 Tokqe[Q] = 1+ Kgv[Q]
Pr 1

Ecuacién 9
donde I e I son las medidas estacionarias de las intensidades de fluorescencia a una
dada longitud de onda en presencia y en ausencia de quencher, respectivamente. Kgy
(= 1ok,) es la constante de Stern-Volmer. Por lo general, se grafica la relacién I /I en
funcién de la variacién de la [Q], y como tal, es conocido como grafico de Stern-
Volmer. Si dicho gréafico es lineal, de su pendiente se puede determinar Kg, y
conociendo 7, (tiempo de vida del fluor6foro en ausencia del desactivante) se puede

calcular k.
Se pueden identificar dos casos:

e Si el proceso bimolecular no se haya limitado por difusién de los reactantes:

k, = pk, donde p < 1, es la eficiencia de reaccion y k; la constante difusional.

e Si el proceso bimolecular esta limitado por difusién: k, es igual a la constante
difusional k,, la cual segin el modelo de Smoluchowski se puede escribir

como 178

k, = ATNR.D

Ecuacion 10

donde R, es la suma de los radios (en cm) de las dos moléculas reactantes (Ry + Rg), D
es el coeficiente de difusion mutuo (cm'1 sh, y N es igual a Ny/1000, donde N,
representa al namero de Avogadro. El coeficiente de difusion mutuo se considera como

la suma de los coeficientes de traslacion difusional de las dos especies involucradas,
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Cair-m Y Caif-g> que se pueden calcular a ir de la relacién de Stokes-Einstein
(Ecuaci6n 11).7% 73 part
kT

6mnCa;r

Ecuacion 11

donde d(H) es el diametro hidrodindmico; k la constante de Boltzman; T la temperatura

absoluta; Cy;f el coeficiente de difusion traslacional y # la viscosidad.

3.2.4.2- Desactivacion estética

3.2.4.2.1-Efectos transitorios en la desactivacion de estados excitados

Si el proceso de quenching es controlado por difusidn, la constante observada de
k, depende del tiempo.” Esto puede explicarse de la siguiente manera. A relativamente
altas concentraciones de Q, la desactivacion de los fluoréforos excitados (M*) que estan
en contacto o muy préximos al quencher ocurre a tiempos muy cortos (en el orden de
los pocos ps), mientras que aquellos M* que se encuentran mas distantes de Q, deben
esperar la difusién del quencher y por ende, la reaccién tiene lugar a tiempos
relativamente mas largos (tipicamente en la escala de los ns). Asi, el perfil de
decaimiento de la emision de M* muestra siempre dos componentes: a) un componente
corto (que depende de 1/%/t) y b) un componente largo monoexponencial (en el caso
mas sencillo). La capacidad de observar el decaimiento corto depende de la resolucion
temporal del TCSPC (equipo de conteo de fotones individuales con correlaciéon
temporal) utilizado. En la practica, estos efectos transitorios se manifiesta en los

siguientes hechos experimentales:

a) Los graficos de Stern-Volmer obtenidos a partir de medidas de la fluorescencia

en estado estacionario se curvan positivamente a altas concentraciones de Q.

b) Si la resolucion del TCSPC no es suficientemente alta para detectar el
componente corto (dado por Q préoximos a M*, que no necesitan difundir), solo se
observa un decaimiento monoexponencial. En tal caso, el grafico de Stern-Volmer

construido a partir de los valores de 7,/7 es lineal y no coincide con el obtenido en a).

26




Claudia A. Solis Aspectos tedricos
s —,

3.2.4.2.2-Formas de desactivacion estéatica

El concepto de quenching estatico es muy anterior al desarrollo de los métodos
de espectroscopia ultra-rapidos, por lo que solo es aplicado si la resoluciéon del TCSPC
utilizado en el estudio es incapaz de detectar las dos componentes del decaimiento de la

emision del fluoréforo.

El término desactivacion estatica puede referirse a la existencia de una esfera
efectiva de desactivacion o a la formacion de un complejo en el estado fundamental el
cual no fluoresce (Figura 9). Como los sistemas estudiados en esta tesis no son capaces
de formar complejos en el estado fundamental, se desarrolla a continuacién solo el

concepto de esfera efectiva de quenching.

Esfera efectiva de desactivacion

Radio de la esfera de
desactivacion

M M
Quenching Q ¥ (Q
estatico \ Nohay emision Fluorescencia no afectada

M*...Q

hv Formaciéon de un complejo no fluorescente
en el estado fundamental

M...Q M+Q = MQ

No hay emision g :\M_.-

M)Q )
No hay emision @ ‘ -
® ©

Figura 9. Formas de desactivacién estética.

No hay emisién

3.2.4.2.3-Esfera efectiva de desactivacion

78, 79, 83, 86

Perrin propuso un modelo en el cual la desactivacion de un fluoréforo

ocurre si una molécula de Q se encuentra dentro de una esfera (llamada esfera de
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quenching efectivo, esfera activa o esfera de quenching) de volumen V,, que rodea a M*.
Si el quencher se encuentra fuera de la esfera activa, no hay ningun efecto sobre M*.
Por lo tanto, la intensidad de fluorescencia de la solucién decrece por la adicion de Q,

pero el decaimiento de fluorescencia después del pulso de excitacion no se ve afectado.

Este modelo es unicamente valido para sistemas donde M y Q se hayan
imposibilitados de desplazarse, ya sea por una alta viscosidad del medio o por estar
incluidos en materiales rigidos. Se asume que la probabilidad de que un nimero dado
de quenchers estén dentro del volumen de la esfera de accion obedece a la distribucién

de Poisson (Ecuacion 12).

nxe ™
x!

P(f,x) =

Ecuacion 12

donde P es la funcion de probabilidad, x representa la variable de nimero de moléculas

con la condicién (moléculas dentro de la esfera de accion).

78,79, 85, 86

Dentro de estas aproximaciones, el modelo de Perrin predice que:

.ITO F— quNa[Q]

Ecuacién 13

donde V, se expresa en L, [Q] en mol/L y N,es el nimero de Avogadro. Notar que en

este caso, los tiempos de vida son independientes de la concentracién de Q.

En contraste con la ecuacion de Stern-Volmer, la relacion Iy /I (Ecuacién 13) no
es lineal y muestra una desviacién positiva a altas concentraciones de Q. A bajas
concentraciones, e*aVal®1~1 + V, N, [Q], por lo que la dependencia con la concentracién

es casi lineal (como es el caso del modelo de Stern-Volmer).

A partir de un grafico lineal de ln'T° versus [Q] se obtiene V;, de la pendiente. Los

valores determinados para V, N, frecuentemente se encuentran en el rango de 1-3 L/mol.

Esto corresponde a un radio de esfera de quenching cercano a 10 A.”® El modelo de

28



Claudia A. Solis Aspectos teodricos
S S —

Perrin ha sido ampliamente utilizado en la interpretacion de TE no radiativa en medios

1'1’gidos.87‘89

3.2.4.3- Desactivacion de la fluorescencia dindmica y estatica de forma
simultinea

La desactivacion dinamica y estatica puede ocurrir simultaneamente, resultando
en una desviacion de la linealidad en el grafico de I/ en funcién de [Q]. Si se utiliza el
modelo de esfera de desactivacion efectiva como quenching estético. La relacion Iy/1
dada a partir del gquenching dinamico, debe multiplicarse por la fraccion de moléculas

fluorescentes libres (capaces de ser desactivadas en un proceso dindmico).

Io (o Iy
2= () e
1 I dindmico 1 estéitico

Ecuaciéon 14

A partir de las ecuaciones 9 y 11 (paginas 25 y 28, respectivamente) se obtiene

la siguiente relacion:
_Io — + K NgV, - To N,V
I - (1 Sv[‘?])e a q[Q] = ——T e’a q[Q]

Ecuaciéon 15

Si bien el modelo de Perrin es una aproximacion, explica cualitativamente y
cuantitativamente los efectos transitorios en la desactivacion de estados excitados, por

lo que su utilizacién no ha perdido vigencia atin.
3.2.4.4- Desactivaci6on de la fluorescencia en sistemas heterogéneos

Cuando un sistema contiene un fluoréforo en distintos entornos (por ejemplo, un
fluoréforo incorporado en materiales microheterogéneos, tales como matrices sol-gel,
polimeros, etc.) o més de un fluoréforo (como diferentes residuos de triptéfanos en una
proteina), las relaciones anteriores (Secciones 3.2.4.1-3) deben ser modificadas. Si la
desactivacién dindmica es predominante, la relacion de Stern-Volmer debe reescribirse

como: 78
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R fi
Iy Z 1+ Kv,[Q]

Ecuacion 16

donde Kgy; es la constante de Stern-Volmer de la iesima especie emisora y f; es la
fraccién con que contribuye esa especie a la emisién total. Si los fluordéforos son
realmente diferentes, las K, ; deberian también serlo, por lo que ecuacién 14 predice

que un gréfico Iy/I debera mostrar siempre una pendiente negativa.

Cuando la relacién planteada en el modelo de Stern Volmer (Iy/1 vs [Q]) es
lineal, generalmente es indicativo de una sola clase de fluor6foro. Si dos poblaciones de
fluoréforos estan presentes, y una de ellas no es accesible al qguencher, entonces existira
una desviacién negativa del grafico de Stern-Volmer. En este Gltimo caso se recurre
para el tratamiento de los datos experimentales usando una modificacién de la ecuacién

de Stern-Volmer:”®

I, I 1 1

—— = +
Al Io =1 facc fachacc[Q]

Ecuacién 17

donde I e I, son las intensidades de fluorescencia en presencia y en ausencia de
quencher, respectivamente, f,.. es la fraccion de fluoréforo accesibles al quencher,

K,cc s la constante de Stern-Volmer para dicha fraccion.
3.2.4.5- Transferencia de electrones fotoinducida

La transferencia de electrones fotoinducida (TeF) es uno de los principales
mecanismos de desactivacion de la fluorescencia. Esta clase de reacciones estid
involucrada en muchos de los procesos en fotoquimica organica y juega un rol principal

en la fotosintesis y en sistemas artificiales de conversion de energia solar.*'% ¢

Los procesos de Te pueden ser oxidativos o reductivos para la especie
electrénicamente excitada como se ilustra en el Figura 10Figura 10. Como es sabido, los
potenciales de oxidacion y reduccion de las moléculas se incrementan en el estado

excitado.”® 3% 81
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Transferencia de electrones reductiva Transferencia de electrones oxidativa

A¥* + D - A"+ D7 D* + A — DT + A"

LUMO =4 _ -t — LUMO-V.\_ - —t
+ HOM
oo 4l T ot +

Fluordforo Quencher Fluoréforo Quencher Fluordforo Quencher Fluordforo Quencher
excitado ricoene reducido  oxidado excitado pobre en e oxidado reducido

Figura 10. Procesos de Te reductivo y oxidativo respecto a la especie excitada.

Si la reaccién no se haya limitada por difusion, la constante de Te, ky, siempre

puede ser determinada. 7’ 8- %7

En el Figura 11 se muestra el diagrama de energia para un proceso de Te entre
un donador de electrones en el estado excitado y un aceptor. Luego de la excitacion del
donador de electrones este le transfiere un electrén al aceptor con una constante de
velocidad especifica ky, formando un complejo de CT [A~D-*]*. Este complejo puede
ser un exciplejo (fluorescente) o un par de iones radicales de contacto (que puede emitir
0 no), desactivarse para volver al estado fundamental o sufrir una separacién de cargas
para formar un par de iones radicales libres: A+ D-*. La ocurrencia de alguno (o
todos) de estos procesos depende de la naturaleza del par A/D y de las propiedades del
medio.”” *' En solventes poco polares o de mediana polaridad, los procesos de
transferencia de cargas ocurren a distancias de contacto entre el D/A, y lleva
generalmente a la formacion de exciplejos o la formacién de pares idnicos de contacto.
La diferencia entre estas dos especies es explican en mas detalle en la Seccién 3.2.4.7.
En medios no polares, la separacion total de los iones en contacto (para dar iones
radicales libres) se encuentra impedida por la baja capacidad del solvente para
estabilizar a estas especies cargadas. En solventes polares (como acetonitrilo, agua, etc.)
la distancia a la que ocurre la Te es mayor y puede tener lugar aun con una (0 mas)
moléculas del solvente (S) separando al par D/A. El quenching lleva a la formacién de
pares i6nicos separados por solvente [A~ — Solvente — D*], no fluorescentes y que

rapidamente evolucionan para dar iones radicales libres. Este mecanismos de Te a
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“larga distancia” es la principal causa de que la formacion de exciplejos no sea
observada en medios polares.
El cambio de energia libre para la Te fotoinducida estd dado por la ecuacion de
Rehm-Weller: " #!
e2

=0 _. 0
AG™ = Ep+ ), — Egey g~ — AEgo(A) — =

Ecuacion 18

donde E(A/A’) y E(D'/D) son los potenciales de reduccién para la especie A y D,
respectivamente; AE,, es la energia de la transicion 0-0 del fluoréforo de S, a S; (de A
o de D). El Gitimo término es la energia de estabilizacion coulémbica del par i6nico, &
es la constante dieléctrica del solvente y d es la distancia entre las cargas. En solventes
polares donde ¢ es grande (ej: 37 para acetonitrilo) el término debido a las fuerzas
electrostatica (Coulombica) es ~ - 1,3 kcal/mol (0,06 eV) para un d~ 7A, si se

consideran iones monovalentes de cargas opuestas.

A+ D*
\R}, [A" D'*]* AG
hy
E ] knr h\'E
A+D A+D

Figura 11. Diagrama de energia de Te fotoinducida entre un D* y un A.

Los estudios de Te generalmente se llevan a cabo en solventes polares, como
acetonitrilo, el cual es un solvente comin en la determinaciéon de potenciales redox.
Para la separacion completa de una carga en acetonitrilo e/ r es igual a 1,3 kcal/mol=

0,06 eV (para d~ 7A, si se consideran iones monovalentes de cargas opuestas). Este
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término por lo general posee una contribucidon pequeiia al cambio de energia libre total
del proceso.

En solventes poco polares, el calculo de AG*® se hace mas dificil debido a la
imposibilidad de obtener potenciales redox confiables en estos solventes. En el caso de
sistemas que muestren la formacién de exciplejos existen, sin embargo, métodos
alternativos para calcular valores aproximados de AG*. Estos métodos, desarrollados

en estudios previos propios, fueron utilizados en el desarrollo de esta tesis.”
3.2.4.6- Formacion de excimeros y exciplejos

Los excimeros son especies transitorias formadas por una molécula en su estado

excitado y otra molécula (idéntica) en el estado fundamental:
M*+Me 'E*

Esquema 2

Donde E corresponde al excimero, el cual también se puede representar como *(MM)*
que indica que la energia de excitacion esta deslocalizada sobre las dos moléculas.
Muchos hidrocarburos poliaromaticos, como antraceno, pireno, etc., pueden formar

excimeros.’% °%%*

En la Figura 12 se muestran las curvas de energia vs. la coordenada de reaccion
(rum) para la formacién del complejo. La curva de abajo representa la energia repulsiva
entre las dos moléculas en el estado fundamental. La curva de arriba, correspondiente a
la formacion del dimero posee un minimo. Este minimo se encuentra cuando dos anillos
aromaticos estan enfrentados (cara a cara) a una distancia de ~ 3-4 A. Esta geometria es
siempre requerida para la formacion de los excimeros y conocida como la conformacion
“sandwich”. Para el pireno la distancia de separacién entre los anillos es de 3,37 A y el
valor experimental de la energia de estabilizacion AH es de 170 kJ/mol. En contraste
con la banda del monémero, la banda de emision del excimero no tiene estructura ya
que el estado fundamental del dimero es disociativo y puede considerarse como un
continuo. La banda de fluorescencia correspondiente a dicho complejo se encuentra
siempre a longitudes de onda mayores que la del mondémero y no presenta bandas

vibracionales (Figura 13).
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M*+M

>
>

Energia

Excimero AH

— M+M
Fvim

Figura 12. Diagrama de superficies de energia para un excimero.”

M + IM* — IE*

N R

Figura 13. Espectro de fluorescencia correspondiente a la formacién de un excimero.

En la Figura 14 se muestra el proceso de formacién del excimero (E), donde ky,
y kg son las constantes de desactivacion del monémero y excimero en el estado

excitado respectivamente, y k; y k_, son las constantes asociadas a la formacién y

disociacion del excimero, respectivamente.
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M+M* .
1
S -
hv M :k1'+k1ll'= L n k]:_:zk’ l‘+k ’ e 1 T
M+M /

Figura 14. Diagrama de energia para la formacién de un excimero.

En la Figura 15 se muestra los decaimientos de fluorescencia del mondémero

(i (1)) y el excimero (iz(t)), considerando dos casos diferentes:’®

a) La disociacion del excimero (para restituir M*) ocurre durante el tiempo de vida del
estado excitado. La formacién del exciplejo es reversible (k_, = kg) por lo que el

decaimiento de la emisiéon de M* es biexponencial.

b) La disociacion del excimero (para restituir M*) no ocurre durante el tiempo de vida
en el estado excitado (k_; « ki), la formacion del excimero es irreversible y el

decaimiento de fluorescencia de M* es monoexponencial.

Logi|\ A Logil B

i5(t) | gD

\ (1) ipg(t)

{ o - |

tiempo tiempo

Figura 15. Decaimientos de fluorescencia del mondémero y excimero. a- disociaciéon del
excimero dentro del tiempo de vida del estado excitado. b- sin disociacién.”
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Cuando dos mondémeros estan unidos por una cadena flexible y corta, pueden
formarse excimeros intramoleculares. Este proceso no involucra traslacion de los
reactantes, sino una aproximacion entre las dos moléculas mediante rotaciones internas
durante el tiempo de vida del estado excitado. La formacién del excimero

intramolecular es independiente a la concentracién del monoémero.

En algunos casos, un mondémero en el estado fundamental puede encontrarse
cercano a otro mondmero (por ejemplo, en polimeros con fluoréforos colgando o en
superficies con fluor6foros adsorbidos o covalentemente unidos) tal que el
desplazamiento y rotaciéon requeridos para alcanzar la conformacién del excimero
ocurre de forma muy rapida. Estos excimeros son llamados “excimeros preformados”.
Sin embargo, si los desplazamientos / rotaciones de los reactantes es lenta comparada
con los procesos de desactivacion del estado excitado del mondmero, la formacién del

excimero no se observa.
3.2.4.7- Exciplejos

Los exciplejos son complejos excitados electronicamente, de estequiometria
definida, “no enlazantes” en el estado fundamental. Se forman por el encuentro entre
una molécula en el estado excitado (donadora o aceptora de electrones) con una

molécula distinta no excitada (aceptora o donadora de electrones).’”® %%

Ip*+ A2 Y(DA)

Esquema 3

4* +D 2 (AD)"

Esquema 4

Los exciplejos difieren de los pares de iones radicales de contacto en el grado de
acoplamiento entre D* y A o entre D y A*. Si el acoplamiento es grande, la funcién de
onda que describe al complejo de CT posee una importante contribuciéon del estado
localmente excitado: D*A o A*D. Este acoplamiento depende de la simetria orbital de
los estados fundamentales y excitados de D y A, y de la geometria de maxima
estabilizacién del complejo. Cuando el acoplamiento es grande (diabatico) se estd en

presencia de un exciplejo. En contraste, si el acoplamiento es chico (adiabatico),
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denominamos al complejo de TC como par de iones radicales en contacto. Por
definicion, un exciplejo siempre muestra propiedades fluorescentes. Los iones de

contacto puede emitir o no, dependiendo de la naturaleza de A y D.

Un caso muy conocido de formacién de exciplejos es el complejo en el estado
excitado de antraceno y N,N-dimetilanilina, resultando de la transferencia de un
electron desde la amina a la molécula excitada de antraceno.””*® En solventes no polares
como hexano, la desactivacion del aceptor estd acompaiiada por la aparicién de una
banda ancha sin estructura a longitudes de onda mayores que las del fluoréforo. Cuando
la polaridad del medio aumenta, la banda del exciplejo se corre al rojo. En general, la
dependencia del maximo de emision del exciplejo con la polaridad del medio es

interpretada usando el modelo de Lippert-Mataga:*

2u? (e—1 1 n?-1
max — max - —_——
hve hve™(0) = =3 (25 Y1 22n2+1

Ecuacioén 19

donde € es la constante dieléctrica, n el indice de refraccion p el radio de la esfera

equivalente al volumen del complejo y u. el momento dipolar del exciplejo.

Al igual que los excimeros, muchos exciplejos formados por compuestos
aromaticos adoptan una geometria de “sandwich”. Sin embargo, las restricciones
geométricas requeridas para la formacioén de estos complejos son menores que para los
excimeros. Se ha demostrado que los exciplejos pueden formarse adoptando geometrias
(distancias y angulos entre D/A) no 6ptimas. En tales casos, el exciplejo se forma con
un exceso de energia conformacional y emite a mayores energias de las observadas para

. . . . 99
el mismo complejo con una geometria “relajada”.

El esquema cinético para la formacién de exciplejos es similar a la de la
formacién de excimeros (Seccion 3.2.4.6). Estudios de los decaimientos de la emisién
del estado excitado (D* o A*) y del exciplejo, proporcionan informacién valiosa sobre

todas las constantes cinéticas involucradas.
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3.2.4.8- Procesos de TE. Distincién entre TE radiativa y no radiativa

Desde el punto de vista de la fotoquimica mecanistica la TE se refiere al proceso
fotofisico por el que una entidad molecular en el estado excitado (donador) se desactiva
(vuelve al estado fundamental) mediante la transferencia de energia a una segunda

entidad molecular (aceptor) que a su vez pasa a un estado de mayor energia.”®

La TE radiativa ocurre cuando una molécula A absorbe un fotén que fue emitido
por una molécula D. Este fenémeno es observado cuando la distancia promedio entre A
y D es mayor que la longitud de onda de excitacion. Esta transferencia no requiere

interaccion entre las partes, pero depende de su solapamiento espectral y concentracién.

La TE no radiativa ocurre sin emisién de fotones a distancias menores que la
longitud de onda. Es un proceso resultante de las interacciones de corto o largo alcance
entre las moléculas. La transferencia no radiativa por interacciones dipolo-dipolo es
posible para separaciones por encima de los 80-100A. Consecuentemente, esta clase de
transferencia es una herramienta para determinar distancias entre croméforos y se debe
destacar que la TE de excitacion juega un papel fundamental en sistemas

fotosintéticos.’’

La TE no radiativa puede ocurrir tanto por interaccion de intercambio
electrénico que involucra un solapamiento de los orbitales moleculares en el espacio o
por una interaccion dipolo-dipolo que ocurre a través de un campo eléctrico oscilante en
el espacio. Considerando Ep- y E,-, las energias en el estado excitado del donador y
aceptor, respectivamente, el proceso de transferencia bimolecular D* + A —» D + A*
dependerd de que la energética global de la reaccién se vea favorecida (término

exotérmico Ep > E4.).7% 190101

Se debe mencionar que la TE singlete-singlete ( 1D* + A » 1D + 4*) esta
involucrada en cualquier interaccién mientras que la TE triplete-triplete solo ( >D* +
A - 1D+ 34*) se ve involucrada por solapamiento orbital. En la transicién no
radiativa desde el estado singlete méas bajo hasta el multiple estado triplete (cruce entre

sistemas) el cambio de tipo de orbital aumenta la velocidad del proceso (reglas de El
Sayed).?
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3.2.4.8.1-TE radiativa

Esta clase de transferencia es un proceso de dos etapas: un fotén emitido por D

es absorbido por un aceptor que puede ser quimicamente distinto (A) o igual (D).
D* - D+ hv
A(o D)+ hv —» A*(0o D*)

Esquema 5

Este proceso también se conoce como trivial, debido a la simplicidad del

fenémeno.®°
3.2.4.8.2- TE no radiativa

La TE requiere alguna interaccién entre una molécula dadora y una aceptora. El
término TE por resonancia (RET, singlas en ingles), tiene lugar si los espectros de
emisiéon del dador y de absorcion del aceptor se superponen. Entonces algunas
transiciones vibronicas en D tienen practicamente la misma energia que las
correspondiente en A, por lo que estas transiciones se acoplan, es decir estan en

resonancia (ver Figura 16).'®

La TE puede ocurrir a partir de diferentes interacciones. Las interacciones
pueden ser Coulombicas y/o debido al solapamiento de los orbitales moleculares. Las
interacciones Coulombicas consisten en interacciones dipolo-dipolo de largo alcance
(mecanismo Foster o RET). Las interacciones debido al solapamiento de orbitales, el

cual incluye intercambio de electrones (mecanismo Dexter), son de corto alcance.

