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Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal RESUMEN

RESUMEN

Se estudio la fotofisica de los colorantes de la familia fenoxazina-3-ona,
resazurina (RZ) y resorufina (RF), en medio homogéneo y sistemas organizados. Dentro
de los sistemas organizados se emplearon, micelas directas de CTAC y SDS, micelas
inversas de AOT y BHDC, y microemulsiones de W / O de lecitina de soja.

En primer lugar, se determinaron los parametros fotofisicos en medio
homogeéneo para luego facilitar la interpretacion de los resultados encontrados en los
diferentes medios organizados. Con este fin se estudiaron los espectros de absorcion y
emision de fluorescencia, tiempos de vida y rendimientos cuanticos de fluorescencia,
espectros de absorcion de transitorios, rendimientos cuanticos y coeficientes de
absorcion molar del estado triplete.

En presencia de micelas directas de CTAC, los espectros de absorcion y de
fluorescencia de ambos colorantes, muestran corrimientos hacia el rojo junto con un
aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia. La atraccion electrostatica entre los
colorantes anionicos y los grupos cabeza polar de las moléculas de surfactante, favorece
la localizacion de ambos colorantes en la interfase micelar. En SDS, no se observaron
cambios en los espectros con respecto a agua pura, lo que sugiere que ambos colorantes
se localizan en la fase acuosa debido a la repulsion electrostatica con el grupo cabeza
polar anionico del surfactante.

En los sistemas micelares inversos, las propiedades espectrales dependen de la
carga del surfactante y de la cantidad de agua adicionada en la laguna acuosa. En el caso
de AOT, a bajo contenido acuoso, ambos colorantes se localizan en la interfase micelar
y cuando el contenido acuoso incrementa las propiedades espectrales son muy similares
a aquellas en agua pura. En BHDC y en las microemulsiones de lecitina de soja, ambos
colorantes estan localizados en la interfase micelar sensando un entorno de polaridad
similar al de soluciones alcoholicas.

También se investigé el comportamiento fotoquimico de RZ en presencia de
trietanolamina (TEOHA) en agua, metanol, CTAC y en micoemulsiones de lecitina
mediante fotolisis estacionaria. La irradiacion del colorante en presencia de aminas
alifaticas terciarias conduce a la formacion del producto desoxigenado RF. Esta
reaccion procede desde el estado triplete y en ausencia de oxigeno. Un aumento de la
velocidad de reaccion se observo en los sistemas micelares, excepto para SDS. Se
calcularon los rendimientos cuanticos de fotorreaccion, encontrandose un valor mayor
cuando el colorante se encuentra en micelas directas de CTAC. Este efecto es atribuido
a un aumento de la concentracion local de la amina en la zona donde se ubica el
colorante.
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ABSTRACT

The photophysics of phenoxazin-3-one dyes, resazurin (RZ) and resorufin (RF)
was studied in homogeneous solution and in organized assemblies. The organized
systems employed were direct micellar solutions of cetyltrimethylammonium chloride
(CTAC) and sodium dodecylsulphate (SDS), reverse micelles of 1,4-bis(2-ethylhexyl)
sulfosuccinate (AOT) and benzylhexadecyldimethylammonium chloride (BHDC). The
studies were also performed in water-in-oil (W/O) microemulsions of soybean lecithin.

In order to compare and interpret the results in different organized media, the
photophysical parameters were first determined in homogeneous solution. Absorption
and fluorescence emission spectra, fluorescence quantum yields, T-T transient
absorption spectra, triplet quantum yields and triplet molar absorption coefficients, as
well as fluorescence lifetimes were measured.

In the presence of direct micelles of CTAC, both dyes display red shifts in the
absorption and fluorescence spectra together with an increase in the fluorescence
lifetime increase. The electrostatic attraction between the anionic dyes and the positive
micellar interface favors the location of the dyes closer to the head groups of the
surfactant molecules. However, in SDS, the spectra do not present changes as compared
to pure water; it seems that the dyes are still in the water pseudophase due to
electrostatic repulsions with the anionic head group of the surfactant.

In reverse micellar systems the spectral properties depend upon the charge of the
surfactant and water content. In the case of AOT, at low water content both dyes were
incorporated into the interface; as the water content increased their spectral properties
sensed to those in pure water. In contrast, in the case of cationic surfactant and in the
W/O microemulsions of soybean lecithin, the dyes were located in the interfacial
pseudophase as a result of electrostatic interactions and the polarity sensed is similar to
alcoholic solutions.

Also, the photochemical behavior of RZ in the presence of triethanolamine
(TEOHA) in water, CTAC and in lecithin microemulsions was investigated by
stationary photolysis. The irradiations of the dye in the presence of tertiary amines
produce the deoxygenated RF. This reaction proceeds from the triplet state and in
absence of oxygen. An increase in the reaction speed was observed in the organized
systems, except for SDS. The photoreaction quantum yields were higher in direct
micelles of CTAC. This effect is attributed to an increase in the local concentration of
the amine in the microenvironment of the dye.

I
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I-1. IMPORTANCIA DEL TEMA Y OBJETIVOS

El estudio del comportamiento fotofisico y fotoquimico de moléculas organicas
en sistemas organizados ha recibido considerable interés durante los ultimos afios. Este
interés surge de la posibilidad que tienen los sistemas organizados de solubilizar
moléculas de muy distintas propiedades fisicoquimicas, del uso de dichos sistemas
como modelos de procesos fotobiologicos, y del interés intrinseco en obtener
informacion sobre el propio sistema organizado mediante el uso de moléculas sonda.
Los fenémenos quimicos y fotoquimicos que se producen en la naturaleza, como la
fotosintesis, ocurren en interfases, superficies y en sistemas heterogéneos que contienen
multiples fases. La heterogeneidad permite que los reactantes y productos se localicen
en los compartimientos de los diferentes microsistemas, facilitando asi el transporte de
sustratos de y hacia diferentes ubicaciones. El concepto aqui importante es la
organizacion molecular.

En un medio organizado como: micelas, micelas inversas, calixarenos,
ciclodextrinas, los reactantes estan confinados en una pequefia region del tamafio de
unos pocos nanometros. Debido a esto las propiedades locales como la polaridad,
viscosidad y pH pueden ser bastante diferentes de aquellas en el medio homogéneo.
Consecuentemente, las propiedades fisicas y quimicas de moléculas organicas como los
colorantes, pueden sufrir importantes cambios en estos sistemas.

Las interacciones colorante-surfactante han sido objeto de muchos estudios,
debido a que estas pueden mimetizar varios procesos biologicos que ocurren entre
moléculas organicas y biomembranas, y pueden actuar como un sistema rédox modelo.
Por lo tanto, el estudio de colorantes en un medio organizado es importante para
comprender las reacciones inducidas por luz o calor en biomembranas [1]. Ademas, el
estudio de las interacciones entre colorantes ionicos v superficies cargadas son de
interés en numerosos usos, desde los limites en el disefio de dispositivos electrénicos
hasta la caracterizacion de sistemas de liberacion de drogas.

El presente trabajo de Tesis, esta orientado a contribuir al conocimiento del
comportamiento fotofisico y fotoquimico de los colorantes fenoxazinicos 3-ona;
resazurina (RZ) y resorufina (RF) tanto en medios homogéneos como organizados

(microheterogéneos).
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Resazurina (RZ), es un colorante N-oxido heterocichico muy utilizado para el
estudio de materiales bioldgicos [2,3]. La mayoria de estas aplicaciones se basan en la
reaccion de transferencia del atomo de oxigeno actuando el colorante como donor. Asi
resazurina se reduce en una reaccion térmica que utiliza compuestos orgénicos o
enzimas como catalizadores [4,5], o en una reaccion fotoquimica [6] obteniéndose un
producto altamente fluorescente resorufina (RF), la cual puede ser utilizada como
molécula sonda fluorescente. RF también ha sido empleada para el estudio de
reorientacion de moléculas de solventes, y ha mostrado tener interesantes propiedades
quimicas y fotoquimicas en solventes proticos que dependen fuertemente de la
temperatura, viscosidad y estructura del solvente [7,8] Las estructuras de ambos

colorantes se muestran a continuacion:

8]

¢
/@N\jil /Q:Nj@
Na* -O (0] x o) Na® -0 (%) o

Resazurina {RZ) Resoruting (RF)

También se han empleado estos colorantes como sensibilizadores de procesos de
fotopolimerizaciéon vinilica con buenos resultados [9]. Todos estos antecedentes,
especialmente lo que hace a su empleo en sistemas bioldgicos, hacen interesante

estudiar estas moléculas en sistemas microheterogéneos.
Los objetivos de este trabajo de tesis se describen a continuacion:

- La caracterizacion de los parametros fotofisicos de ambos colorantes en
sistemas de micelas directas e inversas formadas por distintos detergentes sintéticos.
Determinaciéon de sus espectros de absorcion y emision, rendimientos cuanticos y
tiempos de vida de fluorescencia Estudio de las propiedades del estado triplete en los
mismos sistemas, su espectro de absorcion y cinética de decaimiento.

- El estudio de la fotofisica en microemulsiones formadas por fosfolipidos
naturales o sintéticos.

- Estudio de reacciones fotoquimicas de los colorantes en los mismos sistemas

en los que se determinaron los parametros fotofisicos, mediante la cinética de

3
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decaimiento de los estados excitados en presencia de distintos sustratos. En este caso el
estudio se centr6 en la fotorreaccion de RZ en presencia de donores de electrones como
aminas. Fue observado, en solucion acuosa, que esta reaccion es altamente dependiente
de la estructura de la amina y solo es eficiente en presencia de aminas alifaticas
terciarias [10]. Debido a que los sistemas organizados solubilizan, concentran y
compartamentalizan los sustratos y catalizan procesos quimicos y fisicos, es que nuestro
interés estuvo focalizado sobre el efecto de dichos medios en la velocidad de

fotorreaccidon como también del rendimiento cuantico de fotorreaccion.

I-2. Presentacion de capitulos

Este trabajo de tesis se encuentra organizado en seis capitulos.

El Capitulo I, comprende una breve introduccion a la importancia del tema y
objetivos del trabajo de tesis, y se subdivide en secciones en las que se introduce al
lector en el campo de los medios organizados.

En el Capitulo II, se describen los reactivos y equipamientos empleados, asi
como la metodologia utilizada.

Los resultados v discusiones se encuentran distribuidos en tres capitulos.
Capitulo 1II, el que estd dividido en dos partes, en la primera parte se muestran las
experiencias realizadas en medio homogéneo y en la segunda, las realizadas en los
medios organizados empleando micelas directas. Capitulo IV, micelas inversas y
microemulsiones. Capitulo V, estudio de la reaccion fotoquimica.

Finalmente en el Capitulo VI, se exhiben las conclusiones alcanzadas a partir de

la interpretacion de los resultados obtenidos.
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I-3. Aspectos tedricos

I-3-1. Sistemas Organizados

I-3-1-1. Caracteristicas generales

Las soluciones diluidas, soluciones de electrolitos, soluciones regulares, difieren
entre ellas de acuerdo al tipo de solvente, soluto y naturaleza de las interacciones. Sin
embargo se describen adecuadamente considerando el mezclado al azar por movimiento
térmico de sus solutos y solventes [11]. Por el contrano, en el mundo real de varios
sistemas de importancia biolégica y tecnologica, tales como las micelas directas e
inversas y las membranas biologicas, las cuales proveen compartimentos de tamaiio,
forma y microentorno definidos hay un alto grado de orden, resultado de las grandes y
diversas areas de interfases que estan concentradas en pequefios volumenes [12]. El
transporte de solutos y muchos otros procesos que forman parte de los procesos
celulares, son eventos que ocurren a través de las membranas biolégicas. La mayor
parte del conocimiento de la estructura de la membrana biologica, se obtuvo a través de
la investigacion utilizando modelos, los cuales tratan de imitar los procesos que ocurren
en las mismas, pero en sistemas relativamente mas simples como son: las micelas,
microemulsiones, monocapas, bicapas, vesiculas y liposomas. Estos modelos de
organizaciéon son llamados en su conjunto "agentes imitadores de membrana" o
"sistemas organizados". Generalmente estos sistemas son formados por la asociacion de
moléculas en un medio fluido, que en muchos casos es agua. Aunque estas soluciones
parecen diferir notablemente unas de otras tienen en comun lo concerniente a la
orientacion, agregacion, v formacion de estructuras entre las moléculas que las forman.
También pueden formarse por el agregado de un tercer o cuarto componente, resultando
en sistemas binarios, terciarios o cuaternarios, respectivamente. A estos sistemas
también se los conoce como "microheterogéneos”, ya que a simple vista presentan una
sola fase, como si fuese una soluciéon homogénea, isotropica y termodinamicamente
estable [13] pero son heterogéneos si son observados a escalas microscopicas ya que
poseen dos o mas de lo que se conoce con el nombre de "pseudofases", y por lo tanto
algunas de sus propiedades no son uniformes en todo el seno de la soluciéon. Este hecho

tiene implicancias relevantes. La distribucion de un soluto en este tipo de solucion
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puede ser no homogénea; pudiendo existir cavidades microscépicas con propiedades
hidrofilicas o hidrobdbicas, que pueden disolver o no un soluto, o pueden existir
superficies cargadas que afecten la distribucion de solutos y la reactividad del éstos
frente a otras moléculas. En la figura 1.1, se muestra una representacion simplificada de

estructuras organizadas en diferentes medios.
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Figura L 1: Representacion de estructuras organizadas en distintos medios.

Por lo general, las moléculas que forman agregados moleculares poseen
propiedades y caracteristicas anfifilicas, es decir que poseen una parte polar y otra no
polar. Estos compuestos fueron llamados en un principio anfipaticos, para denotar la
presencia de un grupo lipofilico que tiene preferencia (simpatia) por medios no polares
y un segundo grupo lipofobico, el cual no tiene preferencia por los mismos (figura 1.2).
Estos grupos reciben cominmente el nombre de "cola" y "cabeza polar",
respectivamente [14]. Si el solvente es agua los dos grupos reciben el nombre de
"hidrofdbico” e "hidrofilico".

La mayoria de las moléculas anfifilicas son llamadas surfactantes, del inglés
"surfactant" (surface active agent), porque son capaces de adsorber fuertemente en la
interfase aire-agua, reduciendo la tension superficial. Estas sustancias permiten
controlar las propiedades del sistema y, segun el caso y el uso, se califican como jabon,

detergente, tensoactivo, emulsionante, dispersante, espumante, etc.
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e \? \/\’

cola hidrofdbica cabeza hidrofilica

Figura L2: Estructura general de un surfactante.

