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RESUMEN

Determinar la estructura isomérica de un colorante en una solucion liquida puede ser
una tarea abordable mediante el estudio de la anisotropia de su emision luminiscente. El
cambio en la polarizacion de la luminiscencia tiene su origen en los movimientos rotacionales
que experimenta la molécula de colorante en el seno del liquido. En la despolarizacion de su
emision esta contenida la informacion referida a la forma estructural de la misma. Debido a
que la difusion rotacional no solo depende de esta caracteristica de la molécula estudiada,
sino también de factores tales como su volumen efectivo, la viscosidad del solvente o el
tiempo de vida mismo del compuesto en su estado excitado, distinguir el efecto real de cada
uno de ellos sobre el comportamiento observado requiere de un analisis detallado.

Los procesos fotofisicos de las cianinas estudiadas en esta tesis, colorantes
polimetinicos que presentan fotoisomerizacion reversible, han sido analizados mediante el
empleo de diversas técnicas. Dilucidar la estructura isomérica, tanto de las especies estables
de estos compuestos como asi también de aquellas especies que se generan bajo excitacion
luminosa (fotoisémeros), resulta ser por demas una tarea particularmente compleja cuando
las caracteristicas espectroscopicas entre las diferentes especies de un mismo compuesto son
muy similares. En el estudio de las especies fotoisoméricas, la separacion de la emision de
estas especies de aquella correspondiente a las especies normales, es necesaria para poder asi
seguir individualmente el comportamiento con la polarizacion de sus emisiones. El uso de
técnicas laser de absorcion y fluorescencia permitid obtener informacion de las especies
fotoisoméricas de estas moléculas, analizando sus propiedades cinéticas y caracteristicas
espectroscopicas.

Con el fin de discernir las conformaciones isoméricas de las cianinas fotoisomerizables
en solucion, se implementd la técnica de polarizacion de la fluorescencia. Midiendo la
anisotropia en estado estacionario de la fluorescencia que se genera bajo excitacion luminosa,
se pudieron calcular tiempos de difusion rotacional para las diferentes especies estudiadas. La
asignacion de determinadas estructuras isoméricas para estos compuestos, resulta de
contrastar el resultado experimental de la anisotropia medida con modelos tedricos para la
difusion rotacional de estas moléculas. Con el objeto de poder utilizar modelos moleculares
mas cercanos a las formas de las cianinas estudiadas, se represento las formas moleculares
con elipsoides asimétricos, que permiten una aproximacion mas real a la geometria
involucrada en el estudio de estas especies.

El uso de elipsoides asimétricos en el modelado de las estructuras moleculares y el
analisis del comportamiento hidrodinamico de estos modelos con diferente condicion de
vinculo soluto-solvente, ha permitido ampliar la discusion a partir de los datos que se
obtienen experimentalmente, posibilitando asignar distintas estructuras a los diferentes

isdbmeros estudiados y dar en consecuencia una interpretacion de los fendémenos observados.



Del estudio realizado se concluye que la hidrodinamica "slip" es consistente con la
anisotropia de la fluorescencia medida para las distintas especies de las cianinas. El similar
comportamiento hidrodinamico de las especies mas estables, se corresponde con la
asignacion de una estructura comun a todas ellas. Una estructura en la que la cadena
polimetinica de estos colorantes aparece totalmente extendida (todo-trans). En el caso
particular del DODCI se ha podido descartar la estructura di-cis para la especie normal de
esta cianina, dejando para su especie fotoisomérica alguna de las estructuras que resultan de
rotar una parte de la molécula alrededor de un enlace de su cadena polimetinica. Una
interaccion ligeramente diferente entre las distintas especies de esta molécula y el solvente
podria ser inferida de las medidas llevadas a cabo. El estudio fotofisico realizado sobre las
cianinas permiti6 determinar entre otros parametros, la baja eficiencia de fluorescencia de los
fotoisomeros de las carbocianinas. Esta era una caracteristica conocida de estos colorantes.
De los resultados obtenidos y su posterior interpretacién, la friccidén dieléctrica resulta ser el
fenémeno mas indicado para acompafiar a la fricciébn mecéanica en un modelo hidrodinamico

que dé cuenta de la difusién rotacional de las especies estudiadas.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL.

1.1. INTRODUCCION

La absorcion de radiacion electromagnética por parte de moléculas orgénicas da
lugar a una gran variedad de procesos, algunos de los cuales pueden interpretarse en
términos de interacciones entre estados excitados. Los procesos fotofisicos, aquellos
mecanismos de transformacion de energia que no involucran cambios quimicos, tienen su
origen en muchos casos en estados singletes de vida corta (nanosegundos). En general el
estudio de la cinética de formacion y desactivacion de estos estados requiere el empleo de
altas potencias de excitacion, constituyendo los laseres en estos casos una herramienta
apropiada para tal efecto. L.a naturaleza de las transiciones no radiativas es un aspecto
fundamental de la interaccion radiacion-materia, que representa de por si una cuestion de
interés mas alla del sistema particular bajo estudio. El proceso de fotoisomerizacion de
moléculas organicas en solucion es un ejemplo en donde una parte de la energia absorbida
por el compuesto durante su excitacion, se usa para producir cambios estructurales
reversibles.

Los colorantes organicos jugaron un rol significativo en la fisica del laser. Sus
caracteristicas y propiedades han permitido el desarrollo de fuentes coherentes de muy alta
eficiencia y optimas posibilidades de sintonia. Los laseres basados en estos compuestos
generan radiacion en el rango de 400 a 1200 nm. Ademas de ser sumamente adecuados
como medio activo para la emision laser, los colorantes orgéanicos tuvieron un papel
decisivo en algunos de los métodos desarrollados para la generacion de pulsos laser
ultracortos, de picosegundos y femtosegundos, actuando en calidad de absorbentes
saturables en las técnicas de mode-locking pasivo [G.H.C.]. Un ejemplo que fuera de interés
en esta linea de investigacion lo constituye el caso del colorante 3,3'dietiloxadicarbocianina
(DODCI). La combinacion de un laser de Rodamina 6G como medio activo con esta cianina
como absorbente saturable, en técnicas de mode locking pasivo, fue en su momento la unica
que permitié obtener pulsos de femtosegundos [Fork, Valdmanis]. La dinamica de
funcionamiento de este tipo de sistemas no ha sido aan completamente esclarecida, debido a
que la informacion que se tiene sobre los procesos fotofisicos que ocurren en el DODCI es
todavia insuficiente, particularmente en lo que se refiere a los mecanismos de relajacion del
estado excitado del fotoisomero. Se sabe que en especial el mecanismo de
fotoisomerizacion juega un rol decisivo en su eficiente utilizacion como absorbente
saturable. Es por ello que un considerable esfuerzo puesto en el estudio de estos procesos,
ha acompatfiado el desarrollo de las técnicas de generacion de pulsos ultracortos.

l.os procesos de fotoisomerizacion son caracteristicos de muchos compuestos

organicos y ocurren también en fotorreceptores bioldgicos, donde la radiacion absorbida es



empleada para transmitir informacion. Como ejemplo puede mencionarse que la fotoisome-
rizacion cis-trans constituye la base de las transformaciones de retinal, que juega un rol
importante en el proceso de la vision. Estos sistemas, que en general son complejos, tienen
estructuras formadas por cadenas polimetinicas similares a las que poseen las cianinas,
colorantes organicos sintéticos. Sus propiedades fotofisicas y espectroscopicas las han
convertido actualmente en buenos modelos dentro del area de la fotobiologia, de moléculas
bioldgicas que se usan para detectar luz, traducir sefiales luminosas, etc. Las cianinas
constituyen también una familia de colorantes polimetinicos de gran aplicacion en biofisica
como sondas fluorescentes de las propiedades de biomembranas [Minch, Nakashima,
Grieser].

Otra propiedad de los colorantes polimetinicos la constituye su capacidad para
volver sensible a la luz visible compuestos basados en haluros de plata. Su facilidad para la
agregacion y adsorcion sobre estos ultimos ha sido determinante para su utilizacion como
sensibilizadores en la industria fotografica del color [Sturmer].

La estructura de las cianinas en solucidén no se conoce muy bien. En general si no
tienen sustituyentes en la cadena serian todo-trans. (Esta puede verse en la pagina 23). Pero
distintos 1someros pueden existir por rotaciones alrededor de los enlaces de la cadena
polimetinica. En vista de las propiedades expuestas de estos colorantes, y su participacion
ya sea directa o indirecta en diversos procesos que involucran a especies isoméricas de estos
compuestos, queda implicita la importancia de un estudio sobre las caracteristicas
estructurales de los colorantes polimetinicos. El analisis de los movimientos de difusién
rotacional durante el tiempo de vida de moléculas excitadas, brinda un método apropiado
para caracterizar la estructura isomérica de estas moléculas. En lo que sigue, se discutira la

conveniencia o no de este y otros métodos para alcanzar tal fin

12 DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS
COLORANTES EN SOLUCION.

A pesar de la bateria de métodos teodricos y experimentales aplicados a la
identificacion de las especies isoméricas de colorantes, no ha sido posible aun establecer sin
ambigiiedades la estructura de los mismos en solucion. Dentro de los métodos
experimentales que han sido utilizados en el estudio conformacional de las cianinas, el
analisis de difraccion de rayos X requiere condiciones especiales, como ser la preparacion
de muestras cristalinas, que no siempre pueden realizarse. Ademas, la estructura de las
especies estudiadas en matriz cristalina puede ser muy diferentes de aquella que adopten en

fase liquida.



Iin la figura 1.1 pueden verse los contornos de densidad electronica, obtenidos a

de la flalocianina cuya representacion

partir de los datos de difraccion de rayos X,

estructural se indica abajo.
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Datos de difraccion de rayos X para una serie de craninas, pucden ser encontradas

en cl review de Smith. El analisis con rayos X de la molécula dietiltiacarbocianina (DTCT),

3



no sustituida en su cadena polimetinica, indica que estas especies adoptan una estructura
completamente todo-trans y son casi planas [Wheatley]. Acorde a los diferentes datos, los
angulos entre los planos de los nucleos heterociclicos y el plano de los restantes atomos del

cromoforo, estan en el orden de unos pocos grados.

El analisis de los espectros electronicos, que constituyen la caracteristica mas
importante de los colorantes, no resulta ser el método mas conveniente en esta instancia. La
informacion que se infiere de ellos contiene la accion de diversos factores que dificulta la
separacion de los mismos. Las bandas de absorcion de carbocianinas 3 sustituidas en
solucion, se desdoblan a baja temperatura en dos bandas muy proximas entre si [West] [.a
intensidad de cada banda aumenta excitando la banda vecina con radiacién en la longitud de
onda de su maximo de absorcion. Cuando cesa la irradiacion el sistema vuelve a su estado
inicial de equilibrio. Los datos experimentales se pueden interpretar asumiendo un proceso
de fotoisomerizacidon trans—cis. Pero dado que la interaccidn del sustituyente con los
nucleos terminales haria aumentar la energia del estado base de la forma todo-trans del
compuesto, volviéndola comparable a la de la conformacion cis, la direccion de este proceso
podria no ser asi. Puede verse también que el equilibrio entre las especies depende del
solvente. El efecto del solvente sobre los espectros es otro de los inconvenientes en el

presente analisis.

Un método mas efectivo para la determinacion de estructuras isoméricas de
colorantes polimetinicos, lo constituye la resonancia magnética nuclear (NMR). Este
método, aplicado en principio a estudios en solidos, puede extenderse a fase liquida con una
cleccion adecuada del solvente. El analisis de la forma y el nimero de sefales en los
espectros NMR de carbocianinas [3-sustituidas, hace posible la determinacion de la
estructura geométrica de los confébrmeros presentes y posibilita estimar cuantitativamente la
posicién del equilibrio conformacional [Henrichs]. Se ha establecido, por ejemplo, que un
incremento en el bulk efectivo del sustituyente en la posicion 3, promueve la aparicién del
isomero cis. Datos preliminares de NMR mostrarian que la forma estable de la molécula
dietiloxacarbocianina (DOCI), al igual que la correspondiente tiacarbocianina, es una
estructura todo-trans plana.

En cuanto a las dicarbocianinas, se sabe que el cation tiadicarbocianina (DTDCI)
existe en fase soélida en conformacion todo-trans y es una estructura casi plana. La NMR de
dicarbocianinas sustituidas indica que estos compuestos existirian en  solucién
exclusivamente en conformacidn todo-trans, favoreciendo la maxima superposicion de los
orbitales y la consecuente deslocalizacion de los electrones n. Este resultado contrasta con
uno previo, que habla de la separacion por cromatografia de tres isomeros de la

tiatricarbocianina sobre carbonato de calcio a temperatura ambiente [Zechmeister].



Asimismo la informacion que se tiene para DODCI (dietiloxadicarbocianina) acerca de este
punto, resulta indirecta y contradictoria. En un estudio de difusion rotacional, se sugirio que
la fotoisomerizacion de este colorante consiste en la rotacion alrededor de dos enlaces de la
cadena polimetinica, llevando la molécula de una estructura compacta di-cis (isébmero
estable) a una todo-trans (fotoisomero) [Fleming, #49].

El problema de determinar cual de las posibles fotoisomerizaciones tiene lugar
realmenie en estas moléculas, no puede establecerse con certeza sobre la base de la

evidencia experimental existente.

1.3. LA IMPORTANCIA DE LOS METODOS TEORICOS EN EL ANALISIS DE LAS
POSIBLES ESTRUCTURAS MOLECULARES.

El comportamiento observado experimentalmente de los espectros de absorcion de
polienos conjugados y sus derivados, pudo ser reproducido en el pasado, al menos en forma
cualitativa, con calculos tearicos sobre distintos isomeros de estos compuestos. De acuerdo
con la teoria [Mulliken], la conformacion de las moléculas afecta la distribucion de
intensidad y la intensidad total del espectro de absorcion. Cuanto méas alargada es la
molécula, mayor la intensidad total y mayor la intensidad correspondiente a la transicion en
longitudes de onda mas larga. Los espectros calculados usando la aproximacion de Huckel
de orbitales moleculares (MO), permiten reflejar las diferencias observadas en el
comportamiento de distintos isomeros de estos compuestos. Experimentalmente se ve que
al aumentar el nimero de dobles enlaces conjugados, se produce un corrimiento de los
espectros hacia longitudes de onda mas largas, con un aumento en su intensidad.

De los calculos se advierte que para la forma todo-trans de las moléculas, la
transicion de absorcion mas fuerte esta polarizada aproximadamente a lo largo del eje mayor
de la molécula, dando origen asi a una alta polarizabilidad de estos compuestos en aquella
direccion. Otras transiciones mucho mas débiles, en longitudes de onda mas corta, aparecen
polarizadas perpendicularmente a este eje.

Un hecho caracteristico del espectro electronico de los isomeros cis es la absorcion
apreciable en longitudes de onda corta (UV), conocida como pico cis [Kolesnikov]. Esta
esta completamente ausente en los espectros de isomeros trans, como consecuencia de
resultar una transicion no permitida para esta estructura. La isomerizacion trans-cis
levantaria entonces esta prohibicion, permitiendo distinguir a la especie todo-trans del resto
de los posibles isomeros.

Si bien la teoria falla en el sentido cuantitativo, esta predice cualitativamente bien el

corrimiento hacia longitudes de onda mas largas, con un aumento en la intensidad de las



transiciones, al aumentar el nimero de doble enlaces conjugados en la cadena polimetinica.

El modelo cinético para la fotoisomerizacion de cianinas propuesto por Rulliere,
resulto ser el mas apropiado para explicar los datos fotofisicos y fotoquimicos reportados a
la fecha [Negri]. De acuerdo con este modelo, el angulo de torsion alrededor de un enlace
de la cadena es la coordenada de reaccion. Desde un estado intermedio torsionado, la
molécula relaja al estado fundamental de alguna de sus especies. Sobre la base de su modelo
de diagramas de energia potencial para los niveles electronicos de cianinas pentametinicas,
simples consideraciones basadas en la correlacion Huckel MO, complementadas por
calculos CS-INDO/CI [Ponterini], muestran claramente que una doble isomerizacion
simultanea en estos compuestos es muy improbable. Esta se caracteriza por una barrera

mucho mas alta que aquella correspondiente a una sola isomerizacion.

Diferentes aproximaciones teoricas han sido empleadas en los Gltimos tiempos, para
determinar las estructuras mas estables de los distintos i1sémeros e identificar de esta manera
las coordenadas de isomerizacién para estos compuestos [Awad]. Asi por ejemplo, en la
optimizacion del procedimiento de modelado molecular, alterando sistematicamente los
angulos de torsidn de los enlaces, se busca para cada una de las estructuras aquella con la
energia asociada mas baja. Para ello se usan programas de calculo semiempiricos (MOPAC
5.0y el AM1). Las conformaciones todo-trans generalmente son las que tienen el calor de

formacion mas pequefo [Churio, #98].

1 4. EL USO DE LA TECNICA DE POLARIZACION DE LA LLUMINISCENCIA.

La espectroscopia de la fluorescencia polarizada no ha llegado a ser ain un método
rutinarto de analisis como lo es hoy la espectroscopia de absorcion y la de emisién. Los
métodos fluorescentes estdn encontrando una aplicacion creciente en los campos de la
quimica, la fotofisica y la bioquimica, en vista del hecho que muchos procesos fisicos
naturales son muy rapidos y ocurren en tiempos del orden de los nano y picosegundos. Se
trata basicamente de procesos de relajacion, tales como decaimiento de la fluorescencia de
moléculas organicas en solucidn, la transferencia de energia de excitacion intra e
intermolecular y el cambio de la anisotropia de la emision debido a movimientos
rotacionales de las moléculas durante el tiempo que permanecen excitadas.

[La excitacibn de moléculas organicas luminiscentes en solucion, afecta la
distribucién isotrépica de los momentos dipolares de transicion de estas moléculas. Como

resultado de esta excitacion la fluorescencia anisotropica resultante, esto es el grado de
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polarizacion de esta luminiscencia, puede ser observada. La anisotropia de la fluorescencia
constituye una fuente valiosa de informacion acerca de los procesos fotofisicos que tienen
lugar en moléculas complejas. A partir de ella pueden extraerse conclusiones sobre
transferencia de energia entre moléculas en sistemas condensados, direccion de momentos
de transicion en absorcion y emision, estructura molecular y cambios conformacionales,
propiedades tales como forma y dimensiones de las moléculas, momentos dipolares
eléctricos en estados excitados, etc.

Los métodos de espectroscopia fluorescente juegan un rol clave en la investigacion
de las propiedades dinamicas de &cidos nucleicos, proteinas y membranas biologicas. De
particular interés son aquellos que se basan en el estudio de la despolarizacion de la
luminiscencia de pruebas fluorescentes naturales o bien de sondas que son introducidas
artificialmente. Estas permiten seguir procesos de difusidon rotacional rapidos, con
constantes de tiempo que dependen de la sonda y la técnica experimental empleada. La
introduccion de técnicas de nano y picosengundos ha permitido alcanzar una mejora
importante en los estudios de polarizacion.

La iluminacion de la muestra con un haz de luz polarizado linealmente es el ejemplo
tipico de la excitacion anisotropica de la fluorescencia. En estos casos, el campo de
radiacion fotoluminiscente muestra simetria axial. La direccion del vector eléctrico de la luz
de excitacion constituye este eje de simetria. Cuando se usa luz natural para excitar la
muestra, el eje de simetria lo determina la direccion perpendicular al plano de vibracion del
campo eléctrico del haz de excitacion.

Existe una serie de consideraciones que se adoptan cuando se trata la anisotropia de
la fotoluminiscencia. En primer lugar se supone que no existe relacion de fase entre la luz de
excitacion y la luminiscencia que emiten las moléculas excitadas. Dado que el proceso de
absorcion ocurre en femtosegundos, mientras que los tiempos de vida de las moléculas
luminiscentes son del orden de los nanosegundos, la absorcion y la emision son procesos
bien separados temporalmente como para que se establezca tal relacion. La suposicion es
valida siempre que la intensidad de excitacion sea suficientemente baja como para poder
despreciar la emision inducida. Otra de las hipotesis de trabajo, es que las moléculas que
emiten son fuentes incoherentes. Es decir, que no existe relacion de fase entre la luz emitida
por las diferentes moléculas. En este caso, las intensidades de las componentes individuales
pueden simplemente ser sumadas. En cuanto a la direccion del momento de transicion
molecular responsable de la emision, se entiende que este depende del método de excitacion
y s6lo depende de los estados moleculares entre los cuales ocurre la transicion.

Debido a la direccionalidad de los momentos de transicion electronica de las
moléculas, un haz de luz crea en la muestra un conjunto anisotropico de moléculas
excitadas. Dado que existe una dependencia orientacional de la probabilidad de absorcion,

inmediatamente después de la excitacion se observara una orientacion preferencial de las



moléculas excitadas. Es a este fenomeno al que se lo conoce como fotoseleccion [Albrecht].
De acuerdo con el mismo, los momentos de transicion de las moléculas excitadas tendran
una distribucién particular alrededor de una direccion vinculada con el haz de excitacion, y
el resto de las moléculas (aquellas que no fueron excitadas) una distribucion complemen-

tara.

to pulso de
~N I ~ -~ excitacién
7 5 \
N7
moléculas .
en su estado | mo _ecu as
fundamental excitadas
pulso de t =t +At
prueba \/ ,
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Figura 1.2. Ll pulso de excitacion crea una distribucion particular de moléculas excitadas.
Por relajacion orientacional el pulso de prueba encuentra una distribucion diferente,
tanto de las moléculas excitadas como de las que no lo estan.

En un liquido las moléculas continian moviéndose por difusion rotacional (ver
Fig.1.2). Luego, cuando un pulso de prueba alcanza la muestra en un tiempo At mas tarde,
las moléculas excitadas anteriormente (en t,) han rotado, alterando la posicion de sus
momentos de transicion respecto de la polarizacion de referencia, o habran relajado al
estado fundamental. Por otra parte, habra moléculas que no fueron excitadas en un principio
y que ahora estaran alineadas con el campo de excitacidon. Evidentemente la difusidon

rotacional, lo mismo que el proceso cinético que vuelve las moléculas a su estado



fundamental, contribuye a la relajaciéon toda de la transmision. Este fotodicroismo inducido,
como suele llamarsele, es observado aiin en matrices viscosas [l.ombardi]. La luz polarizada
y la difusion rotacional contribuyen virtualmente en cualquier experimento de transmision
transiente de colorantes en solucion. El primer experimento de picosegundos sobre
fotodicroismo inducido, fue realizado por Eisenthal y Drexhage.