El término Coulombico corresponde a la TE en la cual inicialmente, un electrén
en el LUMO del D vuelve al estado fundamental (HOMO), simultineamente un
electrén en el HOMO de A es promovido al estado excitado (LUMO) (Figura 17-A). El
termino de intercambio (el cual tiene un origen mecano-cuantico) corresponde a
procesos de TE asociados a un intercambio de dos electrones entre D y A (Figura 17-
B).% %0
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Figura 16. Transferencia de energia por resonancia.”®
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Al Mecanismo Coulombico
D* A
LUMO =i~
|
HOMO wiiimiom
Yo+
B Mecanismo de intercambio
IE IE
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- @ —--S—g-
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Figura 17. Representacion de los mecanismos Coulumbico (A) y de intercambio (B) para la

TE. IC: interaccién Coulombica y IE: intercambio electrénico.”
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3.2.4.8.3-Mecanismo Foster

A partir de consideraciones tanto clasicas como de bases mecano-cuanticas,
Foster derivo la siguiente expresion para la cinética de transferencia dipolo-dipolo en

rango extendido (acoplamiento muy débil):"

it = o [ = [

Ecuacién 20

donde k, es la constante de emision del donor y 79 es su tiempo de vida en ausencia de
transferencia, r es la distancia entre D y A, y R, es la distancia critica o radio de Foster,
es decir la distancia a la cual la transferencia y el decaimiento espontaneo de D* son
igualmente probables (k1 = kp). Se debe notar que la TE depende tanto de la distancia
como de su inversa elevada a la sexta potencia (k%Za 1/r°). El valor de R, puede

determinarse a partir de espectroscopia, utilizando la Ecuacién 21:7

o Ye
RO = (0,2108 [K2¢gn-4f ID(A)EA(A)A“dA
0

Ecuaciéon 21

donde x2es el factor de orientacién (el cual se definira mas adelante), ®J es el
rendimiento cuantico de fluorescencia del donor en ausencia de transferencia, n es el
indice de refraccion promedio del medio en el rango de longitudes de onda donde el

solapamiento espectral es significativo, Ip(A) es el espectro de fluorescencia de D
normalizado, tal que f0°° Ip(A)dA = 1y g4(A) es el coeficiente de absorcion molar de A.

El valor de R, se encuentra generalmente en el rango de 15-60 A.

El factor de orientacién k2, considera el 4ngulo entre los momentos de transicién
del aceptor y donor y el vector de separacién. k? puede tomar valores de 0 (momentos
de transicion perpendiculares) a 4 (momentos de transicion colineales). Cuando el
momento de transicion es paralelo, k2 = 1. Cuando las moléculas son libres de rotacién
con una constante mucho mas rapida que la constante de desactivacién del donor

(dinamica isotrépica promedio) el valor de x? promedio es de 2/3. En un medio rigido,
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el cuadrado del valor promedio de k es 0,476 para un arreglo de aceptores que estin
distribuidos aleatoriamente alrededor del donor con respecto a la distancia y orientacién

(este caso es con frecuencia llamado promedio estatico isotrépico).78
La eficiencia de transferencia esta definida como:

dd dd
d) = kTE = kTE
TE " kp + k%2 T 1/78 + k92

Ecuacién 22

Usando la Ecuacién 22, se puede relacionar la eficiencia de transferencia con r/R,
dando:

1

P18 = TG /Ry

Ecuacion 23

Notar que ®1g es del 50% cuando la distancia entre D y A es igual al radio
critico de Foster. La Ecuacion 23, muestra que la separacion entre un donor y un aceptor
puede ser determinada a partir de la medida de eficiencia de transferencia, bajo la

condicidn que r no sea muy distinta de R,,.

La eficiencia de transferencia también puede expresarse segun:

Tp
Prp = 1—;3
D

Ecuaciéon 24

donde tJ y 7 son los tiempos de vida del donor en ausencia y presencia del aceptor,

respectivamente.

El mecanismo de transferencia de energia por resonancia (RET) es ampliamente
utilizado para determinar distancias en biomoléculas y asociaciones y agregados
supramoleculares.'”'™ Se debe enfatizar que la constante de transferencia no solo
depende de la distancia de separacion sino también de la orientacion de los fluoréforos.
Por lo que, puede ser mas apropiado en algunos casos reescribir la constante de

transferencia como:
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k _2'(2 R06
TET 30| r

Ecuacion 25

donde Ry es el radio de Forster para k2 = 2/3

La RET (Forster) puede ser usada como una regla espectroscopica en el rango de
10-100 A. La distancia entre las moléculas de donor y aceptor debe ser constante
durante el tiempo de vida del donor, y mayor que 10 A para evitar los efectos de
interacciones a corto rango. La validez de esta regla ha sido confirmada por el estudio
en sistemas en los cuales la separacion donor-aceptor esta bien definida por separadores

rigidos (estructuras quimicas, como biciclos separan ambas partes).”s % 1!

3.2.4.8.4-Mecanismo Dexter

La TE por el mecanismo Dexter estd dada por intercambio de electrones. A
diferencia con el mecanismo dipolo-dipolo se observa que la transferencia decae

exponencialmente en funcién de la distancia entre las especies involucradas (k% o

_ . . .7
e~2"). La constante de transferencia puede ser escrita segiin: 8

. 2n
TE = TK]'G_ZT”‘

Ecuacion 26

Donde J° es una integral de solapamiento
1= [ b@e@aa
0

Ecuacién 27

Con la condicién de normalizacién ( fom Ip(A)dA = fom £4(A)dA = 1). Donde L es el
radio promedio de Bohr.”® Debido a que K (Ecuacién 26) es una constante que no se
relaciona a ningin dato espectroscopico, es dificil caracterizarla cuando opera un

mecanismo de intercambio.® °!
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3.3- Fundamentos de las técnicas utilizadas en estos estudios

Durante el desarrollo de la tesis se emplearon las siguientes técnicas:

- Medidas de dispersion de luz: determinaciéon del tamafio de particulas de los
sistemas poliméricos sintetizados.

- Estudios de fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo: con el fin de
investigar como la matriz polimérica y la presencia de distintos fluoréforos en la
misma afectan su comportamiento fotoemisivo y dan lugar a distintos procesos
de desactivacion del estado excitado.

- Anisotropia: el estudio de depolarizacion de luz permite investigar la rigidez del
entorno en el cual se encuentran confinados los fluor6foros.

- Laser Flash Fotolisis: esta técnica permite determinar la presencia de distintas
especies transitorias, para confirmar posibles procesos que tienen lugar en los

sistemas estudiados.
3.3.1- Medidas de Dispersion de luz

La dispersion dindmica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) es una técnica
para medir el tamaiio de particulas, generalmente en la regién del sub-micrén (<10 m).
Dicha determinacion se realiza a partir del movimiento Browniano de las particulas,
este parametro es el que se determina para luego poder inferir el tamafio de las
particulas.

El movimiento Browniano es el movimiento aleatorio de las particulas al fluir en
el solvente en el que se encuentran suspendidas. La velocidad del movimiento
Browniano esta definido por una propiedad conocida como el coeficiente de difusion
traslacional (D). El tamafio de la particula es calculada a partir de la ecuacién de Stokes-
Einstein (Ecuacion 11, pagina 26).” 1%

El diametro medido aplicando la técnica de DLS es un valor del diametro de una
esfera que posee el mismo coeficiente de difusion traslacional que la particula. Para
particulas no esféricas, los resultados no son inherentemente correctos, debido a que el
modelo que se aplica considera que la forma de la particula es esférica. Cabe sefialar
que el valor de D no solo depende del tamario intrinseco de la particula, sino también de

la estructura superficial y el tipo y concentracién de iones en el medio.'%
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La técnica de medidas de DLS se basa en dos teorias:

Teoria de Rayleigh: Si las particulas son pequeiias comparadas con la longitud
de onda del laser usado (tipicamente menor que d = A /10 o alrededor de 60 nm
para un laser de He-Ne), entonces la dispersion de una particula iluminada por
un laser polarizado verticalmente serd esencialmente isotrépica.

La aproximacién de Rayleigh nos dice que I o d® y que 1 1/A%, donde I =
intensidad de la luz dispersada, d = didmetro de la particula y A = longitud de
onda del l4ser. El termino d® nos dice que una particula de 50 nm dispersara 10°
o un millén de veces mas que una particula de 5 nm (esto afecta a las mediciones
de DLS). La relacion inversa de A! implica que una mayor intensidad de luz

dispersa es obtenida a partir de una menor longitud de onda del laser usado.'?’

Teoria de Mie: Cuando el tamaifio de las particulas es semejante a la longitud de
onda de la luz que incide en la muestra, entonces es observada una funcién
compleja con valores maximos y minimos con respecto al angulo en el cual se
monitorea la dispersion. Esta teoria es la Gnica teoria que explica la maxima y
minima en el ajuste de la intensidad con el angulo y dara la respuesta correcta

sobre todas las longitudes de onda, tamafios y 4ngulos.®

En DLS, se mide la velocidad a la cual las particulas difunden debido al

movimiento Browniano en el medio dispersante. Esta determinacion estd dada por la

medida de cuanto fluctia la intensidad de la luz dispersada, detectada por un arreglo

optico adecuado. Como se muestra en la Figura 18 la luz dispersa por las particulas

suspendidas en el medio, que es detectada, surge como producto de adiciones de

funciones de onda de fase constructiva (B) y destructiva (A). Como el sistema esta en

continuo movimiento las adiciones de las funciones cambian constantemente, lo que

provoca las fluctuaciones ya mencionadas.
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Screen

Figura 18. La sefial observada depende de la adicién de fases de la luz dispersada en el
detector. En A, las dos funciones de onda de la luz producen interferencia y se cancelan
mutuamente, provocando una disminucion en la luz detectada. En B, la interferencia es
constructiva, lo que resulta en un incremento de la luz detectada.

Cabe destacar que las fluctuaciones dependen del tamafio de la particula. Las
particulas pequeifias, al moverse mas rapido, causan mas fluctuacidon que las particulas
de mayor tamario. En la Figura 19, se muestra esquematicamente la fluctuacion tipica de
la luz dispersa a partir de particulas grandes y pequeiias.

A
Particulas grandes

/ Lﬂ\f’\ ﬂ ”\fﬁ\f\f’\/\

Intensidad

A Tiempo =
- Particulas pequefias
3
| RN W A A
k=

Tiempo
Figura 19. Fluctuacién de las intensidades de luz dispersa para particulas grandes y pequeiias.
El grado de fluctuacion de la luz dispersa puede ser determinada mediante el uso
de un autocorrelacionador digital. Este dispositivo es basicamente un comparador de
sefiales. Mide el grado de similitud entre dos sefiales o una sefial y esta misma luego de
un intervalo de tiempo (8t). Una correlacion perfecta es indicada por la unidad (1,00) y
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si no hay correlacion por cero (0,00), si las sefiales a t+258t, t+38t, t+40t etc. son
comparadas con la sefial en t, la correlacién de una seiilal que llega desde una fuente
aleatoria decrecera con el tiempo hasta un tiempo, t=co, donde no habra correlacion. El
movimiento Browniano de las particulas en una suspension causan que la luz dispersa
fluctué en funcién del tiempo. El correlacionador PCS (Photon correlation

spectroscopy) usado construiré la funcion correlacion G(t) de la intensidad dispersada:®

G(r) =I(t); I(t + 1))
Ecuacion 28

donde 1 es la diferencia de tiempo.

El tamafio es obtenido de la funcién correlacioén a partir de varios algoritmos.
Hay dos aproximaciones que pueden ser tomadas: (1) ajuste de la funcién correlacioén
con una funcién monoexponencial para obtener la medida del tamafio (didmetro
promedio-z) y un ancho de distribucion estimado (indice de polidispersidad) o (2) ajuste
de la funcion correlacion con una funcién multiexponencial para obtener la distribucion
de los tamarios de particulas, como minimos cuadrados no-negativos (NNLS), CONTIN
o Automatico (Malvern Instruments).

A partir de la informacién obtenida del manual correspondiente al equipo de

DLS, podemos realizar una breve descripcion de los distintos métodos de analisis:

- Mono modal: Es utilizado cuando no se requiere detalles de la distribucion
obtenida, o la muestra presenta dificultades al ser medidas. El grafico de ajuste no
implica ninguna distribucion sino que es una representacién logaritmica del tamafio
promedio Z y la polidispersidad (ancho de la distribucion), dichos valores
calculados a partir de un ajuste polinomial del logaritmo de la funcién correlacion
normalizada.

- Contin: Es la opciéon mas adecuada para distribuciones “perfiladas o suavizadas”,
por ejemplo en emulsiones, o cuando no es necesaria una alta resolucién. Calcula
24 posibles distribuciones, mostrando el mejor ajuste. Este no es un algoritmo de
alta resolucién, debido a que opera por un pricipio llamado de “parsimonia”, que

seleccionara el resultado mas simple que seria un resultado monomodal si el criterio
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de ajuste tan bueno como para un posible resultado bimodal. La minima diferencia

entre picos que puede resolver generalmente es aproximadamente de 2,5:1.

- NNLS (cuadrados minimos no negativos): estd basado en un algoritmo de ajuste
estandar el cual tiene generalmente la mejor resolucién disponible. Sin embargo,
para maximizar el ajuste es necesario ingresar un rango apropiado de tamaifios

desde otra fuente.

- Automatico ((Malvern Instruments)): Combina las mejores caracteristicas de las
demas opciones (monomodal, NNLS y contin). Presenta un nuevo modo de
tratamiento de datos que da una distribucién de tamarfios para muestras donde no se
conoce informacion previa (analisis por “defecto”). El resultado final es calculado
utilizando cualquiera de los dos analisis: monomodal o contin. Todos los

parametros son preestablecidos y no se pueden modificar.

La distribucidon de tamaiio obtenida es un ajuste de la intensidad relativa de la
luz dispersa por las particulas de varios tamaifios y es conocido como la distribucién de
tamarfio por intensidad. Se pueden diferenciar tres distribuciones de poblaciones: por

intensidad, por volumen y por niimero. En términos generales veremos qué:

d(intensidad) > d(volumen) > d(numero)

Una forma muy simple para describir la diferencia entre las distribuciones de
intensidad, volumen y nimero, es considerar dos poblaciones de particulas esféricas de
didmetro 5 nm y 50 nm presentes en igual cantidad. Si estas dos poblaciones de
particulas son ajustadas con una distribucién por numero, el ajuste consiste en dos picos
(posicionados en 5 y 50 nm) de una relacién 1:1. Si esta distribucién por nimero es
convertida a volumen, entonces los dos picos deberdn cambiar a una relacién de 1:1000
(porque el volumen de una esfera es igual a 4/3n (d/2)®). Si este es convertido a una
distribucién por intensidad, una relaciéon 1:1000000 entre los dos picos se obtendrd
porque la intensidad de dispersidon es proporcional a d® (de la aproximacién de
Rayleighs. Esta diferenciacion se muestra en la Figura 20. Recordar que en DLS la

distribucion obtenida de una medida es por intensidad.
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Figura 20. Distribuciones por nimero, volumen e intensidad de una mezcla bimodal de 5 y 50
nm presentes en igual cantidad.

3.3.2- Espectroscopia de emision. Medidas estacionarias

Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada (luego de la
absorcion de un fotdn) es breve, debido a que existen diversas formas en las cuales un
idtomo o una molécula excitada libera su exceso de energia (desde distintos estados
excitados) y se relaja a su estado fundamental. Los procesos responsables de la

disipacion del exceso de energia pueden ser diferenciados y clasificados segin la Figura
217879

o = Conversion interna
Transiciones no radiativas < )
Cruce entre sistemas

.. o Fluorescencia
Transiciones radiativas <
— Fosforescencia

[ Vias disipativas

Quenching (Te o TE)

Relajacion vibracional

Figura 21. Vias fisicas de disipacién de energia electrénica.
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Como se observa en la Figura 21, las transiciones radiativas, se pueden dividir
en:
a.  Fluorescencia: causado por una transicion entre estados de igual multiplicidad.
Es un proceso rapido (k¢~ 10°-10° s1).
b.  Fosforescencia: es el resultado de una transicidén entre estados de distintas
multiplicidad. Estos procesos por ser prohibidos por spin, tienen una constante

menor (kp~ 102-10* s™") que en la fluorescencia.

Estas transiciones y otros procesos moleculares que pueden ocurrir entre el
estado fundamental y los estados excitados se ilustran en el diagrama de Jablonski
(Figura 22).”

La espectroscopia de fluorescencia es una clase de espectroscopia
electromagnética que analiza la fluorescencia de una muestra mediante su espectro de
emision. Se define espectro de emisién al grafico de la intensidad de fluorescencia en
funci6n de la longitud de onda (nanémetros) o niimero de onda (cm™). Estos espectros
varian ampliamente, dependiendo de la estructura quimica del fluoréforo y el solvente
en el cual esta disuelto. Las medidas estacionarias, son aquellas que se realizan con una
fuente de iluminacion (excitacion) continua. La muestra es iluminada con un haz de luz

continuo, y la intensidad o espectro de emision es registrado.
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Figura 22, Diagrama de Jablonski. Procesos: absorcién (violeta), fluorescencia (rojo),
fosforescencia (rosa) relajacion vibracional (azul), cruzamiento entre sistemas (marrén) y
conversién interna (verde).”
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Los instrumentos utilizados para medir la fluorescencia se denominan

fluorémetros (Figura 23).
Fuente de
radiacion Lentes
Monocromador ,-’
de excitacion o ,
primario Fika thw
» h .
—T L
Fotomultiplicador m

Figura 23. Diagrama de bloque de un fluorémetro.

3.3.3- Espectroscopia de emision. Medidas resueltas en el tiempo

A partir del estudio de emision resuelta en el tiempo es posible determinar
tiempos de vida de fluorescencia y caracterizar procesos dinamicos que afectan a

moléculas en el estado excitadas (fluoréforos).

La fluorescencia de una muestra es medida en funcién del tiempo, después de
sucesivos pulsos de excitacion, armando asi el perfil de decaimiento, como se observa
en la Figura 24,” donde la linea verde representa el pulso de laser y la linea de color
rojo corresponde al decaimiento de la emision en el tiempo del fluoréforo excitado. Con
la ayuda de un pulso de laser, es posible estudiar los procesos que ocurren en escala de

tiempo tan cortos como 107'? segundos.

Es importante destacar que el tiempo de vida de un dado fluoréforo (7) es el
tiempo promedio en que las moléculas del mismo se quedan en el estado excitado antes
de emitir un foton, donde cada molécula individualmente emite en forma aleatoria luego
de la excitacion.

La determinacion de tiempos de vida (o parametros de decaimiento), puede ser
llevada a cabo mediante el uso de instrumentos que estin basados en el conteo de

fotones individuales con correlaciéon temporal (time correlated single photon counting,
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TCSPC). Esta técnica se basa en el hecho de que la probabilidad de detectar un solo
fotén a un tiempo “t” (después del pulso de excitacion) es proporcional a la intensidad
de fluorescencia para ese entonces. Luego de medir el tiempo y registrar los fotones
unicos posteriores a un gran nimero de pulsos de excitacion, la curva de decaimiento de
la intensidad de fluorescencia es reconstruida como un histograma. La Figura 25

muestra una representacién esquemética de un equipo convencional de TCSPC.”®
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Figura 24. Medida de fluorescencia resuelta en el tiempo (rojo) y el pulso del laser (verde).”

El funcionamiento del equipo implica que un pulso eléctrico asociado con el
pulso de excitacion es generado y dirigido para encender el convertidor amplitud-
tiempo (TAC), mientras la muestra es excitada y emite fluorescencia. La Optica es
“ajustada” para que el fotomultiplicador detecte no mas de un foton después de cada
pulso de excitacion. Cuando es detectado el fotén, producto de la emision de la muestra,
un pulso eléctrico detiene el TAC. En ese momento el TAC genera una sefial cuya
amplitud es directamente proporcional al tiempo entre los pulsos de encendido y
apagado. El andlisis de altura de la sefial se realiza con un convertidor analégico-digital
y un analizador multicanal. Después de repetir esta secuencia de encendido y apagado
un gran nimero de veces se obtiene un histograma que representa el decaimiento de
fluorescencia. Cuanto mayor es el numero de eventos, mejor es la exactitud de la curva
de decaimiento. La exactitud requerida depende de la complejidad del pulso de

respuesta del sistema.

52



Claudia A. Solis Aspectos teoricos

- Laser ——=

— T )} ————- D muestra

—— Lampars dz flash |~] monocromador }-—- :

. v
L discriminator I r Liscriminador ]
n il

finea de otraso
Encendido ™ onvertidor Apagaco

| tiempo-smplitud
1 nﬂnnj—l.ff.:}" t

mﬁ.zc.{or multicanal - ]

L bt

bbb
bbbtk
R

AEREERE
e

-4
ELE
2=

Lk

Computadora

Figura 25. Esquema de un equipo de TCSPC.”®

Cuando la funcién respuesta obtenida debe ser corregida (deconvolucién) con el
fin de no considerar el aporte de la sefial de excitacion, el perfil temporal de los pulsos
de excitacion son registradas bajo las mismas condiciones reemplazando la muestra con

una soluci6n dispersante de luz, por ejemplo silica coloidal o una solucién de un latex.”®

3.3.4- Anailisis de medidas de emisién resuelta en el tiempo en sistemas
heterogéneos

Los perfiles temporales de decaimiento de fluorescencia generalmente son
analizados mediante un modelo de ajuste de decaimiento multiexponencial (Ecuacion
29).

n
1) = Z aze~t/T

i=1

Ecuacion 29
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donde a; y 7; son la amplitud y tiempo de vida correspondientes a la componente iesima
del decaimiento. El tiempo de vida medio para este modelo, se puede calcular de

acuerdo a la Ecuacién 30. %70

o = it
M Xia

Ecuacién 30

Este modelo, generalmente se ajusta adecuadamente al sistema estudiado, sin
embargo, para sistemas complejos o heterogéneos, se dificulta la adecuada

interpretacion fisica de los resultados.

En el caso de sistemas complejos, el andlisis de los resuitados a partir de
distribucion de tiempos de vida puede ser el mas adecuado. En este modelo, los valores
de a; (Ecuacién 29) son reemplazados por una funcién de distribucion a(t), ya que los
tiempos de vida no representan valores individuales bien definidos (modelo

multiexponencial). La componente para cada valor individual de 7, esta dada por:
I(t,t) = a(r)e” /"

Ecuacién 31
Sin embargo, uno no puede observar estos componentes individuales para cada

tiempo de vida (1), sino que se obtiene solo el decaimiento total. Por tal motivo, se

deben sumar los decaimientos individuales pesados por sus amplitudes (Ecuacion 32).

(o]

I(t) = fa(‘r)e't/fdr

=0

Ecuacion 32

donde [ a(r)dr = 1.

Existen distintos métodos de anélisis para el sistema planteado, entre ellos
podemos hacer referencia al método NLLS (nonlinear least squares)'®*''° donde el
estudio de la distribucidon de tiempos de vida es desarrollado en términos de funciones
de distribuciones de tiempos de vida con una forma preestablecida. Otro método de

analisis es el Método de Maxima Entropia (MEM NI-14 - e} cual, a diferencia del
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anterior, permite determinar las distribuciones de tiempos de vida sin ninguna
suposicion previa acerca de la forma de los componentes. Este método es
matematicamente complejo’’ y el criterio de ajuste es algo subjetivo. EI MEM es
actualmente muy utilizado para entender decaimientos complejos de intensidad de
fluorescencia. Mas especificamente hablando, este método estd basado en la

maximizacién de una funcién llamada la “funcion de entropia de Skilling-Jaynes”:79

a(T)

m(7)

S= f a(t) — m(1r) — a(r)log dr
0

Ecuacion 33

En esta expresion a(z) representa la distribucion obtenida y m(z) es una funcién
que se asume al comienzo del andlisis. Ademads, en este método, los ajustes de los
perfiles de decaimiento de fluorescencia son desarrollados mientras que el y3 es
calculado para asegurar que la distribucién determinada es consistente con los datos. El
analisis se detiene cuando y3 no decrece mas de 2% para 20 iteraciones. Finalmente, se
obtiene un espectro “pulido” de a(t) que tiene suficientes detalles para describir la
forma de la distribucion y ademas no se introducen componentes de a(t) a menos que

sean necesarios en el ajuste de los datos.” '

En esta tesis, los decaimientos de emision fueron analizados usando el software
de analisis de distribucion de tiempos de vida provistos por Edinburgh Instruments
(conocido como método EI). Los detalles del algoritmo empleado por el método EI,
para encontrar la distribucion de tiempos de vida que mejor se adecue a los
decaimientos experimentales, se han discutido en varios trabajos.'>'"?

En el método de EI la funcion de decaimiento /(?), parte de la Ecuacién 32
(donde a(z) es una distribucion continua de tiempos de vida). En principio el método
encuentra la mejor a(t) que se ajusta al perfil de decaimiento experimental. La escala
temporal es dividida en un nimero finito (n) de tiempos de vida que se encuentran
igualmente espaciados en una escala logaritmica. Dentro de esta aproximacién, I(t)
puede ser reescrita como una funcién de decaimiento multiexponencial (Ecuacion 29).

Las distribuciones de tiempos de vida obtenidas por el método EI son

histogramas que representan las amplitudes normalizadas (; / a"®*) del componente i
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del decaimiento como una funcién de Log (r,-). Para distribuciones unimodales del

método de ajuste EI la distribucion de tiempos de vida tiene forma Gausiana con un
valor medio de tiempo de vida (7)) y su desviacion estdndar correspondiente (o). En el

caso de distribuciones multimodales, el método proporciona los valores de Ty , g y el

(porcentaje) el peso relativo (RW;) de cada subdistribucién definida como:

Zajrj
RW

-
/ Zj:z’:aﬁrﬂ

Ecuacion 34

A partir de esta informacion, el tiempo de vida medio de la distribucién entera

(tm) se puede estimar de acuerdo a la ecuacién:

100

TR )

J

Ecuacién 35

Como es de esperarse, el 7, calculado a partir del ajuste multiexponencial
simple (Ecuacién 30, pagina 54) o de las distribuciones de tiempos de vida (Ecuacién
35), son valores semejantes dentro de los errores introducidos durante el tratamiento

matematico de los datos experimentales.