El grupo polar en los surfactantes es en general un grupo funcional como
alcohol, acido carboxilico, sulfonato, fosfato, amina, etc., que posee afinidad por
solventes polar en particular el agua. Por el contrario, el grupo no polar o poco polar,
puede contener una o mas cadenas de diferente longitud, es en general un grupo
hidrocarbonado de tipo alquil o alquil benceno, y que puede contener eventualmente
atomos de haldégenos u oxigeno. Dependiendo del tipo de grupo polar los surfactantes se
pueden clasificar en [15]:

-Anidnicos: carboxilatos, sulfonatos, etc.

-Catidnicos: sales de amonio 0 amonio cuaternario.

-No-i6nicos: mono glicérido de un acido graso, polioxietillalquifenol.

-Zwiterionicos: caracter antonico y cationico en el grupo. Ej: aminoacidos, betainas o
fosfolipidos.

Las estructuras de algunos surfactantes, los que a su vez son los que se utilizaran

en este trabajo de tesis, se muestran en la figura 1.3.
I-3-1-2. Micelizacién y concentraciéon micelar critica (cmc)

La propiedad fundamental de los surfactantes en solucion acuosa, es su
capacidad de auto-asociacién. Las primeras moléculas de surfactante presentes en una
solucién tienen una fuerte tendencia a migrar hacia una interfase y adsorberse en ella, y
la fuerza motriz de tal adsorcion es el efecto hidrofobo, a saber la sustraccion de la cola
apolar del medio acuoso. La formacion de una monocapa mas o menos densa de
surfactante en una interfase es la primera manifestacion de la tendencia a asociarse.
Cuando la concentracion de surfactante aumenta en la fase acuosa, se procede
rapidamente a la saturacion del area interfacial, y como consecuencia el nimero de

moléculas disueltas tiende a aumentar. En la figura .4 se muestra tal agregacion.
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Figura 1.4: Agregacion de moléculas de surfactante y formacion de micelas.

La agregacion de los surfactantes resulta en una gran variedad de estructuras
[13]. Los agregados mas simples y mejores conocidos son las micelas, particularmente
llamadas micelas normales o directas.

Una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes que caracteriza a los
sistemas micelares es su concentracion micelar critica (cmc), parametro que
corresponde a la concentracion de surfactante a la cual comienza la asociacion de
moléculas para formar los microagregados. El fendmeno se inicia con la formacién de
microagregados pequefios (o premicelas), que crecen rapidamente en un rango de
concentraciones especifico para cada surfactante. La posterior adiciéon de tensoactivo
provoca un aumento en el nimero de microagregados presentes en solucion, mientras el
tamafio y forma micelar permanecen relativamente inalterados en un rango dado. La
cmc no es un valor preciso, corresponde a un rango de concentraciéon y su magnitud
experimental depende normalmente de la metodologia empleada para evaluarla. Su
valor es experimentalmente accesible y detectable por algunas propiedades que cambian
abruptamente en la cmc, las mas usadas son: la tension superficial, conductancia
equivalente, viscosidad dentro de los métodos no invasivos y la absorcion v
fluorescencia de moléculas prueba sensibles al medio, dentro de los métodos invasivos,
es decir, en los que se requieren de una molécula sonda para su determinacion. Los
valores de cmc es caracteristica de cada surfactante y solvente, ademas dependen de la
hidrofobicidad de la cadena, de la carga neta del surfactante, de la naturaleza polar de
los grupos que posea, de los contraiones y de la presencia de electrolitos que pueden ser
agregados en forma externa [16].

Otra caracteristica importante de los sistemas micelares corresponde al nimero

de moléculas de surfactante que conforman cada microagregado, magnitud definida
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como numero de agregacion (N,g). Este parametro no sélo contiene informacién acerca
del tamafio y forma micelar, sino que ademads es importante en la determinacion de la
estabilidad y posibles aplicaciones practicas del sistema en estudio [17].

Ademas es importante conocer la concentracion de micelas que se define como:

[Mic] = [S“’ﬂﬂ (L1)

ag

En el caso de que se esté en presencia de un sustrato, p. ej. colorante, en el medio
micelar, es importante conocer el nimero de ocupacion promedio (n) que se refiere al

numero promedio de moléculas de colorante por micela y se define como:

Soluto

, ool 0
[MIC]

El conocimiento de este ultimo parametro es esencial para la interpretacion de varios

procesos bimoleculares de los estados excitados como la desactivacion o quenching de

fluorescencia, transferencia de electrones y energia.
I-3-1-3. Estructura y propiedades de las micelas directas

El modelo aceptado actualmente para una micela idnica consiste de un centro o
corazon de radio aproximadamente igual a la longitud de las cadenas alquilicas
totalmente extendidas de los surfactantes, rodeado por la capa de Stern conteniendo
agua, los grupos cabeza y mas de la mitad de los contraiones y esto es rodeado a su vez
por la capa de Gouy-Chapman que contiene agua y los contraiones restantes (ver figura
5). La densidad de carga superficial y el tamafio de las colas hidrofobicas, son el
principal factor que controla el tamafio micelar. También se acepta generalmente que las
micelas son especies fuertemente hidratadas. Datos hidrodinamicos indican que tanto
como 10-12 moléculas de agua estan enlazadas por 16n de surfactante, correspondiendo
al 40% del volumen micelar. Sin embargo no hay un acuerdo acerca de la localizacion
exacta de las moléculas de agua en la micela. La cantidad de agua en el interior micelar

varia de surfactante a surfactante, pero en la actualidad, se considera que el agua penetra
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la superficie micelar a distancias de aproximadamente seis atomos de carbono.

En contraste con las micelas ionicas, la localizacion y magnitud de la
penetracion de agua en micelas no-idnicas parece estar bastante claro. Hay evidencias
que sugieren que el corazon hidrofobico esta libre de agua y que las unidades de 6xido
de etileno externas estan fuertemente hidratadas. Hay aproximadamente cuatro

moléculas de agua por unidad de 6xido de etileno.

Capa de Stern
Solucién acuoga + + +
+ o F +
+ - o
+ + . Solucién acuosa
+
+
+ 0
+
+ =B
+
+
Capa de Gouy-Chapman

.Comzdn micelor

Figura 1.5: Estructura completa de una micela directa [13].

Las micelas son estructuras dinamicas en equilibrio con mondmeros vy otras
formas de agregados en solucion. Dependiendo de las condiciones experimentales
(concentracion del surfactante, temperatura, presencia de aditivos, etc.), la distribuciéon
del tamafio micelar para una forma u otra puede dominar.

El equilibrio de asociacion micelar ha estado sujeto a muchas investigaciones
mediante las técnicas de flujo detenido, salto de temperatura y presion y relajacion
ultrasonica. Estos estudios mostraron en general, la presencia de dos procesos de
relajacion, caracterizados por dos tiempos de relajacion 1, y 1. El proceso rapido es del
orden de unos pocos microsegundos y el proceso lento se extiende a varios
milisegundos. El proceso rapido ha sido asignado al intercambio de un monémero del
surfactante entre la fase micelar y el solvente externo. El proceso lento ha sido asignado

al equilibrio de micelizacién-disolucion [13].
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I-3-1-3-1. Solubilizacién y organizaciéon de sustratos

Muchas aplicaciones de las micelas estan relacionadas a su habilidad para
disolver o solubilizar sustancias insolubles en agua. La solubilizacién es una
consecuencia de la asociacion mutua de las moléculas solubilizadas, solubilizacion con
mondémeros o de comicelizacion. Las sustancias hidrofobicas no estan asociadas
apreciablemente con surfactantes monoméricos. Un repentino incremento de la
solubilizacién ocurre en la region de la cmc. De hecho, la solubilizacion de un sustrato
puede ser usada para determinar la cmc. En contraste con la disolucion en un solvente
organico, la solubilizacion micelar es un fenomeno altamente cooperativo. La
solubilizaciéon es la base de muchos procesos industriales y es de fundamental
importancia para comprender el efecto micelar sobre reactividades.

La solubilizacién fue establecida como un proceso dinamico que involucra
ambas interacciones hidréfobicas y electrostaticas. Basados sobre el adagio “semejante
disuelve a semejante”, moléculas polares estarian asociadas con la cabeza polar de los
surfactantes, mientras que las no polares, estarian preferentemente localizadas en el
corazon micelar.

La solubilizacion de un sustrato en micelas ha sido tratada mas recientemente en
términos de un proceso de dos fases. La distribucién entre dos sitios extremos es
considerada en este modelo. Los sitios corresponden a un “‘estado disuelto” hidrofobo,
en el interior micelar, v un “estado adsorbido™ mas polar, en la interfase micela-agua.
La adsorcién es la principal consecuencia de la actividad superficial del sustrato y esta

estd mayormente amplificada por la gran relacion superficie micelar / volumen.

I-3-1-4. Micelas inversas

La asociacion de surfactantes en solventes no polares o poco polares es
consecuencia predominantemente de interacciones dipolo-dipolo y de par idnico entre
las moléculas anfifilicas. Esto es bastante diferente a las repulsiones electrostaticas, las
cuales son una de las interacciones responsables de la micelizacién en agua. El proceso
de agregacion es mucho mas complejo que en agua y depende de la naturaleza y
concentracion del surfactante, de la naturaleza del contraion como también de las

propiedades del solvente organico externo [15]. Estos agregados son lo opuesto a las
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micelas directas, ya que los surfactantes poseen su grupo cabeza polar orientado hacia el
centro conteniendo agua, con las colas hidrocarbonadas orientadas hacia el solvente
organico, tal como se muestra en la figura I.1. Constan por lo menos de tres zonas bien
diferenciadas en donde pequefias moléculas, solutos, pueden solubilizarse, las cuales
son: una microfase acuosa intema (llamada en inglés "water pool" y que se denomina en
castellano "laguna o corazon acuoso"); la interfase (donde se ubican los grupos cabeza
polares y contraiones del surfactante) y la fase organica externa [13].

Aqui el concepto de cmc, es aceptado para sistemas que cumplen con el tipo de
modelo de agregacion: n monémeros €= (monomeros),. el nimero n de moléculas de
monomero o surfactante en cada agregado, N,,, depende de la cantidad de agua que

posea la micela [12,15].
I-3-1-4-1. Micelas inversas de AOT

Uno de los surfactantes mas empleado en la formacion de micelas inversas es el
1,4-bis(2-etithexil) sulfosuccinato de sodio (AOT), debido a que forma micelas inversas
y microemulsiones de agua en aceite termodinamicamente estables. En la figura 1.6 se
muestra la estructura de una micela inversa de dicho surfactante. AOT es importante
como surfactante modelo porque no requiere la presencia de un cosurfactante para
formar micelas inversas. El cosurfactante es usualmente un alcohol de cadena corta,
cuya funcion es estabilizar la microemulsién haciendo minima la tension superficial de
la interfase, para permitir la formacion casi espontanea de los microagregados. Ademas
puede solubilizar grandes cantidades de agua, pudiendo alcanzar un w (w = [Agua) /

[Surfactante]) entre 40-60 dependiendo del solvente organico no polar [18].
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Figura L6: Representacion esquematica de una micela inversa de AOT. (1) Laguna acuosa, (2) interfase

micelar, (3) fase organica.
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Estos agregados son relativamente monodispersos en solucion y esféricos a
muy bajas concentraciones de surfactante. La maxima cantidad de agua que pueden
disolver estos sistemas depende de la concentracion de surfactante y de la temperatura;,
y a una temperatura fija, de la naturaleza quimica del medio dispersante (por ejemplo

del largo de la cadena alquilica del solvente organico).

1-3-1-4-2. Naturaleza del agua en la laguna acuosa

Las micelas inversas se pueden formar en principio, en ausencia o en presencia
de agua solubilizada [15]. Sin embargo, generalmente se propone que si el medio esta
completamente libre de agua, no se puede definir con exactitud una cmc, y en este caso
los agregados formados son muy pequefios y polidispersos, indicando un minimo de
cooperatividad en la asociacion del surfactante. Esto ha sido particularmente establecido
para AOT en diferentes solventes organicos [19].

La laguna acuosa atrapada en las micelas inversas ha sido extensamente utilizada
como medio para reacciones quimicas y biologicas [19]. El estudio de la naturaleza del
agua en micelas inversas, particularmente a bajo contenido acuoso, ha recibido gran
atencion v se demostré que exhibe propiedades fisicoquimicas que difieren de aquellas
que presentan en agua pura. El agua atrapada es de naturaleza heterogénea y sus
propiedades como: micropolaridad, constante dieléctrica, el potencial puente de
hidrogeno, etc., pueden variar en funcion de w [13].

Cuando el contenido acuoso es bajo, todas las moléculas de agua interactuan con
las cabezas polares del surfactante y contraiones, por lo tanto en estas condiciones no se
puede definir una laguna acuosa [13,15,20].

La mayoria de los estudios para la comprension de la estructura de las micelas
inversas, estan limitados al estudio de la naturaleza del agua atrapada en el corazon
micelar. Kondo y colaboradores [21], han clasificado a las moléculas de agua en el
centro de las micelas inversas en dos categorias: (a) las moléculas que residen cerca de
la interfase micelar que estan unidas fuertemente a las cabezas polares del surfactante; y
(b) aquellas las cuales no interaccionan directamente con los surfactantes, y muestran un
medio idéntico al del agua pura Ellos han caracterizado varios agregados micelares
inversos por técnicas de fluorescencia usando piranina como molécula sonda, y sugieren

que piranina puede estar distribuida en dos fases acuosas dependiendo de la atraccién o
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repulsion electrostatica en el corazon micelar.

El tamafio del corazon micelar esta controlado por el parametro w, y depende
grandemente del tipo de solvente no polar y de la concentracion de surfactante. Para
AOT, se ha demostrado que el agua esta totalmente estructurada hasta w = 10, lo cual se
interpreta en términos de las interacciones con los grupos cabeza y contraiones del
surfactante {20-22]. El agua libre 0 “normal” predomina para w > 20, mientras que para
10 < w < 20, se presentan situaciones intermedias en cuanto al comportamiento de las
moléculas de agua [23,24].

Dado que las propiedades del agua en el interior de las micelas inversas difiere
bastante de las del agua pura, especialmente cuando el contenido acuoso es bajo, como
va se ha mencionado, la acidez de la laguna acuosa y las reacciones de transferencia de
protones que se produzcan en esta region ha merecido gran atencion. Bardez y
colaboradores [25], obtuvieron informacion sobre la eficiencia de transferencia de
proton y la acidez en la laguna acuosa de micelas inversas de AOT, utilizando piranina
como sonda fluorescente. Encontraron que la eficiencia de transferencia de proton de
piranina es similar a la del agua pura a w mayor que 12. A valores menores de w, la
eficiencia disminuye debido a que las moléculas de agua estan comprometidas,
solvatando las cabezas polares del surfactante y piranina presenta un espectro de
emision correspondiente a su forma protonada.