En las medidas del decaimiento de la fluorescencia basta con una eleccidon adecuada
de las direcciones de polarizacion de la excitacion y de la emision, para evitar el efecto de la
difusion rotacional sobre las medidas. De la misma manera, siempre es posible medir la
transmision transiente salvando este problema [Lessing, 1979], con una eleccion adecuada
del angulo entre las direcciones de polarizacion de los haces de prueba y blanqueo, que

cancele el efecto de la fotoseleccion y la relajacion orientacional.

1.5. CONCLUSION.

Tal como ya fuera sefialado, la similitud estructural de las cianinas con muchos
pigmentos biologicos, las convierte en buenos modelos de sistemas fotobiologicos mas
complejos. Las cianinas sufren una isomerizacion reversible a través de su cadena
polimetinica cuando son excitadas. Para algunas carbocianinas no sustituidas este proceso
ocurre via el estado singlete excitado, compitiendo entonces con la fluorescencia. A pesar
de ser la fotoisomerizacion de estos compuestos un proceso constantemente investigado, la
evidencia experimental sobre la conformacion de los isdmeros es escasa. Los evidentes
avances logrados con la mejora de las técnicas espectroscopicas y la posibilidad de sintetizar
nuevos compuestos, no han facilitado la identificacion de los conformeros, que sigue siendo
en estos dias una tarea compleja.

En la busqueda de una solucidn al problema de dilucidar qué especies intervienen en
la fotoisomerizacion de estos compuestos, esto es, cual es la forma estable de estas
moléculas y cual aquella que se genera bajo excitacion luminosa, se decidid como primer
objetivo la implementacion de la técnica de polarizacion de la fluorescencia, para su
aplicacion en la determinacion de las estructuras isoméricas de cianinas en solucion. El
problema ha sido tratado sobre la base de un analisis previo de los mecanismos de
fotoisomerizacion, que tienen lugar cuando se excita a estas moléculas con diferentes
fluencias de radiacion. El proceso de fotoisomerizacion de cianinas simétricas ha sido
estudiado combinando técnicas de absorcion y fluorescencia, buscando en particular
caracterizar las especies fotoisoméricas de estos compuestos.

Las cianinas elegidas para llevar adelante este trabajo han sido cuatro. El DODCI ya

mencionado y otras tres cianinas que se diferencian de la primera por el largo de la cadena
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polimetinica y/o los nucleos heterociclicos presentes. Esta eleccion se basa en el
conocimiento previo de ciertas propiedades de estos compuestos que posibilitan avanzar en
su estudio estructural y en segundo lugar el interés por ver el efecto de las caracteristicas
mencionadas sobre su comportamiento fotoisomérico. En virtud de hacer el estudio en
estado estacionario, se requiere conocer el tiempo de decaimiento de la fluorescencia de los
compuestos elegidos, para poder asi a partir de la anisotropia estudiada, inferir informacién
sobre otros aspectos como ser la estructura isomérica de estos compuestos.

Las cuatro moléculas estudiadas son: 3,3'-dietiloxadicarbocianina (DODCI), 3,3'-
dietiloxacarbocianina (DOCI), 3,3'-dietiltiadicarbocianina (DTDCI), y 3,3'-dietiltiacarbo-
cianina (DTCI). La anisotropia de la fluorescencia de estos compuestos es analizada sobre
la base de aspectos teoricos que han sido desarrollados para permitir extender la discusion
al caso de modelos geométricos mas proximos al de estas moléculas. Esto posibilito
interpretar los resultados experimentales en términos de rotores asimétricos, buscando
determinar voliumenes moleculares efectivos y decidir entre diferentes condiciones de

contorno hidrodinamicas.
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CAPITULO 2: PROPIEDADES FiSICAS DE LOS COLORANTES.

2.1. INTRODUCCION

Los colorantes organicos se caracterizan por tener una fuerte banda de absorcion en
la region visible del espectro electromagnético. Tal propiedad se encuentra solo en
compueslos organicos que contienen un sistema extendido de enlaces conjugados, esto es,
alternando enlaces simples y dobles.

La configuracion electronica mas baja de estas moléculas es un estado singlete. Los
clectrones ocupan de a pares los niveles mas bajos. Cuando la molécula es excitada y un
electron salta a un estado superior, el spin total del sistema de fermiones podria seguir
siendo cero o pasar a ser uno (estado triplete). La energia del sistema en este ultimo estado

es algo menor que en el estado singlete excitado.
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Figura 2.1. Diagrama de Jablonsky para una molécula de colorante.



Tenemos asi estados singletes excitados S,, S,, S;,... y los correspondientes estados tripletes
T,, T,, T;, ... de menor energia. La distribucion esquematica de los niveles de energia en
una molécula de colorante, resulta como se muestra en la figura 2.1. Cada uno de los niveles
(bandas) vibracionales tiene un ancho definido, dado que estos poseen una estructura fina
rotacional que no es mostrada en el diagrama.

Las transiciones entre los estados singletes estan permitidas por las reglas de
seleccion espectroscopicas. Ellas dan origen a los intensos espectros de absorcion y emision.
Las transiciones entre diferentes estados tripletes también estan permitidas, pero las
transiciones singlete-triplete, conocidas como cruce entre sistemas, estan prohibidas. Que la
transicion esté prohibida significa que esta ocurre con una probabilidad baja respecto de las
transiciones permitidas.

La banda de absorcién de los colorantes en longitudes de onda larga, se atribuye a la
transicion desde el estado fundamental electronico S, al primer estado singlete excitado S,.
A temperatura ambiente, varias bandas vibracionales del nivel electronico fundamental se
hallan pobladas, entonces seran posibles absorciones con longitudes de onda mayores que a
baja temperatura. La desexcitacion radiativa S,>S, es la responsable de la emision
espontanea conocida como fluorescencia y de la emision estimulada en laseres de colorante.
A causa del momento de transicion grande de este proceso, la velocidad de la emision
espontanea es bastante alta. Un tiempo de decaimiento tipico en colorantes organicos es de
5 ns. En general los tiempos de vida de los estados excitados de caracter singlete pueden
esperarse en el rango de 1 a 100 ns. Ademas, asociado con cada estado hay transiciones
vibracionales con tiempos de vida del orden de 10 a 0.01 ps.

Una vez que la excitacion ocurre a un nivel vibracional de algin estado singlete
relativamente alto, digamos S, la molécula inmediatamente comienza a vibrar y en un
proceso vibracional en cascada, extremadamente rapido, salta a través de los niveles
vibracionales asociados con el estado excitado. Si algin nivel vibracional de S, es
isoenergético o proximo con alguno de S,, entonces existe una alta probabilidad de que en
un dado instante la molécula esté vibrando en una forma apropiada para el estado S,. Luego
la cascada continta en S,, y si S, cruza a S,, el proceso anterior se repite hasta que
finalmente la cascada vibracional o proceso de conversién interna lleve la molécula al nivel
vibracional mas bajo del estado electronico excitado mas bajo, S,. Desde aqui la molécula
emite a varios niveles vibracionales del estado base y el espectro de fluorescencia tipico
resulta como se muestra en la figura 2.2. Este ocurre en una banda ancha y frecuentemente
su forma es similar al de absorcién Es su imagen especular st la estructura vibracional es
similar en S, y en §;. Algunas veces se observa un amplio intervalo en longitudes de onda

entre ambos espectros.
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Figura 2.2 : Iispectros de absorcion y fluorescencia de una molécula tipica de colorante,
fluoresceina sodica en agua.

2.2. DESEXCITACION DEL NIVEL S,

El tiempo de vida de una molécula excitada en el estado S, es del orden de algunos
nanosegundos, pero previo a su desexcitacion a niveles mas bajos ocurre una relajacion
rapida desde el estado vibracional excitado hasta el nivel mas bajo del estado S, Esta
relajacion ocurre en tiempos del orden de 100 fs a 1 ps, y es la razén por la cual los
espectros de fluorescencia de los colorantes generalmente no dependen de la longitud de
onda de excitacion. La fluorescencia se produce desde este estado hasta niveles
vibracionales de S,, con una distribucion espectral de la emision que depende de la
probabilidad de cada transicion. Dado que las emisiones desde otras bandas de S, resultan
casi inexistentes, es evidente que la desexcitacion ocurre en esta forma. La relajacion que
tiene lugar en el estado excitado y la que ocurre luego de la emision en el estado S, se
atribuyd por mucho tiempo al intercambio energético con moléculas del solvente, que
colisionan con la molécula de colorante a una frecuencia del orden de 10'? colisiones por
segundo. Sin embargo, estudios mas recientes muestran que aun en fase gaseosa, donde las
interacciones ocurren con una frecuencia mucho menor, el espectro de fluorescencia es
independiente del nivel vibracional excitado primariamente. Este hecho indica que el
proceso de relajacion es intramolecular y no necesita de la participacion de las moléculas del
solvente.

Tal como se ha sefialado, cuando la molécula de colorante es excitada a un nivel
singlete alto, esta desde alli relaja dentro de los picosegundos al nivel vibracional mas bajo
de S,. En este punto hay muchos procesos no radiativos que pueden competir efectivamente
con la emision de luz y entonces reducir la eficiencia de fluorescencia. Se vera luego como
por ejemplo estos procesos dependen de una manera compleja de las estructuras

moleculares de los colorantes. Los procesos no radiativos pueden agruparse en aquellos que
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causan una relajacion directa al estado S; (conversion interna) y aquellos que son
responsables del cruce entre sistemas a triplete.

Los estados tripletes y singletes mas bajos pueden también ser desactivados por
transferencia de energia sin radiacion a otras moléculas de colorante. Para que ello suceda la
banda de absorcion de la molécula aceptora debe superponerse con la banda de
fluorescencia o fosforescencia de la primera. La distancia critica entre moléculas, para la
cual la eficiencia cuantica de la emision se reduce en un factor 2, puede alcanzar valores de
10 nm para el caso de transferencia de energia singlete-singlete. Existe asi una variedad de
procesos por los cuales una molécula excitada retorna al estado fundamental y algunos

seran discutidos ahora con mas detalle.

2.2.1. CONVERSION INTERNA

El decaimiento no radiativo desde el estado singlete excitado mas bajo S, al estado
fundamental S, es el mayor responsable por la pérdida de eficiencia de fluorescencia en los
colorantes organicos. Dependiendo de la estructura molecular del colorante y de las
propiedades del solvente, la velocidad de esta relajacion puede variar en muchos ordenes de
magnitud. Dado que existen diferentes caracteristicas estructurales que contribuyen al
decaimiento no radiativo S,—S,, la relacion entre estructura molecular y eficiencia de
fluorescencia puede resultar enigmatica.

Una de estas caracteristicas es la movilidad estructural. Las estructuras moleculares
planas y rigidas favorecen las altas eficiencias de fluorescencia. Como ejemplos
contrapuestos pueden mencionarse la fenolfialeina y la fluoresceina, con eficiencias que van
desde ser practicamente nula a alcanzar un valor del 90% respectivamente. Que los
colorantes con estructuras completamente rigidas tendrian una eficiencia de fluorescencia
muy alta, puede verse también a partir del comportamiento de las eficiencias de estos
compuestos con la temperatura. La eficiencia de fluorescencia de la rodamina B en etanol
depende de la temperatura como sigue. A 25°C es aproximadamente del 40%.
Disminuyendo la temperatura llega a ser cercana al 100%, mientras que cae a un porcentaje
pequefio en etanol en ebullicion. Este efecto puede ser atribuido a la movilidad de los
grupos dietilamino, la cual aumenta con la temperatura. Si estos grupos son inmovilizados,
como en el caso de la rodamina 101, la eficiencia de fluorescencia llega a ser virtualmente
del 100%, independientemente de la temperatura. La movilidad estructural aumentaria la
conversion interna, pero dado que este ultimo proceso no depende solo de dicha movilidad,
puede ocurrir que colorantes con una estructura rigida tengan baja eficiencia de

fluorescencia, o también que teniendo grupos moviles sean altamente fluorescentes. La
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razon de la alta eficiencia de fluorescencia de colorantes como la rodamina 110 (85% en
solucion alcoholica, independientemente de la temperatura), puede entenderse en términos
de la densidad de electrones m en el enlace C=N cuando la molécula esta excitada. Si esta
densidad es alta, la energia térmica de las moléculas del solvente no sera suficiente para
torcer los grupos amino fuera del plano molecular. ILa viscosidad de los solventes puede
jugar un rol importante en la movilidad estructural de las moléculas de colorante,
permitiendo o no apartamientos de la forma plana de las mismas.

Aun cuando el cromdforo de algunos colorantes sea completamente plano vy rigido,
otro mecanismo de conversion interna puede estar actuando. Este involucra la conversion
del nivel vibracional mas bajo del estado excitado S, a un nivel vibracional alto del estado
fundamental S, el cual entonces relaja rapidamente al nivel vibracional mas bajo de S,,. Este
proceso es en principio independiente de la temperatura y viscosidad del solvente. El mismo
se relaciona con las vibraciones de los atomos de hidrogeno pegados directamente al
cromoforo del colorante. El reemplazo del hidrogeno por deuterio deberia reducir la
efectividad de este mecanismo, habida cuenta de la reduccion de energia por las vibraciones
de los atomos mas pesados, y en consecuencia observarse un aumento en la eficiencia de
fluorescencia. Esto se observa, por ejemplo, en rodamina 110 y cresil violeta. Este
mecanismo deberia también ser mas efectivo al disminuir la diferencia de energia entre S, y
Sh

Sumados a los mecanismos de conversion interna, hay varios procesos
intramoleculares que pueden causar la extincion de la fluorescencia. Por ejemplo, puede
ocurrir una transferencia de carga reversible entre un grupo de la molécula donante y el
cromoforo excitado, haciendo que se pierda la excitacion electronica. El hecho de que una
gran variedad de procesos de relajacion no radiativos pueda competir con la emision de la
fluorescencia, hace que resulte muy dificil dilucidar la relacion entre estructura molecular y

eficiencia cuantica de fluorescencia de los colorantes organicos.

2.2.2. CRUCE ENTRE SISTEMAS (S,—T)).

Ademas del decaimiento no radiativo directo al estado fundamental, una molécula
excitada en el estado S, puede entrar en el sistema de estados tripletes y relajar al nivel mas
bajo de estos, T,. Este cruce entre sistemas, en colorantes tipicos, ocurre en tiempos del
orden de los 50 ns, mientras que el tiempo de vida del estado triplete puede ser del orden de
los milisegundos.

La transicion radiativa T,—S,, se conoce como fosforescencia. Como es de esperar

para las transiciones de spin prohibidas, el tiempo de vida de esta es extremadamente largo,
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yendo desde los milisegundos a varios segundos para moléculas con un acoplamiento spin-
orbita pequefio. Los procesos lentos de extincion pueden conducir a una desactivacion no
radiativa en solucion liquida, determinando que la fosforescencia sea apreciable solo a bajas
temperaturas, por ejemplo 77 K en soluciones sélidas.

Ciertas caracteristicas estructurales de los colorantes organicos influencian la
velocidad del cruce entre los sistemas. El cruce desde el singlete al triplete, siendo un
proceso prohibido, es comparativamente lento considerando la pequefia diferencia de
energia entre S, y T, Sin embargo, su velocidad varia de una forma peculiar con la
estructura molecular del colorante. Una regla establece que en un colorante donde los
electrones 1 del cromoforo puedan hacer un rizo cuando oscilan entre los grupos
terminales, la eficiencia a tripletes serd mas alta que en un compuesto relacionado donde
este rizo esté bloqueado. Podria decirse que los electrones circulando crean un momento
magnético orbital, el cual se acopla con el spin de los electrones. Esto incrementa el
acoplamiento spin-orbita y entonces mejora la velocidad del cruce entre sistemas,
aumentando la eficiencia del pasaje a tripletes. El acuerdo hallado con las observaciones
experimentales da muestras de la utilidad de esta regla, que predice cualitativamente las
eficiencias de este pasaje para muchos colorantes organicos. La regla predice eficiencias
relativamente altas en colorantes con cromoforo en forma de anillo, como por ejemplo
clorofilas y ftalocianinas. Por otra parte, las oxazinas y aquellos compuestos similares en los
que el oxigeno es reemplazado por un atomo de carbono tetraédrico, al no estar permitido
el paso de los electrones m sobre estos, la prediccion es una muy baja eficiencia de
formacion de tripletes.

El cruce entre sistemas, si bien depende esencialmente de la distribucion de
electrones m en el cromoforo, puede mejorarse si el colorante es sustituido con elementos
mas pesados, lo cual incrementa el acoplamiento spin-orbita. El mismo efecto ocurre (el
aumento en la eficiencia del pasaje a tripletes) si el compuesto organico es disuelto en un
solvente conteniendo atomos pesados como sustituyentes. Esto se debe a que la transicion
sin radiacion desde un estado singlete excitado a un estado triplete puede ser inducida no
solo por perturbaciones internas (acoplamiento spin-orbita) sino también por perturbaciones

externas, como pueden ser colisiones con moléculas de oxigeno en solucion

23 ABSORCION DE LUZ EN LOS ESTADOS S, YT,

Al 1gual que con las moléculas en el estado S, hay espectros de absorcion bien
definidos asociados con las moléculas que estan en los estados excitados S, y T,. Estos

espectros son muy dificiles de medir. La determinacion del espectro de absorcion del estado
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excitado S,, requiere normalmente el empleo de técnicas laser debido al corto tiempo de
vida de este estado. El espectro de absorcion de moléculas en el estado triplete mas bajo T,
es mas facil de obtener si el compuesto esta embebido en una matriz solida, donde el tiempo
de vida del triplete es muy largo (en algunos casos varios segundos). Si la solucion solida es
excitada con una fuente de luz muy intensa, se logra una poblacion apreciable del estado
triplete y el espectro puede ser determinado sin demasiada dificultad, en muchos casos
simplemente con un espectrofotdbmetro comercial.

Las transiciones triplete-triplete estan permitidas y la absorcion optica asociada con
estas es fuerte. La banda de absorcion en la transicion T;,—T, generalmente se superpone
con el espectro de emision S,—S,, ocurriendo en muchos casos lo propio con el espectro
de absorcion S, >S,. Ello debilita la intensidad de la fluorescencia al punto de llegar a

anularla.

24 EFECTOS DEL MEDIO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LOS
COLORANTES.

Los procesos no radiativos en moléculas de colorante no sélo se relacionan con la
estructura molecular de estos, sino también con el medio en el que estos compuestos estan
inmersos. Asi por ejemplo, se sabe que la fluorescencia de los colorantes es extinguida por
ciertos aniones. La eficiencia de extincion depende fuertemente de la naturaleza quimica del
anion, resultando muy importante en el caso del iodo. El estado excitado del colorante
podria ser desactivado por un mecanismo de transferencia de carga. El cromoforo de
muchos colorante organicos porta una carga positiva como resultado de que estos
colorantes son sales i6nicas con un anion, comunmente cloro o iodo. Que la fluorescencia
sea afectada por este anion dependera de la concentracion y polaridad del solvente.
Aparentemente las sales del colorante estan totalmente disociadas en un solvente polar tal
como etanol y no tienen tiempo de alcanzar a las moléculas excitadas durante su tiempo de
vida. En otros solventes (cloroformo) la sal no se disocia y pude tomar parte en un
mecanismo de interaccion con la especie excitada. Existen otros compuestos ademas de los
aniones que pueden extinguir la fluorescencia por un mecanismo similar.

Otro proceso por el cual los estados excitados, tanto de singletes como tripletes, son
desactivados externamente puede operar si la molécula de intercambio tiene un nivel de
energia igual o mas bajo que aquel del estado a ser desexcitado. Bajo condiciones
favorables la transferencia de energia puede ocurrir sobre distancias de alrededor de 10 nm.
En solucion liquida, donde los reactivos pueden aproximarse uno a otro muy cerca, los

procesos de transferencia de energia son muy cficientes, siempre que el tiempo de difusion
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sea mas corto que el tiempo de vida del estado excitado. A altas concentraciones, la
fluorescencia de la mayoria de los compuestos organicos es extinguida por la fuerte
interaccion entre las moléculas excitadas y aquellas de la misma especie en el estado
fundamental. En el caso de la piridina y de algunos otros compuestos, se ha observado la
aparicion de una nueva banda de fluorescencia cuando se aumenta la concentraciéon de la
solucion. Esta nueva banda se debe a los dimeros que existen sélo en el estado excitado
(excimeros). Luego de la emisién de un fotdon, ellos se disocian inmediatamente en
monomeros en el estado fundamental. Similarmente, una molécula excitada puede
reaccionar con una molécula de un compuesto diferente, de solvente o de otro soluto, para
formar un complejo excitado, el cual se disociard en sus componentes después de la

desexcitacion radiativa.

2.4.1. AGREGACION DE LLAS MOLECULAS DE COLORANTE.

Los colorantes orgéanicos en solucion acuosa tienen la tendencia a formar dimeros y
agregados mas altos, con espectros de absorcidn distintivos de cada especie. Los dimeros
normalmente tienen una banda de absorcion fuerte en longitudes de onda mas corta que los
monomeros y con frecuencia una banda adicional mas débil del lado de las longitudes de
onda larga. Ellos son en general poco o nada fluorescentes. El equilibrio entre monémeros y
dimeros se corre hacia estos ultimos cuando se aumenta la concentracion del colorante y
con la disminucion de la temperatura.

Diferentes factores han sido sugeridos como los responsables de la agregacidn de los
colorantes organicos. Se ha asumido que una fuerza de dispersidn atractiva entre
cromoéferos altamente polarizables juega un rol importante; en tanto que la conslante
dieléctrica alta del agua reduce la repulsién culombiana entre moléculas cargadas. Mientras
la agregacion en agua es comin con muchos colorantes, ésta usualmente no ocurre en
solventes organicos, ain en concentraciones muy altas. Es posible eliminar la agregacion de
colorantes en solucion acuosa con el agregado de compuestos organicos. Presumiblemente
estos compuestos formen una celda alrededor del colorante hidrofébico y entonces
resguarden a este de las otras moléculas de colorante y de las de agua. En acuerdo con la
formacion de este cluster, se ha observado que el tiempo de relajacion rotacional de las

moléculas de colorante es mas largo en estas soluciones [Drexhage|.