3.3.5- Anisotropia estacionaria

Si se excita con luz polarizada una muestra que presenta fluorescencia, la luz
emitida por la misma, también estara polarizada. Esta polarizacion es el producto de la
fotoseleccion de los fluoroforos de acuerdo a su orientacion relativa a la direccién de la
excitacién polarizada.”

ILa fluorescencia polarizada puede ser disminuida (depolarizada) por un ntimero
de fenémenos, cuya importancia relativa reside en la muestra en estudio. Las causas
pueden ser:”’

e  Absorcidn (seleccion de dipolos excitables).
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e Difusion rotacional de los fluor6foros (si durante el tiempo de vida del estado
excitado, la molécula cambia su orientacion). Depende de la viscosidad del

solvente, tamafio y forma de las especies que difunden.

e Angulo entre el dipolo de absorcién y el dipolo de emisi6n (depende del

fluoréforo, es intrinseco del mismo).

e Rotacién Browniana de la molécula (agitacién aleatoria de las moléculas). Se

puede evitar trabajando en soluciones de alta viscosidad.

e Reabsorcion de la luz emitida. Depende de la concentracion de fluoréforo y del
solapamiento entre el espectro de absorcién y el de emision, (corrimiento de
Stokes).

e TE (depende de la concentracion del fluoréforo).

Las medidas de polarizacién o anisotropia revelan informacién sobre el
desplazamiento angular del fluor6foro, el cual ocurre entre la absorcion y posterior
emision de un fotén. Este desplazamiento angular depende de la magnitud y grado de
difusion rotacional durante el tiempo de vida en el estado excitado. Estos movimientos
difusivos a su vez dependen de la viscosidad del solvente y del tamaifio y forma de las
especies difusivas. Asi, la anisotropia puede involucrar mas de una causa y es de suma
importancia conocer el sistema en estudio para no sacar conclusiones erréneas a partir
de las medidas realizadas.

La relacion que permite calcular la anisotropia (r) se ilustra en la Ecuacion 36.
L.a muestra es excitada con luz polarizada verticalmente. El vector eléctrico de la
excitacion es alineado paralelo al eje z. Entonces se mide la intensidad de la emision a
través de un polarizador. Cuando el polarizador de emisién es orientado paralelo (ll) a la
direccion del polarizador de excitacion la intensidad observada es I;. Del mismo modo,

cuando el polarizador es perpendicular (1) a la excitacién, la intensidad es I,.”

_ L
r = —
I, + 21,

Ecuacion 36
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Si la luz es completamente polarizada, entonces: Iy = 0 y r = 1. Este valor se
encuentra generalmente para la luz de dispersién. La luz natural o totalmente
depolarizada da valoresde Iy = I, yr = 0.

El equipamiento empleado para medir anisotropia, puede presentar diferentes
arreglos, dependiendo del nimero de canales de emisién que se usen para poder medir
las componentes paralela y perpendicular de la luz, puede ser de formato L (Figura
26Figura 26), donde existe un unico canal de emisién, o formato T, en el cual el
componente paralelo y perpendicular de la luz emitida se observan en canales

separados.

- "‘/7J

incidente

Polarizador

Detector

Figura 26. Esquema del método en formato L, para medir Anisotropia.”

La anisotropia puede variar de -0,2 < ry< 0,4, los cuales corresponden a los
valores minimo y méaximo, para un fluoréforo presente en una solucién diluida y
vitrificada. Estos valores de polarizacion dependen de la diferencia de direccion entre
los dipolos del estado fundamental y excitado; ademas de la fotoseleccion. Se considera
que el desplazamiento angular del momento de la transicion electrénica tiene los valores

limites de 0 y 90°.

3.3.6- Laser Flash Fotdlisis (LFP)

La técnica de Flash Fotodlisis fue originalmente desarrollada como un método

para estudiar especies reactivas tales como tripletes y radicales de tiempos de vida
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relativamente cortos (t > 107 seg). La importancia de esta técnica reside en la deteccién
directa de estas especies de interés. Sin embargo presenta un inconveniente, la
identificacién de las especies involucra una nueva absorcion electrénica.'°' 2

La muestra es irradiada con un pulso laser (luz de alta intensidad ~10% fotones)
para poblar el estado triplete via cruzamiento entre sistemas desde el primer estado
excitado singlete. Las moléculas en el estado triplete son detectadas por una segunda
fuente de luz mediante absorcion (promocion a niveles tripletes de energia superior),
antes de volver al estado fundamental (Figura 27). Si la segunda fuente de luz forma
parte de un espectrofotometro, puede ser registrado el espectro de absorciéon (So—Sy;
T;—Ty). Si la segunda fuente de luz es continua, el cambio de la densidad 6ptica debido
a las especies transitorias puede ser monitoreado en funcién del tiempo en una longitud

de onda en particular seleccionada con un monocromador. Este tipo de sistema se ilustra

en la Figura 28.

Figura 27. Diagrama de los niveles de energia implicados en las medidas de LFP.

Muestra }
~ @
M 00000 ||
Lampara Monocromador Detector |
de Xe ’

aser

L

Figura 28. Representacién de un equipo de LFP.
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Como ya se menciond, este método se basa en el hecho de que la muestra es
expuesta a un pulso de laser, el cual genera especies transitorias y el cambio de
intensidad del haz analizador depende de la diferencia de absorbancia entre las especies
en el estado fundamental y en estado excitado (AAbs). El AAbs es dependiente del
tiempo (dado que el haz analizador es un fuente continua). Para proteger la muestra de
una innecesaria exposicion de luz, se emplean obturadores de alta velocidad
sincronizados con el disparo del laser (shutter).

En la Figura 29 se observa en forma esquematica, como se realiza la deteccion
de una medida en LFP. El cambio de absorbancia temporal puede ajustare con funciones
(monoexponenciales, biexponenciales, etc) para obtener informacion relacionada a los
tiempos de vida y los mecanismos de desactivacion de las especies transitorias. Tiempos
de vida de entre 500 ns hasta varios segundos pueden medirse en el rango de 200 hasta
2500 nm (dependiendo del detector).

v, -V,

Voltaje

v avl ONT

tiempo

Figura 29. Representacién esquematica de los pasos involucrados en la medida de especies
transitorias. (1) Obturador cerrado. (2) Apertura del pulso analizador. (3) Generacion de estados
transitorios (Disparo del Laser). (4) Desactivacién de los estados transitorios. (5) Cierre del
pulso analizador.

En LFP, donde la deteccion de las especies se realiza con una lampara de luz
continua (seleccion de longitudes de ondas aisladas), las medidas pueden ser de dos
formas:

e Modo espectroscopico (Figura 30): cuando el espectro de absorcién del
transitorio es obtenido a un tiempo determinado posterior al pulso de excitacion.

Con la colecciéon de perfiles temporales, obtenidos a distintas longitudes de
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onda, puede reconstruirse el espectro de absorcion a partir de los valores de
absorbancia correspondientes a un tiempo determinado.

e Modo cinético (Figura 31): cuando la absorcion del transitorio es registrada a
una longitud de onda fija como una funcién del tiempo. Con un solo flash se
obtiene un perfil cinético completo del transitorio.

En la Figura 32 se observa para un dado sistema la representacién tridimensional
(AAbs vs A vs t) construida a partir de los resultados aplicando los modos

espectroscopico y cinéticos de la técnica.

Figura 31. Modo cinético en LFP.
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»--------Ev-muwxmmmmmmw :
. Measurément Conditions: . «355nm, E Mmmmmmmmlmmw 1 :

7 0'5nm, 10 shots per decay profile . 3 3

lcu:rmdﬂaamamdlntmntm m:madwwm Y : ; . %

4g0nm in steps of 1am, spectral resolution

Figura 32. Medidas de fotolisis de destello de laser para antraceno en ciclohexano.
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IV. CAPITULOIV

Materiales y métodos

4.1- Reactivos

En la sintesis de 4(N,N-dimetilamino)bencilmetacrilamida (D), se utilizo:
dihidrocloruro de 4-(dimetilamino)bencilamina, 98% de pureza, Aldrich; cloruro de
metacrioilo, 97%, Aldrich; hidroxido de sodio, 99% de pureza, Cicarelli; nitrito de
sodio, ~ 98% de pureza, Aldrich; fosfato monopotasico puro, Berna.

Para la preparacion de las Np, se empled:

Surfactante: CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), ~99% de pureza, Sigma
Aldrich. Utilizado sin purificacion.

Cosurfactantes: n-hexanol, pureza > 99%, Fluka. Utilizado sin purificacion.

Mondémeros monovinilicos; MMA (metilmetacrilato o metacrilato de metilo), ~98% de
pureza, Aldrich. Ant-MMA (metilmetacrilato de (9-antracenil) metilo), 95% de pureza,
Aldrich.

Monémero polivinilico: EGDMA (etilenglicol dimetacrilato o dimetacrilato de etileno),
~98% de pureza, Aldrich.

Iniciador: VA-044 (dihidrocloruro de 2,2'-Azobis(2-(4,5dihidro imidazoil) propilo),
Wako Pure Chemical Industries, 95% de pureza.

Los mondémeros MMA y EGDMA se purificaron a través de columnas rellenas

con una resina de intercambio i6nico De-Hibit-200 (Polysciences).

Para la obtencion de las particulas poliméricas, la precipitacion de surfactante en
la microemulsion se realizé por el agregado de solucién de perclorato de sodio (Sigma —
Aldrich > 98%). La filtracion del precipitado se llevo a cabo con papel de filtro Sy S
589/2- White Ribbon @ = 6um.
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Desactivantes de fluorescencia: DMA (N, N-dimetilanilina) de 99% de pureza,
Aldrich; TPA (Tripropilamina) de 99% de pureza, Aldrich. Ambas purificadas por

destilacién a presion reducida.

Fluoréforos: 9-MA (9-metilantraceno), 99% de pureza, Sigma Aldrich;
Antraceno 99% de pureza, Sigma Aldrich. Ambos utilizados sin purificacion previa en

los estudios en solucidn.
4.1.1- Solventes

En la sintesis de D, se utiliz6: DCM (diclorometano; Sintogran, HPLC) y c-
hexano (ciclohexano, Sintogran, HPLC).

Para las experiencias de polimerizacion en microemulsion se usé agua
tridestilada.

Para la separacién y purificacion de las particulas de polimero de la

microemulsion se empleo acetonitrilo (Cicarelli, para anélisis).

En los estudios fotoquimicos y en las experiencias de dispersion de luz, se
emplearon como solventes: cloroformo (Sintogran, HPLC), diclorometano (DCM;
Sintogran, HPL.C), acetato de etilo (Sintogran, HPLC), acetonitrilo (Sintogran, HPLC),
THF (tetrahidrofurano; Sintogran, HPLC), n-hexano (Sintogran, HPLC), c-hexano
(ciclohexano, Sintogran, HPLC), éter butilico (Sintogran, HPLC) y éter etilico
(Sintogran, HPLC).

4.2- Instrumental

Espectros de absorciéon fueron registrados con un espectrofotometro Hewlett
Packard Diode Array 8452.

Espectros de fluorescencia se obtuvieron con un fluorébmetro Spex, modelo
Fluoromax, equipado con un software DM 3000 3.2. y con un fluorémetro Horiba

Fluoromax-4.

Los espectros infrarrojos se registraron con espectrofotdmetro FT-IR Nicolet

Impact 400, en pastilla de BrK.
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Los espectros de RMN >C y 'H fueron registrados con un equipo Bruker 400
(400 Mhz). Los datos fueron procesados por el software Topspin 3.0. Este equipo
pertenece a la Universidad Nacional de Cérdoba (UNC).

El espectro de masa fue obtenido utilizando un cromatégrafo CG Hewlett
Packard 5890 con detector FID y detector selectivo de masas serie 5972, equipado con
una columna HP-5 de 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm, rellena con crosslinked 5 % PH ME

silicone.

Los estudios de tamaiio de particula se realizaron con un equipo de dispersion de
luz Malvern Instrument 4700. Las condiciones en las cuales se tomaron las medidas
son: un angulo de deteccion de 90°, temperatura: 25°C y la luz incidente fue a A= 488

nm (laser lon Argon).

Las determinaciones de tiempos de vida se realizaron con un equipo de Conteo
de fot6n unico Edinburgh Analytical Instrument FL-900 CDT. Equipado con dos LEDs
de Aexc=378 nm y 297 nm.

Se realizaron andlisis de distribuciones de tiempos de vida por EI (Edimburg
Instruments). Los parametros fijados en este anélisis (Ecuacion 29, pagina 53), fueron
n=50, es decir las distribuciones se obtienen a partir de 50 tiempos de vida; el valor
minimo de t; se fijé en 100 ps (dada por la resolucién temporal del instrumento); el
valor maximo de t; se estableci6 a partir de las propiedades emisivas del fluoréforo

ax

estudiado. Se tom6 como regla que 7"** sea cuatro veces el mayor tiempo de vida

obtenido del analisis multiexponencial estandar de las muestras.

Los decaimientos de fluorescencia obtenidos experimentalmente también fueron
ajustados con funciones de decaimiento multiexponenciales. El criterio utilizado para
considerar la calidad de los ajustes fue y° y el peso de los residuales (R;). Los
parametros obtenidos de los ajustes de las curvas de decaimientos experimentales se

calificaron como aceptables cuando el x2 se encontraba en el rango 0,85< x> < 1,15.

Los estudios de laser flash fotdlisis (LFP) se realizaron utilizando un equipo
compuesto por un laser de Nd:Yag (Brilliant Quantel), utilizando como fuente de
excitacion el armonico a 355 nm, con un ancho de pulso de ~ 4 ns. La deteccion
comprende un monocromador acoplado a un tubo fotomultiplicador unido a un
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osciloscopio digital HP (Hewlett Packard 54504A Digitizing oscilloscope). El haz del
laser fue desenfocado a fin de cubrir en su totalidad el paso Optico del haz analizador

proveniente de una lampara de xenén de A-1010B Arc Lamp Housing (75 W).

Para llevar a cabo las medidas de anisotropia, se utiliz6 un equipo de formato L
fluorémetro F-2500- Fluorescence Spectrophotmeter, Hitachi; al cual se le adicionaron
polarizadores de excitacion y emision: Polarization Acc. con polacoat Filte. Model 650-
0155; Hitachi; Tokio; Japan.

Para las experiencias de fotdlisis se empleo un fotoreactor circular Rayonet
montado con 3 lamparas UV Philips F8TS/BLB (A=350 nm) de 8-W cada una.
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V. CAPITULOV

Resultados y discusion

Los resultados se encuentran divididos en tres partes. En la primera (seccién 5.1.1)
se describe la sintesis y caracterizacién del monémero metacrilato de la DMA (D), el cual
se utilizé posteriormente copolimerizado con distintos monémeros (ver Figura 39, pagina
76) en las sintesis de las nanoparticulas. Ademas, en las secciones 5.1.2 y 5.1.3 se incluyen
la sintesis de las nanoparticulas estudiadas en la presente tesis y la determinacion del

tamafio mediante DLS, respectivamente.

Se sintetizaron cinco tipos diferentes de Np: PAnDO, PAnD25, PAnD75, PD25 y
PD75. Se suspendieron las Np en distintos solventes orgéanicos (como DCM y THF) y sus

propiedades fotofisicas se estudiaron de forma extensa.

PAnDO es un copolimero entrecruzado de MMA, EGDMA y mondmero de
antraceno (Ant-MMA) en una relacién molar 93:53:1, respectivamente. En la sintesis de
PAnD25 y PAnD75, el 25% y 75% del nimero total de moles de MMA fue reemplazado
por moles de D, respectivamente; dejando constante la relacién molar de EGDMA y Ant-
MMA. PD25 y PD75 se prepararon de forma andloga a PAnD25 y PAnD7S, sin incluir
Ant-MMA.

Las Np sintetizadas se pueden dividir en dos grupos segin su composicidén (ver
Tabla 5):

- PAnD: contienen el fluoréforo antraceno (Ant) y D, este tiltimo en distintas
proporciones, incorporados en la matriz polimérica (copolimero de MMA
EGDMA).

- PD: contienen el fluor6foro D en distintas proporciones, incorporados en la

matriz polimérica (copolimero de MMA y EGDMA).
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Tabla 5. Relacion molar de los monoémeros involucrados en la sintesis de cada Np.
negativo.

Monémeros involucrados

Np  Ant-MMA D MMA EGDMA

PAnDO 1 0 110 60
PAnD25 1 30 80 60
PAnD75 1 80 30 60

PD25 - 30 80 60
PD75 - 80 30 60

En la segunda parte de este capitulo se muestran los estudios concernientes a la
caracterizacion espectroscopica de PAnDO0, PD25 y PD75 (seccidén 5.2). Ademas en la
seccion 5.3 se contempla el estudio de desactivacion de fluorescencia de antraceno en la
PAnDO por N,N-dimetilanilina (DMA) comparado con ¢l correspondiente a ambas especies
(9-MA y DMA) en solucion.

La sonda fluorescente utilizada, el grupo antracenilo sustituido en la posiciéon 9
(Ant) se caracterizé en soluciéon e incorporado en las Np. Ant es una molécula
poliaromética cuya emision tienen una estructura vibracional bien definida la cual no se ve
afectada por el medio en el cual se encuentra.'”! Tanto el tiempo de vida de emisién como
el rendimiento cuantico muestran una marcada dependencia sobre la viscosidad del

entorno. 121

Finalmente, en la tercer parte de este capitulo, en la seccién 5.4.1 se muestran los
estudios pertinentes a la Te fotoinducida intraparticula observada en PAnD25 y PAnD75.
Otro aspecto que se investigo fue el proceso de TE intra-Np el cual se detecté en PAnD25 y
PAnD75 (seccién 5.4.2). En dichas particulas al excitar al croméforo D se observé la
formacion del estado singlete excitado de Ant.
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5.1.1.1- Sintesis 4-(N,N-dimetilamino) bencil metacrilamida (D)

Los distintos pasos que involucran la sintesis de D se resumen en la Figura 33.

NH,
Cl- NH3* Cr
pH7 Agitacion ~
\H* > > = T
uffer
DCM (0°C
| (KH,P0O,/NaOH) ©

4(N,N-

Dihidrocloruro de (4-(N,N-dimetil dimetilamino)bencilamina
amino)bencilamina)

/Ej/\r\m2 o Asitacion \NAQj
+ — T
\N 0°C / HN
Cl o)
D

Cloruro de

4(N,N-dimetilamino)bencilamina  metacroilo

Figura 33. Sintesis del monémero D.

El procedimiento llevado a cabo se describe a continuacion:

Se solubilizé 1 gr de dihidrocloruro de (4-(N,N-dimetilamino) bencilamina) (4,48 x
103 moles), en un buffer a pH 7 (50 mi, KH,PO, 0,316 M / NaOH, 0,19 M) a 0°C. Se
adicioné 10 mgr de NaNO» y 40 ml de DCM. Se agit6 durante 30 min. Se agregaron 380 ul
de cloruro de metacriloilo (4,48 x 107 moles) disuelto en 2 ml de DCM, gota a gota,
manteniendo la agitacion. Se dejo reaccionar durante 1 hora. Se procedié a una extraccién
de la fase orgéanica, la cual posteriormente se traté con zeolitas a baja temperatura durante
toda la noche. En todos los pasos previos mencionados se realizaron cromatogramas en
capa fina (TLC), para determinar el avance de la reaccién. Se evaporé el solvente,
obteniéndose un sélido de color amarillento (4-(N,N-dimetilamino) bencilmetacrilamida).
El sélido se purificé por recristalizacion (solvente c-hexano). El rendimiento de la sintesis
fue de ~ 43%.
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5.1.1.2- Caracterizacién espectroscépica del monémero D

El nuevo compuesto fue caracterizado a través de sus espectros de masa 'H NMR,
3C NMR, IR y UV-visible.

La espectroscopia de masa de D (PM: 218 gr/mol) arrojé los siguientes resultados
(m/ z): 218[M'], 201, 174, 148, 134, 118, 91, 77 y 69. En la Figura 34 se muestran las
diferentes fragmentaciones posibles que pueden explicar parte de los picos presentes en el
espectro de masas.

Las Figuras 35 y 36 muestran los espectros de resonancia magnética nuclear
obtenidos para la caracterizacion. De forma sintética los datos experimentales se muestran a
continuacion:

'H NMR (400 MHz, CDCl;) &: 7,18 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 6,70 (d, J = 8,6 Hz, 2H);
5,97 (s, 1H); 5,68 (s, 1H); 5,31 (s, 1H); 4,39 (d, /= 5,4 Hz, 2H); 2,94 (s, 6H); 1,96 (s, 3H).

BC NMR (101 MHz, CDCl;) &: 168,52; 150,61; 140,52; 129,53; 126,19; 119,82;
113,15; 43,89; 41,05; 19,14. A partir del DEPT (siglas en ingles de “Distortionless
Enhancement by Polarisation Transfer”) (Figura 36 inferior) se distinguen los carbonos
metinos y metilos (sefiales positivas: 129,53; 113,15; 41,05; 19,14) de los metilenos
(sefiales negativas: 119,82; 43,89) y los carbonos cuaternarios (sefial nula: 168,52; 150,61;
140,52; 126,19).

En la Figura 37 se observan dos espectros de absorcion UV-visible, correspondiente
al monémero D (en solucién de DCM, trazo rojo) y DMA (en DCM, trazo negro). Se
pueden identificar las bandas caracteristicas de las transiciones 7,n* (maximos a ~265 nm y

122 Cabe mencionar que se observa un

a ~306 nm) propias del cromé6foro (amina aromética)
corrimiento de las bandas de D con respecto a la DMA debido a la sustitucién de la
posicion para del anillo aromatico. Los coeficientes de absorcion molar fueron obtenidos a
partir de experimentos tipicos de Lamber Beer. UV (DCM) Apax (M cm™): 263 nm
(12000), 306 nm (1900).

En la Figura 38 y en la Tabla 6 (pagina 75) se muestra el espectro IR de D y la

asignacion de las diferentes bandas de absorcion, respectivamente.
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Figura 34. Posibles fragmentaciones (espectro de masa de la D).
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Figura 37. Espectros de absorcién de DMA (negro) 2,4 x 10* M y D (r0jo) 2,29 x 10™ M. Solvente:
DCM.
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Figura 38. Espectro IR de D en pastilla de BrK.
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Tabla 6. Interpretacion de las bandas de absorcion del espectro IR de la amida.

Banda de Grupo Frecuencia
absorcion funcional (cm™)
_seleccionada —
C-H Vinilico, ~900
=CH-
C-H Aromatico, 860-800
C-H con 2H
adyacentes
C-N Amina 1370-1250
aromaética
C= C=C 1600
conjugado
con C=0
Cc=0 C=0 a,p no 1685
saturado
Cc-C C=C 1600
Aromatico 1580
1500
1450
C-H Alquilo, 2960
CH; 2870
C-H Alquilo, 2925
-CHz- 2850
C-H Vinilo, 3080
=CH- 2975

Asignacion Especificaciones
‘o -deformaciénde ~ Sefial fuerte
flexién- (fuera del
plano)

o (fuera del plano) Seiial fuerte
ve.n -tension- Sefial fuerte
ve=c Sefial fuerte

V=0 Seiial fuerte

La intensidad de
las bandas en

Vibraciones del
esqueleto en el plano

1600 y 1500
pueden ser débiles
Va5 —tension asimétrica- Sefial débil
vs —tension simétrica- Sefial media
Vas Sefial débil
Vs Sefial media
Vas Seiial media
Vg Seiial media

5.1.2- Sintesis de las Np

Se sintetizaron dos familias de Np a partir de la copolimerizacién térmica de los

monomeros vinilicos en distintas proporciones. Los monémeros usados se muestran en la

Figura 39.

En la Figura 40 se ilustra el método generalizado de sintesis. Los monémeros fueron

encapsulados en micelas directas de CTAB (Figura 41), en la presencia de n-hexanol como

co-surfactante.’’>® Se utiliz6 un iniciador tipo azo hidrosoluble, VA-044, para dar
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comienzo a la polimerizacion radicalaria (ver Figura 42). Una vez finalizada esta reaccion,
el polimero obtenido (emulsionado) se aislé de la mezcla reactante.

A tal fin, se precipité el surfactante (desestabilizacion de las micelas) mediante el
agregado de una solucién concentrada de perclorato de sodio. El ion perclorato con el
surfactante catiénico forma una sal insoluble en medio acuoso (CTACIOy), lograndose asi
la separacion del surfactante junto con Np del medio de reaccion.

Luego, se separ6 el precipitado por filtracién y se procedi6 a aislar el polimero que
precipit6 junto con la sal mediante la disolucién del compuesto i6nico (CTA'CIO4) en un

medio adecuado (solucién de acetonitrilo: agua 1:1 v/v, en el cual el polimero es insoluble).