El surfactante cationico BHDC en benceno forma micelas inversas y puede
solubilizar agua hasta un w = 20. Las propiedades de este sistema son similares a
aquellas de las micelas inversas de AOT. Esto es confirmado por la naturaleza de la
laguna acuosa en BHDC, la cual muestra que las propiedades (NMR, IR) se aproximan
a las del agua normal, cuando un exceso de agua es adicionado de manera que la

solvatacion de las cabezas polares del surfactante es completa [26].

I-3-1-5. Microemulsiones

Estrechamente relacionadas a las micelas inversas estan las microemulsiones, las
cuales son de interés como medio de reaccion debido a sus similitudes con varios
sistemas  biologicos. [Estas son dispersiones isotrOpicas, transparentes vy
termodinamicamente estables, formadas por cuatro componentes: solvente organico,

agua, surfactante y cosurfactante, tienen un didmetro de micro-gota entre
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aproximadamente 5-100 nm (figura I.1) [27,28]. Dependiendo de la naturaleza de los
constituyentes y sus concentraciones, una microemulsion puede ser del tipo aceite en
agua (O / W) consistiendo en gotas formadas por un centro hidrocarbonado rodeado por
el surfactante y cosurfactante dispersadas en un medio acuoso, mientras que las del tipo
agua en aceite (W / O), contienen un corazon acuoso rodeado por el surfactante y
cosurfactante, y dispersado en un solvente de baja polaridad. Las microemulsiones (O /
W) pueden ser consideradas como analogas a las micelas directas, y las
microemulsiones (W / O) son similares a los sistemas micelares inversos. Las
caracteristicas de las microgotas de agua en aceite son diferentes de aquellas del agua
pura

El comportamiento de fase de un sistema de microemulsion simple se puede
comprender mediante un diagrama de fase ternario o cuaternario como se muestra en la
figura 1.7, donde cada esquina corresponde a un 100 % de concentracion del

componente puro.
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Figura L7: Diagrama de fase hipotético para un sistema de microemulsion formado por agua, aceite,

surfactante y cosurfactante [29].

De la figura anterior se puede apreciar que a alto contenido de aceite o
hidrocarburo, el surfactante puede formar micelas inversas capaces de solubilizar
moléculas de agua en su interior hidrofilico. Un posterior agregado de agua a este
sistema, resulta en la formacion de microemulsiones de W / O. A una cierta cantidad de
agua limite, el sistema pasa de una region claramente isotropica a una region turbia, que

con una mayor disoluciéon de agua se forma una region liquida cristalina, en la cual el
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agua esta atrapada en una doble capa de moléculas de surfactante. Finalmente, cuando
la cantidad de agua incrementa, esta estructura lamelar se rompe formandose una region
continua de microemulsiones de O / W,

La mayoria de los estudios con microemulsiones encontrados en la literatura han
sido realizados en sistemas basados con surfactantes sintéticos, tal como AOT. Estas
moléculas son generalmente téxicas y no pueden ser empleadas por ejemplo, en
aplicaciones farmacéuticas. Una alternativa atractiva podria ser el uso de surfactantes
naturales como emulsificantes para preparar microemulsiones de W / O. Las lecitinas,
son surfactantes naturales, que han sido mostrado ser una buena alternativa para formar
microemulsiones adecuadas para estudios enzimaticos [30-32].

Las lecitinas naturales son mezclas de fosfolipidos y el que se encuentra en
mayor proporcion es fosfatidilcolina. La estructura molecular de los fosfolipidos deriva
de la estructura de los triglicéridos reemplazando uno de los acidos grasos por un éster
del acido fosforico (figura 1.3). Los fosfolipidos son los principales constructores de las
membranas lipidicas celulares, en el ser humano, animales, plantas y microorganismos.
Por lo que las microemulsiones formadas por fosfolipidos pueden ser usadas como
sistemas modelos para simular las membranas biologicas. Estas moléculas tienen
importantes propiedades fisicoquimicas, las cuales son aprovechadas principalmente en

la tecnologia farmacéutica [33}:

- Tienen una fuerte hidrofobicidad debido a las dos largas cadenas
hidrocarbonadas.

- Una fuerte lipofobicidad debido a la cabeza de grupo zwitterionica polar, la
cual tiene un momento dipolar y esta fuertemente hidratada.

- Un equitativo balance de las propiedades hidrofilicas y lipofilicas, aunque
levemente desplazado hacia el lado lipofilico.

- Bajo ciertas condiciones, especialmente con respecto a concentraciones y
temperatura, los fosfolipidos forman expontaneamente estructuras de

membrana (lamelar, liposomal, micelar, etc.)

Debido a las propiedades mencionadas y al hecho, de que la tolerancia
fisiolégica natural de los fosfolipidos es generalmente excelente y ademas son

metabolizados sin ninguna dificultad, se explica porqué el rango de aplicaciones de
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estos compuestos se incrementa dia a dia. An asi el conocimiento de estas moléculas y
sus varias potenciales aplicaciones es aun bastante desconocido en la tecnologia y
desarrollo farmacéutico, lo que nos alientan a profundizar mas nuestros estudios sobre
ellos y los sistemas organizados que forman.

En esta tesis vamos a trabajar con lecitina de soja como surfactante para formar
microemulsiones ternarias y estudiar el comportamiento fotofisico de colorantes en este
sistema.

La formacion de microemulsiones con lecitina de soja ha comenzado a
estudiarse en los tltimos afios [34-39]. Se han realizados estudios fisicoquimicos con
respecto a las propiedades del sistema tales como, la dependencia con la temperatura
[40], de la microestructura de la microemulsion [41].

En base a los antecedentes encontrados sobre la caracterizacion de los sistemas
de microemulsiones formados con lecitina de soja, y al hecho de que no se han hallado
estudios fotofisicos y fotoquimicos en estos sistemas, es que surgio el interés de estudiar
el efecto sobre las propiedades fotofisicas de los colorantes fenoxazinicos-3-ona en

presencia de lecitina.

I-3-1-5-1. Principales aplicaciones de las microemulsiones

Desde el descubrimiento de las microemulsiones, estas han logrado una
importancia creciente tanto en la investigacion basica como en la industria. Debido a
sus principales ventajas a saber: sistemas termodinAmicamente estables por lo que son
faciles de preparar sin requerir contribucion energética, gran area superficial, tension
interfacial muy baja y existencia de diferentes micro-dominios en los cuales pueden
solubilizar drogas tanto hidrofilicas como lipofilicas. Estas propiedades hacen que una
de las aplicaciones mas importantes de las microemulsiones sea su utilizacién como
sistemas de liberacion de drogas.

En los ultimos afios, el interés de las microemulsiones ha estado focalizado hacia
varias aplicaciones en biotecnologia tales como, el estudio de reacciones enzimaticas,
inmovilizacién de proteinas y bioseparacion. Otras de las posibles aplicaciones son en la
industria alimenticia, cosmetologica y textil, como combustibles, como medio de

sintesis, en aplicaciones analiticas, etc [42].
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I-3-1-6. Solubilizacion y localizacion de solutos en micelas inversas y

microemulsiones

La solubilizacion de sustancias organicas e inorganicas por micelas inversas
representa un papel esencial de estas soluciones y juegan un rol muy importante en los
procesos biologicos e industriales.

El establecer los sitios de solubilizacion de un determinado soluto en una micela,
puede ser de gran importancia para explicar las propiedades de éste y las de su
microentorno [43,44]. En forma cualitativa la localizacion promedio de pequeiias
moléculas solubilizadas en soluciones de micelas inversas puede ser resumida en la
figura 1.8. Para moléculas que solo son solubles en el solvente no polar (caso A), el
soluto no perturbara la estructura de la micela ya que permanecera soluble en la fase
organica.

Para solutos localizados en la laguna acuosa (caso B y C), se espera que las
propiedades fisicas y quimicas medidas sean similares a las obtenidas en solucion
acuosa aunque no iguales.

Los solutos localizados en la interfase (caso E), actuan como cosurfactantes
causando un aumento en el area superficial y de modo tal que el radio de la laguna
acuosa disminuye. También la solubilizacién de una molécula sonda en la interfase
micelar puede dar informacién valiosa sobre sus propiedades (como capacidad dadora /
aceptora de hidrogeno, propiedades de hidratacion, etc.).

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

Finalmente los solutos que son muy grandes comparados con el tamafio de la
laguna acuosa, pueden inducir a la formacion de pequeiios agregados alrededor de ellos
(caso F).

Como consecuencia de la existencia de estos lugares de preferente
solubilizacién, surge otra propiedad importante de los medios micelares, la capacidad de
dichos medios para concentrar o separar reactivos. También pueden aislar a uno de los
reactivos del otro, separandolo e impidiendo que se produzca una dada reaccion. La

solubilizacion selectiva de reactivos en la micela los puede acercar respecto a su
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situacion en la disoluciéon acuosa, favoreciéndose reacciones que en fase acuosa eran

lentas.

m

Figura 1.8: Representacion esquematica de los posibles sitios de solubilizacion de solutos en soluciones

de micelas inversas.
1-3-1-7. Procesos de estados electronicamente excitados

La absorcion de un foton por una molécula conduce a su excitacion.
Consecuentemente la especie excitada puede sufrir varios tipos de cambios fisicos y / o
quimicos. Todos los posibles procesos de los estados excitados se explican mediante el
diagrama de Jablonski (figura 1.9). Cada nivel de energia electrénico en una molécula
esta asociado con un estado de energia vibracional y rotacional. La molécula se excita
por absorcion de radiacion electromagnética de una cierta frecuencia hacia un nivel de
energia vibracional alto de un estado excitado singlete de mayor energia. Procesos de
relajacion térmica como, relajacion vibracional (~ 1072 ), relajacion rotacional (~ 107!
s) y relajacion colisional (~ 107 s) llevan a la molécula al nivel vibracional mas bajo
del estado excitado superior. La molécula puede retornar al estado fundamental por
emision radiativa, llamada fluorescencia que ocurre aproximadamente 10 s luego de la
excitacion, o por procesos no radiativos. Hay dos formas de desactivacion de la energia

no radiativamente, la conversion interna (IC) y cruce entre sistemas (ISC). El primero es
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un proceso de relajacion térmico desde un nivel de energia superior hacia un nivel de
menor energia, v el segundo involucra una transicion no radiativa desde el estado
singlete (S;) al estado triplete (T;). La molécula sufre una relajacion hacia el nivel
vibracional mas bajo en el estado triplete y luego puede retornar al estado fundamental
por una transicion radiativa (fosforescencia) o no radiativa (ISC).

Otro proceso de desactivacion de estados excitados y que compite con los
procesos normales de desactivacién nombrados anteriormente, es el “quenching”. Este
es un proceso de desactivacion bimolecular, que implica la transferencia de energia o
electron de la molécula excitada a otra particula presente en la solucién. De esta manera
el decaimiento del estado excitado al estado fundamental es acelerado por la presencia

de otra molécula llamada “quencher”.

S, i
©
S, — 1SC
AN T,
Energia
Absorcion Fhiorescencia Fosforescencia
" 5

Figura 1.9: Diagrama de Jablonski de los procesos fotofisicos unimoleculares

[-3-1-7-1. Efecto del medio

En un sistema homogéneo las moléculas de solvente constituyen el medio que
afecta las propiedades fotofisicas de wuna molécula [45,46]. En sistemas
microheterogéneos el medio, referido como el microentorno, dependera del sitio de
localizacion de la molécula y puede alterar algunos de los procesos de los estados
excitados anteriormente descriptos. Usualmente los solventes polares interactuan mas
fuertemente con los estados excitados con mayor caracter bipolar comparado con el
estado fundamental. Las interacciones soluto-solvente pueden afectar las poblaciones
relativas de los niveles vibracionales del estado excitado o la posicion relativa del

estado excitado de menor energia (S;) con respecto el estado fundamental. El efecto de
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las poblaciones relativas de los niveles vibracionales, se pone de manifiesto con
variaciones en las intensidades de la estructura fina vibracional del espectro de
fluorescencia y el ultimo efecto, en grandes corrimientos hacia el rojo o azul del
maximo de emision, acompaiiado por cambios en el rendimiento de fluorescencia.
Cuando los espectros de emision de fluorescencia son medidos en solventes de
polaridad creciente, se encuentra que para algunos sistemas la longitud de onda
perteneciente al maximo se corre a mayor longitud de onda (corrimiento hacia el rojo o
batocromico), y para otros una situacion inversa es encontrada, un corrimiento hacia el
azul o hipsocromico. La distancia entre el maximo de absorcion y emision se denomina
corrimiento de Stokes, y es muy util para medir polaridad de ciertas moléculas en
diferentes medios.

El estudio de las propiedades espectrales, absorcion, fluorescencia vy
fosforescencia, de distintas moléculas organicas en medios micelares permite obtener
informacion muy valiosa sobre las propiedades de estos sistemas. En general, el
microentorno micelar ofrece una proteccion especial a los estados excitados singlete y
triplete de una molécula frente a procesos de atenuacion o desactivacidn no radiante,
observandose en general grandes aumentos en los rendimientos cuanticos de
luminiscencia en el seno de un medio micelar.

De hecho, los sistemas micelares causan aumentos en los tiempos de vida de
tripletes de algunos compuestos, que son dificiles de alcanzar en solventes moleculares
como por ejemplo, alcanos o arenos. Impurezas en estos solventes, disminuyen el
tiempo de vida del triplete mientras que las micelas protegen el triplete de impuresas
[47].

[-3-1-7-2. Fotorreaccion

La fotoquimica de colorantes, en especial la fotorreduccion por varios tipos de
dadores de electrones ha sido bastante estudiada, y en muchos casos, mecanismos que
dan cuenta de los resultados observados han sido propuestos y explicados en términos
de la teoria de transferencia de electrones [48-51].

Las reacciones fotorredox tienen una potencial aplicacion en el campo de la
conversion fotoquimica de energia solar. Esto es muy importante en una amplia

variedad de procesos quimicos y biologicos, como la fotosintesis. En solventes
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homogéneos varios sistemas han mostrado exhibir reacciones de transferencia de
electrones inducidas por luz eficientemente | 13].

Se han encontrado vanos estudios sobre la fotorreduccion de colorantes con
compuestos conteniendo grupos amino [52-56].