2.4.2. EFECTOS DEL SOLVENTE SOBRE LAS TRANSICIONES ELECTRONICAS.

Cuando se considera el cambio en la longitud de onda de absorcion de un
determinado compuesto al pasar de fase gaseosa a una solucion en fase condensada, uno
debe considerar el cambio en la energia de excitacion de ese compuesto. Este puede ser
atribuido a la constante dieléctrica del solvente y a efectos de solvatacion especificos, tales
como enlaces hidrogeno. Las anilinas muestran ambos efectos claramente | Wiberg].

Los estados excitados dipolares deberian ser estabilizados por un aumento de la
constante dieléctrica mas que los estados base no polares. En estos casos, con un
incremento en la constante dieléctrica de los solventes, la energia de la emision deberia
reducirse, originando un corrimiento al rojo. Esto se observa yendo de fase gaseosa a un
solvente y yendo también de un solvente no polar a otro relativamente polar, como puede
ser acetonitrilo o dioxano. En sustancias para las cuales el estado fundamental es mas polar
que el estado excitado, se puede observar el efecto opuesto.

Cuando se considera el efecto de un solvente tal como etanol o agua debemos tener
presente el principio de Franck-Condon. Durante una transicion electronica ni la posicion de
los nucleos en el compuesto, ni la posicion de las moléculas de solvente en torno a éste,
cambian. En etanol, la anilina estara ligada por puente hidrogeno con los protones del
solvente, y esto hace que baje la energia de su estado fundamental cuando se la compara
con la de la molécula en fase vapor. Por otra parte, en el estado excitado el enlace
hidrdégeno es menos importante a causa de la carga positiva del nitrogeno. Si las moléculas
de solvente pudieran moverse de manera de alcanzar una posicion mas favorable para la
interaccion dipolo-dipolo con la molécula excitada, se lograria alguna estabilizacion. Pero
ello no es posible en el tiempo de la transicion electronica. Disolviendo anilina en etanol se
baja entonces la energia de su estado fundamental mas que la del estado excitado, con lo
cual aumenta la energia de excitacion, produciéndose un corrimiento al azul de su espectro
de absorcion. En agua el corrimiento al rojo causado por el efecto de la constante
dieléctrica, es cancelado por el corrimiento al azul debido al cambio en los enlaces por
puente hidrogeno. Esto hace que la anilina tenga esencialmente el mismo maximo de
absorcidn en agua que en fase gaseosa. Cuando el estado excitado es mas polar que el
estado base, la energia de excitacion decrece yendo de la fase gaseosa a un solvente, y
yendo de un solvente a otro mas polar. Este es el caso del nitrobenceno para el cual los
enlaces por puente hidrogeno se dan entre los oxigenos del grupo nitro y los protones del
solvente. En el estado excitado los enlaces hidrogeno deberian ser mas importantes, dado
que las cargas negativas sobre los oxigenos aumentan respecto de aquellas en el estado
fundamental de la molécula. Entonces el enlace hidrogeno deberia disminuir la energia del

estado excitado mas que la del estado base, originando un corrimiento al rojo.



25 CALCULO DEL TIEMPO DE VIDA RADIATIVO DEL PRIMER SINGLETE
EXCITADO (S,).

Como hemos visto, existen diferentes procesos por los cuales una molécula excitada
puede regresar directa o indirectamente a su estado fundamental. Uno de estos procesos es
la transicion radiativa desde el primer estado singlete excitado, S,, al estado fundamental de
la molécula, S;,. Si esta emision (fluorescencia) ocurre espontaneamente, el tiempo de vida
radiativo, T, , se relaciona con el coeficiente de Einstein para la emision espontanea, A, y

con la intensidad de oscilador, f, de la banda de absorcion pertinente, mediante la siguiente

expresion:

f (M

donde n es el indice de refraccion del medio, e y m la carga y masa del electrén
respectivamente, ¢ la velocidad de la luz y v el nimero de onda correspondiente al centro
de la banda de absorcion. Esta relacion es valida si el ancho medio de la banda de emision es
pequefio y su posicion no esta corrida significativamente respecto de aquella correspon-
diente a la banda de absorcion. Dado que los valores de f de la transicion son cercanos a la
unidad en muchos colorantes, el tiempo de vida radiativo, t,, es tipicamente del orden de
unos pocos nanosegundos.

Ocurre que los espectros de fluorescencia son generalmente anchos y muestran un
corrimiento Stokes considerable. En estos casos el tiempo de vida radiativo puede ser

calculado con la ayuda de la relacion de Strickler y Berg

donde I(v) es la intensidad del espectro de fluorescencia, que deberia ser medida en
términos del nimero relativo de cuantos en cada frecuencia mas que en unidades de energia.
a es un factor constante. g y g, representan la degeneracion de los estados electronicos
superior e inferior. €(v) es el coeficiente de extincion molar y la integral se extiende sobre
toda la banda de absorcion.

Si la banda de emisién es estrecha y la absorcion y emision ocurren en la misma
longitud de onda, v puede ser considerada como una constante. Luego el factor v* puede
sacarse fuera de la integral, con lo cual la Eq. (2) se reduce a la ecuacion (1) como es de

esperar para el caso de transiciones atomicas.
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Esta ecuacion relaciona el tiempo de vida radiativo de las moléculas excitadas con
sus coeficientes de absorcion (g(v)). Luego T, puede ser calculado a partir del conocimiento

de los espectros de absorcion y de fluorescencia de estas moléculas.

Cabe sefialarse que una ecuacidon analoga para semiconductores, la cual relaciona el
tiempo de vida radiativo de un par electron-hueco en un semiconductor con el espectro de
absorcion de éste, fue deducida por Roosbroeck y Shockley. La misma se indica a

continuacion,

i _mtpy 8% o a-m’V' 3)

T
' I, Py cz exp h}i -1
kT

donde n, y p, son las concentraciones en equilibrio de electrones en la banda de conduccion
y de huecos en la banda de valencia respectivamente, o es el coeficiente de absorcion, y la
integral se toma sobre toda la banda de absorcion.

Puesto que estas dos ecuaciones (2 y 3) se refieren a sistemas distintos y tienen
formas bastante diferentes, no resulta obvio ver que estan relacionadas. Las diferencias
entre estas dos ecuaciones aparecen por el uso de distintas nomenclaturas, a causa de la
bimolecularidad del proceso de recombinacion en semiconductores, que requiere la
participacion de un electron y un hueco en cada absorcion o emision entre bandas. Pero
principalmente a partir del corrimiento del espectro de fluorescencia molecular, hacia
frecuencias por debajo del extremo de la banda de absorcion, donde en general el
coeficiente de absorcion no se conoce. Bolton y Archer demuestran que ambas ecuaciones
pueden ser deducidas a partir de un tratamiento teodrico comun, el cual se basa en la
suposicion de bandas termalizadas, el uso del principio de reversibilidad microscopica, y
para el caso de cromdferos moleculares, la validez de la relacion de la imagen especular.
Esta ultima se debe a que su tratamiento no se apoya sobre suposiciones concernientes a los
momentos de transicion. Es precisamente este hecho el que diferencia el camino de
deduccion seguido por Strickler y Berg de su ecuacion, que no requiere el uso de la relacion
de simetria especular para las propiedades de absorcion y emision en moléculas de

colorante.
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2.6. FORMAS DE EXCITACION ELECTRONICA.

Hasta aqui hemos considerado la excitacion de un electron desde un orbital
molecular T a otro, comunmente referida como una transiciéon t—n* Vimos que hay dos
clases de transiciones, aquellas que involucran un estado singlete excitado y aquellas que
involucran a un estado triplete excitado. Sélo la primera da una banda de intensidad
razonable; la excitacion a un estado triplete formalmente esta prohibida y da una banda muy
débil. Esto no significa que el estado triplete no sea importante para muchos singletes
excitados que decaen a un estado triplete de menor energia. Este ultimo tiene un tiempo de
vida largo porque la transicion al estado fundamental es poco probable. Entonces muchas
reacciones fotoquimicas involucraran a este estado triplete.

Otra transicion electronica importante es aquella que involucra la excitacién de un
electron de un par desapareado (nitrobgeno u oxigeno) a un enlace molecular n
antienlazante. Este tipo de transicion es una caracteristica comun de los espectros de las
aminas no saturadas, tal como piridina, y de las cetonas y aldehidos; y se refiere a una
transicién n—>7*.

Resulta importante distinguir entre estos dos tipos de transiciones. Por ejemplo,
antes que se conocieran las transiciones n-»>n*, aquellas de baja energia de las azinas se
atribuian a transiciones m-»>7*, y esto condujo a valores erréneos en la deslocalizacion de la
energia, basada en el tratamiento de los enlaces de valencia. A veces resulta dificil lograr
esta distincion. Las herramientas principales para ello lo constituyen los efectos del solvente,
la polarizacion de las bandas y la intensidad de las mismas. Es facil ver que las transiciones
n-—>7* son de baja intensidad. Podemos considerar al par desapareado teniendo un orbital
hibrido sp’. La componente s es una funcién par y la integral de ésta con dos funciones
impares, la coordenada y la funcion de onda = en la direccion perpendicular al enlace o, serad
distinta de cero. Sin embargo, esta serd pequefa porque la distancia desde el centro del
orbital 2s al centro de uno de l6bulos © es pequena. La componente p del par desapareado
sera cero en la integral correspondiente, dado que es antisimétrica con respecto a la
direccion de su eje mayor. Entonces la longitud del momento de transicion total sera un
tercio de la integral (la contribucién de la parte s del orbital), alrededor de 0.2 A. Puede
verse que la transicion es permitida solo en la direccion perpendicular al sistema de
referencia o de la molécula, y entonces la transicidbn n—n* es permitida en una direccion
diferente a las transiciones T—n* .

Los estados excitados que resultan de una transicibn n—n* tienen un momento
dipolar considerable, dado que un electron es tomado normalmente de un O o N y ubicado
en un orbital m. Como resultado de colocar una carga positiva sobre el heteroatomo, la

banda de absorcion de tales transiciones siempre muestran un fuerte corrimiento al azul
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yendo de solventes sin enlace hidrogeno a alcoholes o agua. Este corrimiento es uno de los

criterios empleados para discernir el tipo de transicion.

2.7. PROPIEDADES FISICAS DE LAS CIANINAS.

Como ya fuera sefialado en el capitulo anterior, las cianinas constituyen una familia
de colorantes polimetinicos ampliamente utilizados en diversas areas tecnologicas e
industriales, principalmente en el desarrollo de laseres [Arthurs, 1972; Mialocq, 1979] y en
la industria fotografica. El mayor interés en fotobiologia estd dado por la similitud
estructural de las cianinas con una variedad de compuestos naturales [Sheves], y por su uso
como sondas fluorescentes en el estudio de las propiedades de biomembranas [Grieser]. En
la figura 2.3 se representa la estructura del isomero todo-trans de las cianinas que fueron

motivo de estudio en esta tesis.

>

CIANINA n

Dietiloxacarbocianina (DOCI) 0
Dietiloxadicarbocianina (DODCI) 1
Dietiltiacarbocianina (DTCI) 0
Dietiltiadicarbocianina (DTDCI) 1

Figura 2.3
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Las cianinas presentan gran solubilidad en alcoholes, alta absorcion de radiacion en
el visible (£ ~ 10° M"' cm" ) y en general son intensamente fluorescentes. Ademas de estas
propiedades, que son comunes a la mayoria de los colorantes, las cianinas se caracterizan
por presentar isomerizacion trans-cis fotoinducida (fotoisomerizacion) [Dempster]. La
absorcion de luz visible desde el estado fundamental de la forma térmicamente estable (N),
conduce a la misma al primer estado singlete excitado (S,'), mediante una transiciéon T—>m*
Desde este estado la cadena polimetinica puede rotar alrededor de alguna de las uniones
carbono-carbono que la componen, dando lugar a la formacion de un fotoisomero (P).

Dado que la eficiencia cuantica de fluorescencia de las cianinas disminuye al
aumentar la temperatura, y la velocidad de emisién espontanea es independiente de este
parametro, existe por lo menos un proceso activado que compite con la fluorescencia. Uno

de estos procesos es la fotoisomerizacion del colorante.

0° 90° 180°

oV

Figura 2.4 Representacion unidimensional de las superficies de energia potencial,
en términos de la coordenada de rotacion 0 K y son las velocidades de

desactivacion corespondientes a los distintos procesos sefialacdos.
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De acuerdo con diferentes modelos propuestos para describir la fotoisomerizacion
de las cianinas, este proceso, el pasaje desde el estado excitado de la especie normal al
fundamental del fotoisomero, tiene una instancia intermedia llamada estado "twisted". A
diferencia de las formas normal y fotoisomérica, cuyas estructuras moleculares serian
planas, en este estado "torsionado” los grupos extremos de la molécula se hallan a 90° uno
respecto del otro, por rotacion alrededor de alguna union de la cadena polimetinica [Dietz].
Este estado no espectroscopico, que se indica con la letra t en la figura 2.4, decae muy
rapidamente por medio de una transicion no radiativa hacia la superficie de energia potencial
del estado fundamental, pudiendo seguir luego dos caminos distintos. Uno de ellos consiste
en completar la rotacion de los grupos extremos (0 = 180°), dando origen a la especie
transiente (fotoisomero). El otro camino consiste en desandar la rotacion primera,
regresando la molécula a su forma normal. Estos dos procesos no son activados y compiten
entre si con distinta probabilidad.

En acuerdo con el modelo descripto, la especie normal excitada puede alcanzar su
estado fundamental mediante diferentes procesos. Uno de ellos es la conversion interna no
activada, que compite con la fluorescencia y con el pasaje hacia el estado twisted (t). Otro
es la vuelta pasando por el estado t, sin que se forme el fotoisomero. El ultimo de los
caminos posibles es la retroisomerizacion, esto es, la conversion del fotoisomero en la
especie normal. Esta isomerizacion tiene lugar sobre la superficie potencial del estado
fundamental y ocurre en una escala de tiempos mucho mayor que la de los demas procesos

arriba indicados (milisegundos frente a nanosegundos).
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CAPITULO 3: POLARIZACION DE LA FLUORESCENCIA.

3.1. INTRODUCCION.

Cuando un conjunto de moléculas distribuidas al azar es excitado con un haz de luz,
se crea una distribucidn orientacional no uniforme de los momentos de transicion de aquellas
moléculas que fueron excitadas. Esta anisotropia puede decaer en el tiempo por difusion
rotacional de las moléculas y entonces conducir a la despolarizacion de la radiacion emitida y
al mismo tiempo a un decaimiento del dicroismo inducido inicialmente. El estudio del
movimiento rotacional de moléculas en liquidos por despolarizacién de la fluorescencia, esta
limitado por la respuesta temporal de la fuente de excitacion o del sistema de deteccion
Utilizando técnicas laser de picosegundos es posible seguir la dinAmica rotacional en la
regién de tiempo de los subnanosegundos.

Perrin (1926) fue el primero en formular la relacién existente entre la despolarizacién
de la fluorescencia y el movimiento rotacional Browniano para una molécula esférica.
Usando la teoria de Perrin, junto con una extension de la teoria debida a Weber (1952), se
han realizado en el pasado numerosos experimentos para determinar tiempos medios de
relajacion rotacional. Estos se relacionan por las leyes hidrodinamicas con el volumen y con
la forma de las moléculas, permitiendo obtener informacion sobre la estructura y
conformacion de las mismas.

Para una molécula cuya difusion rotacional alrededor de cada uno de sus ejes
principales resulte considerablemente diferente, la descripcidon isotropica debe ser
reemplazada por un modelo anisotrépico de la rotacion. Perrin (1934) y Memming
estudiaron el movimiento rotacional de moléculas simétricas, y posteriormente Weber (1971)
y Tao, este ultimo usando el formalismo de las funciones de distribucion, obtuvieron la
formulacién para la difusibn de un rotor asimétrico. La expresion mas general para la
despolarizacion de la fluorescencia dependiente del tiempo, causada por difusion rotacional
anisotropica, que contiene como casos particulares a las anteriores, es aquella debida Chuang
y Eisenthal Existen diferencias entre las distintas expresiones, que surgen a partir de un
tratamiento no general del problema o por no usar las expresiones correctas para las
probabilidades de transicion [Tao]. Weber y Chuang coinciden en la expresidén para oblados.
Esta la dedujo primero Memming, que también obtuvo la expresiéon de los prolados. Tao y
Weber tienen la misma expresion para los oblados solo si la anisotropia en ausencia de
movimiento Browniano alcanza su valor teorico maximo (0 4).

La despolarizacion de la fluorescencia estudiada en estado estacionario presenta
algunos inconvenientes. Se podria citar por ejemplo, que el tiempo de decaimiento natural de

la fluorescencia debe ser conocido, y frecuentemente no estan determinados con precision.
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Es necesario alterar la viscosidad y/o la temperatura del medio, sin saber en algunos casos
los efectos que este cambio produce sobre la conformacion de la molécula. Los coeficientes
de difusion en general no pueden determinarse individualmente (sélo la media puede ser
determinada). Para evitar algunas de estas dificultades, lo mejor es seguir el proceso de
relajacion rotacional directamente midiendo el decaimiento de la fluorescencia polarizada
como funcion del tiempo. No obstante, su estudio en estado estacionario permite en ciertos
casos obtener informacion de interés a un propdsito dado. Particularmente ello es asi cuando

se tiene un unico coeficiente de difusion dominante en el proceso de decaimiento.

3.2. TEORIA DE LA DESPOLARIZACION DE LA FLUORESCENCIA.

Comenzaré analizando una molécula fluorescente cuyo dipolo de transicion es el
mismo para el proceso de absorcion y de emision. Sean (6,9) los angulos que definen la
orientacion de p respecto de un sistema de coordenadas fijos en el espacio X,Y,Z (ver figura
3.1). Asumamos que la luz de excitacion viaja en la direccion X, con polarizacion lineal en Z.
La muestra fluorescente esta en el origen de coordenadas y su fluorescencia es observada en
la direccion Y. Nuestro interés esta en determinar la componente de la fluorescencia
polarizada en la misma direccion que la excitacion (I,), y aquella en la direccion

perpendicular a esta ultima (1,).

Figura 3.1. X)Y,Z es el sistema de referencia usado para describir la geometria experimental.

X,y.,z es un sistema de ejes fijo a la molécula fluorescencte.
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La anisotropia de la fluorescencia se define como:

I, -1

z X

r=
I, +2I

Ahora bien, sea {(0,,t) la probabilidad de que el vector p esté orientado en (0,4) en

el instante t, y G(0,,4,,0,4,t) la funcion de evolucion de aquella probabilidad, esto es, la
probabilidad de que si p esta orientado en (0,,¢,) a t = 0, entonces estara orientado en (0,)

al tiempo t. A partir de estas definiciones, es claro que

n

£(0,0,t) = J dd, [ 5en0,d0,.1(0,,8,,t,).G(0,,$,H,0,1)

0

y 1(8,.0,) es la distribucion inicial de orientaciones de los momentos de transicion.
La ecuacion anterior también define a G como la funcién de Green de la ecuacion
diferencial que satisface f(0,¢,t).

La probabilidad de que una molécula con dipolo de transicién p absorba un foton

cuyo vector eléctrico esta polarizado en la direccion Z, es proporcional a |u - z" =u’  Luego

la distribuciodn inicial normalizada es:
. 3
f(0,,6,)=—-cos’0,
41
Expandiendo la funcién de Green G(0,,¢,,0,¢,t) en harmonicos esféricos resulta :

(0,,) = (1 2(Pa(1(0)- k() P(cos0)]

donde P, es el polinomio de Legendre de orden 2, y la funcion de correlacion,

(P((0)- (1)) = - [[ sen0d0a [ sen0,40,d¢, P2(11(0)- u(1))-£(0,,,)-G(0,,4,50,6, 1)
4n

Cuando la emision del dipolo oscilante p, orientado en (0,¢), es observada en la

direccion Y, la componente de esta emision en Z (componente paralela a la polarizacion de
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excitacion) y la componente en X (componente perpendicular) resultan ser proporcionales

respectivamente a:
n?=np*.cos’0 y n?=p’.sen’0.cos’ ¢
Sea P(t) la probabilidad de encontrar al estado fluorescente aun excitado en el

instante t. La contribucion a la intensidad de la emision total de los dipolos de transicion, con

esta orientacion particular, serd proporcional a

WPy lP(0)

Las intensidades totales se obtienen promediando sobre todas las orientaciones

posibles en el espacio. Luego,

I(t)= ” sen0d0dd. P(t).pn” cos” 0.1(0,b,1)

I (t)= ” sen0dOdd.P(t).u*sen’ Ocos® $.1(0,¢,t)

Usando la expresion hallada para f(0,$,t), el resultado de las integrales es como

sigue:

L(t)= B +%<P2(u(0).u(t)))}.P(t)

lx(t)—B——§<Pz(u(0).u<t))>].l’(t)

de donde la expresion para la anisotropia de la luminiscencia resulta,

r(t) :§<Pz(u(0)-u(t))>

Para hallar la dependencia explicita de la anisotropia con el tiempo, debemos buscar
la solucidén a la ecuacion de difusion, que ha de satisfacer la funcion de distribucion de
probabilidades (f).
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En el caso particular de la difusién rotacional de una esfera de volumen V en un

medio de viscosidad n, esta ecuacidn es:

O, _ o

. . o . KT
siendo D el coeficiente de difusion rotacional, dado por 6D = e
n

Resolviendo la ultima ecuacion en términos de las funciones de Green para la

distribucién de probabilidades, resulta:

2 -
r(t) = g-exp 6Dt

Para un rotor asimétrico, la ecuacion de difusidn puede ser escrita como [Favro]:

or (Q,t)

—H-f(Q,t
ot (€2,t)

estando el hamiltoniano dado por la siguiente expresion:

H=>1L,D, L

ij

L es el operador momento angular de la mecanica cuantica 'y D las componentes

del tensor de difusion. St se elige el sistema de coordenadas que diagonalice el tensor de

difusion, entonces el hamiltoniano resulta

H=>) DL}

Ahora Q en f(€,t) se refiere a la orientacion de un sistema de coordenadas fijo al
cuerpo en rotacion, respecto del sistema de coordenadas fijo en el espacio. Q puede
identificarse con los tres angulos de Euler que rotan el sistema fijo al cuerpo en el sistema del

laboratorio.