Posteriormente se obtuvieron las Np por ultracentrifugacion o filtracion.

Ay s

I MMA
O O/

Aislamiento
—_—

Nanoparticula de
Micela de CTAB polimero (Np)

Figura 40. Esquema de la sintesis de polimeros nanoparticulados.
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Figura 41. Estructura del CTAB.

(\/N

HN
HN N

N 2HC : 2;<HCI . N=N
NH .
VA-044

Figura 42. Reaccién de iniciacién en la polimerizacion radicalaria.

5.1.2.1- Sintesis de PAnD

En la Figura 43 se muestra la sintesis correspondiente a una de las Np (PAnD25). A
continuacion se describe en forma detallada el procedimiento general empleado para las
sintesis.

Se disolvieron 2,74 x 10 moles de CTAB (0,1 gr) en 50 ml de agua tridestilada, en
agitacién continua, se agregd 4,81 x 10 moles de n-hexanol (60 pl), 4,67 x 10™ moles de
MMA (50 pl) (en el caso de la sintesis de la PAnDO o lo que corresponda de MMA y D,
para la obtencion de las demés Np, ver Tabla 7), 2,65 x 10™* moles de EGDMA (50 pl), 5 x
10° moles de Ant-MMA e iniciador VA-044, al 10 % en relaci6n con la masa de
mondmero y entrecruzador. Se burbujed nitrogeno durante 15 minutos. Se colocé la mezcla
de reaccion en un bafio termostatizado a 40°C durante 24 horas. Se le agregé al sistema 1
ml de solucion acuosa de NaClO4 de concentracion 10% p/v para precipitar el surfactante y
el polimero formado. Luego se separ6 el precipitado por filtracion, y se procedi6 a aislar el
polimero que precipito junto con la sal, mediante la disolucion del compuesto i6nico en 75
ml de solucion acetonitrilo:agua en una relacién 1:1 v/v. Previamente se determind

experimentalmente la solubilidad de la sal CTACIO4 en dicha mezcla de solventes, la cual
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correspondia a 0,05 gr/ml. Posteriormente se obtuvieron las Np por ultracentrifugacién o
filtracién. El polimero se sec6 en una estufa a 60°C a presion reducida. En la Figura 44 se
muestran los espectros FT-IR de PAnDO y CTACIO, dispersados en pastillas de KBr,
donde la ausencia de la banda a 617 cm™' (correspondiente al ani6n perclorato) en el
espectro del polimero implica la obtencién de la muestra pura. Las cantidades (en moles)
involucradas en las sintesis de las PAnD0, PAnD25, y PAnD75 y su relacion molar entre

mondmeros, se muestran en las Tablas 7 y 8, respectivamente.

CTAB (1,097 x 10 moles)
+ 200 ml H,O

Agitaciéon

+ n-hexanol (1,957 x 10" moles)
+ MALA (1,429 x 10 moles)

+ EGDMA (1,049 x 10-* moles) ey | HVAO (04 x
fe o 10~ moles) Burbujeo con
+ 9-; (0] 3 Agitacion
Ant MMA (0,018 x 10 moles) g mlcladare N,(g) 20°

por

-+ D (0,489 x 10~ moles) | ultrasonido

!

. . + 75 ml solucién +3 ml solucion ‘
60°C » @ presion ¢ acetonitrilo/agun € NaClO4, S%piy
reducida. 8hs Filtraciona presion | /¢ cuo Filtracién a presién (Precipitaciéon) |

reducida - reducida B

Figura 43. Procedimiento experimental para la sintesis de PAnD25.

En el espectro FT-IR de PAnDO (Figura 44 (a)) se observan las bandas
correspondientes a los grupos metilos y metilenos de la estructura polimérica: 1380 cm™
(C-H) de metilo; 2850 cm™ y 2930 cm™ (C-H) de metileno. Las absorciones C-H se
producen en dos regiones, la regién de tension de C-H desde 3300 a 2500 cm™ y la regi6n
de flexiones desde 1550 a 650 cm™. Ademas, se pueden reconocer bandas de absorcién de

los grupos funcionales ester y carbonilo; entre 1250-1000 cm™ (banda ancha) absorbe el
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enlace C-O (ester); el enlace C=0 absorbe en 1735 cm™, grupo carbonilo (pico agudo e
intenso). Entre 1300-1050 cm ' se identifica la tensién simétrica y asimétrica de C-O-C

(ester).

100
75+
g 50 |
S 25Ha)
c L 1 A L
=
g 100
1721
5 3
e 75
50
25

4000 3000 2000 1000 617 cm™
Frecuencia / cm”

Figura 44. Espectros FT-IR de (a) PAnDO y (b) CTACIO,, ambos dispersos en KBr.

En la sintesis de las Np las concentraciones de Ant-MMA y EGDMA permanecen
constantes. A partir de la Tabla 5 que muestra la relacion molar entre los monémeros
involucrados en la polimerizacion y la Tabla 8 donde se hace referencia a la fraccion molar
del mondémero D se puede observar que en las PAnD25 y PAnD75, fueron reemplazadas, el
25% y 75% del monémero MMA por D respecto a la PAnDO, respectivamente. De esta
forma el nimero de los moles totales en cada sistema permanece constante.

En la Tabla 8 se informan los rendimientos obtenidos en cada sintesis. El valor
correspondiente al de las PAnD25 es relativamente bajo en comparacioén con los demas, lo
cual se debe a que la separacion de las Np se llevé a cabo por filtracion y en los otros casos
se eligid la ultracentrifugacion como método separativo. De esta forma se compararon
ambos métodos separativos, observandose que la ultracentrifugacién era mejor (mayores

rendimientos de sintesis).
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Tabla 7. Reactivos utilizados en la sintesis de PAnDO, PAnD25 y PAnD75.

Reactivo PM o (gr/ml) Vol Moles involucrados en la sintesis / 10™
(gr/mol) (mh) S

PAnDO PAnD25S PAnD75
MMA 100,12 0,94 4,67 3,55 1,22
EGDMA 198,22 1,05 2,65 2,65 2,65
Ant-MMA 276,33 0,05 0,05 0,05
)] 218,30 0 1,15 3,44
CTAB 364,46 2,74 2,74 2,74
n-Hexanol 102,18 0,82 4,81 4,81 4.81

Agua 18,02 1,00 50 2,77 x10* 2,77 x10* 2,77 x10*
VA-044 244,34 0.41 0,41 0,41

Tabla 8. x, : fraccion molar de D respecto a los moles totales de monomeros y rendimiento
de cada sintesis.

Np A, Rendimiento
Sintesis
PAnDO 0 66,6%
PAnD2S 0,18 45.6%
PAnD75 0,47 88,0%

Se calculé el nimero de ocupacién (71) en la sintesis de cada particula de esta
familia, es decir el nimero promedio de moléculas de fluoréforo Ant por micela. Dicho

valor es alrededor de 1,4 y se determiné a partir de la Ecuacién 37:
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[M] Nag
[Surf] — emc
Ecuacién 37

n=

donde [M] y {[Surf] son las concentraciones molares del fluor6foro y el surfactante,
respectivamente. En este caso, para CTAB los valores de Ny, y cmc son 60 y 9,2 x10™M,
respectivamente.

A partir de 1 y basdndonos en la distribucién de Poisson (Ecuacién 12) es posible
calcular la distribucién de moléculas de fluoréforo en las micelas.

Los resultados se muestran en la Figura 45. La figura indica que la mayoria de las
micelas contienen 1 Ant (~35%), también pero en menor proporciéon hay micelas vacias y
otras con 2 moléculas de fluoréforo (~25%). La probabilidad de encontrar micelas con mas

de 2 Ant es baja (>13%), volviéndose practicamente cero para x = 6.

[ W
[=] <

Relacion % (probabilidad)
>

0 2 4 6 8
X (Nro de moléculas prueba por micela)

Figura 48, Distribucion de Poisson para las moléculas de Ant por micela en la sintesis de Np.

Es preciso aclarar que estos valores corresponden al niimero de fluoréforo presentes
durante el comienzo de la polimerizacion y que a medida que transcurre la sintesis, las
particulas poliméricas formadas en las micelas crecen de tamafio (por difusion de

mondmeros presentes en otras micelas). Por este motivo, puede inferirse que el nimero de
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fluoréforos por Np deberia ser mayor a uno y no corresponder a la distribucion mostrada en

la Figura 45.

5.1.2.2- Sintesis de Np conteniendo el fluoré6foro D

Con el fin de obtener sistemas de referencia respecto a las PAnD, se sintetizaron
sistemas nanoparticulados que solo contienen el fluor6foro D (PD). Su obtencion se llevo a
cabo a partir de la copolimerizacién de los monémeros vinilicos: MMA, EGDMA y D
(Tabla 9). El procedimiento experimental fue el mismo que el llevado a cabo para la
obtencion de las PAnD (Seccién 3.2.1), respetando las relaciones molares de los reactivos
pero sin incluir el mondémero de Ant-MMA. En la Tabla 9, se puede observar claramente
que las fracciones molares para MMA y D, respetan la relacion 3:1 y 1:3 para PD25 y

PD75, respectivamente.

Tabla 9. Reactivos involucrados en la sintesis de PD25 y PD75 y fraccion molar (%) de los
mondémeros involucrados.

Moles involucrados en

Reacts PM 5 Vol la sintesis / 10 X
eactivo o /mol) (gr/ml) (ml) = =
g g PD25 PD75 PD25 PD75
MMA 100,12 0,936 3,51 1,17 0,48 0,16
EGDMA 19822 1,051 2,65 2,65 0,36 0.36
D 218 1,16 3,47 0,16 0,48
CTAB 364,46 2,88 2,83
- 102,18 0,82 4,81 4,81
Hexanol
Agua 18,02 1,00 50 2,77x10* 2,77 x10'
VA-044 244,34 0,39 0,41
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5.1.3- Determinacién del tamafio de las Np

Las nanoparticulas fueron caracterizadas empieando la técnica de DLS. Como ya se
menciono en los fundamentos teéricos de la técnica empleada (Seccioén 3.3.1) el tamafio es
obtenido de la funcién correlacion a partir del uso de algoritmos apropiados. A
continuacién se muestran los resultados obtenidos utilizando el método de anélisis
Automitico (Malvern Instruments), el cual se utiliza si se desconocen las caracteristicas de
la muestra estudiada. Cabe destacar que los resultados obtenidos corresponden a un
promedio de 6 a 10 medidas (solo admitiendo los datos que pasaron el test de calidad

establecido por el equipo) para cada muestra de Np dispersas en el mismo solvente (DCM).

El didmetro estimado de las particulas poliméricas usando dicho algoritmo, para las
PAnD y PD, se resumen en las Tablas: 10 y 11, respectivamente. En las Figuras 46 y 47 se
muestran graficos representativos de las distribuciones por nimero y por volumen para las

PAnND. En todos los casos se observaron distribuciones monomodales.

Tabla 10. Diametro hidrodinamico aparente promedio (¢) determinado por DLS para las
Np, 6 corresponde al ancho de distribucion y IP el rango de valores de indice de
polidispersidad obtenidos. Determinaciones llevadas a cabo para dispersiones en DCM.

Np | Nro ’ Vol ' IP
¥ dn (nm) 8 (nm) dn (nm) 8 (nm)
PAnDO | 8 4 | 10 7 | 0,26-0,39
PAnD25 | 7 3 | 9 7 | 0,24-0,41
 _PAnD75 | 12 5 | 13 7 | 039-0,46

Tabla 11. Didametro hidrodinamico aparente promedio (¢p) determinado por DLS para las
Np; 8 corresponde al ancho de distribucién y IP el rango de valores de indice de
polidispersidad obtenidos. Determinaciones llevadas a cabo para dispersiones en DCM.

Np ’ Nro | Vol ' P
¢y (nm) d(nm) | ¢y (nm) 8 (nm)
PD25 12 7 . 14 6 I 0,27-0,40
PD75 e 8 15 7 1 0,26-0,43
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Figura 46. Distribucién de tamafios de PAnD, obtenidas a partir del analisis por numero utilizando
el algoritmo automético (Malvern Instruments).

El indice de polidispersidad (IP) es una medida del rango de los tamafios presentes
en la muestra. Las medidas de intensidad obtenidos por el DLS sin procesar tienden a
mostrar las particulas de mayor tamarfio, las cuales dispersan mas la luz que las particulas
pequefias. El software del equipo ajusta este comportamiento mediante el indice de
refraccion y la absorbancia de la muestra. A partir de esta informacién, se obtiene una
distribucién mas realista ya sea por namero o por volumen.'? El IP presenta valores desde
0 a 1, siendo 0 el valor correspondiente a una muestra monodispersa y 1 a una
polidispersa.'> Ademds este parametro es muy sensible a la presencia de agregados y

polvo.'**

Los resultados experimentales arrojan tamafios de Np que oscilan desde 8 a 14 nm
como valor medio con un ancho importante en la distribucién, por lo que las particulas

pueden variar hasta el doble de su tamafio.
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Los diametros de particulas determinados para las PD son similares a los

observados para PAnD75, dando valores promedios de 12 y 14 nm, por nimero y volumen,

respectivamente.

PAnDO L PAnD25
g
5
(=]
>
0 10 20 30 0 10 20 30
Tamafio (nm) Tamafio (nm)

PAnD75

3
(=
L)

0 10 20 30
Tamaiio (nm)

Figura 47. Distribucion de tamaifios de PAnD, obtenidas a partir del anlisis por volumen utilizando
el algoritmo automatico (Malvern Instruments).

5.1.4- Conclusiones parciales en la secciéon 5.1

A continuacién se resumen los resultados mas importantes obtenidos hasta este punto:

Se sintetizd, purific6 y caracterizé espectroscopicamente el mondmero vinilico

funcionalizado D, el cual fue empleado en la sintesis de algunas de las nanoparticulas

estudiadas.
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- Se sintetizaron cinco tipos diferentes de Np: PAnD0, PAnD25, PAnD75, PD25 y PD75
a partir de la copolimerizaciéon térmica en microemulsién de diversos monémeros

vinilicos en distintas proporciones.

- Las Np sintetizadas se pueden dividir en tres grupos, considerando los MF
involucrados. a) Las que incluyen solo el grupo antracenilo (PAnDO0), b) las que
incluyen solo el derivado de anilina (D) en distintas proporciones (PD25 y PD75) y ¢)
las que incluyen ambos grupos funcionales (PAnD25, PAnD75).

- Las Np sintetizadas muestran distribuciones de tamafio monomodales. Los tamaifios de
las Np varian entre 7 y 13 nm (analisis por nimero) y entre 7 y 17 nm (anélisis por
volumen). Teniendo en cuenta la variacién en la composicién de los monémeros
empleados en la sintesis de polimeros nanoparticulados, se puede concluir que la
sintesis muestra una buena reproducibilidad en cuanto al tamafio de particula

fabricadas.

5.2- Caracterizacién espectroscépica de PAnDO, PD25 y PD75
5.2.1- PAnD0 en DCM

5.2.1.1- Resultados de espectroscopia estacionaria y anisotropia

A partir de las Np obtenidas fue posible preparar suspensiones estables y
Opticamente transparentes en distintos solventes organicos como DCM, THF y una mezcla
de acetato de etilo:acetonitrilo (1:1, v/v). Con el fin de llevar a cabo la caracterizacién
fotofisica se realizaron estudios de espectroscopia de absorcién UV-visible, fluorescencia
estacionaria, técnicas de emision resueltas en el tiempo y fotolisis pulsada por laser.

En las Figuras 48 y 49 se muestran los espectros de absorcion y emision para el 9-
metilantraceno (9-MA) y PAnDO en DCM, respectivamente. El sistema polimérico muestra
la absorcién caracteristica del antraceno (estructura fina) en la regién de 320-400 nm y su
respectiva fluorescencia.”® '* Comparado con el fluoréforo antraceno en soluci6n, la
posicién de los maximos de absorcién y emision no se ven afectados por los distintos

entornos. Ademds, y como previamente se menciond, las medidas correspondientes a las
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suspensiones de Np presentan dispersion de luz, la cual se hace evidente en el espectro de
absorciéon como una cola de gran intensidad a longitudes de onda menores de 300 nm y
disminuye hasta aproximadamente 500 nm. El espectro de absorcién y excitacion de la
PAnDO se superponen aceptablemente, lo cual nos indica que hay una tnica especie que

emite a 415 nm.

0,5

Absorbancia (u.a.)
01 /(sdo) uolsTws ap pepIsudjuj

9

0,0 . A .
300 400 500

Longitud de onda (nm)

Figura 48. Espectros de absorcion (negro) y emisiéon corregido (rojo) del 9-MA en DCM;
concentracién: 6x10”° M. Longitud de onda de excitacién: 350 nm.

Otro aspecto importante para sefialar es que no se observd fluorescencia
correspondiente al excimero del antraceno (Figura 49).°> > La observacién directa de la
emisién del excimero de antraceno fue reportada por primera vez por N. C. Yang y col. en
1976.”® En un medio fluido saturado de antraceno, observé una banda sin estructura con un
maximo a 540+15 nm y de baja intensidad (¥ : 0,010 +0,003). En estudios mds recientes
en sistemas dendriticos fue posible la observacion de la emision del excimero a bajas
concentraciones y en soluciones fluidas (debido a un efecto de agregacién).92 El hecho de
que no se observa la emision del excimero en PAnDO se justifica debido a que las Np

contiene un numero de ocupacién medio de Ant por particula cercano a 1.
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Figura 49. Espectros de absorcion (negro), excitacién (azul) y emisién (rojo) corregidos,
correspondientes a PAnDO en DCM (0,8 mg/ml). Longitud de onda de excitacién: 350 nm.
Longitud de onda de emision: 415 nm.

Se tomaron espectros de excitacién variando la longitud de onda de monitoreo y
espectros de emision para distintas longitudes de onda de excitacion. Estas experiencias se
muestran en las Figuras: 50 y 51. Como se observa al variar la longitud de onda de
excitacion, no se observa ningiin cambio en la forma de los espectros de emisién obtenidos
(ver espectros normalizados, Figura 51). Lo que nos permite concluir que el entorno no
afecto la forma del espectro, esto se observo al estudiar el efecto de la viscosidad y
polaridad sobre la fluorescencia 9-MA'?! y se debe a que no hay un cambio apreciable en el

momento dipolar de la molécula al ser excitada.

Con el objeto de estudiar como afecta el entorno polimérico sobre la emisién del
fluor6foro se realizaron estudios de depolarizacién de luz. Se realizaron los estudios de
anisotropia de fluorescencia estacionaria para suspensiones de PAnD0O en DCM. En la
Figura 52 se muestran los espectros de excitacién y de anisotropia de excitacion

correspondientes para antraceno en solucion y una suspension de PAnDO.

88



Claudia A. Solis Resultados y discusién

ps)

Intensidad de emision (u.a.)

Intensidad de emision (¢

W
S
(e

350 400 300 350 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 50. Medidas de una suspensiéon de PAnDO en DCM (0,15mgr/ml).Izquierda: Espectros de
excitacion corregidos. Longitudes de onda de emision: 390 (negro), 415 (rojo), 440 (azul) y 470 nm
(verde). Espectro de emisioén correspondiente (grafico inserto). Derecha: Espectros de excitacion
normalizados. Longitudes de onda de emision: 390 (negro), 415 (rojo), 440 (azul) y 470 nm (verde).
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Figura 51. Izquierda: Espectros de emision corregidos de una suspensién de PAnDO en DCM (0,15
mgr/ml). Espectro de absorcién correspondiente (grafico inserto). Derecha: Espectros de emision
normalizados. Longitudes de onda de excitacion: 335 (negro), 350 (rojo), 370 (azul) y 390 nm
(verde).
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Figura 52. Espectros de excitacion (linea) y anisotropia estacionaria (circulos) correspondientes a
antraceno en solucién de DCM (negro) y PAnDO en suspensién de DCM (azul). Longitud de onda
de emisién: 415 nm.

Como se puede observar en la Figura 52, el fluor6foro antraceno en solucién
muestra una despolarizacion total de la luz (<r> ~ 0) en todo el rango de excitacién. Este es
un resultado esperado debido al efecto del movimiento Browniano propio de un sistema
fluido, tal como se mencioné en la seccion 3.3.4, este movimiento aleatorio de las
moléculas de fluor6foro es uno de los factores responsables de la despolarizacién de la

radiacién emitida.

En el caso de PAnDO los valores de <r> son distintos de cero (<r> ~ 0,109 + 0,002 a
390 nm) y como puede observarse en la Figura 52, crece con la longitud de onda de
excitacion. Este comportamiento ya ha sido observado para antraceno en sistemas

79126 y se debe a la contribucion de dos transiciones de distinto

vitrificados o de alta rigidez,
momento dipolar propios de la molécula biaxial.'*® El grupo antracenilo posee dos
transiciones de momento dipolar de distinta direccién (Figura 53Figura 53): la transicion 'By

(a 260 nm) est4 polarizada a lo largo del eje molecular de mayor tamafio (designado z) y la
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banda 'L, (0,0 a 390 nm) est4 polarizada a lo largo del eje de menor tamafio en el plano de
la molécula (designado y). Los efectos conformacionales de sustituyentes alquilicos en la
posicién 9 del antraceno perturban débilmente la simetria apareamiento-orbital y no
cambian las direcciones de estos momentos de transicion. Asi a medida que la longitud de
onda de excitacion crece de 306 nm a 390 nm se observa valores de anisotropia crecientes
(desde 0 a ~0,12), debido a que a esta ultima longitud de onda la transicién corresponde
casi exclusivamente a 'L,, mientras que a longitudes de onda menores se observa la

contribucion de las dos transiciones.

y ('L,(0,0))

= z('By)

X x
F F
Figura 53. Direcciones de las transiciones dipolares para 9-antracenil- croméforo.

El hecho de que el Ant en la Np muestra una depolarizacion de la luz (<r># 0)
significa que se encuentra en un medio rigido, unido covalentemente al polimero. Cabe
destacar que los estudios fueron llevados a cabo en las suspensiones de las particulas en
medios fluidos, por lo que también estan sometidas a movimiento Browniano afectando a
los <r> obtenidos, dando valores relativamente bajos, comparados con el comportamiento

observado para el mismo fluor6foro en medios vitreos.

Se determiné el rendimiento cuéntico de fluorescencia (¢y) para las distintas PAnD
utilizando como referencia 9-MA en c-hexano.

El célculo de ¢y se llevo a cabo a partir de la Ecuacion 38.

91




Resultados y discusién Claudia A. Solis
e —

Qr_np, (1—10"UPsR) [ Emis Np; ng,
Qr-r (1 — 10-(bsNpd) [ Emis R n2
Ecuacién 38

donde Abs, corresponde al valor de absorbancia a una longitud de onda determinada (370
nm); JEmis es la integral del espectro de emisién (en funcién de la frecuencia) y 1 el indice
de refraccion del solvente. Los subindices R y Np; corresponden al fluoréforo de referencia
(en este caso 9-MA) y a las nanoparticulas, respectivamente. Como se podrd ver mas
adelante, para el célculo de los rendimientos cuanticos de emision, se utilizé este mismo
procedimiento (usando el estdndar de fluorescencia apropiado).

Los resultados de ¢ obtenidos se resumen en la Tabla 12. Notar que para PAnDO,
@y es sustancialmente mayor que el correspondiente a 9-MA en solucién de DCM. En la
Tabla 12 también se muestran los valores de ¢ correspondientes a PAnD25 y PAnD75, los

cuales se analizaran mas adelante (seccién 5.4.1-).

Tabla 12. Rendimiento cudntico de fluorescencia (@) obtenido experimentalmente para
distintos sistemas que contienen el fluor6foro Ant.

Solvente Py

9-MA c-hexano 0,35
DCM 0,17

PAnDO DCM 0,53
PAnD25 DCM 0,14

PAnD75 DCM 0,04

5.2.1.2- Resultados de espectroscopia resuelta en el tiempo

Los decaimientos de fluorescencia para 9-MA y PAnDO en DCM tras excitacién
pulsada a 378 nm se muestran en la Figura 54. Comparando ambos perfiles de decaimiento,
se observa claramente que el tiempo de vida correspondiente al fluordforo incorporado al

polimero es mayor al de 9-MA en solucién.
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Figura 54. Perfiles de decaimientos de emisién (medidas de TCSPC) (lineas negras) y los ajustes
correspondientes obtenidos para 9-MA (rojo) y PAnDO (azul) en DCM (298 K). Las muestras no
fueron desoxigenadas. Longitud de onda de excitacion: 378 nm. Se colectd la fluorescencia en el
maximo de emisién de la muestra: ~ 415 nm. Valor de % obtenido fue de: 1,060 (9-MA) y 1,081

(PAnDO). En los gréficos inferiores se muestran los residuales correspondientes al ajuste. Las
absorbancias de las muestras se ajustaron a 0,4 a 378 nm.