La reaccion fotoquimica de RZ con aminas en solventes homogéneos ha sido
reportada [6,10]. Se encontr6 que una fotodesoxigenacién pura generando resorufina
ocurre desde el estado triplete del colorante y es inhibida por la presencia de oxigeno.
La desoxigenacion fotoinducida de N-6xidos ha sido reportada para otras moléculas
[57], y se encontr6 que procede sobre la irradiaciéon del N-6xido solo en presencia de
donores de electrones como aminas [58,59].

El interés en estas reacciones ha crecido fuertemente en los ultimos afios debido
al uso de ciertos colorantes en reacciones de polimerizacion fotoiniciada. Se encontré
que los colorantes RZ y RF, en presencia de trietanolamina, producen radicales que son
eficientes fotoiniciadores de polimerizacion de acrilamida en agua [9]. Mais
recientemente, se ha reportado sobre la reaccion de RZ con cloruro de difeniliodonio, y
un mecanismo de fotoiniciacton fue propuesto para la polimerizacion de acrilamida
[60].

Debido a estos antecedentes es que surge el interés de estudiar el efecto del
medio sobre la reaccion de fotorreduccion de RZ con aminas alifaticas mediante la
técnica de fotolisis estacionaria. Los sistemas microheterogéneos pueden ser de real
importancia en estas reacciones debido a la separaciéon espacial de los reactivos y

productos.
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11-1. Reactivos y solventes

Los colorantes estudiados de la familia fenoxazina-3-ona son, resorufina [7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona] y resazurina [7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-oxido],
y fueron obtenidos de Sigma como sales sodicas y utilizadas sin purificacion.

Trietanolamina (TEOHA) usada como donor de electrones, se obtuvo de Aldrich
y fue purificada por destilacion a alto vacio.

Azul de metileno (MB) y 9,10-dimetilantraceno (DMA), cuya reaccion
fotosensibilizada de generacion de oxigeno singlete fue utilizada como actinometro,
fueron adquiridos de Aldrich y no fueron sometidos a purificacion.

El surfactante CTAC provisto por Kodak, fue purificado mediante
recristalizacion tres veces desde una mezcla etanol-acetona 1:1 y secado a alto vacio
como minimo tres horas. SDS obtenido de Berna también, fue recristalizado para su
purificacion tres veces desde etanol puro y secado al vacio.

El surfactante AOT fue utilizado tal como se lo recibié de Sigma y BHDC
obtenido de Fluka, fue recristalizado dos veces desde acetato de etilo antes de su uso.

Lecitina de soja (Epikuron 200) usada para preparar las microemulsiones, fue
obtenida de Lucas Meyer, Alemania.

Los solventes organicos n-heptano y benceno utilizados para formar las micelas
inversas de AOT y BHDC respectivamente, e isooctano para formar la fase dispersante
de las microemulsiones, y los demas solventes como, metanol, propanol, etanol e
isopropanol, todos provistos de Sintorgan calidad HPLC.

El agua utilizada fue de Sintorgan calidad HPLC y en algunos casos se utilizo
también agua tridestilada. Para ajustar los valores de pH de las soluciones acuosas se

utilizé acido clorhidrico e hidroxido de sodio obtenidos de Merck.

II-2. Metodologias y equipamientos

11-2-1. Preparacion de soluciones y condiciones experimentales

Las soluciones de los colorantes en agua y en los solventes organicos fueron

preparadas por disolucion de las drogas solidas. El ajuste de pH, en las soluciones
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acuosas que asi lo requerian, se realizd mediante el agregado de hidroxido de sodio o
acido clorhidrico, utilizando un pH-metro.

Las soluciones de micelas directas, fueron preparadas por pesada de la droga
solida y disolucion en una solucion del colorante en agua con posterior sonicacion.
Luego, la solucion micelar al igual que la solucion acuosa del colorante, fue también
ajustada a pH entre 8-9 con hidroxido de sodio con el fin de obtener los colorantes
deprotonados.

Para la preparacion de las soluciones de micelas inversas y microemulsiones,
generalmente se procede a la disolucion del surfactante en el solvente organico que se
utiliza como fase dispersante. Luego a esta solucion se le agregaron alicuotas de agua,
hasta alcanzar la relacion molar agua / surfactante (w) deseada. Dicha relacion se

calcula con la siguiente expresion:

W n'molesH,0 Vyo %355

= IL1
n’'moles Surf V. [Surf ] (I

Donde V, , es el volumen (litros) de agua agregada, 55,5 es la concentracion molar del

agua pura, Vgyr (litros) y [Surf] son el volumen y la concentracion molar de la solucion
de surfactante. Esta ecuacion supone que Vst =V yoal.

Para introducir los colorantes en las soluciones de micelas inversas, se prepard
una solucion concentrada (aproximadamente 10™* M) de estos en agua a pH entre 8-9 y
luego mediante la ecuacion II.1 se calculd cuanta solucion del colorante se deberia
agregar para obtener un valor inicial de w bajo (< 6), de esta forma se transfirio el
volumen necesario con microjeringa calibrada a la solucion del surfactante en el
solvente organico. Se realizaron experiencias variando w entre 4-30 dependiendo del
surfactante utilizado agregando agua. Después de cada agregado de agua en la solucion
del surfactante, las soluciones son agitadas enérgicamente hasta lograr total disolucion
del agua en la solucion.

Para introducir los colorantes en las microemulsiones, se preparé una solucion
concentrada de los colorantes en 1-propanol y unos pocos microlitos fueron disueltos en
la mezcla isooctano-10% propanol (fase dispersante) y esta solucion resultante se utilizo

para disolver el surfactante. Las experiencias fueron realizadas a una temperatura de 25
(o]
C.
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En soluciones de AOT / n-heptano y lecitina de soja / isooctano-10% propanol,
todas las experiencias fueron llevadas a cabo a 25 °C. Cuando se trabajé con BHDC /
benceno la temperatura fue de 32 °C, por debajo de esta temperatura se observa
insolubilidad del BHDC en benceno.

Las experiencias de laser flash fotolisis, se realizaron en una celda especial
realizada adaptando a una celda comuan de cuarzo una bocha de vidrio para aumentar el
volumen de solucion de muestra a utilizar, de esta manera la solucién puede ser
renovada mediante agitacion, para evitar la descomposicion de la misma por contacto
con luz de alta energia. Para corroborrar si la muestra se fotolizaba, fue necesario tomar
los espectros de absorcion al comienzo y al final de la experiencia. Las soluciones
fueron previamente desoxigenadas por burbujeo con gas argon durante
aproximadamente 30 min.

Las experiencias de fotolisis se realizaron por irradiacion a 620 nm de las
soluciones en una celda de absorcion o fluorescencia de paso optico 1 cm, utilizando un
volumen final constante de 3 ml. Las soluciones de RZ con la amina fueron previamente
desoxigenadas por burbujeo con gas argon durante 40 min, para que tenga lugar la
reaccion y mezcladas durante la irradiacion empleando un agitador magnético. La
solucion del actinbmetro se mantuvo homogéneamente saturada de aire mediante
continua agitacion, y fue irradiada en idénticas condiciones. La temperatura se mantuvo

constante a 20 °C.

11-2-2. Dispersién dinamica de luz (DLS)

La técnica de dispersion dindmica de luz, es muy utilizada para medir el tamafio
de las nanogotas en microemulsiones [1,2]. Esta técnica mide las fluctuaciones de la
intensidad de luz dispersada en el tiempo (escala us), causadas por el movimiento
browniano de las particulas en solucion.

Las experiencias fueron realizadas con un equipo Malvern 4700. El sistema
experimental consta de un laser de ion-argon, utilizado como fuente de excitacion y que
emite un haz polarizado verticalmente de 488 nm de longitud de onda, un gonidémetro,
que al girar con el detector permite realizar medidas a diferentes angulos, y un
correlador 7132, que realiza el calculo de la funcion de autocorrelacion de la intensidad

de luz dispersada. Se utilizo un volumen de solucion de las microemulsiones de lecitina
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de soja 0,05 M en isooctano / 10% 1-propanol de 2 ml, previamente filtrada, contenida
en una celda comun de cuarzo. La intensidad de luz dispersada de la solucion de
microemulsiones, fue determinada a un angulo de 90° con respecto a la luz laser
incidente, por un fotomultiplicador. Todas las mediciones se llevaron a cabo, a una
temperatura de 25 °C mediante un bafio termostatizado.

Los datos fueron analizados por un desarrollo de CONTIN para tener
informacion de la distribucion completa del tamaifio de las particulas (monomodal o
multimodal). El radio hidrodinamico (r,) obtenido (radio de la laguna acuosa mas la
longitud de las cabezas polares del surfactante), en funcion de w se muestra en la
siguiente figura. Las determinaciones se hicieron por triplicado, a cada w, aceptandose

como validas aquellas en las que el indice de polidispersidad arrojado fue < 0,7.

r,(nm)

Figura IL.1: Radio hidrodindmico en nm de los microagregados de lecitina 0,05 M en isooctano- 10% 1-
propanol en funciéon de w a 25 °C.

Se obtuvo un r, a bajo w de 1,3 nm siendo similar al obtenido para micelas
inversas de AOT cuyo m, es aproximadamente 1,5 nm en similares condiciones [2].
Como se puede observar de la figura I1.1, la variacion del radio hidrodinamico en
funcion de w resulto ser lineal, lo que significa que los agregados formados son

esféricos y no interactian entre ellos.
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I1-2-3. Espectros de absorcion

Fueron determinados con un espectrofotometro UV-visible Hewlett Packard
8452A o Shimadzu 2401, cuyo detector presenta un arreglo de diodos. El intervalo de

deteccion esta comprendido entre 190 y 820 nm.

I1-2-4. Medidas de fluorescencia

II-2-4-1. Medidas estacionarias

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario fueron tomados con un
espectrofluorimetro Spex Fluoromax. En algunos casos, los espectros de fluorescencia
se corrigieron a igual cantidad de luz absorbida utilizando para esta la siguiente

relacion:

L =1 (1-10%) (I11.2)

donde I, es la intensidad de luz absorbida, Iy la intensidad de luz incidente y A la
absorbancia correspondiente a la longitud de onda de excitacion. Generalmente la
concentracion del colorante utilizada fue del orden de 5 x 10° M, correspondiendo a
una absorcion de las soluciones entre 0,1-0,2, a la longitud de onda de excitacion.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®f) [3] de los colorantes se
obtuvieron utilizando como estandar una solucion de violeta de cresilo en metanol, con
®r = 0,54 [4], mediante la técnica de actinometria relativa. Las soluciones preparadas,
tanto para la muestra como para la referencia, fueron diluidas (absorbancia menores que
0,1) y ajustadas a igual absorbancia. El rendimiento cuantico de fluorescencia se

determiné mediante la ecuacion (I1.3) [4]:

(DF — Eremeucstmnz)‘ )

(A estraFoop Tl 02) ref (11.3)
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donde A es la absorbancia, F el area de la banda de emision integrada y m, mo son los
indices de refraccion de el solvente conteniendo la muestra y la referencia,

respectivamente.

1-2-4-2. Medidas dinamicas

Los tiempos de vida de fluorescencia fueron medidos utilizando la técnica de
conteo de foton tnico [5,3] con un equipo Edinburgh Instruments OB900. En la figura
11.2 se muestra un esquema simplificado del equipo empleado en el laboratorio. Este
consta de una fuente de excitacion, la cual genera un pulso repetitivo de luz que
estimula la absorcion de la muestra. A baja velocidad de excitacion, cada molécula
absorbe a lo sumo un foton, en una escala de tiempo que es practicamente instantanea.
La subsecuente relajacion de las moléculas en el estado excitado, hacia al estado
fundamental via la emisidon de un foton fluorescente, ocurre con una distribucion de
decaimientos en el tiempo. La técnica de conteo de foton unico, registra tal distribucion
por medicion del tiempo de decaimiento de un foton individual fluorescente con
respecto al tiempo de llegada del pulso de excitacion. El sistema de deteccion,
comunmente un tubo fotomultiplicador (PMT), mide la diferencia de tiempo entre el
pulso de excitacion y la llegada del primer foton fluorescente de la muestra. Una parte
esencial es un convertidor de tiempo a amplitud (TAC), que transforma el tiempo entre
la sefal de partida (START) y la de detencion (STOP) del pulso de excitacién en un
voltaje. El pulso de excitacion sirve como sefial de partida para cargar un capacitor en el
TAC, el voltaje en el capacitor incrementa hasta que un foton es detectado y se genera
una sefial que detiene la carga del capacitor. Este luego es acumulado y convertido en
una sefal digital usando un convertidor analogico digital, que luego es almacenado en
un analizador multicanal (MCA) y colocado en el canal de tiempo correspondiente. Por
repeticion del ciclo start-stop varias veces, un histograma es formado, el cual representa
el decaimiento de la fluorescencia.

Para la determinacion de los tiempo de decaimiento de fluorescencia, se
utilizaron LEDs (Ligth emitting diodes) como fuentes de excitacion. El empleo de
LEDs permite acortar considerablemente los tiempos de adquisicion de muestras y
aumentar la resolucion temporal, ya que dichas fuentes de luz poseen anchos de pulso

en el orden de los cientos de picosegundos. La calidad de los ajustes fue determinada a

33



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal MATERIALES Y METODOS

través del parametro estadistico % (chi cuadrado) y del grafico de los residuos pesados.
En el caso de un buen ajuste el valor de chi cuadrado tiene que ser cercano a la unidad.
Con respecto al parametro de ajuste de los residuos pesados, se encuentra que éste es
bueno cuando el grafico de los residuos en funcion de los canales se distribuye al azar

alrededor del cero.

Fuente de
excitacion

|

Monocromador

|

=

M enocromador

|

PMT

START rac | STOP

MCA

Figura I1.2: Representacion esquematica del equipo de conteo de foton unico.

11-2-5. Fotolisis de destello laser (laser flash fotdélisis)

Los espectros de absorcidon y decaimientos de especies transitorias fueron
determinados utilizando la técnica de laser flash fotohisis [5,6]. Estas especies (tripletes,
iones radicales, etc ) son generadas mediante la excitacion de la muestra por un pulso
intenso de radiacion laser. El arreglo experimental utilizado para la aplicacién de esta
técnica se muestra en la figura I1.3.

La fuente de excitacion fue un laser de Nd:Yag (Spectron SL 400), utilizando el
armonico a 532 nm, con un ancho de pulso de ~ 18 ns.