Una vez mas se busca resolver la nueva ecuacion de difusion por el método de las

funciones de Green.
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Q1) = mer(gzn) G032, £)dQe

[Haciendo uso de la analogia de este hamiltoniano con aquel operador de la mecanica
cuantica para un rotor asimétrico, la funcién de Green puede ser expandida en términos de

las autofunciones de este ultimo operador,

G(Q0;Q,t) =Dy, (L) vy, (Q) Exp(-E,t)

que cumplen con la condicion inicial:

G(Q050,0) =85(Q2, Q) =Dy, (L) -y, (Q)

Sean x,y,z, los ejes principales del tensor de difusion. Estos se pueden relacionar con
los ejes fijos en el sistema del laboratorio mediante la siguiente transformacion : X = R . x |
donde R es una matriz que realiza la rotacion.

Antes habiamos supuesto que los dipolos de absorcion y emision eran paralelos.
Consideremos ahora el caso mas general. Sean h; las projecciones del vector unitario del
dipolo de absorcion a lo largo de los ejes moleculares y g; las correspondientes componentes

del dipolo de emision. Entonces la probabilidad de que una molécula sea excitada es ahora,

P.ps. = ( DRz, + hyRz. + h,Rz, )

donde R;; es el elemento de la matriz de rotacion y dohi=1.

Las intensidades de emision con polarizacion paralela y perpendicular a la excitacion,

son proporcionales respectivamente a :
Plcm. = ( ngZx + gyRZy + glRZz )2

chm. = ( ngXx + gyRXy + ngXz )2

Las intensidades de emision, observadas en la direccion Y, con polarizacion paralela y

perpendicular son entonces:

II(():JQI” P()- (€, t)dQ

cm
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L(1)= | P, P(1)-F(Q,0dQ
Si la emision de las moléculas fluorescentes decae exponencialmente con un tiempo
de vida 1 , entonces P(t) = exp(-t/t). Luego, resolviendo las integrales (ver apéndice A) la

expresion general para la anisitropia puede ser escrita como sigue,

S
r(t)=> Ai.Exp[-ai.t]

i=1

donde ai’! son los tiempos de correlacion rotacional; y la anisotropia limite de la emision, r,
esta determinada por la suma de los factores preexponenciales Ai. Los ai contienen los

coeficientes de difusidon para la rotacidn relativa a los ejes inerciales.

La anisotropia de la polarizacion en estado estacionario se obtiene tomando el

promedio temporal sobre el decaimiento de la emision.

_ 1 5
L=—[1(0at
T 0

-1
L =—[1(t)dt
T

S ey R

Luego la expresion que resulta para la anisotropia en estado estacionario es,

5 "
< Z Ai
i=1

o 1+ai.t
donde 7 es el tiempo de vida del estado fluorescente.

Se tienen asi expresiones generales para la depolarizacion de la fluorescencia,
dependiente del tiempo y en estado estacionario. En la evolucion temporal de la anisotropia
aparecen cinco decaimientos exponenciales, sin contar el decaimiento propio de la
luminiscencia con t. Los resultados de Weber quedan contemplados como caso particular,
debido a que él asume un dipolo de absorcion sobre uno de los ejes moleculares. Este
claramente no es el caso mas general, dado que el dipolo puede en principio tener cualquier
direccion en el sistema molecular La expresion de Tao de la depolanzacion de la
luminiscencia, tiene errores debido a la proyeccion incorrecta del dipolo de absorcion a lo

largo de los ejes moleculares. La importancia de contar con la expresién correcta de la
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depolarizacion de la luminiscencia esta en el hecho de que las cantidades fisicas de interés,
los coeficientes de difusion rotacional (D,), son deducidos a partir de la anisotropia de la
fluorescencia observada experimentalmente. Estas expresiones son esenciales para obtener
informacion adicional acerca de las proyecciones de los dipolos de absorcion y de emision, a

lo largo de los ejes principales de difusion.

3.2.1. EXPRESIONES PARTICULARES DE LA ANISOTROPIA.

Analicemos ahora algunos casos de interés particular. Supongamos que la molécula
pueda ser modelada con un elipsoide oblado. Entonces la molécula posee un eje de simetria
perpendicular al plano que la contiene. El coeficiente de difusion rotacional para el
movimiento en el plano de la molécula (D,), sera diferente de los coeficientes de rotacion
alrededor de los ejes contenidos en dicho plano. Es evidente ademas, que la existencia de un
eje de simetria hace que los coeficientes de difusion ecuatoriales, perpendiculares a dicho eje,
sean indistinguibles. Asi se tendran dos unicas constantes de difusion, Dy y D, que estan
relacionadas por las leyes hidrodinamicas con los semiejes del elipsoide. Una simplificacion
adicional, bastante intuitiva también, consiste en suponer que el dipolo de transicion es
perpendicular al eje de simetria, vale decir que esta contenido en el plano molecular. En este
caso resulta para la anisotropia de la fluorescencia dependiente del tiempo, la siguiente

expresion,

r(t) = x;,.H—exp— (6D,)t+§exp~(2Ds +41)p)1}

Normalmente estos dos decaimientos exponenciales son muy similares [ver tabla II
ref. Tau], y entonces el decaimiento de la anisotropia puede describirse en forma aproximada
mediante una sola exponencial. Podemos mencionar a modo de ejemplo el caso del colorante
rose bengal [Spears], cuya forma molecular se modela con un elipsoide oblado de semiejes 2
y 7 A. La diferencia entre los coeficientes 6D, y (2D, + 4D,) es del orden del 15%. Este
colorante rota casi isotropicamente con un decaimienic que puede obtenerse haciendo el
promedio de aquellos dos coeficientes.

Un solo decaimiento exponencial es el que corresponde a una molécula esférica. De
todos los casos éste es el mas simple. Dado que la difusion es isotropica, el decaimiento de la

anisotropia puede estar caracterizado por una unica constante de difusion. La rotacion
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alrededor de un gje cualquiera tiene la misma constante de difusion. Luego en la expresion de

arriba D, = D, Asi para una molécula esférica,
r(t) =r,.exp-(6Dt)
y en estado estacionario,
S
F = —.J.expw(t/r).r(l).dt
T 0

%N 1-6D1
r

que es la bien conocida ecuacion de Perrin.

Es facil ver ademas que esta expresion es valida también para un elipsoide prolado
con el dipolo de transicion a lo largo de su eje mayor (eje de simetria molecular). Si z es este

eje, entonces h, = g, = d,, . Luego (ver apéndice A),

S=2d, +d,
U= (d, - .’
A=2/3

o =2/3

Reemplazando en la expresion de la anisotropia, resulta:

r(t) = 3/10.(2/3 + 2/3).exp-[2(3d,)Dt]
r(t) = 0.4 exp-(6D,t)

donde D, = D.d,

Como resultado de estos tres ejemplos que acabamos de ver, podemos concluir que
sin mas informacion, como puede ser el volumen del cuerpo en rotacion, una curva de
despolarizacion de la fluorescencia que sea solo una exponencial, no puede ser distinguida de
entre los siguientes casos: geometria esférica, geometria oblada o prolada con un volumen

mayor y una orientacion preferencial del dipolo de la transicion.
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3.2.2. ANISOTROPIA LIMITE.

En los ejemplos que acabo de considerar he supuesto que el dipolo de absorcién y el
de emision son colineales. En este caso particular es facil ver que el valor de la anisotropia
limite (r_), es 0.4.

Consideremos una molécula cuyo momento dipolar forma un angulo 0 con el vector
eléctrico de la radiacion incidente (fig. 3.1). La energia que entrega la radiacion al dipolo p
es proporcional al cos®0 ( la probabilidad de excitacion de la molécula es cos’d).

En ausencia de movimiento Browniano, con osciladores lineales ligados rigidamente

a las moléculas, las intensidades radiadas tendran componentes proporcionales a :

2 2
I, ~sen0.cos’d
I, ~ sen’®.sen’}

I, ~cos’0
dado que las componentes del dipolo no cambian por estar éste fijo en el espacio.

Si las moléculas estan distribuidas con orientaciones al azar dentro de la solucion, el

numero de moléculas excitadas con momento dipolar en la direccion (0,p) mas (dO,d¢) es:
cos’0.sen0.d0.d¢

Luego las intensidades totales observadas en la direccion Y con polarizaciéon en las

direcciones X y Z, seran:

n2n
I, = C.J J send.d0.d¢.cos™0.sen’0.cos’P
0

(

m2n
[ = CJJ send.d0.d¢.cos’0.cos’®
00

donde C es una constante.
Resolviendo las integrales se obtiene,

I,=C.1/15 e 1,=C3/15

Conlo cual, r_ =2/5.

? [}
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Este valor es dificil de encontrar en la practica, a causa de alguna despolarizacion que
resulta de factores externos tales como pueden ser tensiones en la matriz rigida que contiene
la muestra [Paladini]. Desplazamientos rapidos del dipolo de la transicion, alrededor de su
posicion media dentro de la molécula, podrian causar también una disminucion de la

anisotropia maxima que podemos observar [Perrin, 1929].

Supongamos ahora que el dipolo de absorcién y el de emisidén estan fijos en la
molécula, pero forman un angulo o entre si. La transferencia de activacion del primer dipolo
al de emision equivale a un desplazamiento angular medio de todas las posiciones
moleculares correspondientes a una misma direccion del dipolo de absorcion, alrededor de

aquella posicidon. Resulta asi,

3cos’ o —1
[, S
5

Dado que « puede variar entre 0 y /2, la anisotropia limite puede adoptar cualquier valor
entre:

-02<r, <04

o

IA

Resulta interesante observar también que st o = 54.74° la anisotropia en ausencia de
movimiento Browniano es cero; con lo cual las componentes con polarizacion paralela y
perpendicular de la emision, tienen la misma intensidad durante todo el proceso de
decaimiento radiativo de las moléculas.

Dependiendo del angulo que formen el dipolo de absorcion y el de emision, tal como
acabamos de ver, el valor r, puede resultar negativo. Un valor negativo de la anisotropia,
significa que la luminiscencia emitida perpendicularmente al vector eléctrico de la onda
incidente tiene su maximo de vibracion eléctrica en el plano perpendicular a este vector

eléctrico de excitacion.
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3.3. CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE DIFUSION ROTACIONAL.

Los coeficientes de difusion rotacional pueden ser evaluados acorde a las ecuaciones
hidrodinamicas de Perrin (1934). Estos coeficientes son funciones de la forma y tamafio de
la molécula luminiscente, como asi también de la viscosidad y temperatura del solvente. Sus
expresiones en el caso mas general se veran en la siguiente seccion (3.3.1). Para el caso

particular de elipsoides de revolucion, resulta :

_3-p-(p-9

Tl

_3-p-[(2p’—1)-5'~p]
ST a2t

donde p es el cociente entre el eje de revolucion y el eje ecuatorial, menor que uno para un
rotor oblado (con forma de disco) y mayor que uno para un rotor prolado (con forma de

vara). El parametro S' se define dependiendo del valor de p como sigue:

S'= \/%l: ln(p +4/p— l) p>1 (prolado)
p? -

1-p’
S' = ———-arctg| — p<l (oblado)

I
J1-p? P

Los tiempos de relajacion rotacional pueden ser entonces evaluados a partir de estos
dos coeficientes de difusion adimensionales. En la figura 3.2 se los ha representado como
funcion de p, para elipsoides prolados y oblados (p = 1 corresponde a la geometria esférica).
Puede verse claramente como para elipsoides prolados estos coeficientes se diferencian uno
de otro rapidamente al aumentar p, mientras que para un elipsoide oblado esta diferencia no

se hace tan importante.

37



107 100 10

Figura 3.2. Coeficientes de difusion rotacional (adimensionales) de un elipsoide simétrico.
d,es el coeficiente de difusion para la rotacion alrededor del eje de revolucion

del elipsoide y d_ el correspondiente al eje ecuatorial.

Dado que los colorantes son moléculas planas, puede resultar no ser una buena
aproximacién considerar elipsoides prolados para modelarlas. Debemos tratar entonces con
elipsoides asimétricos para simular la forma de las moléculas. Esto trae aparejado un
problema complejo, en el sentido de tener que evaluar los coeficientes de difusion rotacional
alrededor de cada eje del elipsoide. St bien ello ha sido llevado adelante por Perrin, usando la
aproximacion hidrodinamica de Stokes, la evaluacion de los mismos requiere resolver
ecuaciones elipticas, para las cuales, salvo en el caso particular de los elipsoides de
revolucion que acabamos de considerar, no existe solucion analitica. Asi, en la obtencion de
la expresion correspondiente a la anisotropia de un elipsoide asimétrico, deberemos primero
establecer los semiejes del elipsoide mediante un modelado acorde a la estructura de la
molécula y después evaluar numéricamente las integrales que permitan conocer los

coefictentes de difusion rotacional.
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33.1. COEFICIENTES DE DIFUSION ROTACIONAL PARA UN ELIPSOIDE
ASIMETRICO

Consideremos entonces ahora el caso mas general. Este ha sido tratado en primer
lugar por Edwardes y posteriormente, como ya fuera mencionado, por Perrin. Sean x,y,z, las
direcciones correspondientes a los tres ejes de simetria del elipsoide que representa a la
molécula; a,b,c, las longitudes de los semiejes en aquellas direcciones, respectivamente. El

coeficiente de difusion rotacional alrededor del eje i, es:
D,=kT/C;,
donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y C, es el coeficiente de

friccion para la rotacion alrededor del eje /. Estos coeficientes estan dados por las siguientes

expresiones [ Woessner],
C,=16mtnm.(b2+c2)/[3.(b2.Q+c2.R)],
Cy=16mm.(a+c?)/[3. (a2 P+c2 R)],
C,=16tn(a2+b2)/[3. (a2 P+b2 Q)],

donde n es la viscosidad del solvente a temperatura T, y P, Q y R son integrales elipticas de

la forma;

P = j’ [(a2+s) . (b2+s). (c2+s)]-12 ds,

Q= [ [(@+s) (P+s) . (+5)] 2 ds,

S ey 8

[(a2+s).(b2+s). (c2+s)}]-12 (s,

~
il
S — 3

Estas cantidades se relacionan de la siguiente manera:

P+Q+R=2/(ab.c) y a2P+b2Q+c2R=W
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donde W = j [(a2+s). (b2+s). (c2+s)]-12 ds.

0

Con el siguiente cambio de la variable de integracion, logramos adimensionalizar las

integrales, posibilitando asi su posterior evaluacion por métodos numéricos:
u=s/a? ds = a%.du

Ahora las tres integrales pueden volver a escribirse como sigue:

P:(a.b.c)-lf [(1+u) . (1+a2u). (1+B2.u)]""2 du,
Q=a/(b3.c).7 [(1+u). (1+a2u)d (1+p2.u)]""2 du,
Rza/(b.c3).7 [(T+u). (1+o2u). (1+B2 u)]-12 du,

donde o =a/b y B=alc.

Bajo las mismas condiciones, el coeficiente de difusion rotacional de una molécula
esférica con el mismo volumen que el elipsoide (V=4/3.tabc) es D=kT/6Vn .

Definiendo d, = D,/ D, puede verse facilmente que en términos de p, q y r;
donde

p=Pabc q=Q.b3c/a r=R.c3b/a

d,=[3.(q+r)]/[2.(x2+B2)],
d,=[3.(r+p)]/[2.1 +p2)],

d,=B.(p+tq)l/[2.(0 +a?)],
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Dados los semiejes del elipsoide, los coeficientes de difusion rotacional

adimensionales (d,) pueden ser obtenidos evaluando las integrales elipticas (p, q y r).

3.3.2. MODELOS HIDRODINAMICOS ( STICK - SLIP ).

En el calculo de los coeficientes de difusion rotacional alrededor de cada eje del
elipsoide, Perrin emplea las ecuaciones de Navier-Stokes. Usando la aproximacion hidro-
dinamica de Stokes calcula el torque que actua contra la rotacion de un cuerpo inmerso en
un fluido continuo. Se supone ademas que en la superficie del cuerpo, el fluido en contacto
con éste sigue solidariamente su movimiento y esta condicion de contorno soluto-solvente,
subyacente en el calculo de los coeficientes de friccidon, se conoce como condicion de
contorno stick.

Los coeficientes de difusion rotacional asi obtenidos, se corresponden muy bien con
aquellos hallados experimentalmente en el caso de moléculas grandes, tales como
macromoléculas biologicas (por ej. proteinas o polimeros). Pero para moléculas pequefias en
soluciones liquidas, los tiempos de relajacion rotacional que se determinan
experimentalmente resultan ser frecuentemente mucho mas pequefios que aquellos que son
calculados sobre la base de la condicién de contorno stick. En general, esta condicion es
valida para objetos grandes macroscopicamente. Cuando la misma se aplica a sistemas en los
que tanto el soluto como el solvente son de dimensiones moleculares, aparecen discrepancias
entre este modelo hidrodinamico y el experimento. En estos casos resulta mas apropiado el
uso de la condicion de contorno slip. De acuerdo con este modelo, la componente tangencial
del tensor de esfuerzos sobre la superficie del cuerpo en rotacion es nula, sin embargo algo
de fluido sera desplazado cuando el objeto rota (si su forma no es esférica) dado que el
fluido no puede penetrar ni abandonar la superficie del cuerpo (ver apéndice B). La
condicion de contorno slip marca una diferencia importante con stick para el movimiento
rotacional. Hu y Zwanzig fueron quienes introdujeron la condicion de contorno slip y
obtuvieron soluciones numéricas ( no hay una solucion exacta al problema de contorno slip )
para los coeficientes de friccion de distintos esferoides. Ellos resuelven la ecuacion de
Navier-Stokes para la distribucion de velocidades de un fluido viscoso, alrededor de un
esferoide (elipsoide prolado u oblado) que estd rotando uniformemente con una dada
velocidad angular, con condicion de contorno slip sobre la superficie del esferoide. Usando
esta distribucion de velocidades calcularon el torque hidrodinamico sobre el esferoide.

Posteriormente, Youngren y Acrivos dedujeron una aproximacion diferente para
obtener los valores numéricos de los coeficientes de friccion de elipsoides asimétricos,

rotando alrededor de sus ejes principales, bajo condicion de contorno slip. Sus resultados
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contemplan como caso particular el de Hu y Zwanzig, si bien un error en la presentacion de
los mismos (tabla 1, ref Youngren) podria causar una mala interpretacion de medidas
experimentales. En la tabla se dice que son presentados los coeficientes de friccion
adimensionales, cuando en realidad son indicados a menos de un factor V/ i, donde V es el
volumen del elipsoide. Este error fue también notado por Sension y Hochstrasser, y los

resultados corregidos se muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Coeficientes de friccion adimensionales (¢ ), con condicion slip. a y b son las
longitudes de los semiejes del elipsoide en las direcciones y y z respectivamente. kn x la

longitud del semieje tiene valor uno.

bla 10 09 08 07 06 0.5 0.4 03 02
0.00
1.0 0.00
0.00
0.04 0.00
0.9 0.04 0.05
0.00 0.05
019 0.05 0.00 ¢y
08 0.19 020 0.20 g,
0.00 0.04 0.20 c,
0.47 023 0.07 0.00
07 047 049 051 0.54
0.00 0.05 0.21 0.54
0.96 0.57 0.28 0.09 0.00
06 0.96 099 1.02 1.07 113
0.00 006 023 057 113
177 122 075 036 0.10 0.00
0.5 1.77 1.80 1.86 1.95 2.00 225
0.00 0.07 0.26 0.62 125 225
313 242 169 1.04 0.53 0.15 0.00
04 313 319 326 338 353 379 417
0.00 0.06 028 067 141 248 417
545 444 344 246 1.58 085 0.25 0.00
03 5.45 5.56 5.69 5.89 6.21 660 719 8.17
0.00 0.08 031 075 1.58 2 80 4.81 8.17
10.1 8.54 7.03 552 413 2.70 1.50 0.50 0.00
02 10.1 10.4 10.7 110 16 123 134 152 18.6
0.00 0.13 037 091 .88 345 5.91 10.0 18.6



En la tabla aparecen tabulados los coeficientes de friccion adimensionales ( £, = 6/d. )
para los elipsoides x> 4 y>/a> + z2/b> =1 | rotando alrededor de cada uno de sus ejes
principales. Los resultados que aparecen en la columna de la izquierda y a lo largo de la
diagonal concuerdan muy bien con las soluciones dadas por Hu y Zwanzig para esferoides
oblados y prolados respectivamente.

Los coeficientes principales de difusion rotacional de elipsoides asimétricos pueden
entonces ser obtenidos en cualquiera de las dos aproximaciones hidrodinamicas al problema
de condiciones de contorno (stick-slip). Con estos coeficientes y conociendo la orientacion,
respecto de los ejes de simetria molecular, de los dipolos de transicion para absorcion y
emision, se construye la expresion particular para la anisotropia de la fluorescencia de la

molécula de colorante bajo estudio.
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CAPITULO 4. CARACTERIZACION FOTOFiSICA DE LAS CIANINAS
ESTUDIADAS.

4.1. INTRODUCCION.

Es bien sabido que la excitacion con luz de muchas cianinas normalmente produce
una especie nueva. Esta especie transiente, denominada fotoisémero P, relaja en forma casi
reversible a la forma normal, N. Los tiempos de vida medidos de distintos fotoisémeros en
su estado fundamental, cubren varios ordenes de magnitud. Se han hallado fotoisémeros de
vida corta, del orden de los nanosegundos, hasta aquellos con tiempos de vida del
microsegundo o milisegundo [Tocho]. Para cada compuesto, los tiempos de vida y otros
parametros espectroscdpicos, dependen fuertemente de la temperatura y de las propiedades
del solvente.