Como es de esperarse el 9-MA en solucion posee un perfil de decaimiento
monoexponenecial.'?” ' En el caso de PAnDO el ajuste del perfil de emisién requiere una
funcién de decaimiento biexponencial (Ecuacién 29, pagina 53), un comportamiento que ya
fue reportado para derivados de antraceno en medios poliméricos.'?” '** Los resultados
obtenidos a partir del ajuste de las curvas de decaimiento (modelo mulitiexponencial) se
resumen en la Tabla 13. También se llevé a cabo el analisis del decaimiento de emisién por
el método de distribucion de tiempos de vida EI (Figura 55), los que indican la existencia
de una distribucion bimodal con méaximos a ~4,0 y 8,6 ns. Los datos obtenidos de dicho
andlisis se muestran en la Tabla 14. En las Tablas 13 y 14 también se muestran los
resultados obtenidos para PAnD25 y PAnD75, los cuales se discutirAn mas adelante
(seccién 5.4.1-).

Es necesario notar que todos los valores de t,;, 0; y RW; corresponden al promedio

de al menos 4 medidas independientes (la desviacion estandar entre las medidas es al

93



Resultados y discusion

Claudia A. Solis

menos ~10%). Como era de esperarse, los valores de T) calculado por los distintos

modelos: de distribucién y multiexponencial son semejantes (Ver seccion 3.3.3-).

Tabla 13. Tiempos de vida (T; ) y factores prexponenciales (a; ) obtenidos de los ajustes de
los perfiles de decaimiento de fluorescencia de Ant en las distintas Np. Longitud de onda

de excitacion: 378 nm.

T4 (ns) a,

T2 (ns)

a; T3 (ns) as Ty (ns)
9-MA 226 005 ]
PAnDO 4,32 0,046 9,53 0,046 - - 6,92
PAnD25 1,13 0,052 4,63 0,052 1.4 0,009 3,41
PAnD75 0,88 0,111 3,25 0,039 11,9 0,003 1,70

L PAnDO 1,= 8,6 nseg
Dev Std = 1,8 nseg|

1,0
E 1,= 4,01 nseg
= Dev Std = 0,55 nseg
g
< os}

0,0 BB

0,1 1

10
T (ns)

Figura 58. Distribuciones de tiempos de vida calculadas para PAnD0 en DCM (298 K). Longitud
de onda de excitacién: 378 nm. Longitud de onda de emision: 415 nm. *: 1,080. La concentracién

de la dispersién fue de 2,5mgr/ml.
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Tabla 14. Parametros obtenidos en el analisis de distribucion de tiempos de vida para el
fluoroforo Ant en las distintas PAnD y 9-MA. Longitud de onda de excitacion 378 nm. T:
298 K.

Pr Tyl o1 RW1 Tym2 () RWZ Tm3 o3 RW, M

(ns) (ns) (%) (@) (@) (%) (@) (ns) (%) @)

9-MA
c-hexano 0,35 4,6 0,01 100 4.6
DCM 0,17 225 001 100 2,25
PAnDO
DCM 0,53 4,01 0,55 21 8,6 1,8 79 6,93
PAnD25
DCM 0,14 083 0,11 12 46 1,0 66 1,8 14 22 347
PAnD75

DCM 0,04 0,78 0,16 34 3,1 0,6 55 134 1,0 11 1,63

Los resultados observados pueden ser explicados considerando las propiedades
fotoquimicas del 9-MA. La energia y la forma (intensidad relativa de los vibronicos) de los
espectros de absorcion y emision del 9-MA son casi insensibles a las propiedades del
medio. Sin embargo los valores de T y @ se incrementan marcadamente con la viscosidad
del solvente. Blatt y col.'”! han demostrado que la via principal de decaimiento no-radiativo
del estado excitado singlete del 9-MA es el proceso de cruzamiento entre sistemas. Esta via
de desactivacion se acopla a las coordenadas nucleares del “aleteo del anillo” el cual puede

suprimirse al aumentar la viscosidad del medio.

En el estudio de Blatt y col.'?! se reportan las propiedades fotoemisivas tanto del
antraceno como del 9-MA en una amplia variedad de solventes organicos y en un rango de
temperatura de 293-328°K. Los espectros de absorcidén y emisiéon de ambas moléculas no
mostraron cambios apreciables sobre el rango de temperaturas estudiado, lo cual sugirié

que las variaciones observadas en los tiempos de vida de fluorescencia son debido a efectos
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dindmicos causados por el solvente. Para el antraceno el 15 decrece con la viscosidad; en
contraste a lo observado para el 9-MA cuyo tiempo de vida se incrementa, alcanzandose en
ambos casos valores limites. Estos resultados fueron cuantitativamente interpretados
usando un esquema cinético general donde las constantes de desactivacion principal del
estado excitado son dominadas por factores de Franck Condon. Dichos factores dependen
de los modos vibracionales en el estado excitado, que pueden estar dados por movimiento
de grupos pequefios, tales como los dtomos de H (cuya dinamica es independiente al
solvente) o movimientos de grandes porciones de la molécula (como el “aleteo del anillo™)
los cuales son inversamente proporcionales a la viscosidad. Como anteriormente se sugiri6
el grupo Ant unido a la matriz polimérica en PAnDO, da valores de ¢, y 7y mayores que
los correspondientes a 9-MA en solucion lo cual se debe a que el fluoréforo se encuentra en

un medio mucho mas viscoso o rigido.

Otra referencia importante que concuerda con lo anteriormente expuesto, fue

reportada por Tan y col.'”’

, quienes encontraron que el tiempo de vida de fluorescencia del
9-MA inmovilizado en poli-dcido metilmetacrilico es similar al tiempo de vida natural de
su estado excitado (7y) ~ 13-15 ns. Sugiriendo que el fluor6foro se encuentra aislado, ya
que la cadena polimérica en solucién acuosa forma un agregado a su alrededor. El tGnico
proceso no radiativo en 9-MA que gobierna su desactivacion es el cruzamiento entre
sistemas a un estado triplete el cual es fuertemente dependiente de la temperatura y la

viscosidad.

Asi los resultados en la Figura 55Figura 55, sugieren que el fluoréforo antracenilo en
la PAnDO percibe dos microentornos distintos. En los dos microentornos, la molécula
prueba parece estar inmovilizada parcialmente, viéndose afectados los procesos normales
de relajacion del estado singlete excitado. El primer sub-grupo en la distribucion de
tiempos de vida se podria asignar a fluor6foros localizados en cavidades relativamente
espaciosas o flexibles dentro del polimero y el segundo conjunto de fluordforos se
encontraria en un entorno altamente rigido posiblemente en areas centrales de la red

polimérica.
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5.2.1.3- Experiencias de fot6lisis estacionaria. Fotoblanqueo del croméforo

La fotodimerizacion del antraceno ocurre entre las posiciones 9,10 (meso)'*

(Figura
56), dando como producto un dimero cuyo espectro de absorcién es semejante al del 1,2
dimetilbenceno (bandas de absorci6n a longitudes de onda menor por la pérdida de
conjugacion de los enlaces dobles durante la fot6lisis). Ademads, como es de esperarse, la
aparicion de estas nuevas bandas estan acompaifiadas por la desaparicién de las bandas de

absorcion caracteristicas del poliaromatico.

5 OOO A > 300 nm, N,

Figura 56. Fotodimerizacion del Ant.

Basados en este hecho, se siguié la variacion de la absorbancia del fluoréforo
antracenilo en el tiempo en distintos sistemas. En la Figura 57 se muestra la experiencia de
fotolisis llevada a cabo para 9-MA en solucién, con lamparas de 350 nm en un fotoreactor
circular. En la Figura 58 se registr6 los distintos espectros de absorcion en el tiempo de las
PAnDO y PAnD25. Las suspensiones de las PAnD0O y PAnD25 en acetonitrilo y una mezcla
de acetonitrilo: acetato de etilo 1:1 v/v, respectivamente, se iluminaron con lamparas de
350 nm, en un fotoreactor circular. En todos los casos las muestras fueron previamente
desoxigenadas.

Cabe aclarar que las Np PAnDO presenta un comportamiento similar a la fotolisis de
9-MA en solucién (ver Figuras 57 y 58- izquierda-), mientras que las PAnD2S5 presentaron
un aumento de la absorbancia y una modificacién en la forma del espectro (ver Figura 58-
derecha-). Estos resultados son indicadores de la formacion de productos secundarios por la
fotodescomposicién de D presente en el sistema, los cuales interfieren en las medidas

(Figura 58). Estos estudios fueron de gran importancia para el disefio de los experimento de
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fot6lisis pulsada (LFP). En todos los casos, se trabajo con grandes voliimenes de muestra y
limitando el nimero de pulsos de excitacion por muestreo para evitar que el efecto de
fotoblanqueo (o la formacién de fotoproductos coloreados) interfirieran en la deteccién y

asignacion de las especies transitorias de fotoreaccion.

2

Absorbancia (u.a.)

300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 57. Fot6lisis del 9-MA en metanol con 5 lamparas de 350 nm. Espectros de absorcién
correspondientes a 0; 1,2; 2,3; 5,3; 9,6 y 16,6 minutos. La muestra fue desoxigenada por burbujeo
con nitrégeno.
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Figura 58. Izquierda: Fotdlisis de PAnDO en acetonitrilo. Espectros de absorcién correspondientes
a0; 1; 4,1; 14; 117,7 y 172,3 minutos. Derecha: Fot6lisis de PAnD25 en mezcla de acetonitrilo y
acetato de etilo (50%). Espectros de absorcion correspondientes a 0; 1; 3,7; 9; 14,4 y 24 minutos.
Las muestras fueron desoxigenadas por burbujeo con nitrégeno.
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En la Figura 59 se grafico la variacion de la absorbancia relativa a una dada longitud
de onda (368 nm) de tres sistemas: (@) 9-MA en solucién de metanol, (b) la mezcla
prepolimérica de PAnDO y (¢) una suspensién de PAnDQ en acetonitrilo. Todos las
experiencias se realizaron con 5 lamparas de 350 nm. Dadas las condiciones experimentales
el valor de la absorbancia se relaciona directamente con la concentracion de croméforo
presente en cada caso. De la Figura 59 se concluye que el grupo Ant en la mezcla pre-
polimérica la fotodimerizacion es mas rapida ya que dentro de un tiempo relativamente
corto (~92 seg) el 60% de las moléculas poliaromaticas dimerizaron. Este resultado puede
compararse con el correspondiente a Ant en solucién, donde la reaccién es cinéticamente
mas lenta, en ~395 seg el 65% de la concentracion de croméforo ha desaparecido. Esto
puede interpretarse considerando que en el sistema prepolimérico las moléculas de Ant se
encuentran confinadas en las micelas, por lo que favorece la reaccién de segundo orden en
comparacién con el sistema homogéneo. Considerando la PAnDO en acetonitrilo, la
reacciéon en mucho mas lenta y alcanza un plateau, a tiempos mayores a los 4300 seg,
donde un 60% de las moléculas dimerizaron. A diferencia de los sistemas anteriores, se
observa un decaimiento de los valores de Abs(t)/Abs(t=0) inicial es de un 20% luego de
350 seg, que corresponde a un valor mucho menor en comparacién con 9-MA en solucién.
Se podria entender que las Np afectan la cinética de dimerizacion ya que los grupos Ant se
encuentran covalentemente unidos a la matriz polimérica por lo que impide su difusién y

accesibilidad.

A partir del andlisis de la cinética de la fotodimerizacion del Ant se puede observar
para PAnDO la existencia de una fraccion del croméforo que no reacciona, debido a que las
moléculas de Ant estan unidas covalentemente a la matriz polimérica, impidiendo que
difundan (encuentro de 2 Ant para dimerizar) asi las medidas de absorcién de luz alcanzan
un plateau. Estos resultados se relacionan con los que se obtuvieron a partir del analisis del
decaimiento de fluorescencia del Ant los cuales sugieren que el fluoréforo en la PAnDO
percibe dos microentornos: uno en el cual el Ant se encuentra en cavidades relativamente

espaciosas o flexibles dentro del polimero y el otro corresponde a un entorno altamente
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rigido posiblemente en areas centrales de la red polimérica. El microentorno mas rigido

puede corresponder a moléculas de Ant que no reaccionaron y alcanzan un plateau.
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Figura 59. Relacion de absorbancias Abs(t)/Abs(t=0) a 368 nm en funcién del tiempo para 9-MA
en metanol (azul), la mezcla prepolimérica (sintesis de la PAnDO sin agregado del iniciador-verde-)
y PAnDO en acetonitrilo (rojo). Figura inserta corresponde a un mayor rango temporal de las
medidas. Fotélisis con 5 lamparas de 350 nm. Las muestras se burbujearon previamente con
nitrégeno.

5.2.1.4- Conclusiones parciales de la seccién 5.2.1-

Luego, de los estudios hasta aqui presentados, se pueden remarcar los siguientes

hechos experimentales:

- Las Np PAnDO muestra la absorcion caracteristica del antraceno. La coincidencia entre

los espectros de absorcion y excitacion indica que hay una Unica especie fluorescente.

- En las Np PAnDO no se observa la emision correspondiente al excimero de Ant, lo que
permite asumir que el nimero de Ant por Np es pequefio, o bien que su movilidad esta

restringida para la formacion del dimero con conformacion “sandwich”.
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- Las experiencias de depolarizacién de la luz son consistentes con el hecho de que el

grupo antracenilo en la Np se encuentra unido covalentemente al polimero.

- Tanto el rendimiento cuantico de fluorescencia como el tiempo de vida de emision de
la Np PAnDO son sustancialmente mayores que los correspondiente a 9-MA en
solucién de DCM. Estos resultados concuerdan con el hecho que el fluoréforo se

encuentra en un medio de movilidad restringida.

- A partir del andlisis de las distribuciones de tiempos de vida se infiere que el fluoréforo
antracenilo en la PAnDO percibe dos microentornos distintos. El primer conjunto en la
distribucion se podria asignar a fluoréforos localizados en cavidades relativamente
espaciosas del polimero, mientras que el segundo conjunto de fluoréforos se

encontraria en entornos de gran rigidez correspondientes al seno de la red polimérica.

- Los estudios de fotoblanqueo del croméforo Ant revelaron que para la suspension de
PAnDO, la reaccion es cinéticamente mds lenta y alcanza un plateau, a diferencia de la
experiencia en solucién y en una mezcla prepolimerica. Las Np afectan la cinética de
dimerizacion ya que los grupos antracenilos se encuentran covalentemente unidos a la

matriz polimérica por lo que impide su difusioén y accesibilidad.

5.2.2- PD25y PD75 en DCM y THF

5.2.2.1- Resultados de espectroscopia estacionaria y anisotropia

Se realizaron estudios espectroscopicos de absorcion y emision de luz para
suspensiones en distintos solventes organicos de PD25 y PD75. Los espectros de absorcion
y emision obtenidos de las nanoparticulas PD25 y PD75 son similares a los
correspondientes a la DMA en solucién fluida.'” En la Figura 60, se comparan los
espectros de absorcién y emision para DMA en c-hexano y PD25 en DCM. La absorcién de
la DMA y PD25 fueron ajustadas al mismo valor a 303 nm. Como se puede inferir las PD
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tienen una menor fluorescencia en DCM, comparada con la DMA en c-hexano. Esto es

debido a la desactivacion de la amina en el estado excitado por el solvente clorado.
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Figura 60.Espectros de absorcién (linea continua) y emisién corregido (linea discontinua) para
DMA en c-hexano (negro) y PD25 en DCM (rojo). Longitud de onda de excitacién: 300 nm.

A partir de un estudio de quenching de emisién de DMA por DCM en c-hexano, se

calculo k, ~ 1,5x10° M s7. La desactivacion de la fluorescencia de la DMA por otros

alcanos clorados ya habia sido reportado.'*

En DCM puro, el ¢ de DMA es < 5% del observado en c-hexano. Adicionalmente,
el tiempo de vida de emision de DMA en DCM no se pudo determinar ya que es menor que
la resolucién temporal del equipo TCSPC (~100 ps). El mismo inconveniente se encontrd
en la determinacién de los tiempos de vida de fluorescencia para PD25 y PD75 en DCM.
Estos resultados sugieren que el DCM penetra en las redes poliméricas entrecruzadas de las
nanoparticulas desactivando a la amina que forma parte de la misma. Esta suposicion se

confirmo al estudiar las propiedades fotoemisivas de las Nps en THF.
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Los espectros de absorcion, excitaciéon y emision corregidos para PD25 y PD75 en
THF se muestran en las Figuras 61 y 62, respectivamente. Como se observa estos son
similares a los correspondientes a la DMA en solucion fluida.'?> A partir del espectro de
absorcién se observan las transiciones " correspondientes a §¢ — §; (~306 nm) y

So = Sz (~260 nm).'*?

Se realizaron estudios de anisotropia de excitacion para PD25 y PD75, los cuales
mostraron resultados semejantes. En la Figura 63 se muestran los espectros de excitacion y
de anisotropia obtenidos para PD75 suspendido en THF y ademas para DMA en solucion
de THF, a modo comparativo; para la longitud de onda correspondiente al méximo de

emision del derivado de anilina (350 nm).

1,0

347 nm

e
[

Absorbancia (u.a.)
(en) u;)gs;wa ap pepisuau|

0,0 L b
300 400
Longitud de onda (nm)
Figura 61. Espectros de absorciéon (negro), excitacién (azul) y emisién (rojo) corregidos,

correspondientes a PD25 en THF (0,1 mg/ml). Longitud de onda de excitacién: 306 nm. Longitud
de onda de emision: 347 nm.
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Figura 62. Espectros de absorcién (negro), excitacion (azul) y emisidon (rojo) corregidos,

correspondientes a PD75 en THF (0,04 mg/ml). Longitud de onda de excitacion: 306 nm. Longitud

de onda de emision: 350 nm.

<I>

Intensidad de emision (u.a.)

240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 63. Espectros de excitacion (linea continua) y anisotropia estacionaria (circulos)
correspondientes a DMA en THF (negro) y PD75 en suspensiéon de THF (rojo). Longitud de onda
de emisién: 350 nm.
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La emision del grupo D confinado en las nanoparticulas PD25 y PD75 muestra
cierto grado de polarizacién en el rango de 280-320 nm. El valor de <r> es relativamente

122<r>~0,1 a 306 nm) y decrece al aumentar la

constante a lo largo de la transicidén So—S;
energia de excitacion. Comparando el espectro de anisotropia de DMA en solucién (ver
Figura 63, circulos en negro) donde el valor de <r> es practicamente cero en todo el rango
de longitudes de onda estudiado con el obtenido para PD75 (Figura 63, circulos en rojo) no
se observa el mismo comportamiento, debido que la molécula en las Np se encuentra en un

medio rigido, formando parte del polimero (unida covalentemente).

Como se muestra en la Tabla 15, las eficiencias de emisiéon de la DMA, PD25 y
PD75 en THF son similares a las observadas para DMA en c-hexano. Todos los ¢y fueron
determinados utilizando DMA en c-hexano como referencia. En la Tabla 15 también
figuran los valores de ¢ correspondientes al fluor6foro D en PAnD25 y PAnD75, los

cuales se trataran mas adelante (seccion 5.4.2-).

Tabla 15. Rendimiento cuéntico de fluorescencia (¢;) obtenido experimentalmente para
distintos sistemas que contienen el fluor6foro DMA.

Solvente @5
~ DMA c-hexano 0,110
THF 0,088
PD25 THF 0,076
PD75 THF 0,075
PAnD25 THF 0,036
PAnD75 THF 0,040

5.2.2.2- Resultados de espectroscopia resuelta en el tiempo

Se estudio el decaimiento de emision correspondiente al grupo dimetilanilina en los

distintos sistemas: (a) en solucion de c-hexano y THF y (b) en los polimeros PD25 y PD75
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(suspensiones en medios fluidos en THF). En la Figura 64 se muestran los decaimientos de
emision para DMA en THF, PD25 y PD75 luego de la excitacion pulsada a 297 nm. Como

se observa los decaimientos ocurren en la misma escala de tiempo.

Numero de fotones

WOWWOoOW WO W

W. RES.

L i ]

10 15 20
tiempo (ns)

Figura 64. Perfiles de decaimientos de emisién (medidas de TCSPC) (lineas negras) y los ajustes
correspondientes (lineas de color) obtenidos para DMA (rojo), PD25 (azul), y PD75 (verde) en THF
(298 K). Las muestras no fueron desoxigenadas. Longitud de onda de excitaci6én: 297 nm. Se
colect6 la fluorescencia en el maximo de emisién de la muestra: ~ 350 nm. Valor de % obtenido
fueron de: 1,081 (DMA), 0,997 (PD25) y 1,005 (PD75). En los graficos inferiores se muestran los
residuales correspondientes a los ajustes. Las muestras fueron preparadas con una absorbancia de
~0,4 a 297 nm.

[
W

La molécula de DMA en solucién muestra un decaimiento monoexponencial a
diferencia de PD25 y PD75, las cuales estan caracterizadas por decaimientos
biexponenciales. En la Figura 65 y Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos a partir
del anélisis de distribucién de tiempos de vida. Una distribucion bimodal de tiempos de
vida fue observada en ambas Np. Se observé un pico relativamente pequefio (RW=7-8%)
con Ty de ~600 ps y ~700 ps en PD25 y PD75, respectivamente. También las
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distribuciones mostraron un segundo sub-arreglo mayor (RW; = 93%-92 %) con un T,
similar al correspondiente a la DMA en THF (~2,5 ns) de ~ 2,25 ns y ~2,53 ns para PD25 y
PD75, respectivamente. Desafortunadamente no se han reportado estudios sobre la
fotofisica de la DMA en medios rigidos/restringidos, haciéndose dificil racionalizar las
distribuciones observadas. La Tabla 17 presenta los resultados correspondientes al ajuste de
los decaimientos mediante una funciéon multiexponencial. En las Tablas 16 y 17 también se
muestran los resultados correspondientes a la emision de D en PAnD25 y PAnD75, los
cuales se discutirin mas adelante. Tabla 16 se muestran los pardmetros de ajustes

obtenidos.

Tabla 16. Pardmetros obtenidos en el analisis de distribucién de tiempos de vida para el
fluoréforo DMA en las distintas Np y en solucién. Longitud de onda de excitaciéon 397 nm.
T: 298 K.

TM1 Oy RW, 1tym2 o0 RW; 1Ty3 03 RW;3 T4

(ns) (s) (%) (ns) (ms) (%) (s) (ms) (%) (09)

DMA
c-hexano 2,4 0,01 100 - - - - - - 2,40
THF 261 0,15 100 - - - - - - 2,61
PD25
THF 0,57 0,09 7 2,25 0,59 93 - - - 1,89
PD75
THF 0,68 0,08 8 2,53 0,47 92 - - - 1,89
PAnD25
THF 0,70 0,10 12 2,35 0,45 88 - - - 1,82
PAnD75

THF 0,29 0,10 14 1,34 048 79 4,60 0,28 7 0,90
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Figura 65. Distribuciones de tiempos de vida calculados para PD25 y PD75 en THF (298 K).
Longitud de onda de excitacién: 297 nm. Longitud de onda de emisién: 350 nm. El valor de ¥ fue:
1,080 (PD25) y 1,125 (PD75). La concentracion de las Nps fue de 0,6 mgr/ml.

Tabla 17. Tiempos de vida (t; ) y factores preexponenciales (a; ) obtenidos de los ajustes
de los perfiles de decaimiento de fluorescencia del grupo DMA en las distintas NPs y en
solucién. Longitud de onda de excitaciéon: 297 nm.

T4 (nS)
DMA
c-hexano 2,12
THF 2,57
PD25 0,94
PD75 0,91
PAnD25 0,79
PAnD75

0,68

a,;(ns)

0,022
0,021
0,009
0,008
0,009
0,023

72 (ns)

2,54
2,67
2,47
2,13

a; (ns)

0,016
0,016
0,016
0,009

Ty (ns)
2,12
2,57
1,96
2,08
1,86
1,09
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5.2.3- Conclusiones parciales en la seccién 5.2

Resumiendo los resultados de esta seccidn cabe destacar:

- Los espectros de absorcién y emision de las nanoparticulas PD25 y PD75 son similares

a los correspondientes a la DMA en soluci6n fluida en todos los solventes estudiados.

- Las Np PD tienen escasa fluorescencia en DCM debido a la desactivacioén de la amina
en el estado excitado por el solvente clorado. Este hecho sugiere que el DCM penetra
en las redes poliméricas entrecruzadas de las nanoparticulas, accediendo a los grupos D

que forman parte de la misma.

- Los estudios de anisotropia de emisiéon demuestran que el grupo D se encuentra unido

covalentemente a la matriz polimérica.

- En THF las propiedades de emision de las PD y DMA son muy similares. Sin
embargo, las suspensiones de PD25 y PD75 muestran decaimientos de fluorescencia
biexponenciales. Estos resultados son coincidentes con las distribuciones de tiempos de

vida bimodales observadas para ambas Np.

5.3- Estudios de desactivacion de emisién de PAnDO por DMA

5.3.1- Desactivacién de la emisién de 9-MA en solucién

La TeF entre compuestos poliaromaticos y aminas aromaéticas se han estudiado por
mas de 5 décadas. En particular, los sistemas compuestos por antraceno y aminas

aromaticas en soluciones homogéneas han sido investigados de manera exhaustiva.?" °!- %

131,132

Se sabe que el quenching del estado excitado singlete del Antraceno por DMA se

produce a través de un mecanismo de Te (Esquema 6)."*'

k
*Antraceno! + DMA = Antraceno— + DMA~

Esquema 6
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Es posible determinar el valor de AG® aplicando la ecuacién de Rehm-Weller
(Ecuaciéon 18, pégina 32) para este proceso. Usando los parametros fotofisicos y
electroquimicos enlistados en la Tabla 18 y considerando para el término Coulombico un

valor de 0,06 eV, se obtiene un valor de AG® ~ -0,73 eV, claramente exergénico.79

Tabla 18. Propiedades espectroscopicas y electroquimicas de Ant y DMA.