El haz del laser fue desenfocado a fin de cubrir en su totalidad el paso optico del

haz analizador (10 mm) proveniente de una lampara de xenon de 150 W.
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El sistema de deteccion comprende un monocromador PTI acoplado a un tubo
fotomultiplicador Hamanatsu R666. Entre pulso y pulso de excitacion, la muestra es
protegida de la radiacion de la lampara analizadora para evitar o minimizar su
fotodegradacion, intercalando en el camino del haz un obturador (shutter) cuya apertura
esta sincronizada con la frecuencia de disparo del laser. La luz transmitida por la
muestra es recibida por el monocromador y detectada por el tubo fotomultiplicador en
donde, se traduce a un pulso de corriente transitorio. Luego, la sefial fue capturada por
un osciloscopio digital (HP54504) y transferida a una computadora personal. La sefial
eléctrica es transformada a valores de absorbancia. En la figura 11.4, se muestran los

parametros a tener en cuenta para realizar la transformacion.

Lampara
¥ de Xe
L
=== Shutter
F
E
Laser \
Nd-YAG
L
F
Trigger L
Osciloscopio

MC

4

Figura 11.3: Esquema equipo laser flash fotélisis utilizado para el estudio de especies transitorias.

Las diferentes situaciones a considerar son:

a- Obturador cerrado, sin flash de excitacion, que corresponde al 0% de
transmitancia.

b- Obturador abierto, sin flash de excitacién, correspondiendo al 100% de
transmitancia, ya que la sefial observada se debe a la transmitancia del haz

analizador a través de la muestra.

35

100000 0000000000000000000000000C0OCOCOOICGSONCGONCGOSOOECEECESECSOIOTC®YS



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal MATERIALES Y METODOS

c- Obturador abierto, mas el pulso del laser, la sefial registrada se debe a la

variacion de absorbancia temporaria proveniente de la muestra.

0 O%T
_20_|° ‘
\ }
> .
z 40 [
- -60
)
-80
-100
100%T
0 50 100 150 200
Tiempo f us

Figura I1.4: Representacion de una seifial transitona tipica obtenida por laser flash fotolisis.

Segln la ley de Lambert y Beer, la relacion entre la absorbancia y transmitancia

a una dada longitud de onda es:

Ac=-log (It / L) (11.4)

Luego, teniendo en cuenta los parametros experimentales medidos y la ley de Beer, la
absorbancia de una especie transitoria en funcion de la longitud de onda y a un dado

tiempo, se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

Ap=-log(i/L)=¢g.bc (ILS)

Donde I;: es la intensidad de luz transmitida (mV)
I,: es la intensidad de luz incidente (mV)
£ es el coeficiente de extincion molar (M™ cm™)
b: es el paso optico del haz analizador a través de la muestra (cm)

c: es la concentracion molar de la especie transitoria (M)

Los espectros de absorcion de especies transitorias, se obtienen registrando el

cambio de absorbancia de las especies a un tiempo fijo, en funcion de la longitud de
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onda. En general, fueron determinados a intervalos de 5-10 nm hasta obtener el espectro
completo.

Los tiempos de vida de las especies transitorias fueron determinados por medio
de un ajuste monoexponencial del perfil de absorcion de la especie de acuerdo a la

siguiente ecuacion:
A=A et Y (IL.6)

Donde A,: absorbancia a un tiempo t posterior al pulso de excitacion
A, absorbancia correspondiente at = 0

t*: tiempo de decaimiento de la especie excitada

El ajuste exponencial de las trazas de decaimiento se realiz6 mediante un ajuste

de cuadrados minimos no lineales del programa MicroCal Origin 7.0.

[I-2-5-1. Determinacion de rendimiento cuantico y coeficiente de extincion molar

del estado triplete

Los rendimientos cuanticos de triplete (®1) fueron determinados por
actinometria relativa usando tetrafenilporfirina de zinc (ZnTPP) como referencia, siendo
73 x 10* M cm™ y 0,83 los valores del coeficiente de extincion molar a 470 nm y el
rendimiento cuantico del estado triplete de ZnTPP, respectivamente [7]. La intensidad
de la fuente de excitacion se vario empleando filtros, soluciones de KMnQOy colocadas
en una celda a la salida del haz del laser y antes de la celda que contiene la muestra. Se
mide el % T del MnO4™ que sera proporcional a la energia incidente en la muestra. El
principio de esta técnica se basa en que la concentracion del triplete formado en la
muestra, cuyo @t se desea conocer, es comparado con la concentracion de triplete
formado con el mismo numero de fotones incidentes en la solucion del estandar con @y
conocido. En dichas condiciones, la intensidad de luz absorbida por la muestra y el

estandar es la misma, por lo tanto, se pueden escribir las siguientes ecuaciones:
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A
(@), = I — (IL7)
a M a
[znTPP] 4
q) — — ZnTPP 118
( T )ZnTPP ]a gznTPP b Ia ( )

donde Am y Azaree son la absorbancia debida al estado triplete para la muestra y
referencia, respectivamente; € es el coeficiente de absorcion molar del triplete, b es el
paso optico (1 cm) e I, es la intensidad de luz absorbida. De acuerdo a la condicion

planteada, igualando ambas ecuaciones se tiene:

Agaer _ (@1 81) e (1L9)
A, ((DT Er )M

El cociente 4, ../A,, se calcula tomando las pendientes de la region lineal de los

graficos de absorbancia extrapoladas a t = 0 en funcion del % T, como se puede

observar en la figura IL.5.

SEE o ZnTPP .

0003| o .

0002 |- Q00 @

0001 |

0.000 +

Figura ILS5: Actinometria utilizando la absorbancia del estado triplete (A1) de ZnTPP (470 nm) para la
determinacion del rendimiento cudntico de triplete a 700 nm de RF en microemulsiones de lecitina w =
30. Inserto: Absorbancia del estado triplete de ZnTPP a 470 nm en funcion del % T.
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Los coeficientes de extincion molar del triplete de los colorantes (er) fueron
determinados por la técnica de deplecion total del estado fundamental [8]. Este método
supone que a un tiempo t luego de la excitacion de la muestra, el estado fundamental es
convertido todo en estado triplete. Entonces, en una region espectral donde solo absorbe
el estado fundamental (o sea despreciable la absorcidn del triplete), esto es la zona de

deplecion, se tiene:

AA (M) =-er (M) Cr b (11.10)

a partir de esta ecuacion, conociendo el coeficiente de absorcion del fundamental, es
posible conocer la concentracion del estado triplete. Luego, con la absorbancia a la
longitud de onda del maximo donde se sabe que solo absorbe el estado triplete, es

posible conocer el er mediante la ecuacion (I1.11):

er(h2)= AA M)/ Cr b (IL11)

11-2-6. Fotélisis de Estado Estacionario

Las experiencias de fotolisis continua se llevaron a cabo con un sistema de
iluminacion de Photon Technology International (PTI), constituido por una lampara de
xenon que opera a 150 W y un monocromador. En la figura I1.6 se muestra el equipo de
fotdlisis utilizado.

Las velocidades de fotorreaccion fueron determinadas por disminucién de la

absorbancia de la muestra a diferentes tiempos de irradiacion.

Fuarte PTH . (]
g Lémpara Xe 0 MC

Z{

]

arlostate

Figura 11.6: Arreglo experimental empleado para las experiencias de fotélisis.
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I1-2-6-1. Actinometria quimica

El método empleado en la determinacion del rendimiento cuantico de
fotorreaccion fue el de actinometria quimica [9,10]. Este consiste en comparar la
variacion de una cantidad mensurable entre una especie cuyo rendimiento cuantico es
desconocido y una sustancia con rendimiento cuantico conocido en idénticas
condiciones experimentales.

El rendimiento cuantico ® (2) de una reaccion fotoquimica se define como el
nimero de eventos (An) producidos en un dado tiempo, dividido el nimero de fotones

absorbidos (I,) de una longitud de onda particular en el mismo periodo de tiempo.
®(2)= ?—"- (IL12)

Un actinometro quimico es un sistema quimico (fluido, s6lido o en un ambiente
microheterogéneo) en el que ocurre una reaccion inducida por luz (a una cierta longitud
de onda, A) para el cual el rendimiento cuantico, ® (A), es exactamente conocido. En un
actindmetro quimico o fotoquimico, la conversion esta directamente relacionada con el
numero de fotones absorbidos debido a que la accion de la luz produce un cambio
quimico irreversible o reversible, desaparicion o aparicion de moléculas, las cuales

poseen propiedades espectrales caracteristicas.
11-2-6-1-1. Propiedades de un actinometro quimico.

Un actinometro ideal debe cumplir varios requerimientos [10] los cuales se
comentan a continuacion:

e El sistema fotoquimico deberia ser simple y bien conocido. La fotorreaccion
debe ser reproducible bajo condiciones experimentales bien definidas y
facilmente controlables. El rendimiento cuéantico debe ser exactamente conocido
en un rango de longitudes de onda. Son deseables un amplio rango espectral y
un rendimiento cuantico independiente de la longitud de onda.

e El compuesto quimico debe ser estable térmicamente para excluir

complicaciones de las reacciones oscuras.
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e El método analitico debe ser simple. Es preferible un analisis
espectrofotométrico directo.

e El sistema debe presentar gran sensibilidad.

e El material actinométrico deberia ser puro, preferiblemente ser obtenido

comercialmente.

I1-2-6-2. Actinometria mediante fotooxidacion via oxigeno singlete sensibilizada

En este trabajo de tesis, se empled como actinémetro, la oxidacion del sustrato,
9,10-dimetilantraceno (DMA) por oxigeno singlete producido por el colorante Azul de
Metileno (MB) [11], cuyas caracteristicas de absorcion son similares a la del sistema en

estudio.

II-2-6-2-1. Fotosensibilizacion y determinacion de rendimiento cuantico de

fotorreaccion

La fotosensibilizacion es uno de los métodos mas cominmente utilizado en los
laboratorios para producir oxigeno singlete. Dicha especie es generada con alta
eficiencia por transferencia de energia desde el estado singlete o triplete de un
sensibilizador. Los sensibilizadores mas utilizados en las reacciones fotosensibilizadas
son colorantes como: rosa de bengala, eosina, azul de metileno, fluoresceina, etc.,
pigmentos como clorofila y algunos hidrocarburos aromaticos como antraceno.

Los sensibilizadores mas efectivos son aquellos que absorben radiacion en el
intervalo comprendido entre 380-900 nm. Naturalmente, se requiere que a las longitudes
de onda de irradiacion el sensibilizador posea una alta absorcion en tanto que, la del
sustrato fotooxidable, sea nula. Las interacciones entre el estado excitado y fundamental
del actindmetro y sensibilizador no deben ocurrir. La reaccion entre el sustrato oxidable
y oxigeno singlete debe ser solamente de naturaleza quimica, es decir, que el quenching
fisico debe ser despreciable.

La reaccion de fotosensibilizacion para producir oxigeno singlete y sus posibles
pasos de decaimiento pueden ser representadas por las reacciones en el siguiente

esquema:
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L,
MB > MB* (Excitacion del sensibilizador)
ka
MB* + 0, > '0, + MB (Quenching por oxigeno)
k,
'0, + DMA » Producto (Reaccion quimica)
kq
'0, + DMA > M + 20, (Quenching fisico)
kq
0, > 302 (Desactivacion '0.)

Esquema IL.1

El rendimiento cuantico de reaccion de DMA con oxigeno singlete se define

como.

o = loow (1L13)

donde v_,,,, es la velocidad de desaparicion del actinometro e /, es la cantidad de luz
absorbida.
Teniendo en cuenta el esquema anterior, el rendimiento cuantico de DMA se

puede expresar como:

o (_ a[DMAJé/t) _k, x [DMA] % [‘02]
s / - I

a a

(11.14)

A partir del rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete por el

sensibilizador y planteando estado estacionario para 'O, se tiene:

k, x [DMA]
=7 b = r
o = e X0 T oA (k, +k, )+

x®, x1, (IL.15)
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Asumiendo que la constante de velocidad para el proceso de quenching fisico
(k;) es practicamente cero, se obtiene la siguiente expresion para el rendimiento

cuantico de desaparicion de DMA:

®,, —d, x_r X DMA] x[DhA] (IL.16)
k. [DMA+ &, ]

A través de esta ultima ecuacion se calcula el rendimiento cuantico del
actindmetro donde: @, es el rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete
por el sensibilizador y es constante para el solvente saturado de aire. &, y ks son las
constantes de velocidad para la reaccion del estado fundamental del actindmetro con
oxigeno singlete y de desactivacion fisica de oxigeno singlete (ver esquema II.1),
respectivamente. Se trabajo a una concentracion de DMA 1,2 x 10* M en metanol. La
solucion del actindmetro se mantuvo homogéneamente saturada de aire mediante
continua agitacion, y fue irradiada en idénticas condiciones a las de soluciones de RZ.
Los valores de los parametros necesarios en la ecuacion I1.16 obtenidos de literatura

[12] son los siguientes:

k,=63+04x10M's!
k,=1/7,% =1x10" s

®,=052

Por otro lado, para el rendimiento cuantico de reaccion (®g) del colorante con la

amina se tiene:
D, = R (11.17)

donde v_, esla velocidad de desaparicion de RZ e /, es la cantidad de luz absorbida.

Trabajando para ambas reacciones a iguales condiciones experimentales

(temperatura, A de irradiacion, concentracion), despejando /, de la parte izquierda de la
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ecuacion I1.15 y reemplazando en I1.17, nos queda la siguiente ecuacion a partir de la

cual es posible obtener el rendimiento cuantico de la reaccion de interés:

(11.18)

44



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal MATERIALES Y METODOS

REFERENCIAS

[1] C. Goddeeris, F. Cuppo, H. Reynaers, W. G. Bouwmanc, G. Van den Mooter,
International Journal of Pharmaceutics, 312 (2006) 187.

[2] M. Zulauf and Hans-Friedrich Eicke, J. Phys. Chem., 83 (4) (1979) 480.

[3]1J. R. Lakowicz (Ed), Principles of Fluorescence Spectroscopy, Vol 1, Plenum Press,
New York, 1983.

[4] D. F. Aeton, Pure Appl. Chem., 60 (7) (1988) 1107.

[5] B. W. Rossiter, R. C. Baetzold (Eds), Physical Methods of Chemistry, Vol. VIII,
John Wiley & Sons, Inc., New York, 1993.

[6] H. A. Montejano, M. Gervaldo, S. G. Bertolotti, Dyes Pigm., 64 (2005)117.

[71 J K. Hurley, N. Sinai, H. Linschitz, J. Photochem. Photobiol., 38 (1983) 9.