La formacion de especies fotoisoméricas ha sido demostrada a través de extensos
estudios experimentales. Entre otras técnicas se usaron, flash fotolisis [Dempster],
fluorescencia [Arthurs (1973), Scaffardi], absorcion transiente [Knudtson] y espectroscopia
de picosegundos resuelta en tiempo [Sundstrom, Sibbett]. A pesar de la gran cantidad de
trabajo realizado, la informacién disponible para modelar estos sistemas esta reducida a la
isomerizacion N-—>P, a través del primer estado singlete excitado de la forma normal, S}';
mientras que la retroisomerizacién P->N es s6lo considerada arrancando desde el estado
fundamental de la especie transiente, S; Resulla escasa la informacion disponible sobre
eficiencia cuéntica de fotoisomerizacién de muchas de cianinas. Las propiedades de S, el
primer estado excitado de P, y su participacion en el proceso de retroisomerizacion han sido
aun menos estudiadas. Mas adelante se vera como la irradiacion con alta fluencia, usando
laseres pulsados o continuos, permite obtener una poblacion relativamente alta de Py
analizar sus propiedades opticas. Como senalara Momicchiol, la existencia de modelos
teoricos dando cuenta de la fotoisomerizacidn parecen estar menos desarrollados. Rulliere,
siguiendo el modelo propuesto por Orlandi y Siebrand para la fotoisomerizacion del
estilbeno, fue el primero en sugerir una curva de energia potencial para describir la
isomerizacion del DODCI. Desde el estado excitado S;' la molécula cae por relajacion
activada a un estado twisted, desde el cual el decaimiento continua muy rapidamente al
estado fundamental, ya sea de la forma normal o del fotoisdomero. El estado intermedio tiene
un tiempo de vida demasiado corto para ser detectado directamente. Para explicar la
isomerizacion de los colorantes tri y pentametino, Dietz por su parte sugiere un modelo que
incluye la existencia de un minimo adicional en la superficie S,, producido en principio por

la inclusidn de efectos de solvatacidn en los calculos.
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4.2. DESCRIPCION DEL MODELO CINETICO.

Uno de los problemas que afectan el desarrollo de un modelo completo, es que en
general existe muy poca informacion acerca de las propiedades de los fotoisomeros. A los
efectos de analizar en detalle la dinamica de isomerizacion de las cianinas estudiadas,
haremos una descripcion completa del modelo usado para representar los procesos que
tienen lugar cuando estas moléculas son irradiadas. La figura 4.1 muestra un esquema
simplificado de niveles de energia con conexiones entre isomeros, que se corresponde con el
modelo desarrollado por Rulliére, basado en la existencia de dos formas isoméricas: normal
(N) y fotoisomero (P).
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Figura 4.1

Cuando la luz es absorbida por el fotoisbmero, la vuelta de P—+N comienza en el
nivel S| y puede terminar en S} sin pasar por el nivel S. Este canal de relajacion
competiria con el mecanismo de vuelta desde el estado fundamental S| antes mencionado.
Este modelo ha sido aplicado en el tratamiento de la dinamica de fotoisomerizacion de las
diferentes cianinas. El mismo es bastante general e independiente de la estructura estérica
real de los isomeros. Si todas las constantes de velocidad involucradas en el proceso son
conocidas, el sistema puede ser modelado facilmente. Con la notacion de la figura 4.1, la
poblacion de los cuatro niveles involucrados puede ser calculada a partir de las ecuaciones

dadas en la siguiente seccion.



42.1. ECUACIONES DE BALANCE DE LAS POBLACIONES.

Resolviendo este sistema de ecuaciones, se puede evaluar la distribucién de la
poblacion de cada nivel en funcién de la fluencia de excitacidn. Esto permitira ajustar
simultaneamente los resultados obtenidos en absorcidn y fluorescencia al variar dicho
parametro. En condiciones de equilibrio fotoestacionario, la poblacion de todos los niveles
involucrados puede ser obtenida en forma exacta. Para excitacién pulsada, con diferentes
formas de pulso, las poblaciones pueden ser seguidas resolviendo las ecuaciones con
métodos numéricos. Si N, , N, , P, y P, son las poblaciones de los estados fundamental y

excitado de las especies normal y fotoisomérica, respectivamente, entonces:

I, )Ny 1y ) 5N, 0B KR, e
ﬂL:;‘ N() _(,c&l ’l"W)-NI

dt

@.1)

dp )

at =B-a-k, (g +w)P,

) )
d:to =T Ny H(1=0py) -1, - P = (B-a + K+ w)-P,

C

N =N, + N, + P, + P, se relaciona directamente con la concentracion de la
muestra. B = o, / oy, siendo o, y oy las secciones transversales de absorcion de las
especies P y N respectivamente. B depende de la longitud de onda de excitacion. a = Loy
(1/s) es la velocidad de absorcion de la luz desde el estado fundamental S}, suponiendo una
absorbancia baja de tal manera que la intensidad absorbida pueda considerarse proporcional
a la primera, donde I (fot/(cm?.s)) es la fluencia de fotones de excitacion. w es la velocidad
con que se renueva la muestra dentro del volumen irradiado, por circulacion de la solucion.
K es la velocidad del proceso P,—>N, (desactivacion térmica). T, y t; son los tiempos de
vida de los estados excitados de las especies normal y fotoisomérica respectivamente. ¢yp y
¢pn son las eficiencias cuanticas de los procesos de isomerizacidn y retroisomerizacion

respectivamente.
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La poblacion térmica del fotoisomero desde el nivel fundamental de la especie
normal fue ignorada. Esta aproximacion necesita ser justificada en términos de la diferencia
de energia entre los estados fundamentales de ambos isomeros (contenido energético del
fotoisomero) y es valida para todos los colorantes estudiados en este trabajo. Las
ecuaciones completas son desarrolladas por Baumler y Penzkofer (1990, #142).

Si en el conjunto de Ec.(4.1) suponemos que la velocidad de desactivacion debida a
la circulacion del flujo (w) es despreciable frente a los demas procesos cinéticos que tienen

lugar, el numero total de moléculas es aproximadamente igual a:
N=~N, +P,

donde hemos despreciado la poblacion de los estados excitados respecto de las poblaciones
de los estados fundamentales, que en condiciones de equilibrio dependen de los tiempos de
vida de cada nivel. La vida media de los estados fundamentales es 107-10° veces mayor que
la de los estados excitados.

En estado estacionario, cuando el sistema fotocrémico se halla en equilibrio con la
radiacion continua de la excitacion, las poblaciones de los cuatro niveles involucrados en el
modelo pueden ser obtenidas a partir de las ecuaciones ya mencionadas. Despreciando la
despoblacion de S y S| por circulacion de la solucion (w << 1t , t,'), la fraccion de

poblacion del estado fundamental de P puede ser expresada como sigue:

P 1
Xp=—r= (4.2)

(l+p-l})-(1+‘?s)

a

donde :

G K+w
P=- y a, =
¢NI’ d’Nl"(l'}‘p'B)

p es el cociente de las eficiencias cuanticas del cruce entre las especies (desde el
primer singlete excitado, al estado fundamental de la otra especie). La fluencia de saturacion
(a,) es la necesaria para lograr la mitad de la poblacion maxima que puede alcanzar el
fotoisomero. Si la intensidad de excitacion es suficientemente alta ( a >> a_ ), la ecuacion

(4.2) se reduce a :

1

Xp = ———— 43
: I+p-B (43)
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Bajo esta condicidén de excitacion, Hamada saturacion, la poblacion de S('; depende de la
longitud de onda de excitacion, como resultado de la dependencia de B con este parametro,
y es independiente de la fluencia de excitacion. En esta condicion el analisis de los

resultados se simplifica.

43 TECNICAS UTILIZADAS EN LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS
CINETICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE LOS COLORANTES

La fotofisica de las cianinas ha sido estudiada intensivamente mediante la
espectroscopia de absorcidn y emision. Como ejemplo se puede mencionar la
fotoisomerizacion del DODCI, analizada usando diferentes fuentes laser con fluencias de
excitacion muy altas [Mialocq, Shank]. En el caso de colorantes con fotoisbmeros que
tienen un tiempo de vida relativamente largo en su estado fundamental, como es el caso del
DODCI, se pueden usar laseres continuos para producir el fotoequilibrio entre las
poblaciones de las especies N y P. La poblacion P, obtenida por este método permite
estudiar las propiedades 6pticas de P y sus conexiones cinéticas con la fotoisomerizacion.
Los colorantes con especies transientes de vida corta, no pueden ser estudiados con

excitacion continua y resulta necesario el empleo de laseres pulsados de alta potencia.

43.1. TECNICAS DE ABSORCION.

La espectroscopia laser de absorcion resulta ser una técnica muy sensible para el
monitoreo de bajas concentraciones de especies conocidas o para caracterizar especies
desconocidas. El fotoequilibrio de las formas fotoisoméricas esta relacionado con la fluencia
de excitacion y con los parametros cinéticos del sistema. Esta relacion puede ser analizada a
través de medidas de absorcion, usando el modelo de isomerizacion presentado en la
seccion anterior junto con las ecuaciones que alli aparecen.

Cuando los espectros de absorcion de las distintas especies se hallan muy
superpuestos, la obtencion de informacion acerca del fotoisomero se vuelve dificultosa. En
estos casos se debe emplear una técnica de absorcidén con doble excitaciéon (pump and
probe). Basicamente el método consiste en el empleo de una configuracion diferencial, que
permite seguir ¢l cambio en la absorbancia de la muestra a través de un haz de prueba

incidente, en funcion de la fluencia del haz de excitacion. Como el bombeo es modulado, la
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absorbancia del haz de prueba sera diferente dependiendo de si la excitacion primaria esta
presente o no. La reproducibilidad de los resultados experimentales puede mejorarse con

deteccion sincronica y velocidades altas de muestreo.

El haz modulado de un laser de intensidad I, incide sobre la muestra generando
una poblacion fotoestacionaria P. La variacion de la absorcion es monitoreada por un haz
de prueba continuo, de intensidad I << 1__ . Utilizando haces polarizados perpendicular-
mente entre si, es posible mediante un arreglo adecuado de polarizadores, detectar la sefial
transmitida de cada haz por separado. Esto es, detectar separadamente el haz de prueba y el
de excitacion.

Los coeficientes de absorcion son obtenidos midiendo la intensidad transmitida del
haz de prueba, con y sin excitacion (bombeo). Usando la ley de Lambert-Beer para

relacionar la intensidad transmitida con la incidente, resulta para el coeficiente de absorcion,

o, =—-In| — sin excitacion

(4.4)

oy =—-In| — con excitacion

donde 7/ es la longitud del camino recorrido por el haz dentro de la muestra. 1 es la
intensidad del haz incidente. I e I son las intensidades transmitidas en cada caso.

Los coeficientes de absorcion se relacionan con las secciones eficaces de absorcion
de los estados fundamentales de N y P. Cuando la excitacion esta encendida las poblaciones
de las dos especies absorben, y solo la especie normal estara presente cuando no haya

excitacion. Entonces los coeficientes de absorcion pueden ser expresados como sigue:

(4.5)

donde o, y o, son las secciones eficaces de absorcion de las especies N y P
respectivamente, en la longitud de onda de la prueba. A partir de las tltimas ecuaciones

podemos escribir la siguiente relacion:
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T s —(B-1)-x, (4.6)
ao

y utilizando la expresion hallada anteriormente para x,,, resulta:

a, _1+p-BJr K+w 1

a, -, B-1 (B-1)-¢y a

(4.7)

Esta representa una linea recta cuando es graficada como funcién de 1/a # . A partir
de esta representacion, la excitacion en diferentes longitudes de onda permite obtener los
valores de p, B y ¢, , siempre que (K+w) , la velocidad de desactivacién de S; sea
conocida. Como se vera mas adelante, este Gltimo valor puede determinarse a partir de la

modulacion resuelta en tiempo de la sefial de absorcion (figura 4.16).

4.3.2. TECNICAS DE FLUORESCENCIA.

Las propiedades fluorescentes de las cianinas son particularmente importantes para
entender el comportamiento fotofisico del estado singlete excitado de estas moléculas. La
emision fotoisomérica aparece en los casos mas favorables, como un cambio en la
distribucion espectral de la emision de las especies normales, cuando se varia la fluencia
de excitacién, o algin otro parametro como puede ser la temperatura. Pero en el caso
general, la presencia del fotoisomero sélo puede ser detectada a través del cambio en la
intensidad de la fluorescencia toda (no se observa ningiin cambio en la distribucion espectral
de la fluorescencia). Medidas confiables del espectro de fluorescencia, la eficiencia cuantica
de fluorescencia y el tiempo de vida del estado excitado de las especies fotoisoméricas,
requieren el uso de técnicas muy sensibles y un analisis cuidadoso del sistema.

En el caso del DODCI [Scaffardi] se ve claramente que el maximo de emisiéon de su
fotoisémero se presenta en una longitud de onda diferente de aquella correspondiente a su
especie normal. Para moléculas con espectros de absorcidn de sus especies que no se hallen
fuertemente superpuestos, se puede utilizar una técnica de fluorescencia particularmente
apropiada para tratar estos casos. Al igual que la técnica de absorcion antes mencionada,

esta se basa en la excitacion simultanea de la muestra con dos haces, uno continuo y otro

# Esta propiedad es particularmente importante para detectar si alguna otra especie interviene en los
procesos absorbiendo radiacion [Vaveliuk, 1996].
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pulsado. El laser continuo, sintonizado en la longitud de onda de absorcion de S;, produce
una poblacion estacionaria P, , mientras que el segundo laser (pulsado) prueba esta
poblacion en la longitud de onda donde la absorcion de N puede ser despreciada. La
fluorescencia transiente viene de P, pudiendo separarse de la emision de N. Las medidas se
realizan con fluencias de bombeo suficientemente altas, tal que las poblaciones en
fotoequilibrio de todos los niveles involucrados llegan a ser independientes del valor de
excitacion (saturacion). Medidas de fluorescencia con diferentes fluencias de excitacion,
permiten obtener el cociente entre la eficiencia cuantica de fluorescencia de la especie

fotoisomérica y aquella de la especie normal.

Cuando los espectros de emision de las especies isoméricas estan fuertemente
solapados, la determinacion de los parametros cinéticos y espectroscopicos resulta mas
dificultosa. En estos casos la fluorescencia en cualquier longitud de onda resulta de ambas

especies y la intensidad total de fluorescencia debe ser escrita como sigue,
I, =¢)-a-N, +¢;-a-B-P, (4.8)

Dividiendo ambos miembros por ¢f-N-a , usando la condicion N = N, + P, y la

expresion hallada para x,, , la ecuacion anterior puede volver a escribirse como:

L _clia[® .8 1).
——C [14(“ B 1) x,,] (4.9)

y expresando en forma explicita 1;/a como funcion de a :

I _ o \1+G-alay) (4.10)

e

a (lfl—a/as)

donde C es una constante instrumental, G=(p+f)/(p+1UB) y (=6 /¢}
( p y B como fueron definidas antes ).

Cuando la intensidad de fluorescencia dividida la intensidad de excitacion es
graficada en funcion de esta ultima, la ecuacion (4.10) puede ser usada para ajustar los
datos experimentales. Esta contiene tres parametros de ajuste: C, G y ag . C depende de
factores tales como sensibilidad del fotomultiplicador, longitud de onda, geometria usada en

el arreglo experimental, concentracion del colorante; y no brinda informacion util. ag
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obtenida a partir de las medidas de fluorescencia tiene menos precision que cuando se
obtiene de las medidas de absorcion. La informacion mas til esta contenida en el factor G,
el valor limite de I,/ C.a cuando a es mucho mayor que a; . Teniendo p y B de las medidas
de absorcion, G permite obtener f =4¢, /¢; , la relacion de eficiencias cuanticas de

fluorescencia.

4 4 RESULTADOS DE LA APLICACION DE ESTAS TECNICAS.

Las técnicas desarrolladas, basadas en estudios de absorcion y de fluorescencia en
condiciones de equilibrio fotoestacionario, se utilizaron en la determinacion de los
parametros fotofisicos de aquellas cianinas fotoisomerizables, que resultaron de interés al
propésito de conocer sus conformaciones isoméricas en solucién. Se busco estudiar
particularmente, el estado excitado de los fotoisdbmeros y sus procesos de decaimiento;
informacion ésta que resulta indispensable a la hora de discernir el comportamiento
rotacional de estas especies. Técnicas tales como fluorescencia saturada, fluorescencia por
doble excitacion y absorcion e¢n funcion de la temperatura fucron aplicadas al caso
especifico del DODCI, permitiendo obtener la eficiencia de fluorescencia y el tiempo de
vida de su fotoisomero, en funcion de la temperatura. Se determin6 también la energia de
activacion y el factor pre-exponecial de los procesos de decaimiento no-radiativo y se
registro el espectro de fluorescencia de la forma isomérica transiente, libre de la emision de
la especie normal. Esto constituyd un hecho particularmente importante porque permitio
posteriormente estudiar en forma separada del resto, la anisotropia de la fluorescencia de
esta especie.

Comenzaré describiendo los resultados de la aplicacién de todas estas técnicas al
caso del DODCI y luego continuaré con los resultados obtenidos para las tres restantes
cianinas estudiadas, en las que el fuerte solapamiento que presentan las secciones eficaces
de absorcion y fluorescencia de ambas especies isoméricas dificulta analizarlas

separadamente.

441 DODCIL

Las medidas se llevaron a cabo utilizando colorante de grado laser, Eastman Kodak,

en solucion de etanol absoluto, de grado analitico. Para la deteccion en los cambios de la
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absorbancia y deteccion de la emision fluorescente, se ha empleado una solucion del
colorante en etanol de baja concentracion (2-10 x 10 M), para evitar efectos de
reabsorcion y formacidn de agregados, asegurando una concentracion homogénea de todas
las especies dentro de la celda. Mediante la accion de una pequefia bomba la solucion se
hizo circular a velocidad constante, desde un reservorio ubicado en un bafio termostatizado
hasta la celda de cuarzo ( una cubeta standard de fluorescencia, con forma de paralele-
pipedo y seccion transversal cuadrada, de dimensiones 1x1x4 cm ). La celda se ubico en un
portacelda adecuado, con ventanas que permitieron al mismo tiempo la excitacion del
compuesto, la observacion de los cambios en la absorcion y la deteccion de la fluorescencia.
La temperatura fue medida en la celda, con un error de +0.2°C, mediante el empleo de una
termocupla de Cu-constantan. En el rango de temperaturas estudiado, de 0 a 55°C, se
supuso una dependencia de la viscosidad con la temperatura de tipo Arrhenius. (En la ultima
pagina del apéndice C, se indican los parametros usados). La velocidad con que se removid
la muestra de la zona iluminada por circulacion de la solucion, w, esta relacionada con la
velocidad del flujo en la celda, v, y el diametro de la zona irradiada, d. Después de medir la

velocidad del flujo, w = v/d fue estimada en ~ 10* 1/s.
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: = p
[
5 DH, | ASER CONTINUO

CELDA

Figura 4.2

Las medidas de absorcion y fluorescencia se realizaron utilizando el esquema

experimental mostrado en la figura (4.2). Para la fluorescencia, se enfocd sobre la celda un



laser de colorante modelo Spectra Physics 375 (Rodamina 6G) bombeado por un laser de
argdn o el mismo laser de Ar modelo Spectra Physics SP 165. Simultadneamente, un laser de
colorante bombeado por una lampara de flash (Chromatix CMX-4, ancho del pulso = | s,
energia pico = 1 mJ, velocidad de repeticion = 5Hz) se alineé en sentido opuesto con
respecto al laser continuo y se focalizd con la lente L2, sobre la misma region espacial de la
celda que iluminara el primer haz. La fluorescencia pulsada fue detectada
perpendicularmente a la direccion de excitacion. La polarizacion de los dos haces laser,
pulsado y continuo, era perpendicular al plano definido por las direcciones de incidencia de
los haces de excitacion y de observacion de la fluorescencia. La fluorescencia fue focalizada
a través de un sistema de lentes, L3 y L4, sobre la rendija de un espectrometro de barrido
(Jarrell Ash 82-025), con montaje Ebert y 50 cm de distancia focal. Entre las lentes se
colocd un polarizador orientado en angulo "magico", para eliminar los efectos sobre la
fluorescencia de la difusion rotacional, efectos que pueden ser distintos para las diferentes
especies de un mismo compuesto. La respuesta del sistema monocromador-
fotomultiplicador difiere significativamente para polarizacion paralela o perpendicular a la
ranura del monocromador. El sistema fue calibrado usando una lampara patréon de
tungsteno. El espectro de la lampara (a) y las sefales registradas por el sistema para
polarizacion paralela (b) y perpendicular (¢) a la ranura, son mostrados en la figura (4.3).
Para poder corregir los espectros un segundo polarizador se colocod delante del
monocromador, con su linea de transmision vertical debido a la dependencia mas suave del
sistema de deteccidn para la polarizacidn paralela a la ranura, (Fig. 4.3b). La emision se
detecté usando un fotomultiplicador multialcalino Hamamatsu R-446, adosado a la salida

del espectrometro.

Para las medidas de absorcion, en lugar del laser de colorante pulsado, se usd un
laser continuo de He-Ne de baja potencia (linea a trazos en la Fig. 4.2). Con un fotodiodo
(Spectra Physics, modelo 404) se midi6 la potencia del laser de He-Ne transmitida a través
de la celda con (I,) y sin (I;) excitacién del haz de bombeo. Por las caracteristicas de

absorcion de una y otra especie del DODCI, el coeficiente de absorcion calculado como

a, = In(X/1,) se relaciona con P, por la siguiente igualdad:
o, =0,-P -1/ (4.11)

donde ! es la longitud de la celda y 6, es la seccion transversal de absorcion del fotoisdbmero
en A = 6328 nm La intensidad absorbida por la especie normal es despreciable en esta

longitud de onda. Las senales de absorcion y de {luorescencia se procesaron mediante el
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empleo de un integrador Boxcar (EG & G PAR 162-163) y fueron presentadas en un

grafico Y-t.
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Figura 4.3. Calibracion del sistema de deteccion. (a) Iispectro de la lampara patron, (b) respuesta
del sistema para polarizacion paralela y (c) respuesta para polarizacion

perpendicular.

En lo que sigue se muestran los distintos resultados obtenidos en el estudio de este

colorante.
e« DETERMINACION DE LA POBLACION P, EN FUNCION DE LA TEMPERATURA.