Es(eV) Er (eV) E(A/A)™? ED " /D)*°
Ant 3,31 1,85 = -193 = |
DMA 3,85 2,99 0,81

®A temperatura ambiente. "Versus electrodo de calomel saturado (SCE) en Acetonitrilo.

A pesar de lo anteriormente expuesto, no pudo encontrarse antecedentes especificos
sobre el quenching intermolecular de la emisi6on del 9-MA por DMA. Por tal razén, se
llevaron a cabo una serie de experimentos sobre dicho sistema para alcanzar una mayor

comprension del mismo y poder explicar lo que ocurre en los sistemas nanoparticulados.

La inhibicion del estado singlete excitado del 9-MA por DMA, se estudid en
solventes de distinta polaridad. En la Tabla 19 se resumen los parametros experimentales
calculados en cada medio estudiado: la constante de quenching (kg), los valores
correspondientes al tiempo de vida (7.), al miximo de emision (hv***) del exciplejo 9-
MA/DMA vy el cambio de la energia libre de Gibbs del proceso directo de Te fotoinducida
(AGey).

Los valores de la AG7, fueron calculados a partir de un método reportado en

trabajos de investigacion previos,” utilizando la Ecuaci6n 39:
AGy, = —AG2)2 + c Af, — Eg

Ecuacién 39
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£-1

donde f, = o’ AG3®7> = —eAE375 — w375, Es es la energia del estado singlete
2

excitado del fluoréforo antracenilo y ¢ = 41:‘:8,;3‘ AG3]? se calculd a partir de los
]

potenciales redox del donador (Eox= 0.81 V) y aceptor (Ered = -1.93 V) medidas vs. SCE en
acetonitrilo,'*' w es el término electrostatico en acetonitrilo donde se asume un valor de -6

kJ/mol'* y ¢ ~ 55 kJ/mol se determind a partir del grafico de Lippert-Mataga (Figura 66).

Como puede observarse a partir de los valores reportados en la Tabla 19, el proceso
de desactivacion (k,;) se aproxima al limite de la constante de difusion para todos los
solventes estudiados. Este comportamiento concuerda con los calculos de energia AGy, que

son claramente exergénicos en todos los medios.

Tabla 19. Desactivacién del estado singlete excitado del 9-MA por DMA en distintos
medios. Caracterizacion fotoquimica del exciplejo.

Solvente £ n kg M's'  AGy./ hv™*/kJ ./ ns
{(kJ/mol)

- Hexano 1,88 i,375 1,5 Eﬁ’_ 369 ?2,-1 ) _8,1_
c-hexano 2,02 1,426 - -37.8 250,9 -
Eter butilico 3,08 1,399 - -42,7 243,9 12,6
Eter etilico 4,02 1,352 1,410" -45,1 237,6 23,8
Acetato de etilo 6,02 1312 - -47,9 229.8 -
THF 7,58 1,407 1,410 -49,1 228,7 17,1
DCM 9,08 1,445 1,6 10" -50,4 226,3 23,4
Acetonitrilo 35,7 1,339 1,510" -50,4 - -

Constante dieléctrica (£) e indice de refractancia (n) de los distintos solventes.
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Figura 66. El grafico de Lippert-Mataga para el exciplejo 9-MA/DMA intermolecular (circulos
negros) y la correspondiente energia de emision del exciplejo intraparticula formado en PAnD75 en
DCM (linea roja). Solventes: n-hexano (1), c-hexano (2), éter butilico (3), éter etilico (4), acetato de
etilo (5), THF (6) y DCM (7).

Los espectros de emisién y los graficos de Stern-Volmer obtenidos para los
experimentos de inhibicion de la fluorescencia en estado estacionario (Iy/I) y resuelta en el

tiempo (y/7) en DCM se muestran en las Figuras 67 y 68, respectivamente.

La Figura 67 muestra claramente como la emisiéon de la molécula poliaromatica
disminuye al aumentar la concentracién de Q y adicionalmente se observa la aparicion de
una banda al rojo centrada a ~ 530 nm, sin estructura que se incrementa frente al aumento
de la concentracion de DMA y se detecta un punto isoemisivo a ~ 460 nm. Dicha banda

corresponde al exciplejo 9-MA/DMA, cuya caracterizacion se tratara mas adelante.

Como se observa en la Figura 68, a baja concentracién de DMA, ambos graficos
coinciden y a partir de la pendiente inicial (K5, ~ 26,1 M) puede estimarse un valor de

k~1,6 x 10" M 5. Sin embargo, a valores mayores de concentracién de la amina, el
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gréfico de Iy/I muestra una desviacion de la linealidad, curvandose hacia arriba (positiva).
Este comportamiento es debido a efectos transitorios sobre los procesos de quenching’ '**,
que no se han podido estudiar en detalle debido a la limitada resolucién del equipo TCSPC.
No obstante, el grafico /1 fue analizado usando el modelo de quenching estético de la

esfera de accién (modelo de Perrin)®’- ver Seccion 3.2.4.2.3-.

-I—I°— = 11._9— exp™loD = (1 +k,z, [Q])exp( Ko )

Ecuaciéon 40

donde Rap es el radio de la esfera de accion y N, es el numero de Avogadro. El valor de
Rap obtenido fue de ~ 9,3 A. Lo cual es coherente con los valores de Rap reportados para
el sistema antraceno / anilina®'. Notar que el valor de Rap supera ligeramente la suma de

los radios del par donor/aceptor (~6,3 A) calculado a partir del modelo de Zissimos.'*

o
=

[DMAJ=0M

&
~

[DMA]= 0,22 M

L
¥

Intensidad de emision (cps)/ 10°

e
=

400 500 600
Longitud de onda (nm)
Figura 67. Quenching de la emisién de 9-MA por DMA: 0 M (negro), 0,010 M (rojo), 0,019 M

(verde), 0,043 M (azul), 0,098 M (rosa) y 0,222 M (naranja). Solvente: DCM. Longitud de onda de
excitaciéon = 350 nm.
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Figura 68. Quenching de la emision del 9-MA por DMA. Graficos de Stern-Volmer para los

estudios en estado estacionario (circulos negros) y resuelto en el tiempo (cuadrados celestes).
Solvente: DCM. Longitud de onda de excitacion = 350 nm.

0,00 0,05

La Figura 69 muestra los estudios de desactivacién del estado singlete del 9-MA en
acetonitrilo. Al igual que en el solvente halogenado, se observa una desviacién positiva de
la linealidad en el grafico de Sterm-Volmer. Aplicando el modelo de Perrin, cuyo ajuste se
muestra en rojo sobre la curva Iy /1 (Figura 69), se obtuvo valores de k,~1,5 x 10°M'sty
Rap~ 9,5 A, los cuales son semejantes a los obtenidos en DCM. Los valores calculados
para todos los solventes estudiados aplicando el modelo de Perrin se muestran en la Tabla
19 (pagina 111). Cabe mencionar que en acetonitrilo no se observo la emision del exciplejo
9-MA/DMA. Este comportamiento es tipico y se debe a un cambio de mecanismo del

procesos de Te.”
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Figura 69. Quenching de la emision del 9-MA por DMA en acetonitrilo. Grafico de Stern-Volmer
para los estudios en estado estacionario (circulos negros). Figura inserta: Espectros de emisién
correspondientes. [DMA]: 0 M (negro), 0,012 M (rojo), 0,024 M (verde), 0,035 M (azul), 0,084 M
(celeste), 0,14 M (rosa) y 0,22 M (naranja). Solvente: acetonitrilo. Longitud de onda de excitacién =
375 nm.

La emision del exciplejo 9-MA/DMA puede ser observada inicamente en medios
de polaridad media o baja. A modo de ejemplo, el espectro de emision del exciplejo en éter
etilico se muestra en la Figura 70. El complejo fue caracterizado en distintos solventes
(para un amplio rango de polaridad) y los datos relevantes al sistema son informados en la
Tabla 19 (pagina 111). A partir de los valores de hu*** se construy6 un grifico de Lippert-
Mataga (Figura 66). La expresion de Lippert-Mataga esta dada por la Ecuacién 19 (pagina

37). De la pendiente del grafico (Figura 66) es posible calcular la relacion: “e 55

4meqpd

kJ/mol. A su vez este valor fue utilizado para calcular el valor de AG.{ (Tabla 19, pagina
111). El grafico mostrado en la Figura 66 también es util para inferir la polaridad del
entorno que percibe Ant/D en las Np.
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Figura 70. Espectro de emisién del 9-MA en ausencia (negro) y en presencia de DMA 0,1M (rojo).
Ambos espectros fueron normalizados a 415 nm. El espectro de emisién para el exciplejo
intramolecular (rosa), fue obtenido de sustraer el espectro negro del rojo. Solvente: éter etilico.
Longitud de onda de excitacién: 370 nm.

Como es de esperarse la energia de emision del estado transferencia de carga
decrece al aumentar la polaridad del medio (Figura 66). Tanto el 9-MA como el exciplejo
tienen un decaimiento monoexponencial en todos los medios estudiados, sugiriendo que la
formacién del estado de transferencia de carga es irreversible.”> ** 37 La via principal de
desactivacién no radiativa del estado de transferencia de carga es el cruzamiento entre
sistemas al estado triplete excitado del Ant. El estado triplete del poliaromético muestra una
fuerte absorcién ~ 430 nm en experimentos de LFP (ver mas adelante).'*> %% 3% Ep
solventes de polaridad media o baja la formacién del catién radical de la DMA (DMA*") y
el anién radical del antraceno (Ant™) pueden detectarse durante el tiempo de vida del estado
de transferencia de carga (en la escala de los nanosegundos).’>’ La DMA™ muestra una

banda de absorci6n ancha centrada a ~ 480 nm>® 3!

y el Ant” muestra una serie de picos en
la regi6on de 650-750 nm®" 2. En estos solventes la baja permitividad del medio

imposibilita la separacion de los iones radicales favoreciendo el proceso de Te para formar
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el par neutro 9-MA/DMA. En cambio, en solventes polares, la Te fotoinducida da lugar a la

formacion de pares de iones radicales libres.

1.1 sobre

A partir de estudios de especies transitorias reportados por Mataga y co
estructuras moleculares del tipo Ant-(CH;),-DMA, se determinaron las longitudes de onda
donde se esperan observar bandas de absorcién correspondientes a las especies
involucradas en la Te. En la Figura 71 se resumen los parAmetros mas importantes sobre

este proceso en solucién de acetonitrilo.™

IAnt* Kq 14,8 x 10° M5!
Ar +DN‘;‘L 1{Ant'/DMA?) ’ | L1 " 0,447
kgS)k's\)Ant'*’ DMA* (Dcs _ 0,077
e k 3 9 -1
3(Ant/DMAY) gt | PO%I0's
| K;<. 2,9x10%st
|' £ Ant 3,31eV
EOMA _ 4,16 eV
EArt 1,84 eV
E,OMA 3,05 eV

Figura 71. Diagrama de niveles de ener;ia y constantes cinéticas involucradas en la desactivacion
de 'Ant* por la DMA en acetonitrilo.*" !

En la Figura 72, se comparan los espectros de especies transitorias normalizados
obtenidos luego de 5 ps del pulso del laser para Ant y Ant+DMA en DCM Yy acetonitrilo.
En el caso de Ant en solucion en ausencia del desactivante se observa solo la absorcion
correspondiente al estado triplete del compuesto aromatico (~430 nm). En presencia de la
DMA (0,4 M) la absorcion de DMA*" y Ant™ pueden detectarse en acetonitrilo a ~480 y
~730 nm, respectivamente. En contraste en DCM donde la formacién de los iones radicales

libres no es posible, no se observan las bandas del DMA*" y Ant™".
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Figura 72. Espectros de absorcién de especies transitorias obtenidos a 5 pseg luego de el pulso de
excitacién del laser (355 nm) para antraceno en acetonitrilo (negro), Ant + DMA 0,4 M en
acetonitrilo (azul), Ant + DMA 0,40 M en DCM (verde) y PAnDO (2,5 mgr/mi)+ DMA 0,40 M en
acetonitrilo (rojo). Las muestras se estudiaron en una atmdsfera de argdn.

Para Ant en una solucién, no se observo la tipica absorcidon del estado triplete (dos
bandas en la regién 400-450 nm)."*% 3% 13 [ 4 causa de las distorsiones mostradas en la
Figura 73 es debido a la absorcién del estado singlete del Ant. Este fenémeno ha sido
descripto por Saltiel y col."*? donde el estado S, de larga vida es generado por aniquiliacién
triplete-triplete cuando son utilizados pulsos lasers de alta intensidad. Esta distorsion
espectral desaparece tanto atenuando la energia del laser como en presencia de DMA que es

un desactivante de la fluorescencia del grupo antracenilo y sus derivados.!3!- 1?

Ademas de la distorsién espectral observada para Ant en soluciéon (Figura 73)
también se puede vislumbrar una sefial de baja intensidad en la regién de 600 a 800 nm
(figura inserta), la cual corresponde a una reaccion entre el estado singlete excitado Ant*

con acetonitrilo produciendo el catién radical Ant*.'* Con la finalidad de suprimir
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reacciones indeseadas se atenu6é la energia del laser (desenfocando el haz) y asi se

obtuvieron espectros aceptables (Figura 74).
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Figura 73. Espectro de especies transitorias para antraceno en solucion a 5 pseg (negro), 20 useg
(rojo), 100 pseg (azul) y 250 pseg (verde) después del pulso del laser. Inserto: ampliacién de los
espectros entre 550 y 800 nm. Los espectros se tomaron en atmoésfera de argén. Solvente:
acetonitrilo. Excitacion del laser a 355 nm.

En la Figura 74 se muestran los espectros de especies transitorias para Ant y
Ant+DMA, ambos sistemas en acetonitrilo, registrados a 1 useg despues del pulso de
excitaciéon. Se puede observar que el espectro de especies transitorias de Ant (linea en
negro, Figura 74) cambia al agregar la DMA (espectro en rojo, Figura 74). El espectro de
Ant se ve distorsionado como se explicé anteriormente, mientras que en presencia de
DMA, el espectro observado es asignado tipicamente al *Ant’ (en la regién entre 390 y 430
nm). Ademas, el espectro en presencia de DMA muestra las bandas correspondientes al
cation radical de la DMA (banda a ~ 480 nm) y al anion radical del Ant (serie de picos en la
region 650-750 nm).'*>'*" La deteccion de estos iones radicales permite concluir que la

desactivacidén del singlete de Ant* por DMA es debido a un proceso de Te.
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Figura 74. Espectro de especies transitorias para antraceno en solucién (negro) y antraceno + DMA
0,4M (rojo) a luseg después del pulso del ldser. Los espectros se tomaron en atmoésfera de argén.
Solvente: acetonitrilo. Excitacion del laser a 355 nm.

5.3.2- Conclusiones parciales en la seccién 5.3.1

Resumiendo los resultados mas importantes de esta seccién:

- Se observo la formacion de exciplejos en soluciones de 9-MA y DMA en una amplia

variedad de solventes de polaridad baja e intermedia.

- Se estudi6é en solventes de distinta polaridad el proceso de desactivacién del estado
singlete excitado de 9-MA por DMA. En todos los casos las constantes cinéticas de
quenching se aproximan al limite difusional, lo cual concuerda con la alta

exergonicidad calculada para el proceso de desactivacién por Te.

- Los experimentos de fot6lisis pulsada (LFP) muestran la formacién del par de iones
radicales libres en solventes polares como acetonitrilo. En DCM no se observé la

formacioén de los iones ya que se recombinan en la escala del nanosegundo.
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5.3.3- Desactivacién de la emision de PAnDO0 suspendida en solventes
organicos

Se estudi6 la desactivacion de la fluorescencia del grupo antracenilo incorporado en
las Np (PAnDO0) suspendidas en un medio fluido por un agente inhibidor. Se realizaron

distintas experiencias empleando distintos solventes y agentes desactivantes. Se estudi6:
- Ladesactivacion de la fluorescencia de PAnD0Q por DMA en acetonitrilo.

- La desactivacion de la fluorescencia de PAnDO por tripropilamina (TPA) en

acetonitrilo.
- La desactivacion de la fluorescencia de PAnDO por DMA en DCM.

Suponiendo que el proceso de desactivacién del estado *Ant* es por Te (desde la
amina hacia la molécula poliaromadtica), se estimaron los cambios de energia libre
involucrados usando la ecuacién de Rhem-Weller (Ecuacion 18, pagina 32) y suponiendo
que las propiedades del grupo antracenilo unido a las Np son semejantes a las de 9-MA en
solucién. Asi, se calculé6 para DMA y TPA -0,73 y -0,5 eV, respectivamente. Dado que
ambos valores son negativos (claramente exergénicos), se puede considerar que las dos
moléculas dadoras deberian comportarse como quenchers efectivos.

Las Figuras 75 y 76 muestran los espectros de emisioén y los graficos de Stern
Volmer, respectivamente, correspondientes a la experiencia de quenching de PAnDO por
DMA en acetonitrilo. De igual manera las Figuras 77 y 78, corresponden a la misma
experiencia de quenching cambiando el solvente a DCM. Ademas, en la Figura 79 se
muestran los graficos de Stern Volmer para el estudio de desactivacion de PAnDO por TPA

en acetonitrilo.
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Figura 75. Quenching de la emisién de la PAnDO por DMA. [DMAJ]: 0 M (negro); 0,015 M (rojo);

0,053 M (azul); 0,090 M (celeste); 0,159 M (rosa) y 0,22 (naranja). Solvente: acetonitrilo. Longitud
de onda de excitacion = 370 nm. Concentracién de la dispersion 1,0 mgr/ml.

2,0 15
510 F
Q 195 - :o
5k
1,0
0,0 0,1 0,2 0 50 100
[DMA] (M) 1/[DMA] (M)

Figura 76. Quenching de fluorescencia PAnDO por DMA. lzquierda: grafico de Stern-Volmer.
Derecha: grafico de Stern-Volmer modificado. Solvente acetonitrilo. Longitud de onda de
excitacion = 370 nm. Concentracion de la dispersién 1,0 mgr/ml.
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Figura 77. Quenching de la emisioén de la PAnDO por DMA: 0 M (negro); 0,043 M (rojo); 0,093 M
(azul); 0,141 M (celeste) y 0,222 M (rosa). Solvente: DCM. Longitud de onda de excitacién = 370
nm. Concentracion de la dispersién 1,0 mgr/ml.
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Figura 78. Gréficos de Stern-Volmer a partir de medidas de emision estacionarias (Ig/1, circulos
negros) y resueltas en el tiempo (Tage/ Ty, circulos rojos). Quenching de PAnDO por DMA en DCM
(298K). La linea negra es el mejor ajuste de la Ecuacion 42 a partir de los datos experimentales.
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Figura 79. Quenching de fluorescencia PAnDO por TPA. Izquierda: grafico de Stern-Volmer.
Derecha: grafico de Stern-Volmer modificado. Solvente acetonitrilo. Longitud de onda de
excitacién = 370 nm. Concentracién de la dispersion de 1,0 mgr/ml.

Respecto a las experiencias realizadas en acetonitrilo (Figura 75, pagina 122), no se
observoé la presencia de una nueva especie emisiva (exciplejo Ant/DMA o Ant/TPA). Esta
observacién es consistente con los resultados obtenidos en la desactivacion del singlete del
9-MA por DMA en el mismo solvente (Figura 69, pagina 115).

En cuanto a los graficos de Stern Volmer se detect6 para todos los experimentos
realizados una desviacién de la linealidad hacia abajo (negativa), lo cual sugiere que existe
una porcién de moléculas de antraceno que se encuentran en lugares del polimero donde las
aminas empleadas no pueden acceder.”” '*® '** Mediante el grafico de I,/Al (ecuaci6n de
Stern Volmer modificada-Ecuaciéon 17, pagina 30-), se determinaron en cada caso los
parametros involucrados para este proceso de inhibicion, los cuales se resumen en la Tabla
20. A partir de los valores de la tabla, se pude concluir que la cantidad de fluoréforo
inaccesible oscila en un rango 30-50%, dependiendo tanto del solvente como de los
distintos desactivantes. Cabe acotar que la Ecuacion 17 (pagina 30) solo considera la
existencia de dos tipos de fluor6foros; uno completamente accesible al quencher y el otro
completamente inaccesible. Como se discute en la siguiente seccion, esto es una sobre-

simplificacién del problema. Experimentos de distribucion de tiempos de vida realizados en
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DCM demuestran claramente la existencia de mas de dos tipos de fluor6éforos en las Np
analizadas.

Los valores de K, . (constante de Stern Volmer para la fraccién de fluor6foros
accesible) calculados (Tabla 20) concuerdan con lo esperado para procesos de
desactivacion por Te, ya que el quencher que tiene un menor potencial de oxidacién
(DMA), tendra un valor de AG mas exergédnica y por lo tanto una mayor constante de

quenching para estudios realizados en un mismo medio (solvente).

Tabla 20. Parametros obtenidos de las experiencias de quenching del estado singlete
excitado de PAnDO (aplicando la Ecuacién de Stern-Volmer modificada).

Q solvente Facc Kace (MY
DMA ~ DCM 0,71£0,07  42+05
DMA acetonitrilo 0,62+0,04 14,6+0,4
TPA acetonitrilo 0,52:+0,07 6,0::0,9

Como ya se menciono, en la Figura 77 se muestra la desactivacion de la emisién de
PAnDO por DMA en DCM vy el grafico de Stern-Volmer correspondiente se muestra en la
Figura 78 (ver pagina 123). En contraste a lo observado para el sistema 9-MA/DMA
(Figura 68, pagina 114), el grafico de Stern-Volmer exhibe una curvatura negativa.
Ademads, en los espectros del quenching aparece un punto isoemisivo a~ 515 nm y un muy
pequefio incremento de la intensidad de emision entre 500-600 nm (Figura 77, pagina 123).
A la maxima concentracién de DMA estudiada (0,222 M) aproximadamente el 30% de la
emision de la nanoparticula fue desactivada. Para la misma fraccién de quenching, el
sistema 9-MA/DMA (en DCM) se observa una emisién del exciplejo intermolecular~530
nm (Figura 67, pagina 113). Es conocido que los sistemas antraceno/aminas arométicas
forman exciplejos tipo “sandwich™%>?. Sin embargo, para la estabilizacién de estos estados
de CT intermoleculares es requerida una distancia y orientacion espacial adecuadas entre
las moléculas aceptora y dadora. Los resultados que se muestran en la Figura 77 sugieren

que la matriz polimérica imposibilita la formacioén del exciplejo. Por lo tanto, el proceso de
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Te fotoinducido parece conducir a la formacion de pares de iones radicales pobremente

interactuantes tal que la formacién de exciplejos es impedida de manera significativa.

Los experimentos de emision resuelta en el tiempo se realizaron solo para el
sistema: PAnDO + DMA en DCM. Los perfiles de decaimiento obtenidos presentan un
comportamiento complejo y fueron ajustados de forma aceptable usando un modelo
multiexponencial. Esto sugiere que la molécula prueba se encuentra en distintos

microentornos en la particula polimérica afectando su tiempo de vida de forma diferente.

En la Figura 80 se muestran los resultados obtenidos a partir del andlisis por el
método de EI de los decaimientos de emision para PAnDO a tres concentraciones distintas
de DMA. Los valores correspondientes a este analisis, para todas las concentraciones de
desactivante empleadas, se incluyen en la Tabla 21. A partir del analisis de estos resultados

se puede sefialar que:

- Como se discutié6 anteriormente la PAnDO tiene dos poblaciones de antraceno

claramente distinguibles.

- A una concentracién relativamente baja de DMA (< 0,05M) la distribucién de tiempos

de vida en su totalidad se mueve a valores menores y se vuelve mas ancha.

- Por encima de 0,07M de DMA la distribucion se divide en tres subconjuntos. A
medida que la concentracion de quencher aumenta, el ancho de los subconjuntos (o) se
vuelven progresivamente mas angostos, mientras que el peso relativo (RW) no cambia

significativamente.

Debido a que en DCM se pudo suspender todas las Np sintetizadas. Se selecciono este
solvente para realizar estudios exhaustivos (resueltos en el tiempo) de desactivacion de
fluorescencia de PAnDO por DMA. Para poder luego realizar estudios comparativos

respecto a los otros sistemas.

A partir de los valores de la Tabla 21 se calculo el 7y, para cada concentracién de

acuerdo a la Ecuacioén 35 (pagina 56), cuyos valores se muestran en la misma tabla. En la
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Figura 78 se graficé Tpo/Ty junto a Ig/I. Dado que ambas curva se superponen
aceptablemente, se interpreta que el quenching es principalmente dinamico (dependiente de
la difusion) en todo el rango de concentracion de DMA estudiado. La curvatura negativa

del gréafico de Stern-Volmer, en principio sugiere la existencia de multiples poblaciones de

fluoréforos con distintas accesibilidad al quencher.