[8] J. Carmichael, L. Hug, J. Chem. Ref. Data, 15 (1986) 1.

[9] J. C. Scaiano, (Ed), Handbook of Organic Photochemistry V 11. CRC Press 1991.
[10] H. J. Kuhn, S. E. Braslavsky, R. Schmidt, Pure Appl. Chem., 76 (12) (2004) 2105.
[11] H. J. Adick, R. Schmidt and H. D. Brauer, J. Photochem. Photobiol A: Chem., 49
(1989) 311.

[12] G. Giinther, S., Else Lemp M., A. L. Zanocco, Bol. Scc. Chil. Qca., 45 (4) (2000)
637.

45




CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION:

Medio homogéneo y micelas directas



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal RESULTADOS Y DISCUSION

III-1. ESTUDIOS EN MEDIO HOMOGENEQO

11I-1-1. Estudios espectroscopicos

Los espectros de absorcion UV-visible y de fluorescencia de los colorantes RF y

RZ en solucion acuosa se muestran en las figuras IIL.1 y I11.2, respectivamente.

04
430

03+
© —
5 20 C
[v] -~
S02¢ >
a
<C

01} 10

0)0 i i 1 O

400 500 600 700
A/nm

Figura HL1: (—) Espectro de absorcién y (—) emision de fluorescencia de RF (A = 570) enaguaa pH =
8.5.
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Figura IIL2: (—) Espectro de absorcion v (—) emision de fluorescencia de RZ (A, = 590) en agua a pH =
8.5.
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El espectro de absorcion de RF presenta una banda de absorcion intensa centrada
a 572 nm con un hombro a 535 nm. El espectro de fluorescencia consiste en una banda
intensa con un maximo en 584 nm.

Para RZ el espectro de absorcion muestra una banda intensa a 602 nm con un
hombro en 555 nm, y una banda débil a 380 nm. La banda mas intensa es asignada a la
transicion T — 7 debido al grupo fenoxazina-3-ona y la banda mas débil a la transicién
n— 7 del grupo N-6xido [1]. El correspondiente espectro de fluorescencia presenta un
maximo en 634 nm y un mayor corrimiento de Stokes que para RF. Un corrimiento de
Stokes mas grande indica que mayor es la diferencia de polaridad entre los estados

fundamental y excitado de las moléculas.
111-1-1-1. Determinacion de los coeficientes de absorciéon molar

Los coeficientes de absorcion molar (g) de los colorantes fueron determinados en
agua pH = 8,5 mediante la Ley de Lambert y Beer [2]. En la figura II1.3 se muestran los
graficos de la variacion de la absorbancia a la longitud de onda del maximo de
absorcion, en funcion de la concentracion de los colorantes. Los valores obtenidos
fueron de 51.000 M ¢cm™ (a 572 nm) y 42.000 M cm™ (a 602 nm) para RF y RZ,
respectivamente. En ambos graficos, la intensidad de absorcion incrementa linealmente
con la concentracion. Esto indica que no hay formacion de agregados de los colorantes

en el rango de concentracion utilizado.
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Figura II1.3: Ley de Lambert y Beer para RF (a 572 nm) y RZ (a 602 nm) en solucion acuosa pH = 8,5,

paso éptico 0,1 cm.
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I11-1-1-2. Efecto del solvente sobre los espectros de absorcion y emision

El espectro de absorcion y de emision de ambos colorantes presentan
importantes cambios en la forma y en la posicion del maximo con el solvente. En la
figura I11.4 se muestran los espectros de absorcion y fluorescencia de RF en algunos

alcoholes y en agua pH =8,5.
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Figura IIL4: Espectros de absorcion normalizados (A) y espectros de emision de fluorescencia

normalizados (B) de RF en diferentes solventes.

Se puede observar un corrimiento hacia el azul de los espectros de absorcion y
de emision con el aumento en la polaridad del solvente. El mismo efecto es observado

para el colorante RZ (figura I11.5).

metanol B metanol
isopropanot A isopropanol
etanol \ etanol
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]
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|
00— 1 ) —— 0,0 L 1 "
400 500 600 700 600 650 700 750
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Figura IILS: Espectros de absorcion normalizados (A) y espectros de emision de fluorescencia
normalizados (B) de RZ en diferentes solventes.
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El efecto observado en los espectros se puede interpretar cualitativamente

observando el diagrama de la figura I11.6.

s,
I A .
S, t_t ______ .

Me

hv,
hve

su hV'f

P \\\\:_'____ Solvente menos polar

Solvente mas polar

Figura IIL6: Diagrama de Jablonski para la fluorescencia de un fluoréforo con la relajacion del solvente,
HE < HF.

El fluoroforo es tipicamente excitado a un primer estado singlete S;, usualmente
a un estado excitado vibracional dentro de S,. Si el fluoroforo es excitado a un segundo
estado singlete S,, rapidamente decae al estado S en el orden de 10™'? s por conversion
interna. Después de la excitacion, los dipolos del solvente pueden relajarse o
reonientarse alrededor de pg, modificando la energia del estado excitado. Entonces, si
consideramos el caso mas tipico, en donde el fluoréforo tiene un momento dipolar
mayor en el estado excitado (ug), que en el fundamental (pg), si la polaridad del
solvente aumenta, el espectro de emision muestra corrimientos a mayores longitudes de
onda. Si por el contrario, el estado fundamental es relativamente mas polar que el
correspondiente estado excitado, a medida que el solvente es mas polar, el estado
fundamental estd mas estabilizado y entonces la diferencia de energia entre el estado
fundamental y el estado excitado se vuelve mayor cuando aumenta la polaridad del
solvente, resultando en un corrimiento hipsocrémico. Por lo tanto, para los dos
colorantes se tiene que Lir €8 Mayor que .

A partir de los espectros mostrados anteriormente, se determinaron las
longitudes de onda maximas de absorcion y fluorescencia de los colorantes en los

diferentes solventes estudiados. Estos resultados son mostrados en la tabla II1.1

50



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla IIL1: Longitud de onda (nm) de los maximos de absorcion y fluorescencia

estacionaria para RF y RZ en varios solventes.

RF RZ
Solvente pob M Saeed S
agua pH = 8.5 572 584 602 634
metanol 574 587 604 635
etanol 577 590 610 638
1-propanol 579 592 612 642
isopropanol 580 593 615 643
acetonitrilo 587 594 630 650

Una interpretacion sencilla sobre la dependencia de los espectros con el solvente
es obtenida a partir de la teoria general de efecto de solvente, la cual describe el
corrimiento de Stokes en base a los cambios en el momento dipolar que ocurren luego
de la excitacion y la energia de un dipolo en diferentes solventes [3].En la Figura se
muestra el corrimiento de Stokes en funcion del parametro del solvente de Bakhshiev,

definido por la siguiente ecuacion [4]:
e -1 n’-1)2n"+1
f(e ,n)=| - ~ .1
(&) [er+2 n2+2)(n2+2J (L

la cual considera al solvente como un medio continuo de constante dieléctrica uniforme.

Donde € y n son la permitividad relativa y el indice de refraccion del solvente
respectivamente.
Ambos graficos muestran una tendencia lineal, lo que sugiere ausencia de

interacciones especificas con el solvente. Del valor de la pendiente de los graficos del
corrimiento de Stokes (Av =v2 —v. ) en funcion del parametro de solvente de
Brakhshiev, se puede tener una aproximacion del cambio del momento dipolar (Ap = pg

- Ug), para la transicién So — S, siendo las pendientes 1212,6 cm™ y 747,6 cm™ para

RZ y RF, respectivamente. El corrimiento de Stokes aumenta con el incremento de la
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polaridad del solvente, indicando una interaccion mas fuerte del estado fundamental en

solventes mas polares.
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0.6 08 1.0
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Figura IIL7: Cormmiento de Stokes de A) RF y B) RZ en funcion del parametro de solvente de
Brakhshiev f (g..n).

II1.-1-1-2-1. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia en mezclas de

solventes

A fin de poder comprender los resultados en los microagregados de lecitina de
soja, se investigd el comportamiento de los colorantes en la mezcla de solventes
isooctano-10% 1-propanol. Debido a la baja solubilidad de los colorantes en isooctano,
se procedi6 a preparar una solucién concentrada (~5 x10™ M) de estos en 1-propanol y

se adicioné unos pocos microlitos a 2,5 ml de isooctano de manera de tener inicialmente
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un bajo porcentaje de 1-propanol. A continuacion se muestra el efecto de la

composicion de solvente sobre los espectros de absorcion de ambos colorantes.

—15%
0,6} RF 5%
10%
—15%
B 20%
5 0,4} 30%
o 40%
o 45%
[N 4
2 r’ ———55%
02} / 70%
——— 100%
R .r"ﬁ RNy
[l —
0,0k : : e
400 600 800
Al nm
0,6
—15%
RZ 5%
[\ 10%
04} | ——15%
w /\ 20%
ol / 30%
s 40%
P
S 50%
2 02¢ o e 100%

Figura TIL8: Espectros de absorcion de RF y RZ (8,0 x 10° M) en mezclas de isooctano con diferentes
agregados de 1-propanol.

Ambos colorantes presentan el mismo comportamiento. A medida que aumenta
la cantidad de alcohol el espectro de absorcion se corre a mayores longitudes de onda y
cambia su forma hasta que la cantidad de 1-propanol es del 40 - 50 %, a partir de alli el
espectro es el correspondiente al del colorante en el alcohol puro. Puede observarse que
para un 10 % de alcohol (que corresponde a la mezcla de solvente en las
microemulsiones) RF presenta una banda ancha a 455 nm y RZ ~470 nm y en ambos
casos un hombro a mayor longitud de onda (cerca donde absorben los colorantes en 1-
propanol puro).

Los espectros de fluorescencia corregidos a igual cantidad de luz absorbida, se

muestran en las figuras 1119 y II1.10. Ambos colorantes presentan el mismo
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comportamiento, a bajo porcentaje de 1-propanol se observa muy poca fluorescencia,
recién a partir de un 10% de alcohol para RF y de un 20 % para RZ la fluorescencia se
vuelve apreciable. A medida que aumenta la cantidad de alcohol los espectros se corren
a mayor longitud de onda. A partir de 40 - 50 % son similares a los en alcohol puro.
Esto esta de acuerdo con la variacion de los rendimientos cuanticos de fluorescencia
(ver insertos figuras I11.9 y I1.10). Los tiempos de vida de fluorescencia aumentan
levemente con el incremento del porcentaje de 1-propanol, alcanzando el valor que
tienen los colorantes en el alcohol puro, siendo de 4,90 ns y 1,20 ns para RF y RZ

respectivamente.

15 | ——15% o’
5% _ .
10% | \ 210" . *
F——15% | g .
20% \\ < mep *
1oL 30% \(
-~ 40% ols
< 45% \ ° % ® %
) ——55% \ % 1-propanct
= —— 100% \
5 A !\'..\
/ \.\
600 700
Afnm

Figura I1L9: Espectros de fluorescencia corregidos de RF (8 x 10° M) en isooctano con diferentes % de

I-propanol a A..= 500 nm a T = 25 °C. Inserto: Rendimiento cudntico de fluorescencia en funcion del %

1-propanol.
5% 10"
150 | 10 % f'(-\' .
——15% [\
20 % JI \ < 10"} -
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< ——— 100% / \
f N
2 / N
— / \
50 | /
/ N
.}'I
0 '_—u—/ i 1
560 640 720
A Inm

Figura I110: Espectros de fluorescencia corregidos de RZ (8,0 x 10° M) en isooctano con diferentes %
de 1-propanotl a A= 520 nm a T = 25 °C. Inserto: Rendimiento cuantico de fluorescencia en funcion del

% 1-propanol.
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111-1-1-3. Efecto del pH

Se encontro que la absorcion de estas moléculas depende fuertemente del pH.
Debido a la presencia de los dos atomos de oxigeno, los cuales presentan una carga
parcial negativa por la deslocalizacion de los electrones del oxigeno en los anillos
aromaticos, ambos colorantes pueden protonarse o deprotonarse dependiendo del pH del
medio.

Para ambos colorantes el espectro no se ve afectado por cambios de pH en el
intervalo de pH 7,5-11,5. En la figura II1.11, se muestra la determinacion del espectro

UV-visible de RF en solucion acuosa a diferentes valores de pH entre 3,3-10.4.

pH
—5,60
5.00
3,30
4,00
6,10
6,60

=
S

o
w

0,4+

°
=

=
s
“18

Absorbancia ( A = 572 nm)
o
-

7,00 i1 pH
10,40 5/ 1

Absorbancia

Figura IIL11: Espectro de absorcién de RF (5,0 x 10° M) en agua en funcién del pH. Inserto: Grafico
de absorbancia a Ay = 572 nm en funcion del pH.

Las bandas a 485 y 572 nm corresponden a las formas acida y basica del
colorante, respectivamente. Con el incremento del pH, la banda a 485 nm se corre hacia
el rojo con una disminucion en la absorbancia. Esto es seguido por la formacion de la
banda de la forma basica a 572 nm con un claro punto isosbéstico a 506 nm,
confirmando el equilibrio entre dos especies (la forma acida y basica de RF). Del inserto
de la figura III.11 se obtuvo un valor del pK de 5,7, valor similar al informado
previamente en la literatura [1]. Cambios espectrales similares a los encontrados en este
trabajo para RF fueron reportados por Flamigni y col. {5]. Dichos autores estudiaron la
interaccion entre RF y solventes polares aproticos (nitrilos) y solventes polares proticos
(alcoholes). Observaron que en soluciones de alcoholes el colorante presenta una banda
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con maximo de absorcion a 571 nm a 298 K que disminuye con la reduccion de la
temperatura y otra banda aparece a 480 nm, con un claro punto isosbéstico. El mismo
efecto se encontro para la emision de fluorescencia. Explican este comportamiento
debido a la formacion de enlace de hidrogeno con el solvente, y atribuyen la banda a
mayor energia a la especie protonada y el anion como responsable de la banda mas al
rojo. La protonacion resulta en formacién de especies neutras las cuales luego pueden
ser sometidas a procesos de agregacion. También se encontrd algo similar para RF en n-
butil alcohol y ter-butil alcohol. En el primer alcohol, RF se encuentra en su forma
disociada mientras que en el segundo, se encuentra asociada presentando una banda
ancha a aproximadamente 480 nm [6].