Excitando con el laser de colorante en forma continua y con alta fluencia en 570 nm,
se logrd poblar significativamente el estado fundamental del fotoisomero a partir de la
especie normal y del pasaje S)'—S;  La poblacion transferida a S| es seguida por el cambio
en la transmision del laser de He-Ne, que prueba esta poblacion en su zona de absorcion

(ver Fig. 5.7). El haz del primer laser fue modulado para obtener la diferencia entre las
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intensidades transmitidas con y sin poblacion inducida. La figura 4.4 muestra la poblacion
del fotoisomero, nomalizada con su valor a temperatura ambiente, para distintas temperatu-

ras entre 0 y 55°C. En la determinacion de esta poblacién se us6 la Eq. (4.11).

1.5
£ 1.0 |- O COOATOAO0MT,
a %%
£ o5}
o

00 | l | | |

270 280 290 300 310 320 330
TEMPERATURA (K)

Figura 4.4. Variacién de la poblacion del fotoisomero con la temperatura.

e POBLACION P, EN REGIMEN ESTACIONARIO, BAJO CONDICION DE
SATURACION.

La saturacion puede ser definida como la condicion para la cual la absorcion de P es
independiente de la fluencia de bombeo. Bajo esta condicion, el coeficiente de absorcion de
esta especie (a,) se midio en distintas longitudes de onda de excitacion con el fin de obtener
la dependencia de P con este pardmetro. En la figura 4.5a se muestran los valores de «,,
normalizados al valor obtenido con el bombeo en el punto isosbéstico (B = 1). Para DODCI
este punto corresponde a A, , = 600 nm.

Los valores experimentales pueden ser ajustados con una expresién que resulta de

combinar las ecuaciones (4.3)y (4.11).

a,(M) R 1ep
al’(xo) Po()"o) I+p-B

(4.12)
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El mejor ajuste se obtuvo con p = 0.36 + 0.06 . B fue calculado a partir de los valores de &
obtenidos del trabajo de Bilmes (1988). El buen ajuste de todos los datos respalda la
independencia de p con la longitud de onda de bombeo. Usando la Eq.(4.3), con el valor de
p hallado, podemos obtener la poblacion P, . En la figura 4.5b puede verse como en la
condicion de saturacion casi todas las moléculas son convertidas de N a P para A < 580 nm
(B < 1), mientras que para A > 600 nm ( B > 1| ) la retroisomerizacion es un canal efectivo

para volver de P a N.

a(h) / o)
P,(») /N

0 | | | 1 | | 0
480 500 520 540 560 580 600 620

Longitud de onda de excitacion (nm)

Figura 4.5. Los circulos corresponden a valores relativos del coeficiente de absorcion del
Jotoisomero. Iin linea continua (a) se muestra el ajuste obtenido usando la Iq. (4.12). La linea

a trazos (b) representa la fraccion de poblacion del fotoisomero en su estado fundamental.

o DETERMINACION DEL ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DEL FOTOISOMERO A
TEMPERATURA AMBIENTE.

La excitacion en forma continua de la muestra con alta fluencia ( I, = 300 W/cm?® )
en 580 nm, transfiere aproximadamente todas las moléculas a P,,. Dado que la absorcion del
fotoisomero en esta longitud de onda es pequefia, el espectro de emision fluorescente
obtenido sélo corresponde a la especie normal. Excitando luego en forma pulsada en 640
nm, al ser 6, .P, >> o, N, para esta longitud de onda, se logra poblar S|, resultando posible

obtener el espectro de fluorescencia del fotoisomero, detectando la sefial pulsada.
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La figura 4.6 muestra la sefial fluorescente pulsada que se obtiene con esta técnica
de doble excitacion. El espectro mas pequefio (4.6b) corresponde a la sefial obtenida sin la
excitacion del laser continuo. La fluorescencia desde S que aparece cuando el bombeo esta
encendido, genera una sefial continua que es filtrada por la baja impedancia del sistema de
deteccion ( 50 € ). La flecha en la figura indica la posicion del maximo de emision de la
especie normal. El pico producido por scattering del haz de prueba pulsado puede ser

obtenido usando solvente puro en la celda y luego restado con el fin de corregir el espectro.
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Figura 4.6. Ispectro de fluorescencia del fotoisomero del DODCI.
(a) Espectro obtenido usando la técnica de doble excitacion.

(b) Espectro de emision que resulta de usar sdlo la excitacion pulsada.

Para obtener la eficiencia cuantica de fluorescencia de la forma fotoisomérica del
DODCI, la emision de esta especie tue comparada con la emision de la especie normal del

DTDCI, seleccionado por sus similares propiedades de absorcion-emision. La muestra con
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DODCI fue cambiada por una conteniendo el nuevo colorante, se quitdé la excitacion
continua, y se uso la misma excitacion pulsada de baja energia. El cociente de las emisiones
que se obtuvieron (areas bajo las curvas de fluorescencia) fue 0.254. Usando para DTDCI,
¢; = 036 + 0.05 [Bilmes, 1989], el valor absoluto para la eficiencia cuantica de
fluorescencia de P se calculé en ¢; (DODCI) = 0.09 + 0.02 . Si bien ¢; resulta ser mas alto

que el valor 0.06 + 0.02 dado por Bilmes (1988) para esta misma especie, estos dos valores
son compatibles dentro del error experimental. Con el espectro de absorcion del isomero P
tomado de la ultima referencia y usando la formula de Strickler y Berg, el tiempo de vida

radiativo de esta especie fue calculado en, t,= 4.0 ns.
o ANALISIS DE LA CONVERSION DIRECTA S; —S;".

La posibilidad de la conversion directa S} —S" [Arthurs (1973), Béaumler (1990,
#140)] puede ser discutida usando los espectros de emision mostrados en la figura 4.6. La
poblacion N, alcanzada puede ser analizada en términos de los siguientes procesos:
absorcion directa por S, o absorcion por S} seguida por el pasaje desde S} a S)'. La
velocidad de transferencia de poblacién en el ultimo caso resulta en un maximo. Este hecho
es debido a la baja poblacion de S)' y al pequefio coeficiente de absorcion de la especie
normal en la longitud de onda correspondiente a la excitacion pulsada. Vale decir entonces

que S, solo es poblado a través del pasaje S} —S,". En este caso,
—t =k -P,——L=0 > N,=kp 1P (4.13)
donde las condiciones estacionarias para N,y P, son validas, dado que la duracion del pulso

es mucho mayor que los tiempos de vida de los estados excitados. El cociente de las

emisiones {luorescentes provenientes de S,y S| es estimado de,

NI'E()‘N)

Ay) Ty hy o 0N C ()

i(r,)  P-EQ,) b P d)pN:I(M)E?— (4.14)
Tp-Ap

donde A y A, corresponden a los maximos de emision de cada especie y E(A) es la forma
de linea de los espectros de emision, los cuales se asumen iguales para las dos especies.

Tomando el cociente de intensidades como 0.01 y el cociente de eficiencias como 0.225

59



(¢ = 0.4 [Rulliere] y ¢ = 0.09, de la seccion anterior ), resulta ¢, < 2.25 107, un valor

que puede ser despreciado en relacion a ¢,

El proceso directo es mas dificil de estimar. Una sobreestimacion limite puede ser
obtenida suponiendo un modelo de dos valles para la superficie de energia potencial S,,

desestimando la existencia del estado twisted. En este caso,

ki, = ki -exp(AE/KT) (4.15)

donde AE = E\ — E,, es la diferencia de energia entre los niveles S' y SI. El valor mas alto
de ky, se puede obtener usando un valor de energia de AE = 770 cal/mol, correspondiente
a la diferencia de energia mas alta reportada entre aquellos niveles [Baumler (1990, #140)].
A temperatura ambiente resulta, ki, <9 10° ns” y ¢, <2 102 Considerando también el
decaimiento a través del estado twisted, estos valores deberian ser mucho mas bajos.

Entonces, en una primera aproximacion, el cruce S} <>S" puede ser desestimado.

0 0 0
0 90 180 0

Diagrama de energia potencial considerando un modelo de tres valles para la superficie S, Ista
figura es complementaria de la figura 2.4. I'l factor r que aparece en el dibujo da cuenta de como
s¢ reparten las moléculas desde el estado twisted hacia el estado fundamental de ambas especies
1soméricas. Iin relacion con la figura 2.4, r se vincula con las velocidades de desactivacion de la

siguiente manera: Ky, - r. Ky, K,y (1-r). K, .
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« DEPENDENCIA CON LA TEMPERATURA DE LA EFICIENCIA CUANTICA DE
FLUORESCENCIA Y DEL TIEMPO DE VIDA DEL FOTOISOMERO

Cuando una poblacion de equilibrio P, es alcanzada por el bombeo continuo a una
dada temperatura, la amplitud de la sefial fluorescente pulsada, I(T), puede ser considerada
proporcional a la poblacion Py a la eficiencia de fluorescencia (¢;) a esa temperatura. P,
fue medida como se describio anteriormente, entre 0 y 55°C. En la figura 4.4 se mostraron
los valores de P, relativos a su valor a temperatura ambiente. La intensidad de la emision
fluorescente del fotoisomero, producida por la prucba pulsada en 640 nim, se midio en el
mismo rango de temperaturas. Esto permitio determinar la dependencia de la eficiencia

cuantica de fluorescencia con este parametro. ¢, fue calculada para cada temperatura

como,

T,) (4.16)

P I(T) Po(Tn) P
b, (T) = m l’O(T) ¢r(

Los valores obtenidos se muestran en la siguiente figura.

0.0 | | |
260 280 300 320 340

TEMPERATURA (K)

Figura 4.7
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Usando ¢, (T) y el tiempo de vida radiativo del fotoisdmero que se hallé antes (t, = 4.0 ns),

el tiempo de vida de S| para cada temperatura, puede ser calculado como,
. (T) =1 ¢7(T) (4.17)

A partir de Ty y T, , la dependencia con la temperatura del proceso no radiativo,

puede ser analizada como sigue,
k,, =1/t,—1/7, (4.18)

Los resultados se presentan de la manera usual (plot de Arrhenius) en la figura 4 8.
La linealidad del plot indicaria que s6lo un proceso no-radiativo esta involucrado en este
rango de temperaturas. La energia de activacion para este proceso se evalué en E! = 5740
+ 100 cal mol™. Este valor resulta similar a aquel reportado para las energias de activacion
de los procesos no-radiativos desde S, la isomerizacion (k,,) [Velsko, 1982] y la

retroisomerizacion (k) [Duchowicz, 1990].
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Figura 4.8

No se hallaron contribuciones del proceso no-radiativo independientes de la
temperatura. De no existir una desactivacion tal, la velocidad del proceso no-radiativo

puede ser escrita como,
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k!, = F(n)-exp(~EL /RT) (4.19)

donde I'(m) es una funcion universal de la viscosidad y E; es la altura de la barrera
molecular intrinseca [Velsko, 1982], la cual esta relacionada solo con las propiedades
moleculares. Usando diferentes solventes (metanol, metanol-agua, etanol y propanol) se
construyd un plot de Arrhenius de viscosidad constante, para obtener E] . Para que la
viscosidad de los cuatro solventes sea la misma, se mididé a una temperatura diferente en
cada caso. Los resultados para n = 0.9 cP, se muestran en la figura 4.9. Se obtuvo una

barrera intrinseca E) = 2830 + 200 cal mol” Este resultado es similar a aquel obtenido

para el decaimiento no-radiativo de S|’ [Velsko, 1982].
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Figura 4.9

En resumen, como resultado de la aplicacion de las técnicas mencionadas, se logro
obtener informacion de la especie transiente del DODCI, minimizando la influencia de su
forma normal. De esta manera se obtuvo el espectro fluorescente, la eficiencia de
fluorescencia, el tiempo de vida y la poblacion de su estado fundamental, en funcidn de la
temperatura. Excitando en forma continua con alta fluencia fue posible obtener datos de la
barrera de potencial que influencia el proceso de retroisomerizacion (k). A partir de las
medidas de absorcion, con alta fluencia de excitacion, se pudo obtener la poblacion P, en

funcion de la longitud de onda de excitacion y comprobar el modelo fotoisomérico.
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4.4.2. DTCI

Al igual que con el DODCI, la solucion de DTCI (Exciton) se hizo fluir a través de
una cubeta de fluorescencia standard. Se trabaj6 con soluciones de etanol grado analitico a
temperatura ambiente (20 °C). Para evitar efectos de dimerizacion se usaron soluciones de
baja concentracion. En la figura 4.10 se muestra el arreglo experimental que se uso para las
medidas de absorcidon laser y para las de fluorescencia inducida por laser, tal como se

describieron previamente (seccion 4.4).

]
FOT | 1 l
PROCESADO
DE LA SENAL

P, L
FD, HO-

Figura 4. 10. Esquema experimental. La linea de puntos representa al haz de prueba, la linea a
trazos al de excitacion. La polarizacion del primer haz es perpendicular al plano del arreglo
experimental. Il haz de excitacion tiene polarizacion paralela a aquel plano después de
atravesar el polarizador P, . Los distintos componentes del arreglo son: DH divisor de haz,
R lamina de media onda; CH chopper,; I’ polarizador,; Iv espejo; O orificio calibrado; I lente;

I filtro; D diafragma; I'D fotodiodo, I'OT fotomultiplicador.

El haz de prueba y el de bombeo los provee el mismo laser. Para ello el haz laser es
dividido en dos haces mediante el arreglo de espejos y divisores de haz esquematizado en la
figura. Uno de prueba indicado con linea punteada y otro de excitacion en linea de trazos.
Los dos haces fueron enfocados sobre la celda con una lente plano-convexa ( f = 7 ¢m ). El
uso adecuado de los polarizadores (P, y P,), permite detectar separadamente la sefial de
prueba y la intensidad de excitacion. El fotodiodo FD, detecta sélo la intensidad del haz de

prueba, I, El polarizador P; colocado delante de FD,, con su eje de transmision en la
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direccion de polarizacion del haz de prueba, impide el paso del haz de excitacion polarizado
perpendicularmente respecto del primero por accion de P,. El fotodiodo FD, detecta la
intensidad total de la excitacion laser que atraviesa la muestra ( I, + I, , siendo I, la
intensidad del haz de excitacion). Para amplificar las sefiales detectadas por los fotodiodos
se utilizaron amplificadores de continua. Un osciloscopio digital permitié visualizar estas
sefiales.

El arreglo experimental esquematizado en la figura 4.10, permite variar la intensidad
I, del haz de excitacion rotando la lamina de media onda, y de esta forma modular la
poblacion estacionaria del estado fundamental del fotoisomero. La variacién de la absorcion
resultante es monitoreada por el haz de prueba, de longitud de onda A, (notar que ahora, a
diferencia del estudio realizado con DODCI, A, = A, ), intensidad incidente constante I

[,«l, olarizacion rotada en 1t/2 respecto del haz de excitacion.
o«l)yp p

La excitacion continua con el laser se hizo en cinco longitudes de onda diferentes;
con el laser de argén en 501.7 y 514.5 nm, y con el laser de colorante (Rodamina 6G)

bombeado por el laser de argon, en 562, 557 y 550 nm.

RESULTADOS DE LAS MEDIDAS DE ABSORCION

La espectroscopia de absorcion se utilizd para analizar el fotoequilibrio entre ambos
isomeros de esta molécula, en términos de la fluencia de excitacion. Una vez mas se estudid
el cambio en la absorbancia de la muestra, probada por un haz de baja potencia, como
funcién del flujo de fotones de la excitacion primaria. El cambio relativo en el coeficiente de
absorcion de la muestra viene dado por la Eq. [4.7]. Para tres diferentes longitudes de onda
de excitacidn, se grafico o, / (o, - ag) como funciéon de 1/a. De las pendientes y de las
coordenadas al origen de las rectas con que se ajustaron los puntos experimentales, se pudo
determinar de manera univoca p, ¢, , y B(A). Los signos de la ordenada al origen y de la
pendiente de la recta obtenida en cada caso, dependen del signo del factor (B-1). La figura
4.11 muestra los valores experimentales y las correspondientes rectas de ajuste obtenidas.
El mejor ajuste resultdo ser para: p =078 +0.08, ¢, =0.20 +0.03, B(514 nm) =
1.16, B(557 nm) = 0.56 y B(562 nm) = 0.50. B(550 nm) = 1 se determin6 observando la
longitud de onda para la cual la diferencia de absorcion era cero. Alrededor de este punto,
los cambios en el signo de la senal pueden ser claramente observados. Con el valor de p y el

de ¢, , la eficiencia cuantica de retroisomerizacion pudo ser evaluada, ¢, = 0.16 3 0.03.
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Figura 4.11

Con los valores hallados de B para las diferentes longitudes de onda y el espectro de
absorcion de la especie normal, medido con un espectrofotometro Beckman DU-65, se
pudo determinar los coeficientes de absorcion del fotoisomero en aquellas longitudes de
onda, como o, = B.o,, . En la figura 4.12 se muestran los valores de o, calculados
(circulos). Resultados obtenidos de la diferencia de espectros entre ambas especies, usando
medidas de flash fotolisis [Ponterini, 1991], permiten recalcular los coeficientes o, .a partir
de un valor dado de estos y asi comparar con los demas coeficientes calculados. Para ello,

se escribe la absorbancia diferencial AA como:
AA-2,303/1=(cy—~0,)-P,=c,-(1-B)-P,

Luego, para dos longitudes de onda diferentes tenemos,
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B()"z) = 1+{i‘:—f;l:%b_'(l}()"l)~ ])

A

Usando esta ultima ecuacion, los valores de AA tomados de la altima referencia, y uno de
los valores obtenidos de B (se eligio B=1), es posible calcular la curva completa para el
espectro de absorcion de la especie fotoisomérica. El resultado de este calculo se muestra
en la figura 4.12 en linea de puntos. Se observa un buen acuerdo entre el espectro calculado

y los puntos obtenidos usando la técnica de absorcion.

600

LONGITUD DE ONDA [nm]

Figura 4.12. Seccion transversal de absorcion de las especies normal (linea continua) y
Jfotoisémero (linea de puntos). Los circulos corresponden a valores de o), calculados en este

trabajo.
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MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

La figura 4 13 muestra el espectro de emision del DTCI, corregido por la respuesta
instrumental del sistema de deteccion de la fluorescencia. Es de destacar que esta
distribucion de la emision no cambia ni con la intensidad ni con la longitud de onda de la

excitacion. La intensidad de la excitacion se varid entre 0.25 y 25 W/em?.
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Figura 4.13

En la figura 4.14 se muestra la dependencia con el flujo de fotones absorbidos del
cociente entre la intensidad maxima de fluorescencia y aquel flujo, para tres longitudes de
onda de excitacion diferentes. Habiendo visto que los espectros de absorcion de ambas
especies isoméricas estan muy superpuestos, la intensidad de fluorescencia en cualquier

longitud de onda es una combinacidn de las emisiones de las dos especies.
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Ajustando con la Eq. (4.10) los resultados experimentales mostrados en la Fig. 4.14,
se obtienen valores de G para tres longitudes de onda diferentes. Usando los valores de p y
B obtenidos a partir de las medidas de absorcion, se logra determinar el cociente de
eficiencias cuanticas de fluorescencia (f) de las dos especies como, ¢, /¢; <005 . Dado que
¢} = 0.07 [Aramendia, 1994], la eficiencia cuéantica de fluorescencia del fotoisdmero resulta

ser ¢, < 0.004.

09 |-

06 |-

Figura 4.14. Cociente intensidad de fluorescencia / fluencia de excitacion (normalizado), como
funcion del logaritmo de esta ultima. Las curvas que se indican en linea continua corresponden a

ajustes de los puntos experimentales con el uso de la Iq.(4.10).

Los espectros de absorcion de ambas especies isoméricas estan mas superpuestos
que en el caso del DODCI, y entonces la absorcion de las dos especies en cualquier longitud
de onda no puede ser ignorada. La constancia en la forma de la emision fluorescente frente
a cambios en la fluencia de excitacion o en la temperatura de la muestra, debe ser asignada
al hecho de que la emision del fotoisomero es despreciable aun respecto del bajo valor de

eficiencia de emision de la especie normal.



4.4.3. DOCI

Como ocurriera con el DTCI, una fuerte superposicion de los espectros de
absorcion del DOCI fue observada. Tampoco su espectro de fluorescencia presenta
variaciones con la energia ni con la longitud de onda de excitacion, volviéndose dificil
entonces obtener informacion de su especie transiente (fotoisdmero). La utilizacion de las
técnicas de absorcion y fluorescencia en condiciones de equilibrio fotoestacionario, permitio
estudiar el comportamiento relativo de la especie fotoisomérica respecto de la normal y
determinar asi parametros fotofisicos y propiedades espectroscdpicas de esta molécula. Para
la excitacion de este compuesto se utilizaron las lineas de un laser de Argon, siguiendo el
arreglo experimental ya descripto para el DTCI.

De las medidas de absorcidon en funcion de la fluencia de excitacion, y en acuerdo
con el modelo de fotoisomerizacion propuesto para estos colorantes, se obtuvo la razon
entre eficiencias de isomerizacion (p) y el cociente entre secciones eficaces de absorcion de
ambas especies, para dos longitud de onda de excitacion. De las medidas de fluorescencia
en conjunto con la de absorcidn se determino la eficiencia de fluorescencia del fotoisomero.

En la figura 4.15 se muestra el resultado experimental de medir la absorcion
diferencial. El hecho de que las rectas de ajuste tengan signos de sus pendientes y ordenadas
al origen opuestos, tiene que ver con el valor relativo entre o, y o, . La absorcion del
fotoisobmero es menor que la de la especie normal para 476.5 nm, y mayor para la otra
longitud de onda de excitacion. Independientemente de la fluencia de excitacion, la
diferencia de absorcion (o, - o) resultd ser muy proxima a cero en 488 nm. Ello indica que
0,= 0, (B = 1) en esta longitud de onda.