1T [DMA}: oM PAnDO

Amplitud

1 F [DMA]: 0,22 M

T

0,1

T (ns)

Figura 80. Anilisis de distribucién de tiempos de vida por El de la dispersion de PAnDO en DCM

(298K), a distintas concentraciones de DMA. El x2 es de: 1,059; 1,140 y 0,983, para 0,000; 0,043 y
0,222 M de quencher, respectivamente. Longitud de onda de excitacion: 378 nm. Longitud de onda

de emision: 415 nm. La concentracién de PAnDO fue de 1,0 mgr/ml.
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Tabla 21. Andlisis de distribucidon de tiempos de vidas por el método El. Quenching de
fluorescencia de PAnDO por DMA.

[DMA] Tm1 agq RW1 Tm2 ()] RWZ Tm3 g3 RW3 ™™
M ms) @) %) @) @) B @) @) (%) (s

0 401 055 18 862 158 82 - = - 694
0,010 3,48 0,53 17 8,13 208 83 z - 5 6,25
0019 28 039 14 789 193 86 2 s " 6.33

0,043 2,18 0,29 9 7,36 2,53 91 - - - 6,06
0,071 1,66 0,18 7 4,76 0,84 30 9,14 1,81 63 5,74
0,098 1,51 0,18 7 4,55 0,80 29 9,10 1,80 64 5,54
0,142 1,25 0,12 6 437 0,76 29 9.08 1.76 65 5,38
0,183 LIt 0,11 6 4,18 0,71 27 8,99 1,77 67 5,17
0,223 1,00 0,08 5 4,51 0,75 32 943 1,54 63 5,06

Un modelo general para la interpretacion de desactivacion de emisién en sistemas
microheterogéneos fue propuesto por Carraway y col.'® El modelo se aplicé para el
quenching por oxigeno de la luminicencia de Ru(phen)3? adsorbido sobre superficies de
silica. Los autores asumen la existencia de un nimero finito de poblaciones de fluor6foros
(k), cada una decayendo monoexponencialmente y siendo capaces de ser inhibidas por
oxigeno con la misma constante k,. En el caso de un quenching puramente dindmico, se
demuestra que:

-1
I0 Tao

-1
L (————) St
I = \l+kT 0, i=l

Ecuacién 41

donde RWy; = @g;Toi/Di=1 @01 Toi ¥ Ti = Toi/(1 + kqT0:[Q]) representa el peso relativo
de la emision total y el tiempo de vida de la iesima poblacién, respectivamente. El perfil de

decaimiento para el complejo de Ru(ll) sin desactivar, fue ajustado con una distribucién de
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vida bi-Gaussiana. Se debe destacar que estos resultados son similares a los resultados
anteriormente descriptos, esto es, el complejo de Ru(II) absorbido muestra dos poblaciones
iniciales bien definidas, que se mueven a menores tiempos con la adicion de oxigeno.
Asumiendo una kg = 1 x 10° M' s, los decaimientos de emisién a las distintas
concentraciones de oxigeno también fueron ajustadas, resultando en distribuciones
bimodales, no Gassianas. La existencia de una correlacion entre Iy /I y Tpo/Ty permitio a

Carraway y col '*°

concluir que el gquenching es virtualmente dindmico en su totalidad y
mas importante ain, que la correlacion observada puede ser tomada como una validacion

para el método planteado.

Sin embargo, el modelo de Carraway involucra varias suposiciones que son dificiles
de justificar. Notar que las distribuciones de tiempos de vida no contienen ninguna
informacién respecto a la accesibilidad del quencher a los fluoréforos. Carraway y col.
suponen que la accesibilidad es la misma cuando asumen que la kq es idéntica para todos
los fluordforos. Como se discute en la seccion 3.4.1, la distribucion de tiempos de vida
observada para el antraceno en la PAnDO, puede ser atribuida a las restricciones impuestas
por la matriz polimérica a los procesos de relajacion normales para el Ant*. En principio, es
razonable pensar que los fluoréforos que muestran un ty; largo, estan localizados en los
microentornos mas rigidos y consecuentemente, méas dificil que sean encontrados por el
quencher (Q). Al contrario, el modelo de Carraway, asume que los fluoréforos con un
mayor tiempo de vida son los mds “fuertemente” desactivados. Otro aspecto omitido en el
modelo de Carraway es la imposibilidad de “rastrear” las diferentes poblaciones de
fluoréforos con el cambio de concentracién de quencher. Notar que dos fluoréforos con
similar tgy; y que contribuyen a la distribucién de tiempos de vida inicial con amplitudes
ay;, pueden tener diferentes accesibilidades al quencher y por lo tanto, pueden ser inhibidas
con distintas kg;. Entonces, en la presencia de Q estas dos poblaciones aparentemente
idénticas se dividiran, y sus amplitudes individuales se ajustardn a dos valores distintos de
T;. Esta “transferencia” entre los sub-arreglos no puede ser predicha, volviendo la
estimacion de las constantes de quenching (kg) para cada componente de los sub-

distribuciones simplemente imposible.
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Por lo tanto, la tnica solucion realista que puede considerarse para este problema
seria obtener una distribucién de k, , utilizando la técnica de fluorescencia de particula
individual (o molécula individual). Ejemplos muy interesantes del uso de esta técnica
fueron publicados recientemente por Lian et al. '*'. Desafortunadamente dada la naturaleza
intrinseca del sistema estudiado (rendimiento cuéntico de fluorescencia bajo, absorcién y
emision a longitudes de onda relativamente cortas, aparente irreversibilidad en el proceso

de quenching, etc.) no es posible llevar a cabo este experimento con la tecnologia actual.

A fin de poder obtener informacion cinética “aproximada™ de los graficos de Stern-

Volmer (Figura 78), los resultados experimentales fueron analizados de acuerdo a:

n -1
Iy TMo _ RW,
1~ ™ - [; 1+ KSVn[QD]

Ecuacién 42

La Ecuacion 42, es una simplificaciéon de la Ecuacion 41, que asume la existencia de un
namero discreto de poblaciones de fluoréforos (n), cada una caracterizada por un RW,,
particular y capaz de ser quencheado con una constante promedio de Stern-Volmer ( Kgy5,).
Es preciso aclarar que la Ecuacion 42, es la expresién general de Stern-Volmer para la
desactivacion de n poblaciones de fluoréforos con distinta accesibilidad del quencher. En la
Figura 78 se muestra el mejor ajuste de los datos experimentales obtenido mediante esta
ecuacion, con n=2 (incrementando el valor de n, no se produce ninguna mejora importante

en la calidad del ajuste). Los valores obtenidos para RW; , RW,, K¢, v Kgy, fueron

41%, 59%, 9 M! y 0,1 M, respectivamente. Estos resultados indican que cerca del 60%
del Ant* no puede ser alcanzado por el quencher. Esto concuerda con los datos en la Tabla
21 (pagina 128), teniendo en cuenta que el tiempo de vida promedio de la sub-distribucion
correspondiente al estado excitado que mas vive (T)3) no cambia significativamente con la
[Q] y representa aproximadamente el 65% de la emisioén total. Sin embargo no se debe
perder de vista que la distribucién de tiempos de vidas real indica que el proceso de
quenching global es mas complejo que la interpretacién aproximada obtenida usando la
Ecuacion 42. Comparando este resultado con los obtenidos aplicando 1a ecuacién de Stern

130



Claudia A. Solis Resultados y discusion
S —

Volmer- modificada sobre las medidas estacionarias (Tabla 20, pagina 125) donde se
establecid una fraccion de fluoréforo inaccesible de ~ 30%. Se observa claramente que
dicho valor representa casi la mitad del obtenido a partir de las medidas resueltas en el
tiempo. Asi, la ecuacion de Stern-Volmer modificada no resulta un modelo confiable en el

analisis de los datos.

Con la finalidad de confirmar el proceso de Te entre Ant* y DMA en el medio
polimérico, se llevaron a cabo experimentos de LFP (Aexc: 350 nm) en acetonitrilo y DCM.
En la Figura 72 (ver pagina 118) se mostro el espectro de especies transitorias obtenido de
PAnDO + DMA en acetonitrilo junto con el correspondiente a Ant + DMA en el mismo
solvente y a igual concentracion de quencher (0,4 M), observando el mismo

comportamiento para ambos sistemas.

En las Figuras 81 y 82 se muestran los espectros de especies transitorias obtenido
para dispersiones de PAnD0 y PAnD0 + DMA (0,4M) en DCM a distintos tiempos. En
ambos casos, es decir tanto para PAnDO solo como con el agregado del agente desactivante,
se observo una banda a ~ 430 nm que corresponde al estado triplete excitado de la molécula
poliaromaética.’*? Sin embargo para PAnDO (Figura 81) se detectd una absorcién anémala a
400 nm, la cual como ya se menciono se debe a la absorcién transiente de 'Ant*. Dicho

fenémeno se observé para Ant en solucién y ya fue discutido (seccion 5.3.1-).

Comparando las Figuras 81 y 82, se puede concluir que el agregado de DMA (0,4
M) a la suspensién de PAnDO0 da lugar a la aparicion de una nueva banda con un méximo a
480 nm, la cual puede atribuirse a la DMA ™" * (Figura 82,figura inserta). En una seccién
posterior se discutira tal asignacion. Se debe mencionar que no se detecté absorcién en la
region correspondiente al anion radical del Ant, sin embargo si se observo el catién radical
de la DMA. Ademds, la presencia de Ant~ fue detectada en acetonitrilo (ver Figura 72,
pagina 118), por lo que se sugiere que el medio en el que se encuentran suspendidas las Np

afecta sobre las formacion de las especies cargadas.
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Figura 81. Espectro de especies transitorias para PAnDO a 1 pseg (negro), 200 pseg (rojo) y 440
pseg (azul) después del pulso del laser. Los espectros correspondientes a las medidas se obtuvieron
en atmosfera de argén. Solvente: DCM; excitacion del laser a 355 nm.
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Figura 82. Espectro de especies transitorias para PAnD0 + DMA a 1 pseg (negro), 100 pseg (roja),
200 pseg (verde), 300 pseg (azul) y 440 pseg (celeste) después del pulso del laser. Espectros de
especies transitorias (normalizados) correspondiente a PAnDO (negro) y en presencia de DMA (0,4
M) (grafico inserto). Los espectros se tomaron en atmoésfera de argén. Solvente: DCM; excitacion

del l4ser a 355 nm.

132




Claudia A. Solis Resultados y discusion
e ——

5.3.4- Conclusiones parciales en la seccién 5.3.3

Los resultados mas importantes de esta seccion se resumen a continuacion:

- La emisién del Ant incorporado a las Np PAnDO es inhibida por la DMA en todos los
solventes estudiados. La formacion del exciplejo Ant/DMA se observa de forma
“escasa” en DCM, indicando que el quenching tiene lugar a distancias mayores a las de

contacto AD.

- Los graficos de Stern-Volmer obtenidos a partir de medidas de fluorescencia
estacionaria muestran una desviacion negativa. Este resultado sugiere que existen en la

Np fluoréforos con distinta accesibilidad al quencher.

- La distribucién de tiempos de vida de PAnDO0 en funcién de la concentracion de DMA
revela la complejidad del problema. Si bien algunas conclusiones cualitativas pueden
obtenerse de este estudio, no existe actualmente un modelo que permita racionalizar el

comportamiento observado.

- Los espectros de absorcion de especies transitorias en la escala del ps muestran que el
quenching de PAnDO por DMA en acetonitrilo lleva a la formacion del catién radical

de DMA y al anién radical del poliaromitico.

5.4- Caracterizacién espectroscépica de PAnD25 y PAnD75

5.4.1- Procesos de Te fotoinducida intra- Np

En las Figuras 83 y 84, se graficaron los espectros de absorcion, emisioén y
excitaciéon de las Np PAnD25 y PAnD75 suspendidas en DCM, respectivamente.
Comparando estas figuras con la correspondiente a la de PAnDO (Figura 49), se observa
que el espectro de absorcion de las Np muestran las bandas del fluor6foro Ant y ademas,
una nueva banda centrada en ~306 nm, correspondiente a la DMA. A medida que se

incorpora mas cantidad de D a las Np, el espectro de absorcién se ve modificado. La
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absorcion de la DMA que se superpone a la del Ant, se incrementa en forma relativa. Al
comparar los espectros de absorcién y excitacion en cada caso, se obtiene que se

corresponden aceptablemente.
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Figura 83. Espectros de absorcién (negro), excitacion (azul) y emision (rojo) corregidos,
correspondientes a PAnD25 en DCM (0,6 mg/ml). Longitud de onda de excitacién: 350 nm.
Longitud de onda de emisién: 415 nm. Espectro de absorcion correspondiente a la muestra en figura
inserta.

La Figura 85, muestra los espectros de absorciéon y emisiéon obtenidos para las
dispersiones de PAnD25 y PAnD75 en DCM. Al comparar la fluorescencia resultante a
partir de la excitacién de la molécula poliaromética (369 nm) con la correspondiente a la
PAnDO (Figura 49), los espectros se superponen en la regién 390-460 nm (correspondiente
a 'Ant*) y aparece una fluorescencia distinta en la region entre 500-600 nm. Al normalizar
los espectros (Figura 88), esta banda se vuelve mas evidente y de mayor intensidad para la
PAnD?75 respecto a PAnD25. Se puede concluir que esta banda corresponde a la formacion
del exciplejo Ant/D intraparticula, es decir un complejo en el estado excitado que presenta
transferencia electrénica parcial, cuyo estudio en solucion de las moléculas “libres™ se traté

en la seccion 5.5.1.
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Figura 84. Espectros de absorciéon (negro), excitacion (azul) y emisiéon (rojo) corregidos,
correspondientes a PAnD75 en DCM (0,5 mg/ml). Longitud de onda de excitacién: 370 nm.
Longitud de onda de emision: 470 nm. Espectro de absorcién correspondiente a la muestra en figura
inserta.
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Figura 85. Espectros de absorcién obtenidos para PAnD25 (0.6 mg/ml) (negro) y PAnD75 (1.36
mg/ml) (rojo) en DCM a 298K. Espectros de emisién corregidos, normalizados a 375 nm, de
PAnD25 (verde) y PAnD75 (azul) al excitar a 368 nm.
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El espectro de excitacion y de anisotropia respectivos para una suspensién de
PAnD25 se muestran en la Figura 86. Como ya se observé el valor de <r> es practicamente
cero para DMA en solucién (ver Figura 63, pagina 104), lo cual es razonable para este caso
ya que el movimiento aleatorio de la molécula prueba en el medio fluido depolariza la luz.
Para PAnD25 se observan valores de <r> distintos de cero, en la regién donde absorbe la
amina (250-325 nm) es de ~ 0,033 + 0,003 y aumenta marcadamente en la regién que
corresponde a la absorcion del grupo antracenilo (350-400 nm), con <r> de 0,17+0,01 a 390
nm. El hecho de que ambas especies emisivas no muestren depolarizacion total de la luz
incidente sugiere que se encuentran en un medio de alta viscosidad, unidos covalentemente
a la matriz polimérica, que impiden a los dipolos excitados (que se encontraban alineados

con la luz de excitacién) cambien completamente su direccién antes de emitir.

Intensidad de emision (u.a.)

250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 86. Espectros de excitacion (linea continua) y anisotropia estacionaria (circulos)
correspondientes a PAnD25 en suspensién de DCM. Longitud de onda de emisién: 415 nm.

El comportamiento observado para PAnD25 también se observé para PAnD75, los

espectros de excitacion y anisotropia se muestran en la Figura 87. De los resultados de
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anisotropia es posible afirmar que en todos los casos los grupos estudiados se encuentran

unidos covalentemente al polimero, en un medio rigido o confinado en la red polimérica.

0,4

Intensidad de emision (u.a.)
<I>

250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 87. Espectros de excitacion (linea continua) y anisotropia estacionaria (circulos)
correspondientes a PAnD75 en suspensién de DCM. Longitud de onda de emision: 415 nm.

Intensidad de emision (u.a.)
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Figura 88. Espectros de emision para PAnD0 (negro), PAnD25 (rojo) y PAnD75 (azul) en DCM.

Todos los espectros fueron normalizados a 490 nm. Las lineas entrecortadas muestran la emisién
del exciplejo intra-Np obtenido por sustraccion de los espectros.

137




Resultados y discusion Claudia A. Solis
e —

El rendimiento cuantico de fluorescencia (¢y) para el fluoréforo antracenilo (Ant)
en las distintas particulas PAnD se reporta en la Tabla 12 (ver pagina 92). En la Figura 89,
a modo comparativo se graficaron los espectros de emisioén (en funcién de la frecuencia)
para las PAnDO, PAnD25, PAnD75 y 9-MA en DCM, correspondientes a valores de
absorcion semejantes (~0,1 a 370 nm). A partir de estos graficos se determinaron los ¢,
(Ecuacion 38, pagina 92).

Comparando los valores obtenidos, se observé que el @ de PAnD25 (~0,14) es
menor al correspondiente a PAnDO (0,53), sugiriendo una inhibicién significativa de la
emision del poliaromatico (~74%) en esta clase de particulas. En el caso de PAnD75, el ¢f
en DCM es de ~0,04, lo cual corresponderia a un ~92% de quenching de la emision del
Ant. Como ya se demostro, la desactivacion de la fluorescencia es debido a un proceso de
Te fotoinducida entre la amina dadora y el *Ant* aceptor. Este proceso se halla favorecido
termodindmicamente (AGy, < 0) dando lugar a la formacion de los iones radicales libres
(DMA* y Ant") en solventes polares y a la formacion del exciplejo en solventes de media

o baja polaridad.

Intensidad de emision (u.a.)

20000 ' 25000
Frecuencia (cm™)

Figura 89. Espectros de emision corregidos para 9-MA (negro), PAnDO (rojo), PAnD25 (verde) y
PAnD75 (azul) en DCM. Para valores de absorcién a 370 nm ~0,1 para todas las muestras.
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Los estudios de fluorescencia resuelta en el tiempo para el grupo antracenilo en las
PAnDO, PAnD25 y PAnD75 en DCM se muestran en la Figura 90. Como se puede concluir
a partir de dicha figura, la presencia de la amina aromatica incorporada en las Np
poliméricas, desactiva la fluorescencia del Ant* afectando el tiempo de vida del mismo.
Como ya se menciond, esto también se refleja en los valores de rendimiento cuéanticos de
fluorescencia obtenidos para cada sistema. Los perfiles de decaimientos de emision
obtenidos para las dispersiones de Np, requirieron funciones de ajuste triexponenciales
(Tabla 13, ver pagina 94). Como es de esperarse, el analisis de El, muestra distribuciones
de tiempos de vida complejas (ver Figura 91 y Tabla 14 —p4gina 95-). Las distribuciones
obtenidas para PAnD0O en DCM son las mismas que se mostraron en la Figura 55, este

grafico se repite para una mejor comparacioén de los resultados.
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Figura 90. Perfiles de decaimientos de emision (medidas de TCSPC) (lineas negras) y los ajustes
correspondientes (lineas de color) obtenidos para PAnDO (rojo), PAnD25 (azul), y PAnD75 (verde)
en DCM (298 K). Las muestras sin desoxigenar se excitaron con un LED de 378 nm. Se colecto la
fluorescencia en el maximo de emisién de la muestra: ~ 415 nm. Valor de ” obtenido fue de: 1,081
(PAnDO), 1,011 (PAnD25) and 1,116 (PAnD75). En los graficos inferiores se muestran los
residuales correspondientes al ajuste. La concentracién de las dispersiones de Nps fue de 2.5
mgr/ml.

139



Resultados y discusién Claudia A. Solis

0.1 1 10
10F o "B PAnDO
0.5 |

0,0 A P Sy | i

1,0 P,-4nb2.-5

0,5F

Amplitud

0,0

L2 T L T —TrTrTrrT

1,0 | PAnD75

0,5

0,0 2 I N . rauaad . —
1 10

0,1

T

T (ns)
Figura 91. Distribuciones de tiempos de vida calculadas para las distintas Nps en DCM (298 K).
Longitud de onda de excitaciéon: 378 nm. Longitud de onda de emisién: 415 nm. El ? obtenido fue
de: 1,080 (PAnDO), 1,125 (PAnD25) and 1,122 (PAnD75). La concentracion de las dispersiones fue
de 2,5mgr/ml.

A partir de los valores de 7, (Tabla 14, pagina 95) se calcularon los porcentajes de
desactivacion Ant* en PAnD25 y PAnD75 (usando el 1) de PAnDO como T,,) dando
resultados de ~50% y 74%, respectivamente. Estos porcentajes de inhibicién son muchos
menores que aquellos calculados a partir de los valores correspondientes a ¢f (Tabla 22),
por lo que se puede concluir que el quenching intraparticula del fluoréforo antracenilo
involucra componentes estiticos y dinamicos. El quenching estatico debe ser un proceso
muy rapido y por lo tanto, no seria posible detectarlo con el TCSPC utilizado. Resultados

+24

similares para quenching mediante TE de Ru(bpy)3“* por antraceno en monolitos de

polietilenglicol) dimetacrilato semirrigidos fueron reportados por Meyer y col.?® Los
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autores atribuyen el guenching dinamico observado a un proceso bimolecular lento el cual

requiere difusion de los reactivos en el medio polimérico.

Tabla 22. Rendimientos cuanticos (@y) y tiempos de vida media (Ty) de fluorescencia

para Ant en las distintas Np-Ant suspendidas en DCM y el porcentaje de inhibicién
calculado en cada caso.

Np Py Inh. fluoresc. Ty (ns) Inh. fluoresc.
(%) (%)
PAnDO K35 - L0 = | 9 e
PAnD25 0,14 74 3,47 50
PAnD75 0,04 92 1,63 74

Las distribuciones de tiempos de vida obtenidas para PAnD25 y PAnD75 en DCM
se muestran en la Figura 91. Ambas distribuciones muestran una sub-distribuciéon nueva,
centrada en ~ 800 ps, a diferencia de la distribucién de tiempo de vida de PAnDO. El peso
relativo (RW) de este nuevo sub-conjunto aumenta claramente al incrementarse la
concentraciéon de amina desactivante en la nanoparticula. Esta sub-distribucién que no se
observa en el estudio de la emision de PAnDO, puede relacionarse con los resultados
observados para la desactivacién de PAnDO por DMA a altas concentraciones (ver Tabla
21, pagina 128). Tanto el derivado de antraceno como el de amina estdn covalentemente
unidos a la matriz polimérica, por lo que el quenching “dindmico” observado no involucra
traslacién (difusion) de los reactantes. En concordancia, las distribuciones de tiempos de
vida no muestran el comportamiento tipico observado para un proceso de quenching
bimolecular (Figura 80, pagina 127). Consecuentemente, estos subconjuntos con Ty ~ 800
ps deberian representar un proceso de quenching de primer orden. En principio este proceso
puede atribuirse al quenching por Te a larga distancia del fluor6foro antracenilo por la
DMA. Esta suposiciéon parece estar de acuerdo con la desaparicion gradual del segundo
(Ty2 ~ 4 ns) y tercer (Tp3 ~ 10 ns) sub-conjuntos al aumentar la concentracién de la especie
desactivante en la matriz polimérica. Aparentemente, los fluor6foros que no estan siendo

desactivados durante el tiempo de vida del estado excitado, perciben microentornos
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similares a los hallados en la PAnDO (Figura 91). Obviamente la existencia de estos
fluoroforos “aislados™ se vuelve menos frecuente con el aumento de la concentracién de

quencher en las matrices poliméricas.

Se utiliz6 el modelo de Perrin para estimar la distancia critica entre el aceptor (A) y
el donor (D) -Ryp - para el proceso de quenching global. A partir de los valores de @ y Ty

experimentales (Tabla 22) y de acuerdo a:

In (‘PfPAnDo) _ 47N, [Q]

(ofPAnDi B 3R31)
Ecuacion 43

donde i= 25 o 75, dependiendo de la nanoparticula estudiada y [Q] es la concentracion de
quencher (D), la cual se calcula a partir de la mezcla prepolimérica (Tabla 7, pagina 80),
resultando 1,12M y 2,45M para PAnD25 y PAnD75, respectivamente. Se obtuvo una
correlacion lineal (Figura 92), lo cual sugiere que las moléculas de amina donoras se
encuentran alrededor del fluor6foro antracenilo segin una distribucion de Poisson. De este
grafico, se calculé la distancia critica promedio R,p~ 7,5 A. Como se menciond
anteriormente, una fraccién importante de desactivacion fue indetectable para el equipo de
TCSPC usado. La componente de guenching “inmediata” (indetectable), probablemente
ocurre a distancias de separacion A*/D muy pequefias, cercanas al contacto. Entonces la
componente “lenta” (el tiempo de vida menor determinado dada la resolucién del equipo)
representada por la sub-distribucidon con 7, ~ 800 ps, corresponderia a procesos de Te
fotoinducidaaR > 7.5 A.