En la figura II1.12 se muestra el cambio en los espectros de absorcion con el pH
para RZ. A pH acido el espectro presenta una banda ancha centrada en 530 nm y un
hombro a ~570 nm. A medida que incrementa el pH, la intensidad de absorcion del
maximo disminuye mientras que la absorcion a ~570 aumenta. A un pH ~ 6 una unica
banda esta presente con un maximo de absorcion a 602 nm correspondiente a la forma
deprotonada del colorante. El valor del pK para la reaccion acido-base determinado a
partir del inserto de la figura I11.8 fue de 5.5, similar al obtenido para RF. Estos valores

fueron atribuidos a la protonacion de uno de los oxigenos fendlicos [1].

05: E R : pH
% 04 , [\ —330
n . / 425
04t = 1 4,50
goz : / 5,00
oal ule j | —:=
3F 200 f .
[ |
1

Absorbancia

Figura I1L12: Espectro de absorcién de RZ (5,0 x 10° M) en agua en funcion del pH. Inserto: Grafico
de absorbancia a A, = 602 nm en funcién del pH.
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Por tal motivo, todas las mediciones se realizaron a un pH basico (entre 8-10),
para asegurarnos de tener una unica especie presente, la forma deprotonada de los

colorantes.

II1-1-1-4. Determinacion tiempos de vida de fluorescencia

Se determinaron los tiempos de vida del estado excitado singlete de los dos
colorantes, mediante la técnica de conteo de foton tnico, en solucion equilibrada con
aire. Los valores experimentales corresponden a 2,90 ns y 0,71 ns para RF y RZ en
solucion acuosa a pH = 8,5 respectivamente. También fueron determinaron en algunos
alcoholes. Los resultados se muestran en la tabla II1.2. Se observa una disminucion del

tiempo de vida de fluorescencia con el aumento en la polaridad del solvente.

Tabla II1.2: Tiempos de vida de fluorescencia (1r) de RZ y RF en varios solventes.

Solvente Tr RZ 1 RF
agua pH =85 0,71 2,90
metanol 1,10 4.50
1-propanol 1,25 4,90
isopropanol 1,30 498

II1I-1-1-5. Estado excitado triplete

Se obtuvieron los espectros de absorcion de especies transitorias de ambos
colorantes y su cinética de decaimiento, mediante la técnica de laser flash fotolisis (ver

detalles de la técnica en capitulo II seccion I1-2-5).

I11-1-1-5-1. Resazurina

En la figura II1.13, se muestra el espectro de especies transitorias de RZ en
solucion acuosa a pH = 8,5 a 1 pus y 80 ps luego del pulso del laser. La solucion fue

saturada con gas argon e irradiada a 532 nm. Se observan dos bandas anchas entre 650-
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850 nm y alrededor de 400 nm. El espectro a tiempo corto se corresponde con el
espectro de absorcion triplete-triplete informado en la literatura y puede ser atribuido al
estado triplete del colorante [1,7]. Ademas, es similar a aquel determinado en 1-
propanol (figura II1.14). La absorcion negativa entre 500-620 nm y a 379 nm indica la
deplecion del estado fundamental. A tiempo largo, la absorcion en la region 650-850 nm
se reduce apreciablemente, mientras que permanece en la zona de los 400 nm, y una
nueva banda puede observarse a los 480 nm. La absorcion en estas regiones muestra
diferentes intensidades y perfiles de decaimientos. En el inserto de la figura 111.13, estan
representadas las trazas temporales a 400, 480 y 825 nm. La sefial a 825 nm decae con
una cinética de primer orden con un tiempo de vida de 60 ps. El decaimiento de la sefial
a 400 nm es similar a aquella a 825 nm, pero permanece una absorcion que
corresponderia a la de otra especie de vida larga. Por otro lado, la sefial a 480 nm
incrementa con el tiempo a una velocidad similar con la que decaen las especies que
absorben a 825 nm. Esto implica que la absorcion a 480 nm es causada por las especies
formadas por reaccion de las especies que absorben a 825 nm. La absorcion a 400 nm y
480 nm son atribuidas a las especies semireducida y semioxidada del colorante,
generadas por reaccion del estado excitado triplete de RZ y una molécula del mismo
colorante en el estado fundamental [1]. Este proceso es denominado auto-desactivacion

y se puede representar por el siguiente mecanismo:

RZY +RZ > RZ* +RZ
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Figura II1.13: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en agua pH = 8,5 a diferentes tiempos: 1 ps ()
y 80 ps (©) después del pulso del laser. Inserto: Trazas temporales a: A) 400 nm, B) 825 nm, y C) 480

nnt.
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Figura IIL14: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en l-propanol a 1 ps después del pulso del

laser.

I1I-1-1-5-2. Resorufina

El espectro de absorcion de especies transitorias en agua a pH = 8,5 a diferentes

tiempos se muestra en la figura I1.15.

0,01 +

< 00008

-0,01 +

300

Figura IIL1S: Espectro de absorcion de transitorio de RF en agua pH = 8.5 a diferentes tiempos: 2 ps (o)
y 150 ps (o) después del pulso del laser. Inserto: Trazas temporales a: A) 700 nm, B) 420 nm.

El espectro a tiempo corto muestra dos bandas anchas entre 600-750 nm con una
absorcion maxima en 700 nm, y otra alrededor de 400 nm. La region de absorcion

negativa corresponde a la deplecion del estado fundamental.
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Del inserto de la figura II1.15, se puede observar que la sefial a 700 nm decae
con una cinética de primer orden y un tiempo de vida de 100 ps. La sefial a 420 nm no
decae en la misma escala de tiempo que la sefial a 700 nm. El espectro se corresponde
con el espectro de absorcion de transitorio informado en la literatura [1]. En este
trabajo, en base a estudios de sensibilizacion y cinética de los decaimientos, se atribuyo
dicho espectro a una combinacion de la absorcion triplete triplete y blanqueo del estado
fundamental. El espectro a tiempo largo, como en el caso de RZ tiene una absorcion
residual del estado triplete, y ademas en la region entre 350-450 nm asignada a las
formas semireducida y semioxidada de RF. En la figura IIl. 16, se muestra el espectro de
transitorio determinado en metanol e isopropanol y puede observarse que son similares

a aquel en solucién acuosa a tiempo corto.
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-0.015 . . : .
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Figura I1L16: Espectro de absorcidn de transitorio de RF en MeOH (o) ¢ isopropanol (m) a 1,5 ps luego

del pulso del laser.
I11-2. ESTUDIOS EN MEDIO ORGANIZADO
111-2-1. Micelas directas de CTAC
111-2-1-1. Espectros de absorcion y fluorescencia
Los espectros de absorcion de los dos colorantes a una concentracion fija de

aproximadamente 5,0 x 10°® M y variando la concentracion de CTAC en medio acuoso

a 25°C muestran un comportamiento similar (ver figuras [11.17 y II1.18). En ambos
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casos, con los primeros agregados de surfactante la absorcion del colorante disminuye y
luego se incrementa produciéndose un corrimiento batocromico del maximo de la banda
de absorcion, aproximadamente de 9 nm para la RF y 10 nm para RZ. Ademas se
observa un cambio en la forma de los espectros (estructura fina mas pronunciada) a
partir de 1,0 x 10° M de CTAC. Esto puede ser atribuido a una disminucién en la
polaridad del medio en que se encuentra el colorante, es decir, en la interfase micelar.
Luego la absorbancia permanece constante a {CTAC] > 3,0 x 10° M. Este cambio
observado es coincidente con la concentracion micelar critica de CTAC (cmc = 1,4 x
10° M [8]). Si se comparan los espectros de absorcion de RF y RZ a [CTAC] por
encima de la cmc, con aquellos en solucion homogénea se puede ver que son muy
similares a los obtenidos en alcoholes y diferentes a los de agua. Los maximos de
absorcion coinciden practicamente con los de isopropanol y etanol respectivamente (ver
figura 111.19). Esto indica que en el medio micelar ambos colorantes estan sensando un

medio menos polar que agua.
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Figura IIL17: Espectros de absorcion de RF en agua pH = 8,5 en funcién de la [CTAC]a T = 25°C.
Inserto: Absorbancia a A= 580,5 nm en funcion de la [CTAC].
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Figura IIL18: Espectros de absorciéon de RZ en agua pH = 8,5 a T = 25°C en funcién de la [CTAC].

Inserto: Absorbancia a & = 612 nm en funcion de la [CTAC].
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Figura 111.19: Espectros de absorcion de RZ y RF en CTAC 0,025 M comparado con ctanol ¢

isopropanol respectivamente.

Los espectros de fluorescencia muestran el mismo comportamiento. En

presencia de bajas concentraciones de CTAC (donde todavia no se llegan a formar las

micelas), disminuye la intensidad de fluorescencia y se produce un corrimiento hacia el

rojo de aproximadamente 4 nm y 5 nm para RZ y RF respectivamente a partir de 1,0 x

10° M de CTAC (préximo a la cmc). A concentraciones de CTAC, por encima de la

cmc, se observa un aumento de la intensidad de fluorescencia y esta permanece

constante a [CTAC] > 3,0 x 10° M (Ver figuras 111.20 y II1.21). Los cambios
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espectrales observados son tipicos del comportamiento general de los colorantes en
presencia de surfactantes de carga opuesta [9,10].

Los graficos de absorbancia en funcion de la concentracion de surfactante,
muestran tres zonas diferenciadas: a baja concentracion la absorbancia permanece
aproximadamente constante y es atribuido a la formacion de agregados pre-micelares,
una estrecha zona de transicion y luego un plateau a altas concentraciones (inserto
figuras II1.17 y 111.18). La zona de transicion corresponde a la formacion de agregados
micelares y es la usada para definir la cmc. Esto se observa aun mejor en una grafica
semilogaritmica, representando las Amax de los espectros de fluorescencia en funcion de
la concentracién de CTAC (inserto figuras I11.20 y I11.21). M. H. Gehlen y otros,
observaron cambios muy similares en los espectros de absorcion con el agregado de

surfactante para Naranja de Metilo con CTAC [11].
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Figura IIL20: Espectros de emision de fluorescencia de RF en agua pH = 8.5 en funcién de [CTAC].
Inserto: Variacion del A, en funcién de [CTAC].
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Figura IIL21: Espectros de emision de fluorescencia de RZ en agua pH= 8.5 en funcion de [CTAC}]
Inserto: Variacion del A, en funcion de [CTAC].

La concentracion micelar critica en presencia de los dos colorantes se obtuvo del
punto de corte con el eje x al aplicar la segunda derivada a los datos correspondientes de
los insertos en las figuras II1.17 y 111.18, siendo de 1,8 x 10° M cuando la molécula
sonda es RF y de 2,0 x 10° M cuando se utilizo RZ. También se determinaron los
valores de cmc por medidas de fluorescencia de los insertos de las figuras I11.20 y
IIL.21, resultando ser 9.4 x 10 M utilizando ambos colorantes como molécula sonda.
También se obtuvieron valores similares graficando la intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda correspondiente al maximo en funcion de la concentracion de CTAC.
Los valores hallados se corresponden con el existente en la literatura para CTAC, en
solucion acuosa a temperatura ambiente [8]. Podemos apreciar que los valores de cmc
obtenido por las dos técnicas espectroscopicas son muy similares, y se puede considerar
que estaria dentro del error experimental. De todos modos se sabe que el valor de cmc
depende de la molécula sonda utilizada para su determinacion, como asi también del
método utilizado y es por esto que debe aclararse siempre de que manera fue
determinada.

En el caso de la fluorescencia la disminucion observada en la intensidad (datos
no mostrados) con los primeros agregados de surfactante, puede ser atribuida a la
formacion de pares i0nicos colorante-detergente, esta disminucion correlaciona con una

disminucion de la absorbancia con estos mismos agregados.
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Prosiguiendo con los estudios de fluorescencia, se determinaron los
rendimientos cuanticos de fluorescencia usando como referencia violeta de cresilo en
metanol. Los resultados se muestran en la tabla III1.3. Ambos colorantes mostraron un

incremento en presencia de las micelas cationicas.

Tabla III.3: Rendimientos cuanticos de fluorescencia (®r) de RZ y RF en CTAC 0,025

M y en solucidn acuosa.

Medio ®; RZ ®; RF
CTAC 0,25 + 0,02 0,83 + 0,08
agua pH = 8,5 0,11+ 0,01 0,41 + 0,04

111-2-1-2. Medicion de los tiempos de vida de fluorescencia

A fin de completar los estudios de fluorescencia se determinaron los
decaimientos temporales de la fluorescencia en funcion de la concentracion de CTAC.
A todas las concentraciones los perfiles de decaimiento fueron ajustados con una
funcion monoexponencial. Para ambos colorantes los tiempos de vida comenzaron a
aumentar cuando la concentracion de surfactante se aproximo a la cmc hasta que
alcanzaron un valor constante (Figura II1.22). Este valor fue de 5,19 ns y 1,08 ns para
RF y RZ respectivamente. Ambos son similares a aquellos en solucion metanolica (4,5

ns para RF y 1,1 ns para RZ).

105 A e ® 00 o d B 500 O O
! st o
Y O
(o}

@ 090} ° g
= .4t
Pu_ ha O

075 °

r‘ °e 3 o @
0,00 0,01 0,00 0,01
[CTAC]/M [CTAC]/M

Figura 1IL22: Tiempos de vida de fluorescencia de los colorantes en agua pH = 85 con diferentes
agregados de CTAC. A)RZ; B) RF.
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Los cambios en el tiempo de vida de fluorescencia con diferentes agregados de
CTAC coinciden con los realizados mediante mediciones de fluorescencia. Los valores
de cmc obtenidos a partir de la figura I11.22, fueron de 1,1 x 10° M y 3.8 x 10° M para
RZ y RF, respectivamente. Un comportamiento similar fue observado para otras
moléculas sondas (fenantreno y trifenileno) en CTAC [12]. Esto demuestra la validez
del uso de tiempos de vida de fluorescencia de estas moléculas como un indicador de la
formacion de micelas.

Todos los resultados obtenidos pueden ser entendidos en términos de la
incorporacion de los colorantes en las micelas de CTAC. Siendo esto factible debido a
la interaccion electrostatica atractiva por la carga negativa de las moléculas de los
colorantes y la carga positiva de la superficie micelar. De este modo, los colorantes
sensan un microentorno de polaridad diferente al agua y similar al de soluciones

alcohdlicas.

I11-2-1-3. Estado excitado triplete

En las figuras I11.23 y I11.24 se muestran los espectros de absorcion T-T
obtenidos para RZ y RF en CTAC 0,025 M y en agua para su comparacion. Se puede
observar que para los dos colorantes, practicamente ambos espectros presentan las
mismas bandas, es decir, que la presencia del surfactante afecta escasamente la forma y
posicion de las bandas. Esto esta de acuerdo, con los cambios muy pequefios en el
espectro observados al pasar de agua a soluciones metanolicas [7]. Sin embargo, puede
verse un efecto opuesto del surfactante sobre la intensidad de absorcion. Para RZ la
absorcion T-T se incrementa en presencia del surfactante, mientras que para RF, dicha
absorcion disminuye notablemente.