El mejor ajuste de los puntos experimentales se obtuvo con: p = 1.2, B(476.5) =
0.70, B(496.5) = 1.53 y ¢, = 0.34. Con los valores de ¢, medidos en el espectrofotometro,
y chequeados con los que aparecen en la literatura [ Aramendia, 1994], la seccion transversal
de absorcion del fotoisomero, para las dos longitudes de onda de excitacion, resultd: o,
(476.5 nm) = 2.69 x 106 cm? y 5, (496.5 nm)= 5.13 x 10-'¢ cm?. Estos valores estan en un
acuerdo cualitativo con el corrimiento observado del espectro de absorcion hacia longitudes
de onda largas, hallado en un trabajo previo en el que un sistema similar es analizado a bajas
temperaturas, sin que se llegue a resolver los espectros de ambas especies de esta molécula
[Ponterini, 1991]. Usando el valor encontrado de p y ¢,, , la eficiencia de retroisomeri-
zacion calculada es, ¢, = 0.41 (a 25 °C).

Debido a la fuerte dependencia de las constantes fotofisicas con la temperatura y la
velocidad de flujo de la solucion, fue necesario tener especial cuidado en el control de estos
parametros. En la figura 4.16 se puede apreciar el decaimiento de la sefial de absorcion del
fotoisomero, tal como se registré en las medidas de absorcion diferencial. El tiempo que

permanece el fotoisomero en la region iluminada depende de la velocidad con que se
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renueva la muestra de aquella region (w), y de la constante de retroisomerizacion térmica
(k). Bl valor medido de este tiempo fue 13.3 ms ( ktw = 75 s ). Luego, a temperatura
ambiente se observa una fuerte influencia de w sobre este tiempo, dado que el valor de k es

mucho mas bajo (k = 4 s, Aramendia, 1994).
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Figura 4.15

A diferencia de las medidas realizadas en el estudio de los dos colorantes anteriores
(DODCI y DTCI), ahora la absorcion y la fluorescencia fueron medidas simultaneamente.
El mismo esquema experimental de la figura 4.10 permite seguir al mismo tiempo cambios
en la absorbancia y en la fluorescencia de la muestra, respecto de la fluencia de excitacion.
Mediante un programa de adquisicion de datos (ADA3) desarrollado en el Centro de
Investigaciones Opticas, las sefiales de absorcion y fluorescencia son registradas en forma

stmultanca.
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Figura 4.16. Sefal de absorcidn modulada por la frecuencia de encendido-apagado de la
excitacion primaria. Cuando se interrumpe la excitacion puede apreciarse como se desactiva la
poblacién del fotoisémero ( P, ), recuperandose la intensidad del haz de prueba transmitida a

través de la muestra .

Un analisis de las expresiones que resultan para la absorcion y la fluorescencia por
separado, revela que el cociente de las mismas expresiones brinda informacion de los
parametros buscados y es independiente de la intensidad de excitacion. Luego el ajuste se
vuelve mas sencillo. La intensidad total de [luorescencia (Eq. 4.10) puede ser escrita en

funcion de la fraccion de fotoisémero (x,) como,

r 1
= 420
ol (1-B-f)-x, (4.20)

a

donde 1" es una constante que depende de la longitud de onda de excitacion, y los demas
parametros ya fueron definidos anteriormente. Un valor adecuado de I deberia permitir que
la representacion de los datos de fluorescencia adoptasen la forma de una linea recta cuando
el miembro de la izquierda en la ecuacidn (4.20) es graficado en funcion de 1/a. (Recordar
la expresion de x, en términos de 1/a, Eq. 4.2). En la figura 4.17 puede apreciarse el
resultado de ajustar la constante I' a tal fin, para las medidas de fluorescencia en 476.5 nm.

Haciendo el cociente de las ecuaciones (4.6) y (4.20) resulta,
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Midiendo entonces la absorcion diferencial y la intensidad de fluorescencia en
funcidon de la fluencia de excitacion, haciendo luego el cociente absorcion/fluorescencia,
habiendo previamente linealizado la representacion de la fluorescencia, se obtiene un valor
(segundo miembro de la Eq. (4.21)) que depende de la longitud de onda de excitacion a
través de B, pero que es independiente de la fluencia de excitacion. La figura 4 18 muestra
los resultados obtenidos para las dos longitudes de onda con las que se trabajé (las mismas
de absorcion). Con los valores de B obtenidos de las medidas de absorcidon y las ordenadas
al origen del cociente absorcion/fluorescencia ((B-1)/(B.f-1)), el valor del cociente de
eficiencias cuanticas de fluorescencia (f) fue determinado. f = 0.09. Teniendo en cuenta que
la eficiencia cuantica de fluorescencia de DOCI en etanol es 0.05 a 21°C [Ponterini, 1992],

obtenemos para la eficiencia de fluorescencia del fotoisomero ¢| = 4.5 x 10,
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figura 4.18

La cinética de esta molécula puede ser ahora analizada como sigue. Si la conversion
interna directa de la especie normal puede despreciarse [Aramendia, 1994), la eficiencia
cuantica del pasaje S)'—»t (ver figura 2.4), es d)Nl:l—(d),N + ) =0.95. Habiéndose
determinado ¢, = ¢, -7 =0.34, donde r representa la fraccion de moléculas que decaen

desde el estado twisted al fundamental del fotoisomero (ver figura en la pagina 60), resulta

para r un valor igual a 0.36.
oy = Ope -(l—r), luego ¢, =0.64. La eficiencia de fluorescencia despreciable del

fotoisdbmero determina que la conversién interna directa de esta especie resulte ser

be, =1-(0p +47)=036

La metodologia adoptada permite asi obtener parAmetros fotofisicos de las especies
fotoisoméricas, relativos a valores correspondientes de las especies normales. Es de
destacarse en el caso de la especie fotoisomérica de esta molécula, el bajo resultado

obtenido de su eficiencia cuantica de fluorescencia, tal como ocurriera con el DTCI.
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4.4.4. DTDCI

La fotoisomerizacion de este colorante ha sido estudiada detalladamente en el
pasado, utilizdndose para ello distintas técnicas [Kaliteevskaya, Bilmes (1989)]. Los
espectros de absorcion de ambos isémeros, su especie normal y su fotoisémero, han sido
determinados, observandose una fuerte superposicion de los mismos. Mas recientemente
han aparecido trabajos en los que se vuelve a discutir la fotoisomerizacion de este
compuesto, incluyéndose la formacion de un segundo fotoisomero para fluencias altas de
excitacion [Razumova, Awad, Vaveliuk (1996)]. Buscando informacioén sobre las
caracteristicas luminiscentes de su especie transiente, el mismo estudio que se realizara con
DOCI se hizo con este colorante. A diferencia de las anteriores cianinas, las soluciones de
este compuesto se prepararon con metanol, dado que la mayor parte de la informacion
disponible sobre esta molécula tenia base en este alcohol. Se excitdé con un laser de
colorantre (DCM) en 632 y 652 nm. Haciendo el cociente absorcion/fluorescencia, tal como
se describid en el caso del DOCI, y usando valores de B tomados de la literatura [Bilmes],
fue posible determinar la razon entre las eficiencias cuanticas de fluorescencia de la especie
normal y su fotoisomero.

La figura 4.19 muestra el resultado de hacer el cociente absorcion/fluorescencia para
la excitacion en 652 nm. Usando B(652 nm) = 0.63, se determiné el cociente de eficiencias
de fluorescencia ( f < 0.1 ). Dado lo pequeiio de este valor, la eficiencia de la especie

fotoisomérica resulta una vez mas ser despreciable. Ello se corresponde con el hecho de que
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Figura 4.19
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los espectros de fluorescencia de esta molécula no mostraron cambios con la fluencia de
excitacion. Coincidiendo con el comportamiento hallado para las especies fotoisoméricas
del DTCI y DOCI, su eficiencia de fluorescencia es demasiado pequefia (¢; < 0.03) como

para poder observarse la presencia de su espectro.

4.5. CONCLUSION.

En resumen, como resultado de la aplicacion de las técnicas mencionadas, se logro
obtener informacion de la especie transiente del DODCI, minimizando la influencia de su
forma normal. De esta manera se pudo obtener el espectro de fluorescencia de su
fotoisdbmero y a partir de este, la eficiencia de fluorescencia, el tiempo de vida y la poblacion
de su estado fundamental, todos en funcién de la temperatura.

En el caso de las demas cianinas estudiadas, los espectros de absorcién de ambas
especies isoméricas aparecen mas superpuestos que en el DODCI, y entonces la absorcion
de las dos especies en cualquier longitud de onda no puede ser ignorada. La constancia en la
forma de la emision fluorescente frente a cambios en la fluencia de excitacion o en la
temperatura de la muestra, debe ser asignada al hecho de que la emision del fotoisdémero es
despreciable, aun respecto del bajo valor de eficiencia de emision de sus especies normales.

La metodologia adoptada permitié entonces obtener parametros fotofisicos de las
especies fotoisoméricas, en particular datos de fluorescencia que seran utilizados en lo que
sigue. Salvo el caso del DODCI, por el comportamiento espectral de sus especies normal y

fotoisomeérica, el comportamiento global de estas cianinas es muy similar entre si.
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CAPITULO 5. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS DE
ANISOTROPIA.

5.1. INTRODUCCION

Habiendo analizado las propiedades cinéticas y caracteristicas espectroscopicas de las
cianinas ya mencionadas, se emple6 la técnica de polarizacion de la luminiscencia con el fin
de discernir la estructura isomérica de estas moléculas en solucion. Midiendo la anisotropia
en estado estacionario de la fluorescencia que se genera bajo excitacion luminosa, se
pudieron determinar tiempos de difusidn rotacional para las diferentes especies. Los
resultados estan vinculados directamente con la estructura isomérica que adopta la molécula
en solucion y con las interacciones de esta con el solvente. Asignando determinados modelos
moleculares a las especies estudiadas y analizando el problema hidrodinamico de la difusion
rotacional con diferente condicion de vinculo soluto-solvente, se logro predecir el
comportamiento rotacional de estas moléculas.

Tal como fuera sefialado en el capitulo 4, la posibilidad de separar los espectros de
fluorescencia de la especie normal de las cianinas estudiadas y del fotoisomero de estas,
resulta cierta solo en el caso del DODCI. Ello se debe a las caracteristicas particulares de
este colorante, cuyos espectros no se hallan tan superpuestos como en las restantes cianinas,
y a que la eficiencia de fluorescencia, tanto de su especie normal como de su fotoisdmero,
resultan importantes. En las dos cianinas de cadena mas corta (DTCI y DOCI) no solo la
eficiencia de las especies normales es comparativamente mas pequefia, sino que ademas sus
fotoisdmeros tienen eficiencias de fluorescencia muy por debajo de las primeras (un orden de
magnitud o mas). Desafortunadamente las caracteristicas de estos sistemas impide estudiar la
anisotropia de la luminiscencia de sus especies fotoisoméricas.

En lo que sigue, se discutira en detalle el estudio llevado a cabo en DODCI vy
posteriormente se resumen en conjunto los resultados que se obtuvieron para la anisotropia

de la flluorescencia de las especies normales de las restantes cianinas.

5.2. ESTUDIO DE LA DIFUSION ROTACIONAL DEL DODCL

Con el fin de determinar la estructura isomérica del DODCI en solucion, se midio6 la
anisotropia en estado estacionario de su luminiscencia. Resultados experimentales obtenidos
siguiendo la polarizacion resuelta en tiempo [Fleming, #49], inducian a asignar una confor-
macion di-cis para su forma normal y otra todo-trans para el isomero que se genera bajo

excitacion luminosa. Este resultado se contradice con las predicciones teoricas acerca de la
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conformacion estructural de colorantes con cadena polimetinica, que dan como todo-trans a
la especie mas estable [Kolesnikov], y con estudios optoaciisticos recientes que coinciden
con este ultimo resultado [Churio].

Si bien el estudio de la forma normal no presentaba mayores inconvenientes, el de la
otra especie si, debido a la dificultad que existia para separarla de la primera. Tras haberse
resuelto este problema en la forma que ya fuera detallada (Cap. 4), la anisotropia en estado
estacionario de las emisiones fluorescentes de ambas especies pudieron ser estudiadas

separadamente.
« DESARROLLO EXPERIMENTAL.

La anisotropia de la fluorescencia se determin6 a partir de las intensidades de emision
observadas con polarizacion paralela y perpendicular a la direccion de polarizacién de la luz
de excitacion. Estas intensidades fueron corregidas en la forma usual [Paladini, Chen], para
tener en cuenta la respuesta del equipo experimental. La fluorescencia fue detectada a 90°
con respecto a la direccion del haz de excitacién y analizada a través de un polarizador. Un
filtro de color se uso para eliminar la luz dispersa del laser.

La preparacion de las soluciones, al igual que el control de la temperatura y del flujo
de las mismas, se realiz6 en la forma como se describe en la seccidn 4.4.1. El circuito por el
cual fluye la solucion es el mismo antes indicado, como asi también el rango de temperaturas
estudiado. El montaje experimental se muestra en la figura 5.1. Las emisiones con
polarizacién paralela y perpendicular se midieron alternativamente, en funcion de la
temperatura.

El comportamiento de la especie normal se estudio excitando en forma continua la
muestra con baja fluencia ( F = 0.1 W/cm?® ). Un laser de colorante ( Rodamina 110 )
proveyo la luz de excitacién en A = 550 nm. El laser se focalizo sobre la celda en un haz de
didmetro 0.5 mm. La fluorescencia luego de ser analizada con el polarizador P, , se hizo
pasar a través del filtro ( F, ) Schott OG-570. Luego de ser colimada, esta luminiscencia se
detectdé usandose para ello un fotomultiplicador (Hamamatsu R-446) operando en modo
corriente. La velocidad con que fluia la solucidén a través de la celda, se selecciond para
remover el liquido de la zona iluminada en aproximadamente 10 ms, y asi evitar la
acumulacion de fotoisbmero en esa region.

Aumentando la potencia del laser de colorante hasta alcanzar una fluencia de
excitacion mucho mayor ( F = 100 W/ecm? ), como ya fuera discutido en el capitulo anterior,
se logré transferir aproximadamente toda la poblacion al estado fundamental del
fotoisdbmero. Luego esta poblacion fue excitada con un laser pulsado, sintonizado en su
region de absorcion, en forma tal que la emision pulsada que se obtiene corresponde a la

fluorescencia del estado excitado P, libre de la primera especie. El mismo laser pulsado
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Figura S.1. Esquema experimental. La notacion se corresponde con la de la figura 4.10.

(Chromatix CMX-4) que se usara para estudiar la dinamica de fotoisomerizacion de este
compuesto, es empleado ahora en su estudio de polarizacion. Utilizando Rodamina 640
como colorante, se excito la muestra en A = 640 nm. El laser fue nuevamente alineado en el
sentido opuesto al laser continuo, y focalizado con una segunda lente en la misma region
espacial de la celda donde se establecio la poblacion continua P,. Para eliminar ahora la luz
dispersa del laser, se uso un filtro Schott OG-665.

La polarizacion del laser continuo y del pulsado son perpendiculares al plano definido
por las direcciones de observacion de la fluorescencia e incidencia de los laseres sobre la
celda. L.a emision volvio a detectarse usandose el mismo fotomultiplicador, pero ahora la

emision pulsada se proceso con un integrador (Boxcar) de baja impedancia.

e RESULTADOS.

En la figura 5.2 puede verse la anisotropia de la fluorescencia obtenida para ambas
especies del DODCI en etanol, como funcion del cociente temperatura / viscosidad. Estos
resultados se analizaran asumiendo que las especies del DODCI se presentan en dos de las
tres estructuras isoméricas que se indican a continuacion: todo-trans; 11,12 mono-cis y 8,9-
11,12 di-cis. (LLas mismas pueden verse al final del apéndice C). Las dos primeras son

estructuras planas, en tanto que la di-cis no puede cerrarse en el plano por razones estéricas.
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Se han elegido estas tres estructuras y no otras, por diversos motivos. Como ya fuera
mencionado anteriormente, la primera (todo-trans) es la que se espera corresponda a la
especie normal en acuerdo con analisis teoricos y evidencia experimental recogida con otros
compuestos. La estructura di-cis ha sido propuesta para esta especie en un trabajo previo
[Fleming, #49], y también es indicada en la fotoisomerizaciéon del benceno. Por altimo, la
estructura mono-cis elegida asegura una despolarizacion rapida en virtud de la posicion de la
cadena polimetinica respecto de los grupos terminales de la molécula. Asumiremos luego en

la discusion de los resultados que el dipolo de transicion se localiza a lo largo de esta cadena.
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Figura 5.2. Anisotropia de la fluorescencia del DODCI

Para simular la forma de la molécula, se usé un elipsoide asimétrico en los casos I
(todo-trans) y II (mono-cis). Un esferoide oblado representa la estructura mas compacta di-
cis (III) La forma y dimensiones de los elipsoides elegidos, son consistentes con las
estructuras propuestas ( ver figura 5.3 ) y con el volumen de van der Waals [Edward] de la
molécula. Para el elipsoide asimétrico, la longitud del eje mas largo se tomé igual a la
separacion entre los dos hidrogenos mas distantes entre si, incluyéndose el radio de van der

Waals de estos atomos. La longitud del eje mas corto se eligio para lograr el mejor ajuste
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visual desde una vista lateral del modelo de llenado espacial. El restante eje es calculado en
orden de hacer el volumen del elipsoide igual al volumen de van der Waals de la molécula.
Si bien esta ultima eleccion parece estar de acuerdo con la representacion de la molécula
mostrada en la figura 5.3, es evidente que representar la molécula con una forma elipsoidal

compacta subestima su volumen efectivo de difusion. Sin embargo, ha sido nuestra intencion

I dodci todo-trans

Figura 5.3.

trabajar con este minimo volumen posible, para asi examinar desde este punto de partida las
predicciones teodricas de ambas condiciones de contorno hidrodinamicas (stick-slip). Como
veremos mas adelante, esta eleccidon permite descubrir la fuerte inconsistencia que surge
entre el modelo hidrodinamico stick y los datos experimentales aqui obtenidos. Para el rotor
oblado, el eje mas largo se eligio como antes y el eje mas corto se calculd de nuevo en orden

de ajustar el volumen al de van der Waals.
En la figura 5.4, junto con los datos experimentales, se muestran curvas tedricas para

la despolarizacion de la fluorescencia correspondientes a las distintas estructuras propuestas,

con diferente condicion de contorno hidrodinamica (stick-slip). En el calculo de las mismas,
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se utilizaron para representar al tiempo de vida de cada una de las especies del DODCI, los
parametros de Arrhenius hallados en el capitulo anterior y que se resumen en el apéndice C.

En la obtencion de las curvas se asume que los momentos de transiciéon para
absorcidn y emisiébn de esta molécula, son colineales. Este hecho puede ser justificado
porque la anisotropia del DODCI a bajas temperaturas o en solventes de viscosidad muy alta,
es cercana al valor 0.4 [Anfinrud]. Similarmente, en estudios de anisotropia resuelta en
tiempo [Fleming], se sefiala que la anisotropia limite de esta molécula deberia ser proxima a
aquella caracteristica de momentos de transicion colineales.

Como la absorcion y la emisidn estan representadas por una transicion electronica

nr*, se asume ademas que ambos momentos de transicién yacen en el plano de simetria

formado por los dos ejes mas largos del elipsoide. Sea O el angulo entre el dipolo de
transicion y el eje mayor del elipsoide. Es precisamente este angulo el que hace la diferencia
entre el modelo adoptado para representar a la estructura todo-trans y aquel elegido para el
mono-cis. Esto es, la orientacion del dipolo de transicion respecto del eje mayor del
elipsoide. En la primera, dicho dipolo se considera paralelo al eje mayor, mientras que para la
forma II el dipolo se asume que forma un angulo de /8 radianes con aquel eje.

Las dimensiones de los dos elipsoides usados en el modelado de las estructuras
moleculares y los tiempos de difusién rotacional alrededor de cada uno de sus ejes
principales, calculados siguiendo los procedimientos indicados en el capitulo 3, se muestran

enlatabla 5.1.

Tabla 5.1.

Modelo | semiejes (A) 0 A, A, A, a, (ns’l) a, (ns'l) a, (ns'l)
. 10-4-2 0° {0.00008]0.39992 = 8.56 3.4] =
I stick
I slip 10-4-2 0° 0.002 0.398 = 30.5 75 =
. 10-4-2 22.5°1 0.124 0.002 0271 477 8.58 3.41
II stick
IT slip 10-4-2 22.5°1 0.124 0.004 0273 14 .67 30.17 7.46
I stick 6-6-2.2 0 0.1 03 = 7.55 6.53 =
IT slip 6-6-2.2 0° 0.4 S = 14 85 = =

Todos los coeficientes fueron calculados a temperatura ambiente (293 K). Ll solvente es etanol

absoluto. Oes el dngulo entre el dipolo de transicion y el eje mayor del elipsoide.
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Figura 5.4. Curvas tedricas de la anisotropia que predicen los modelos hidrodinamicos, para
las distintas estructuras mostradas en la figura 5.3. (a) Condicion stick, se supone para N la
estructura di-cis (I11) y para el fotoisomero la todo-trans (1). (b) Condicion stick, N todo-trans, P
di-cis. (¢) Se cambid la condicion stick por slip, igual que en (b) N se supone todo-trans y P di-cis.
(d) Se mantiene la condicion slip, N todo-trans y el fotoisomero pasa a estar representado por la
estructura mono-cis (Il). Los circulos negros corresponden a los valores de anisotropia medidos
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para la especie normal (N) y los circulos blancos a los de la especie fotoisomérica (P).
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Para el elipsoide asimétrico que representa a la especie todo-trans, el decaimiento de
la anisotropia calculado resultd ser practicamente monoexponencial, con ambas condiciones
de contorno hidrodinamicas. Aparecen dos decaimientos exponenciales, pero uno de ellos se
puede despreciar a causa del factor pre-exponencial que lo acompaiia. Para el modelo de la
especie mono-cis, aparecen dos decaimientos exponenciaies dominantes, pero al igual que en
el caso ya discutido de un elipsoide oblado (seccion 3.2.1.), estos dos decaimientos son muy
similares y pueden describirse mediante una sola exponencial. Por su parte, el rotor oblado
presenta dos decaimientos con condicién stick y sélo uno para slip.