Como se muestra en la Figura 88, el maximo de emision para el exciplejo
intraparticula es observado a 510-520 nm. Para estimar la polaridad sensada por este
exciplejo, se utiliz6 el grifico de Lipper-Mataga confeccionado para el exciplejo
intermolecular 9-MA/DMA (Figura 66, pagina 112). Los resultados indican que el
exciplejo intra-Np esta sensando una polaridad intermedia entre acetato de etilo y éter
etilico. Esto podria significar que el solvente (DCM) no penetra completamente la matriz

polimérica.
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Figura 92. Grafico de Perrin (Ecuacion 43) para el quenching “total” por Te intra- Nps del
fluoréforo antracenilo en funcion de la concentracién del derivado de DMA (Q).

Ademas se obtuvo informacion acerca de los procesos de formacion-desactivacion
del exciplejo intraparticula a partir de medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo. En
la Figura 93 se muestra el espectro de emision resuelto en el tiempo (TRES), para la
PAnD75 en DCM en la region del espectro correspondiente a 450-600 nm. Considerando la
resolucion del equipo TCSPC utilizado, la formacién del exciplejo es instantinea. A
tiempos de vida cortos el espectro muestra principalmente la emisién del fluoréforo
antracenilo, el cual se extiende hasta 550 nm. Cuando la emisién de la molécula
poliaromitica desaparece, se observa el espectro caracteristico del exciplejo. En la Taba 21
(ver pagina 144), se incluyen los resultados obtenidos del andlisis de distribucion de
tiempos de vida por El, de la emision del exciplejo a 520 nm (Figura 94). La distribucién
que se obtiene es tri-modal. Los dos primeros subconjuntos, centrados a ~ 1 ns y 5 ns, se
pueden atribuir al decaimiento del estado singlete del antracenilo (ver Figura 91). El altimo
pico (tp ~ 21 ns) corresponde al decaimiento del exciplejo intraparticula. Este tiempo de
vida es similar al observado para el exciplejo 9-MA/DMA en medio fluido (Tabla 19,
pégina 111).
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Figura 93. Espectro de emision resuelto en el tiempo (TRES) obtenido de una dispersion de
PAnD75 en DCM (2.5 mg/ml). Longitud de onda de excitacién: 378 nm. Los espectros de emisién
corresponden a 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 20; 30; 40 y 50 ns luego del pulso de excitacién.

Tabla 23. Pardmetros obtenidos en el andlisis de distribucién de tiempos de vida para el
exciplejo Ant/D intraparticula en PAnD75. Longitud de onda de excitacién 378nm. T: 298

K.

31
T2
T3

Valor (ns)

— T
4,0
21,0

o;(ns)

. 6,2 i
0,7
2,5

RW (%)
———

29

63
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Figura 94. Distribuciones de tiempos de vida calculadas para PAnD75 en DCM a 298 K. Longitud
de onda de excitacién: 378 nm. Longitud de onda de emisi6n: 520 nm. El 2 obtenido fue de 1,080.
La concentracion de la dispersion de Np fue de 2,5 mgr/ml.

Los espectros de absorcion de especies transitorias (normalizados) para PAnD25 y
PAnD75 en DCM, tomados a 1 pseg después de la excitacion del pulso del laser, bajo
atmosfera de argdn, se muestran en la Figura 95. Se observa la absorcion caracteristica del
estado triplete excitado del grupo antracenilo (~430 nm) y de DMA" (~480 nm). La
deteccion de DMA" puede considerarse una clara evidencia de que en el sistema existe Te
fotoinducida intraparticula. Debido a su alta reactividad, el anion radical del Ant no puede
ser observado en la escala de tiempo estudiada (puseg). En la Figura 95 se comparan las
absorciones de especies transitorias obtenidas para las distintas Np y para PAnD0 también
se muestra el espectro correspondiente con agregado de DMA. Se observdé el mismo
comportamiento ya mencionado para el antraceno, bandas intensas en la regién cercana a
430 nm, que son asignadas al estado triplete del cromoforo antraceno.'>® Los pequefios
cambios en la posicion de la banda de absorcion del triplete del Ant para las diferentes Np
puede deberse a los cambios en la naturaleza quimica del entorno polimérico que rodea los
grupos Ant. Cuando a la suspension de PAnDO se le agrega DMA (0,4 M) se observa la

aparici6n de una nueva banda con un maximo a 480 nm, que corresponde al la DMA ™ 146,
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Es importante notar que la cantidad de iones formados, y por lo tanto la eficiencia
de transferencia de carga, se incrementa con la fraccion molar del monémero D presente en

las distintas Np (ver Tabla 8 - pagina 80- y Figura 95).

Los tiempos de vida de la DMA ™" generada en las distintas Np (grafico inserto en

Figura 95) muestran la siguiente tendencia:

PAnD75 PAnD25 PAnDO+DMAO0.AM
TDAM"’ > TDM'* > rDMA'*

E1L0

1Ok o
<o
0
[72]
3

200 400
tiempo (useg)

AAbs

Longitud de onda (nm)

Figura 95. Espectros de especies transitorias normalizados correspondientes a PAnDO (negro),
PAnDO + DMA (0,4M) (rojo), PAnD25 (azul) y PAnD75 (verde), obtenidos a 1 pseg después del
pulso de excitacion del laser y sus perfiles de decaimientos correspondientes a 480 nm (grafico
inserto). Los espectros fueron obtenidos en atmésfera de argén. Solvente: DCM; excitacién del
laser a 355 nm.

Considerando que la absorcion del ani6n radical de Ant muestra una serie de picos
en la regi6n comprendida entre 650-750 nm'*, el cual es muy similar al espectro del 9-
MA'?, es un hecho inesperado que en nuestros experimentos no se detecte este producto de
la Te. Dicha especie cargada negativamente podria reaccionar con impurezas presentes en

la matriz polimérica impidiendo su observacion. Se ha observado que el Ant™ reacciona de
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forma inmediata con una amplia variedad de sustratos (incluidos trazas de agua que pueda
contener el solvente), imposibilitando su deteccién en la escala temporal de los useg.”o‘ 145,
152-134 Teniendo en cuenta que ambos iones radicalarios son producidos en igual proporcién
y que el coeficiente de absorcién molar del anién radical antracenilo (e: 10.000 M'em™! a
720 nm) es aproximadamente el doble que el de la DMA™ (480 nm ;e: 4700 M'cm™),

6 , . . .
146, 152, 155, 156 13 ynica explicaciéon

ambos considerados en sus respectivos maximos
razonable es que los tiempos de vida de ambas especies sean muy distintos. Si el tiempo de
vida del anién radical antracenilo es muy corto, su detecciéon en la ventana temporal

accesible por esta técnica (useg) no seria posible.

Debido a que el espectro de absorcion triplete- triplete de la DMA es similar a su
cation radical, es decir el triplete de DMA tiene una absorcion (g: 5000 M'lcm™Ma 465

7 que se superpone con la del cation radical de DMA (480 nm ;&: 4700 MTiem™) se

nm)
llevaron a cabo experimentos en presencia de oxigeno. Bajo estas condiciones, los estados
tripletes son desactivados selectivamente y asi se excluye la posibilidad de que la absorcion

con méaximo en la regién de ~480 nm se deba la DMA*? sino al producto de la Te (DMA-").

En las Figuras 96 y 97 se muestran las experiencias con oxigeno donde se
obtuvieron los espectros para PAnDO + DMA y PAnD235, respectivamente. En ambos casos
hubo un importante decrecimiento del triplete del antraceno, mientras que la banda centrada
a 480 nm no se ve apreciablemente afectada. Estos resultados confirman la formacion del
catién radical de la DMA y por lo tanto corrobora el proceso de transferencia de carga en
las Np. En la Figura 97 se muestra el efecto del oxigeno sobre las especies transitorias en
una solucion de PAnD25. Como evidencia adicional, las trazas de decaimiento a diferentes

longitudes de onda en el rango 460-520 nm revelan la existencia de dos especies.
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Figura 96. Espectro de especies transitorias para PAnDO + DMA (0,33M) en DCM, en atmésfera
de arg6n (rojo) y en atmosfera de aire (negro) a 15 pseg luego del pulso del laser. Longitud de onda
de excitacién: 355 nm.
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Figura 97. Izquierda: Espectro de especies transitorias para PAnD25 en DCM, en atmdsfera de
argén (rojo) y en atmosfera de aire (negro) a 3 pseg luego del pulso del laser. Derecha:
Decaimientos correspondientes a 430 nm y 500 nm. Longitud de onda de excitacién: 355 nm.
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5.4.1.1- Conclusiones parciales en la seccion 5.4.1

Resumiendo los resultados de esta seccion:

- A partir del anélisis de los espectros de absorcidn, excitacion y emision obtenidos para
las dispersiones de PAnD25 y PAnD75 en DCM, se puede concluir que existe un

eficiente proceso de Te intraparticula.

- Por comparacion de los porcentajes de desactivacion de Ant* en PAnD25 y PAnD75
obtenidos del analisis de rendimientos cuanticos de fluorescencia y de tiempos de vida
medio de fluorescencia, se puede concluir que el quenching intraparticula del
fluor6foro antracenilo involucra componentes estiticos y una poblacién de fluoréforo
cuya fluorescencia fue desactivada y no pudo ser detectada a partir del analisis del
decaimiento de fluorescencia. El quenching no implica, sin embargo, la traslacion de
los reactantes en la matriz polimérica debido a que se encuentran unidos
covalentemente a la misma (medio rigido). Las distribuciones de tiempos de vida

obtenidos pueden correlacionar con la proximidad entre Ant y D.

- Los espectros de emision de PAnD25 y PAnD75 muestran una banda asignable al
exciplejo Ant/D intraparticula. Los resultados indican que el exciplejo intra-Np esté

sensando una polaridad intermedia entre acetato de etilo y éter etilico.

- Los espectros de absorcion de especies transitorias para PAnD25 y PAnD75 muestran
claramente la banda de absorcién asignada al cation radical de D lo cual es una clara
evidencia de Te intraparticula. Debido a su alta reactividad, el anién radical del Ant no
puede ser observado en la escala de tiempo estudiada (useg). La cantidad de iones
formados, y por lo tanto, la eficiencia de transferencia de carga, se incrementa con la

fraccion molar del monémero D presente en las distintas Np.
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5.4.2- Procesos de TE intra-Np

En la Figura 98 se observan los espectros de absorcion y emision de una dispersion
de PAnD25 en THF (0,15 mg/ml) tras la excitacion preferencial del cromo6foro amina a 306
nm se observa una banda de fluorescencia alrededor de 350 nm (linea roja) correspondiente
a la DMA. Adicionalmente también aparece la emision del Ant entre 370-500 nm.
Excitando a 368 nm donde absorbe exclusivamente el poliaromatico se observa su espectro
de emision caracteristico (linea azul). Se debe notar que el espectro de emision que muestra
la combinacién de ambas especies excitadas (DMA* y Ant*-linea roja-) no puede
originarse a partir de la excitaciéon directa del poliaroméatico ya que a esta particular
longitud de onda (306 nm) la fraccién de luz absorbida por este es despreciable comparada

con la de la amina aromatica.
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Figura 98. Espectro de absorcién (negro) de una dispersiéon de PAnD25 de concentracién 0,15
mg/ml en THF. Los espectros de emision fueron obtenidos a partir de la excitacién de la muestra a
368 nm (azul) y a 306 nm (rojo). El espectro de excitacion se obtuvo colectando la luz a 440 nm
(verde). Las flechas indican las longitudes de onda de excitacion y emision correspondientes.
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En la Figura 98 se muestra también el espectro de excitacion, monitoreando la
emisioén a 440 nm, que corresponde a uno de los maximos de emision de Ant (linea verde).
Como se puede apreciar el espectro tiene contribuciones tanto del croméforo Ant como de
la D y estos resultados pueden interpretarse como una evidencia de un proceso de TE
singlete-singlete de D* hacia el Ant. Al excitar en la regién donde absorbe la amina (306
nm), D* le transfiere energia a un grupo antracenilo cercano. Por lo tanto, a partir de la
emisiéon de Ant se pueden observar ambas especies. Estas observaciones realizadas para

PAnD25, también se observan en el caso de suspensiones de PAnD75 en THF (Figura 99).

—
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Figura 99. Espectro de absorciéon (negro) de una dispersiéon de PAnD75 de concentracion 0,02
mg/ml en THF. Los espectros de emision obtenidos a partir de la excitacién de la muestra a 368 nm
(azul) y a 306 nm (rojo) y de excitacidn colectando la luz a 438 nm (verde). Las flechas indican las
longitudes de onda de excitacidn y emisién correspondientes.

Las medidas de anisotropia respaldaron esta hipétesis. En las Figuras 86 y 87
(paginas 136 y 137, respectivamente) se muestran las medidas de anisotropia de excitacién
para las PAnD25 y PAnD75, respectivamente. En ambos sistemas cuando se observa la
emisién correspondiente al poliaromatico excitando a longitudes de onda correspondiente a

la amina (306 nm), que corresponde a los circulos negros en ambas figuras, los valores de

151



Resultados y discusién Claudia A. Solis
... @ ]

anisotropia obtenidos son bajos y en la region correspondiente a la absorcion del Ant crece
significativamente (<r> ~ 0,15-0,18 a 370 nm), lo cual se condice con el hecho de que la
TE es un factor de depolarizacién de la luz. Estos resultados son consistentes al mecanismo
de TE por resonancia Foster. La TE tiene lugar desde D* a los cromdforos de Ant
orientados aleatoriamente lo que involucra la depolarizacion completa de la emision

poliaromaética.

Se debe aclarar que los estudios concernientes a la TE se realizaron en THF, debido
a que como se discuti6 en la seccion 5.4.3, hay evidencia de una desactivacién de 'D* por
el DCM. Por lo tanto se descarté este solvente clorado en la preparacién de las
suspensiones de Np para el estudio de TE ya que este proceso compite con ¢l proceso de
quenching por DCM en la desactivacién de D*. En la Figura 100 se muestran los espectros
de emision excitando a Ant (370 nm) y a D (306 nm) para PAnD75 en DCM. También se
muestra en la figura el espectro de excitacion colectando la luz a 440 nm, correspondiente a
la emision de Ant. Comparando el espectro de emisién al excitar a 306 nm —linea roja- de
esta figura con el de la Figura 99 que corresponde a PAnD75 en THF, se observa que la
relacion de bandas entre la emisién de D y Ant es marcadamente diferente, evidenciando

una mayor TE en THF.

En la Figura 101 se muestran los espectros de excitacion, monitoreando la emisién a
500 nm, que corresponde a la emisioén del excipiejo Ant/D para PAnD25 y PAnD75 en
THF. Como se puede apreciar los espectro obtenidos tienen contribuciones tanto del
cromo6foro Ant como de D y estos resultados sugieren una TE singlete-singlete de D* hacia
el Ant, muy proximos. Al excitar en la regién donde absorbe la amina (280-330 nm), D* le
transfiere energia a un grupo antracenilo cercano. El Ant * resultante por TE ya préximo a
la molécula de D dadora de energia, forma a su vez el exciplejo de forma simultanea. Por lo
tanto, a partir de la emision del exciplejo se pueden observar ambas especies.
Adicionalmente cuando se excita directamente al Ant, este reacciona con una D cercana

dando lugar a la formacién del exciplejo.
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Figura 100. Espectro de absorcién (negro) de una dispersiéon de PAnD75 de concentracion 0,02
mg/ml en DCM. Los espectros de emision obtenidos a partir de la excitacién de la muestra a 370
nm (azul) y a 306 nm (rojo) y de excitacioén colectando la luz a 440 nm. Las flechas indican las
longitudes de onda de excitacion y emision correspondientes.
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Figura 101. Espectros de excitacion de PAnD25 (negro) y PAnD75 (rojo) en THF. Concentracion
de PAnD25: 0,15 mg/ml y de PAnD75: 0,02 mg/ml. Longitud de onda de emisién 500 nm.
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Se realizaron estudios de emision resuelta en el tiempo para el grupo D incorporado
en las Np (PAnD25 y PAnD75) en THF. Los perfiles de decaimiento de emisién luego de
la excitacion pulsada a 297 nm se muestra en la Figura 102. En la misma figura se muestran
los decaimientos de emision para PD25 y PD75. Como se puede observar el decaimiento de
PAnD?75, es mas rapido (tiempo de vida menor) que para PD75, lo cual se puede atribuir a
un proceso de desactivacion del estado excitado de la D por la presencia del fluor6foro
antracenilo. Dicho proceso, como ya se mencion6, podria corresponder a la TE desde D*
hacia el Ant. En las Tablas 16 y 17 (paginas 108 y 107) se encuentran los datos pertinentes
al andlisis multiexponencial y de distribucion de tiempos de vida). Los resultados
observados en ambas tablas muestran claramente que t) de D para PD es mayor para

PAnD, dado que la presencia de Ant, desactiva a 'D* por TE.

Los valores de Ey, reportados para D y A son de 429 y 316 kJ/mol,”
respectivamente. Esto permite calcular un 4Eyy~ -113 kJ/mol para el proceso de TE. La

distancia critica (Rp) para el proceso de TE de resonancia de Foster, se calcul6 a partir de la
Ecuacion 21 (pégina 41), a partir del solapamiento del espectro de emision de la DMA y el
de absorcién del 9-MA (ver Figura 103), asumiendo un factor de orientacién x> = 2/3. El
valor de R,y obtenido fue ~ 27 A. Por lo tanto el proceso de TE de Féster es favorable. En
un principio la TE tipo Dexter también seria posible. Este mecanismo requiere una
distancia de separacion de contacto entre A/D (Te) y en estas circunstancias la formacién
directa del par de iones radicales ocurriria precedida por la TE. En otras palabras la TE via
este mecanismo no podria ser detectada.

En principio una estimacién de la eficiencia de TE intraparticula (®;z) puede ser
calculada via la comparacién de las medidas experimentales de ¢ (o 7)) para PAnD25,
PAnD75, Np-Ant-25 y PD75. Como se muestra en la Tabla 24 (pagina 157), los valores de
@r Yy Ty estimados para PAnD25 son ligeramente menores que para PD25. Sin embargo los

valores para PAnD75 y PD75 son significativamente diferentes.
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Figura 102. Perfiles de decaimientos de emision (medidas de TCSPC) (lineas negras) y los ajustes
correspondientes (lineas de color) obtenidos para PD25 (rojo), PD75 (azul), PAnD25 (verde) y
PAnD75 (naranja) en THF (298 K). Las muestras sin desoxigenar fueron excitadas con un LED a
297 nm. Se colecto la fluorescencia en el maximo de emisién de la muestra: ~ 350 nm. Valor de 2
obtenido fue de: 0,997 (PD25); 1,005 (PD75); 1,003 (PAnD25) y 1,024 (PAnD75). En los graficos
inferiores se muestran los residuales correspondientes al ajuste. Las fuestras fueron preparadas en
celdas de 1 cm de paso optico y absorbancia de ~0,4 (a 297 nm).

En la Figura 104, se comparan las distribuciones de tiempos de vida de estas dos
clases de nanoparticulas. Se puede discernir que la distribucién para PAnD75 se mueve a
tiempos de vida menores y se vuelve mas ancha que la obtenida para PD75, lo cual sugiere
procesos de TE altamente heterogéneos. La distribucion de tiempos de vida muestra
ademés una tercer sub-distribucion a ~ 4 ns. Es necesario notar que dado el bajo ¢f
observado para PAnD75 a 350 nm, se utilizaron rendijas de emision relativamente anchas
para obtener perfiles de decaimientos aceptables en un tiempo de adquisicién razonable.
Por lo que el tercer sub-conjunto puede ser atribuido a luz proveniente de la emisién

sensibilizada del Ant.
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Figura 103. Espectros de absorcion para 9-MA en c-hexano (negro) y de emision para DMA (azul),
excitando a 306 nm. Solapamiento de los espectros, para el calculos de Ry para TE.

De los datos experimentales en la Tabla 24, valores aproximados de ®,; se

calcularon de acuerdo a:

PDi PD1
o 1 Pr M
TE — PAnDi PAnDI
M
Ecuacioén 44

donde i= 25 o 75, es el porcentaje de derivado de DMA, referido a las distintas
nanoparticulas estudiadas: PD, son las Np que solo tienen el donador de energia (D)
incorporado y PAD tienen aceptor (Ant) y dador de Energia incorporado. Entonces, para
PAnD25 y PAnD75, se obtuvieron valores promedios de ~0,04 (£0,01) y ~0,50 (£0,06),
respectivamente. Por otro lado, estos valores pueden ser usados para calcular la distancia de
separacion promedio D*/A (R) mediante la Ecuacién 23(pégina 42). Los valores obtenido
fueron de ~50 (£5) y ~27 (¥2) A para PAnD25 y PAnD75, respectivamente. Como es de
esperarse, los valores de R calculados revelan una separaciéon del par D*/A mucho mas
pequefia para PAnD75.
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Figura 104. Distribuciones de tiempos de vida calculados para PD75 y PAnD75 en THF (298 K).
Longitud de onda de excitacién: 297 nm. Longitud de onda de emision: 350 nm. El valor de %’ fue:
1,080 (PD75) y 1,125 (PAnD75). La concentracién de las Nps fue de 0,6 mgr/ml.

Tabla 24. Rendimiento cudntico de fluorescencia (@) y tiempos de vida medios (Ty)
obtenidos experimentalmente para distintos sistemas que contienen el fluoréforo D en THF.
Y los valores correspondientes a TE de rendimiento (®rg) y distancia promedio (R ).

Pr Ty (n8) Drg R (A)
PD25 0076 1,89 ) E-gus
PD75 0,075 1,89
PAnD25 0,036 1,82 0,04 £ 0,01 5045
PAnD75 0,04 0,90 0,50 + 0,06 2742
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5.4.2.1- Conclusiones parciales en la seccién 5.4.2

En resumen:

Del andlisis de los espectros de absorcion, excitacién y emision obtenidos para las
dispersiones de PAnD25 y PAnD75 en THF se pudo constatar la ocurrencia de un
proceso de TE singlete-singlete desde D* (donor) hacia el Ant (aceptor).

- Los resultados de medidas de anisotropia de fluorescencia estacionaria son
consistentes al mecanismo de TE del tipo Foster. La TE tiene lugar desde D* a los
croméforos de Ant orientados aleatoriamente, lo que provoca la depolarizacion de la

emisién del poliaromatico.

- La distancia critica (Ry) para el proceso de TE de resonancia de Foster, se calcul6 a
partir del solapamiento del espectro de emisiéon de la DMA y el de absorcion del 9-
MA. El valor de R, obtenido fue ~ 27 A. Por lo tanto el proceso de TE de Féster es
favorable. En un principio la TE tipo Dexter también es posible.

- Se determino la ®; intraparticula para PAnD25 y PAnD75, observandose valores
promedios de ~0,04 (£0,01) y ~0,50 (£0,06), respectivamente. La eficiencia de TE
es marcadamente mayor para PAnD7S, donde la distancia de separaci6n promedio

D*/A (R) es mucho menor.
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CAPITULO VI

Conclusiones

Se sintetizaron cinco tipos de nanoparticulas poliméricas con el fin de estudiar
procesos de Te y TE en medios microheterogéneos. Aun en estos dominios, los sistemas
heterogéneos s6lidos mas sencillos que pudieran estudiarse, la dindmica de ambos procesos
se revela muy compleja. Sin embargo, varias conclusiones interesantes surgen del anélisis

de los sistemas estudiados:

» A partir de los estudios de distribucioén de tiempos de vida (emision resuelta en el
tiempo) se observd que los fluoréforos Ant* y DMA* se encuentran distribuidos
heterogéneamente en las nanoparticulas. En las PAnDO, Ant* es capaz de distinguir
al menos dos entornos con rigidez marcadamente diferente. Un aumento en la
rigidez del medio disminuye la velocidad del proceso de cruzamiento entre
sistemas, lo cual se manifiesta en un incremento del ¢, y del tiempo de vida
promedio del estado excitado. Resultados similares son observados para DMA* en
las PD25 y PD75.

» El quenching de la emisién de Ant* en las dispersiones de Np PAnDO por DMA en
solucion es debido a un proceso de Te controlado por difusion. Si bien los
resultados pueden ser interpretados usando un modelo simple que considera la
existencia de fluoréforos con distintas accesibilidades al quencher, el anélisis de la
distribucion de tiempos de vida muestra que la complejidad del proceso de

quenching es mucho mayor.

» La desactivacion de Ant* intraparticula en PAnD25 y PAnD75 ocurre via un
mecanismo de Te. La observacion de la emisién del exciplejo '(An/DMA)* y la

formacion de iones radicales libres en estudios de LFP permitieron corroborar este
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mecanismo. El proceso de quenching intraparticula es basicamente estatico y puede

explicarse razonablemente usando el modelo de Perrin.

» A partir de medidas de absorcion UV-Vis y de fluorescencia estacionaria se
demostré la existencia de un proceso de TE entre DMA* y Ant en PAnD. La
eficiencia de este proceso aumenta claramente con la disminucion de la distancia
promedio entre el dador y el aceptor de energia. El proceso ocurre via mecanismo

de Forster.

» Finalmente, este estudio también permitié demostrar la factibilidad de la sintesis de
nanoparticulas poliméricas capaces de ser dispersadas en solventes orgénicos. Este
resultado es de suma importancia ya que abre la posibilidad de sintetizar distintas

nanoparticulas para diversas aplicaciones tecnologicas.
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