De acuerdo con estos resultados, la expresion de la anisotropia en estado estacionario
para los modelos considerados, puede ser expresada ya sea en forma exacta o como una
aproximacion, por:

r T

o - T (5.1
r T

rot

De los pardmetros que intervienen en la determinacion de la anisotropia, uno de los
que resulta menos preciso y que mas influencia tiene sobre las curvas de anisotropia, es el
tiempo de vida del estado fluorescente (1). En la figura 5 5a puede verse el efecto sobre la
curva correspondiente a la estructura di-cis con condicidn de contorno slip, de una variacién
en +10 % sobre el valor del tiempo de vida usado para la especie normal ( Este es el error
asignado a su medida [Velsko] ). Se ve claramente que si bien el apartamiento de las curvas
es importante, este no alcanza para entrar en la cota de error de las anisotropias medidas. La
precision con que se determind la temperatura de la muestra durante las medidas de
anisotropia (£ 0.2°C), hace que el error que introduce este factor lo podamos despreciar.
Asumiendo que en la expresion de la anisotropia, solo la viscosidad y el tiempo de vida de la
fluorescencia dependen de la temperatura, puede verse facilmente que el error relativo de la
anisotropia (Ar/r) que resulta, es menor del | %.

No ocurre lo mismo con la forma asignada a cada especie, cuya variacion podria
producir un cambio notorio en las curvas de anisotropia. Esto se ilustra en la figura 5.5b,
donde ahora se han variado las dimenstones del elipsoide oblado que representa a la
estructura di-cis con condicion stick, manteniendo el volumen igual al volumen de van der
Waals de la molécula. En linea continua se indica la anisotropia correspondiente al modelo
antes propuesto para la estructura di-cis; un elipsoide oblado de semiejes 6-6-2.2 A. En linea
punteada se muestra el resultado de aumentar el semieje mayor (6.3 A) y disminuir el menor
(2 A), manteniendo constante los demas parametros. En linea a trazos, la anisotropia

correspondiente a un esferoide oblado de dimensiones 5.7-5.7-2.5 A.
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Figura. 5.5a. [Lfecto sobre la curva de anisotropia de la fluorescencia, correspondiente a la
estructura di-cis con condicion de contorno slip (linea continua), de una variacion en 10 % sobre

el valor del tiempo de vida del estado fluorescente de la especie normal (linea de puntos).
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Figura 5.5b. Iifecto de un cambio en las dimensiones del elipsoide oblado que represenia a la
estructura di-cis con condicion stick. La linea continua corresponde al elipsoide con semiejes

6-6-2.2 A. Iin linea punteada, 6.3-6.3-2 A y en linea a trazos, 5.7-5.7-2.5 A.
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Volviendo a los resultados mostrados en la figura 5.4, de la primera (5 4a) puede
verse que las conformaciones propuestas por Fleming son inconsistentes con nuestros datos
experimentales. Sobre la base de sus propios resultados y considerando como valida la
condicion de contorno stick, él asigna la estructura di-cis (modelo III) a la especie normal del
DODCI, y la todo-trans (modelo I) para el fotoisomero. Si bien la curva teodrica que
representa a la estructura III con condicion de contorno stick, parece corresponderse
aceptablemente con los datos experimentales para la forma normal; no es posible encontrar
en nuestro caso tal correspondencia para el fotoisdbmero, asumiendo para este ultimo la
forma todo-trans. Este desacuerdo se ve reforzado cuando se tiene en cuenta, como ya fuera
sefialado anteriormente, que hemos subestimado el volumen difusivo de la molécula. Un
aumento de este volumen no so6lo no permite lograr que se alcance un mejor ajuste, sino que
por el contrario, este empeora.

Los valores de anisotropia que hemos medido para la primera especie (IN), estadn en
un buen acuerdo con los tiempos de difusion rotacional obtenidos por despolartzacion de la
fluorescencia resuelta en tiempo y por otras técnicas [Fleming #51, Shank, Waldeck]. Por su
parte, para el fotoisémero los Unicos datos disponibles al presente eran aquellos dados por
Fleming, los cuales resultan diferentes de los que aqui se presentan. A causa de la evidencia
tedrica que sugiere para la especie normal de esta cianina la forma todo-trans,
intercambiamos los modelos moleculares asignados en primera instancia a los dos isdmeros
del DODCI. El resultado de este intercambio puede ser observado en la figura (5.4b), donde
una vez mas vemos que las curvas tedricas de la anisotropia no logran ajustarse a los datos
experimentales.

Cambiando la condicion de contorno hidrodindmica de stick a slip, es posible mejorar
el ajuste de los datos experimentales. Cuando se hace esto, los coeficientes de difusion
rotacional incrementan sus valores y las curvas tedricas de la anisotropia se desplazan hacia
abajo manteniendo sus formas. En la figura (5 .4c) se siguio usando la representacidn anterior
de las especies, esto es, modelo I para el isbmero normal y modelo 111 para el fotoisomero,
cambiando la condicién de contorno por slip. Finalmente, en (5.4d) se muestra el mejor
acuerdo, asignando la estructura II al fotoisdbmero, I para la especie normal, y trabajando con
la condicion de contorno slip y el volumen de van der Waals para ambas especies.

Es evidente que volimenes menores que el volumen de van der Waals no pueden ser
considerados en la discusion del problema. Pero volimenes mas grandes que aquel podrian
ser posibles como consecuencia de interacciones soluto-solvente. Como al aumentar el
volumen la anisotropia crece, el ajuste de los puntos experimentales no puede mejorarse bajo
la condicion de contorno stick. Sin embargo, trabajando con la condicion de contorno slip es
posible lograr un buen ajuste aumentando el volumen de difusién molecular ( las curvas de la
anisotropia suben manteniendo sus formas ). En la figura (5.6a) se muestra el mejor ajuste de

los puntos experumentales obtenido usando las estructuras todo-trans y di-cis para las
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especies normal y fotoisomérica respectivamente, bajo condicion de contorno slip, resultado
de incrementar el volumen de las especies en un 49 %.

En un trabajo reciente [Churio], se ha medido un cambio de volumen durante la
fotoisomerizacion del DODCI en solucion. En el mismo se sugiere que el cambio observado
se debe al reacomodamiento de moléculas de solvente alrededor de los isémeros con
diferentes momentos dipolares, y se determina un volumen asociado con la especie normal
mayor que aquel del fotoisdbmero. Asumiendo como valido el volumen de van der Waals para
la forma fotoisdomerica y un volumen mayor para la especie normal, 24 % mas grande, lo cual
representa el cambio de volumen medido en la Gltima referencia citada, se logra un muy buen
acuerdo entre los datos experimentales y las predicciones tedricas; tal como puede ser
observado en la figura (5.6b). Esta se corresponde con el detalle de la figura (5.4d), sélo que

ahora se ha modificado el volumen de la forma normal.
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Figura 5.6.
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5.3. POLARIZACION SATURADA.

Con la idea de obtener informacién de las estructuras fotoisoméricas sin necesidad de
separar los espectros de fluorescencia de ambas especies, se estudio la posibilidad de lograr
esa informacion analizando la anisotropia en funcion de la fluencia de excitacién. Tal como
fuera sefialado en el capitulo anterior, cuando esta fluencia es muy baja, la cantidad de
fotoisomero que se forma es despreciable, entonces la anisotropia que se mide corresponde a
la especie normal. A medida que la fluencia de excitacion aumenta, crece la participacion del
isdmero generado por la excitacion luminosa, cambiando entonces el valor de la anisotropia.
Luego, en saturacion, cuando la potencia de excitacion es tal que la poblacion de
fotoisomero que se forma es maxima, el cambio en la polarizacion alcanzara también un
maximo, y a partir de este valor seria posible inferir la estructura de la segunda especie. Atn
en aquellos casos en que los espectros se encuentren completamente superpuestos, deberia
medirse un cambio en la anisotropia de la {luorescencia, a causa de la contribucion de la
segunda especie con una estructura diferente a la de la primera y por ende una difusion
rotacional distinta. Podria entonces abordarse el estudio de la anisotropia de las especies
transientes de aquellos colorantes que presentan espectros de fluorescencia muy
superpuestos con los de sus especies estables, sin necesidad de contar con las emisiones de
una y otra especie por separado. Seria esta una posible via de lograr informacion acerca de la
estructura de sus fotoisomeros y asi aumentar el conocimiento sobre el comportamiento de
las especies fotoisoméricas de estas moléculas en solucion.

Este método se ha aplicado al estudio de la anisotropia del DODCI, con el fin de
confirmar los resultados ya obtenidos a partir de los espectros de fluorescencia resueltos de
ambas especies isoméricas de este colorante, y asi probar su utilidad. En lo que sigue se

detallan las ecuaciones utilizadas y se analizan los resultados obtenidos.

e«  TEORIA

Cuando las dos especies estan fluoresciendo, en la expresion de la anisotropia
aparecera la contribucion de ambas. Asi, llamando 13* a las componentes de la especie
normal con polarizacion paralela y perpendicular a la de excitacion, e I5* a las respectivas

componentes del fotoisdmero, se tendra:

() (nen)
() 2(ry+ 1)

(5.2)
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Operando algebraicamente esta anisotropia puede expresarse en términos de aquellas

correspondientes a las especies normal y fotoisomérica del colorante.

I ¢

F—_ N, P 5.3
1+ 1+® -3)
IF + 21,
donde ®=L" 08 (5.4)
15+ 215

® es el cociente entre la intensidad total emitida por la especie normal y aquella
emitida por el fotoisdmero. Estas intensidades pueden ser expresadas en términos de las
intensidades absorbidas y las eficiencias de fluorescencia de una y otra especie. De esta

manera podemos volver a escribir:

® = L (5.5)

L ¢

Asumiendo que la intensidad absorbida es la diferencia entre la intensidad incidente
sobre la celda que contiene la muestra y la intensidad transmitida, y usando la ley de Lambert
Beer para relacionar estas dos ultimas, resulta para la intensidad absorbida por cada especie

la siguiente expresion:
E=1(1-10") i=N,P (5.6)

donde I es la intensidad incidente y A, la absorbancia de la especie i.

Ahora bien, si la absorbancia es pequefia, la intensidad absorbida sera proporcional a
ésta. Suponiendo que las absorbancias de ambas especies son lo suficientemente pequefias
como para que sea valida la aproximacion, el factor ® podra volver a escribirse como sigue:

A on Ny

P=N =l A (5.7)
AI‘ GP'P(» f

donde o, es la seccion eficaz de absorcién de la especie i, y N,y P, son las poblaciones en el
estado fundamental de la especie normal y fotoisdmero, respectivamente, y f es el cociente

de las eficiencias cuanticas de fluorescencia.
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Hay un elemento cuyo efecto no ha sido tenido en cuenta hasta aqui. En el sistema de
recoleccion de la luz emitida por la muestra, se coloco un filtro para evitar la luz dispersada
del laser de excitacion. Este filtro recorta las emisiones de una y otra especie en forma
diferente. De manera que el cociente de las intensidades emitidas por las especies debera
incluir un factor (v ) que represente la fraccion del espectro de fluorescencia de cada especie
que pasa a través del filtro. Entonces,

D= N, 1 y (5.8)

P, B.f

N,y P, se relacionan con la fluencia de excitacién (ver seccion 4.2.1) por la siguiente

igualdad:

E“~:p.B+(l+p.B)-z.l—“ (5.9)

P, a

Finalmente, la expresion que resulta para @ es como sigue:

Y a,
®o=—""|p.B+(1+p.B)% 5.10
B {l (1+p )a] (5.10)

Cuando la fluencia de excitacidbn es mucho mayor que la correspondiente a

saturacion, el factor @ se reduce a ;

(l):y-% S.11)

resultando ahora independiente del cociente de secciones eficaces de absorcion de una y otra

especie (B).

» DESARROLLO DE LA EXPERIENCIAY RESULTADOS

La polarizacion del DODCI en funcion de la fluencia de excitacion, se midid en la
forma que se detallara oportunamente cuando se determind la anisotropia de su especie
normal Las medidas se realizaron a temperatura ambiente, excitando la muestra en 584 nm.

In esta oportunidad, se utilizé un filtro Schott RG 630 detras del analizador para evitar la
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luz dispersada del laser de excitacion, y a la vez dar una mayor participacion a la
fluorescencia del fotoisobmero respecto de la especie normal. En la figura 5.7, sobre los
espectros normalizados de absorcion y emision de ambas especies, se indican la longitud de
onda de excitacion y el recorte de los espectros de fluorescencia ( b' y d' ) por accion del

filtro utilizado.
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Figura 5.7

La fluencia de excitacion se vari6 cuatro ordenes de magnitud, cambiando la potencia
del laser de excitacion y/o enfocando el haz sobre la celda con lentes de diferente distancia
focal (6,7 y 40 cm ). La fluencia de excitacion en la condicion de saturacion resulto ser a, =
10451
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En la figura 5.8 puede verse el resultado de las medidas experimentales, junto con
dos curvas que simulan el comportamiento esperado acorde a la ecuacion (5.3). En linea
punteada se indica el resultado de usar un valor de B = 0.15 en acuerdo con la figura 5.7. El
espectro de absorcion de P que alli aparece es el que se determinara en el trabajo de Bilmes
[1988]. Si en lugar de este valor de B se usa 0.3, el ajuste mejora ( linea continua ). B=03
corresponde a una distribucién del espectro de absorcidén de P que se asemeja mas a la de la

especie normal.
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Figura 5.8

Como valores del cociente de eficiencias cuanticas de isomerizacidén (p) y de
eficiencias cuanticas de fluorescencia (f), se usaron en el ajuste los valores hallados
oportunamente (Cap. 4), p=036 y =025 Los valores de anisotropia usados
fueron, r;=0.06 y r,=0.085 . El valor de y se midio a partir del recorte de los espectros
de fluorescecia de ambas especies ( Fig. 5.7 ), resultando igual a 0.36 .

Cuando la fluencia de excitacion es mucho mayor que la fluencia de saturacion, la
anisotropia medida se incrementa aproximadamente en un veinte por ciento respecto de
aquella que resulta con baja fluencia y que por ende corresponde a la especie normal. Dentro

de los errores experimentales y teniendo en cuenta la incerteza con que se conocen los
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parametros que se usaron en el ajuste, este incremento nos permite decir que la anisotropia
del fotoisdmero no es mayor que aquella medida utilizando la técnica de doble excitacion y si
es mayor que la anisotropia correspondiente a la especie normal de esta molécula. Si bien la
polarizacion saturada por si sola no basta para una determimacion precisa de la anisotropia de
las especies fotoisoméricas, al menos en este caso, permitio que se lograra obtener un valor
acotado de la misma. La aplicacion de este método a las restantes cianinas estudiadas no
permite obtener informacion de sus especies fotoisoméricas, en principio por el valor bajo de

sus eficiencias de fluorescencia.
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5.4. ESTUDIO DE LA DIFUSION ROTACIONAL DE LAS ESPECIES NORMALES.

Tal como ya fuera sefialado, la imposibilidad de acceder con la técnica de polarizacion
de la luminiscencia a las especies fotoisoméricas de las restantes cianinas aqui estudiadas, es
una consecuencia de las caracteristicas espectroscopicas de las mismas. Estas caracteristicas
limitan el estudio de la anisotropia de la fluorescencia a sus especies normales #. A partir de
los resultados de polarizacion obtenidos fue posible analizar en conjunto el comportamiento
de estas especies, que presentan diferencias en su estructura como ser el largo de la cadena

polimetinica o el heteroatomo en los grupos terminales.

El desarrollo experimental es como se indico para el estudio del DODCI. Todas las
cianinas fueron disueltas en etanol. En cada caso, la excitacion y el filtro usado para eliminar
la luz dispersada del laser, resulté adecuada a las caracteristicas espectroscopicas de las
cianinas estudiadas. Asi, para DTDCI se usé un laser de He-Ne y el filtro de color empleado
fue un Schott RG-695. Las muestras fueron excitadas en forma continua con baja fluencia,

aproximadamente 0.1 W/cm?.

[ntensidad de fluorescencia (u.a.)

Figura 5.9

Para DTDCI a temperatura ambiente, la figura 5.9 muestra el resultado obtenido, sin

corregir por la respuesta del equipo experimental, al medir alternativamente las intensidades

# La anisotropia dc la fluorcscencia en estado cstacionario de las especics normales de las cianinas aqui

cstudiadas, ha sido medida recientemente en difcrentes alcoholes {Levitus], estando los rcsultados
mostrados cn ctanol en un buen acuerdo con los aqui obtenidos.
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de fluorescencia con polarizacion paralela y perpendicular a la direccion de polarizacion de la

excitacion.

0.10

DTDCI

’
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Figura 5.10

En la figura 5.10 pueden verse distintos valores de la anisotropia de la fluorescencia
del DTDCI, obtenidos variando la temperatura de la solucion, como funcion del cociente
temperatura / viscosidad. Todas las medidas tienen un valor proximo entre si, que esta dentro
del error experimental. Si bien al aumentar la temperatura el tiempo de difusion rotacional de
la molécula disminuye, también disminuye el tiempo de vida de su fluorescencia,
compensandose los dos efectos, lo cual resulta en un valor practicamente contante de su
anisotropia dentro del rango medido.

Atendiendo a la discusion de la anisotropia en el caso del DODCI, y en acuerdo con
analisis tedricos que apoyan esta hipotesis, se asumira que las especies mas estables de las
cianinas estudiadas en este trabajo, adoptan bajo condiciones normales en solucion una
conformacién todo-trans. Luego, la forma de las moléculas sera simulada con elipsoides
asimétricos, cuya forma y dimensiones son una vez mas consistentes con estas estructuras
propuestas y con el volumen de van der Waals de las moléculas. Para DTDCI se uso el
mismo elipsoide que represent6 a la especie todo-trans del DODCI. En el caso de las cianinas
de cadena mas corta se modificd sdlo el semieje mayor del elipsoide. De acuerdo con la

longitud de un eslabon de la cadena, esto es un atomo de carbono ligado al resto de la
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molécula por un enlace simple y uno doble formando cierto angulo entre si, se tomd para este
semieje el valor a = 9A.

En la figura 5.11 se representan las formas todo-trans de estas moléculas junto con los
elipsoides que las simulan. Arriba se puede apreciar una vista en el plano molecular, y a
continuacion una vista lateral de las mismas, resultado de rotar alrededor del eje mayor de los

elipsoides a un plano perpendicular

———

Sooosit

DXDCI DXCI

—

I IOL O

awy— — — fit

Figura 5.11. Vista de la estructura todo-trans de las woléculas estudiadas. X puede estar
representando al azufre como heterodtomo (DTDCI, DTCI) o al oxigeno (DODCI, DOCI).

Se asume que los momentos de transicion en absorcion y emision de estas cianinas,
son colineales (r, = 0.4). En la tabla 5.2 se indican las dimensiones de los dos elipsoides
usados en el modelado de las estructuras moleculares y los tiempos de difusion rotacional
calculados para ambas condiciones de contorno hidrodinamicas, siguiendo el procedimiento
que fuera indicado en el capitulo 3.

En cualquier caso, el decaimiento de la anisotropia calculado resulta practicamente
monoexponencial. Esto era de esperar habiéndose asumido para las especies normales de las
cianinas estudiadas la forma todo-trans. La expresion de la anisotropia correspondiente a los

elipsoides asimétricos con que se modelan estas moléculas, podra entonces ser escrita en la
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Tabla 5.2

semiejes (A) A, A, a, (ns") a, (ns") c.c.h.
000 | i

ot 0.0001 0.3999 8.56 3.41 stick

{onicly; 0.002 0.398 30.5 75 slip
0.0001 03 | | i

o 999 9.58 431 stick

(DXCI) 0.005 0.395 38 58 10.96 slip

Los coeficientes fueron calculados en las condiciones que se indican para la tabla 5. 1.

forma ya indicada anteriormente,
Pl (5.12)

En esta ecuacion el tiempo de difusion rotacional puede ser expresado como,

_nVv

= 5.13
rot k.l‘ ( )

T

©»| =

donde F es un factor de friccion, que tiene en cuenta la condicion de contorno hidrodinamica
que se aplica, y S un factor de forma asociado a la simetria molecular. F puede tomar
cualquier valor entre cero y uno, y es igual a uno con la condicién de contorno stick. Para
elipsoides simétricos S depende solo del cociente entre los semiejes mayor y menor. El
conjunto V.F/S suele definirse como el volumen molecular efectivo.

Si la difusion rotacional de la molécula de soluto en solucion esta gobernada solo por
la friccion mecanica, no intervienen por ejemplo efectos dieléctricos, el tiempo de difusion
rotacional variara linealmente con el cociente viscosidad / temperatura, con una pendiente
que sera independiente del solvente.

La expresion correspondiente a la anisotropia de la fluorescencia (5.12) puede volver

a escribirse como sigue:

r =L I
’(')'hl
r

T n
o (5.14)
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donde C es una constante. Al graficar el primer miembro de esta ecuacion en funcion del
cociente viscosidad/temperatura, se deberia obtener una recta si se cumplen las hipotesis
antes sefaladas. En la figura 5.12 se muestra el resultado de adoptar esta representacion para
la especie normal del DODCI. Las lineas rectas que aparecen en el grafico representan las
predicciones tedricas stick-slip, considerando un volumen efectivo de rotacion mayor (~25%)

que el volumen de van der Waals de la molécula.

0.06
a,aw - stick
o
~ 0.04 |
T - slip
— 0.02 -
l-’;‘ I

0.00 | | \ | 1

0.000 0.005 0.010 0.015
n/T (cP/K)

Figura 5.12. Tiempos de difusion rotacional de la especie normal del DODCI.

Volviendo al caso del DTDCI, la representacion de su tiempo de difusidn rotacional
en funcién de cociente viscosidad/temperatura se muestra en la figura 5.13a. Con lineas
rectas se indican las predicciones de ambos modelos hidrodinamicos. El elipsoide usado para
simular la molécula, es el mismo que se empled en el caso del DODCI. Existe una diferencia
de volumen entre la molécula del colorante DTDCI y la de DODCI, a causa de la presencia
ya sea de azufre u oxigeno en éstas. ]l DTDCI resulta ser aproximadamente 23 A} mas
grande que el DODCI cuando se evalua el incremento por volumenes de van der Waals
[Edward, Bondi]. Si esta diferencia de volumen es sumada al volumen del elipsoide con que
se¢ modeld la molécula, el resultado so