En los insertos de las figuras II1.23 y II1.24, se muestran los espectros
normalizados para apreciar mejor las similitudes. Se puede ver que para RZ los
espectros son muy similares en todo el rango de longitudes de onda, a diferencia de lo

que ocurre con RF, éstos son iguales solo en la zona entre 600-750 nm.
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—e— RZ en ctac 0,025 M
RZ en agua pH= 8,5

0,00 p——

0,04
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Figura I11.23: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en agua pH = 8,5y CTAC 0,025M a T =25
°C a 5 ps después del pulso del laser. Inserto: Espectros normatizados a 825 nm.

0.025 —e— RF en agua pH= 85

RF en CTAC 0,025 M

0,000

Figura 111.24: Espectro de absorcion de transitorio de RF enaguapH =8,5y CTAC0.025MaT=25°C
a 5 ps después del pulso del laser. Inserto: Espectros normalizados a 700 nm.

Esta diferencia en los espectros puede explicarse en base a que en la zona mas al
rojo del espectro, esta bien considerar que la unica especie que absorbe es el estado
triplete del colorante, en cambio en la primera region espectral absorben tanto el triplete
como el estado fundamental al igual que en la region negativa, y ademas los productos
debido a la auto-desactivacion del colorante. Por lo tanto, el espectro obtenido es una
forma aproximada de lo que seria el estado triplete puro. También se puede observar de

ambas figuras, un pequefio corrimiento del espectro en CTAC hacia el rojo con respecto
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al de agua, esto puede ser por efecto de solvente como se ha observado en absorcion y
fluorescencia.

Los cambios de intensidad podrian deberse a cambios en los coeficientes de
absorcion molar del estado triplete (et) o el rendimiento cuantico de cruce entre
sistemas (®r1). Para aclarar este aspecto se procedid a la determinacion de estas
cantidades. Para tales determinaciones, las soluciones de los colorantes en el medio
micelar y en agua fueron ajustadas a la misma absorbancia a A = 532 nm.

Los et fueron determinados por la técnica de deplecion del estado fundamental
(ver seccion II-2-5-1). Para los dos colorantes, la absorcion negativa fue bastante
coincidente con el espectro de absorcion del estado fundamental (ver ejemplo figura
I11.25). Esto es consistente con la ausencia de formacion de algan fotoproducto bajo las
condiciones experimentales de laser empleadas, y permite la aplicacion del método de

deplecion del estado fundamental para conocer el coeficiente de absorcion del estado

triplete.

-0,04
<
<
-0,08 + )
—@®— Deplecién RF en CTAC &
| —o— Abs fundamental
® Deplecion RF en agua
0,12} Abs fundamental
500 600 700
A/BM

Figura HL25: Deplecion del estado fundamental de RZ en agua pH = 8.5y en CTAC 0.025Ma T =25
°C a 5 us del pulso del laser. Comparacion con el espectro de absorcion del estado fundamental.

Los coeficientes de absorcion del estado triplete de RF y RZ determinados en
agua y CTAC se presentan en las tablas 111.4 y IIL5, respectivamente.

En la figura I11.26 se muestra el espectro normalizado de RF a una longitud de
onda correspondiente a la primera region espectral (A = 380 nm). Se observa claramente
una mayor absorcion de RF en CTAC que en agua en la zona mas al rojo del espectro,

lo que estaria de acuerdo con los coeficientes de absorcion molar obtenidos.
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Figura I1L26: Espectro de absorcion de triplete de RF en agua pH = 8,5y CTAC 0,025MaT=25°Ca
5 us después del pulso del laser. Normalizados en 380 nm.

Para RZ, cuando se normalizan los espectros en 390 nm se observa que la
absorcion en la region entre 700-900 nm en CTAC es algo mayor que en agua, estando

de acuerdo con los valores obtenidos del gt (ver figura I11.27).

—eo— CTAC 0,025 M
aguapH =285

AA

1 i
300 450 600 750 900

Figura IIL27: Espectro de absorcion de triplete de RZ en aguapH = 85y CTAC0,025M aT=25°Ca
5 ps después del pulso del laser. Normalizados en 390 nm.

El rendimiento cuantico de formacion del estado triplete se determiné mediante
actinometria relativa (ver seccion I1-2-5-1). Se empleé como solucion estandar ZnTPP
en benceno de et y ®t bien conocido. Se procedio a atenuar la energia del laser con una

solucion de KMnQ, colocado en una celda a la salida del haz del laser y antes de la
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celda que contiene la muestra. Se mide el % T del permanganato que sera proporcional
a la energia incidente en la muestra.

De acuerdo a la ecuacion I1.9 (Capitulo II) el cociente A4,.../A,, se calcula
tomando las pendientes de la region lineal de los graficos de absorbancia extrapoladas a

t = 0 (inmediatamente luego de la excitacion) en funcion del % T, como se puede

observar a modo de ejemplo en la figura I11.28 para RF.

e CTAC To et}
0,006 | Agua - /
- »
< |
0.2 / |
- L
0,004 *%3 [ 10 5
%T
<
0,002 +
L ] ® *
. [ ]
[
L ]
0‘000 1 ” I " 1
0 10 20 30 40
% T

Figura IIL28: Actinometria utilizando la absorbancia del estado triplete de ZnTPP (470 nm) para la
determinacién del rendimiento cudntico de triplete a 700 nm de RF en solucion acuosa y en micelas de
CTAC. Inserto: Absorbancia del estado triplete de ZnTPP a 470 nm en funcion del % T.

Con el producto (®rer) obtenido por actinometria y el er determinado por
deplecion del estado fundamental, los rendimientos cuanticos de formacion de triplete
fueron obtenidos. Los resultados para ambos colorantes se muestran en las tablas 111 4 y
IILS.

La disminucion observada del @1 de RF en CTAC con respecto al valor en agua
esta de acuerdo con el aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia obtenido (ver
tabla 111.4).

Para RZ, los valores de los @ obtenidos en solucion acuosa y en CTAC fueron
muy similares (tabla IIL5) y la diferencia esta dentro del error experimental que es de
aproximadamente un 20%. Si bien en este caso también el rendimiento cuantico de
fluorescencia aumenta el doble en CTAC como ocurre con RF, los valores
experimentales son mucho mas chicos y por lo tanto el error que es grande influye mas.
Si recordamos que la suma de los rendimientos cuanticos de todos los procesos
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cinéticos involucrados es igual a la unidad, para RZ se tiene que el rendimiento cuantico
para el proceso de decaimiento no radiativo es muy grande con respecto a la
fluorescencia y a la formacion de triplete. Por lo tanto el rendimiento cuantico de
formacion de triplete no cambia mucho, debido a que el rendimiento cuantico para el

proceso no radiativo es el que mas pesa.

Tabla H1.4: Parametros fotofisicos de resorufina en agua pH = 8,5 y CTAC.

RF en agua RF en CTAC
Absorcion i,/ nm 572 580.5
(£ [Mem™)) (51000 + 2500) (64000 + 3200)
Fluorescencia .,/ 584 588
nm
O 0,41 +0,04 0,83 +0.08
T/ ns 2,90 5,19
Triplete hpay/ nm 700 700
(er (M cm™]) (17000 £ 1000) (26000 + 1200)
(139 0,04 £0,01 0,004 + 0,001
Tr (us) ~100 ~120
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Tabla IIL.5: Parametros fotofisicos de resazurina en agua pH = 8,5 y CTAC.

RZ en agua RZ en CTAC
Absorcion hy.,/ nm 602 612
(g [M'em™)) (42000 + 2100) (50000 + 2500)
Fluorescencia hyax/ 634 638
nm
L% 0,11 +0.01 0,25+0.02
Tr/ ns 0,71 1,08
Triplete ),/ nm 825 825
(er((M'em™]) (4300 £ 300) (3200 + 200)
O 0,08 £ 0,015 0,20+ 0,05
T (U8) ~40 ps ~50 ps

111-2-2. Micelas directas de SDS

Se procedio a realizar los mismos estudios de absorcion y fluorescencia con el
surfactante anionico SDS. A diferencia de los estudios anteriores, no se encontraron
cambios significativos en los espectros de absorcion y fluorescencia con el agregado de
SDS ni antes ni después de la region micelar (cmc = 8,0 x 10” M) [8]. En la figura
I11.29, se muestra para RZ los espectros de absorcion con el aumento en la
concentracion de surfactante. Se observa al igual que en el caso anterior, una pequefia
disminucion de la absorbancia pero sin corrimiento de los espectros. Estos resultados
sugieren la ausencia de interaccion molecular entre los colorantes con el surfactante en

el estado fundamental.
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Figura H1L.29: Espectros de absorcion de RZ en agua pH = 8,5 con diferentes agregados de SDS.

En los espectros de fluorescencia corregidos por igual intensidad de luz
absorbida (figura 111.30) se observa una pequefia disminucion de la intensidad de

fluorescencia con el agregado de SDS.
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Figura IIL30: Espectros de emision de RZ en agua pH = 8,5 con diferentes agregados de SDS.

En este caso, habria una repulsion electrostatica entre cargas de igual signo entre
el surfactante y el colorante, por lo que podria pensarse que los colorantes comicelizan
con el surfactante o bien se quedan en la fase acuosa. Esto explicaria que no haya
cambios en los maximos de los espectros en las figuras I11.29 y I11.30. Un efecto similar

fue observado para el colorante naranja de metilo con SDS [11].
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En la figura II1.31 se muestra que el espectro de RZ en SDS coincide mejor con
el de este en agua que en metanol (solvente menos polar), por lo que se descartaria la
posibilidad de que comicelice, ya que no se observa que el colorante este en un entorno

menos polar.

—— RZ / metanol
RZ/SDS20x10°M /4
———RZ / agua pH= 8,5 f \
0.8} -
o
(6]
C r
©
2
2
204t
-4
0.0

750

Figuralll31: Espectros de absorcion de RZ en SDS, metanol v agua pH = 8.5.
Los tiempos de vida de fluorescencia determinados en las micelas de SDS de

ambos colorantes son iguales a los de éstos en agua pura. Con lo que puede concluirse

que en SDS las moléculas de colorante no interaccionan con el surfactante.
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1V-1. Micelas inversas de AOT

IV-1-1. Propiedades fotofisicas de RF y RZ en micelas inversas de AOT / n-
heptano

Se comenzo el estudio realizando los espectros de absorcion de los colorantes en
micelas inversas de AOT / n-heptano. Para ello se prepar6é una solucion de AOT en n-
heptano 0,2 M como se indico en la seccion I1.2, y una solucion concentrada del
colorante en agua a pH = 8,5. Se adicionaron unos pocos microlitros de esta solucion a
la celda de absorcion de paso Optico 1 cm conteniendo un volumen exactamente medido
(2,5 ml) de la solucion del surfactante. Suponiendo una distribucion de tamafio
homogeénea de las micelas inversas y como la concentracion de AOT empleada es
mucho mayor que la cmc (5 x 10™ - 2,5 x 107 M) [1] puede considerarse que todas las
moléculas de AOT se encuentran formando micelas inversas. Teniendo en cuenta que
para un amplio rango de w y a T = 25°C el nimero de agregacion varia entre 108 < Ny,
< 520 [2], se calculd la concentracion de micelas, segin la ecuacion 1.1 (expuesta en
capitulo I), siendo de 2,0 x 10° M < [micela] < 4,0 x 10" M. Ademas, siendo la
concentracion de colorante < 6,0 x 10° M y suponiéndolo todo micelado se obtuvo n <
0,1 para el nimero promedio de moléculas de colorante por micela (n) (ver ecuacion

I.2). Por lo tanto, se puede descartar la formacion de agregados de los colorantes.
1V-1-1-1. Absorcion UV-Visible
» RESORUFINA

En la figura IV.1 se muestra el espectro de absorcion de RF en las micelas
inversas de AOT / n-heptano a distinto w, adicionando agua a pH = 8,5. Se observa una
banda ancha totalmente diferente a la de la molécula en agua pura, con un maximo en
470 nm a w = 4,4, la cual se corre hacia el rojo a 478 nm cuando w = 40. A este w
aparece una pequefia banda en la zona donde absorbe la molécula en agua pura (A = 572
nm). El pH del agua regulado externamente, no necesariamente seguira teniendo el
mismo valor una vez que el agua es adicionada en la micela inversa. En la literatura se

encontraron varios trabajos sobre la determinacion del pH de la laguna acuosa en las
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micelas inversas de AOT. En los mismos, se hace hincapié sobre la accion tipo buffer
del AOT, y que el pH aparente en la laguna acuosa de estas micelas es diferente de
aquel de la solucion adicionada. [3,4]. Ademas, se ha hallado que el pH de una solucion

de una molécula sonda neutra introducida en la micela sensa un pH mas acido [5].

03

02t

Absorbancia

0,1+

00¢ .
300 450 600
»/nm

Figura IV.1: Espectros de absorcion de RF en AOT / n-heptano 02 MaT=25°Ca: (——w=44y (—)
w = 40 con adicion de agua pH = 8,5.

Se procedio a realizar la misma experiencia, pero adicionando agua a pH = 12.
Se observo que la banda a 470 nm disminuye, a w = 12,8 se corre hacia el rojo unos 5
nm con la aparicion de una pequeiia banda en la zona donde absorbe la forma basica del
colorante. A valores mas altos de w, desaparece la banda a 470 nm y aparece la banda a
572 nm correspondiente a la forma basica (deprotonada) de RF (ver figura IV.2). Esto
podria ser explicado suponiendo que el colorante se encuentra inicialmente
comicelizando en la interfase. A bajo w, las moléculas de agua estan completamente
enlazadas con los grupos cabeza polares del AOT y debido a la carga negativa de éstos
un pH aparente mas bajo es sensado en la region interfacial [6]. A medida que aumenta
w, donde se sabe que existe verdaderamente una laguna acuosa (w > 10), la molécula de
colorante con carga negativa tiende a pasar a la fase acuosa debido a la repulsion

electrostatica entre esta y los grupo cabeza polares con carga negativa del AOT.
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Figura IV.2: Espectros de absorcion de RF en AOT / n-heptano 0,2 M a T = 25 °C, a distintos w con
adicién de agua pH = 12.

En la figura I'V.3, se muestra el espectro de la forma acida de RF. Como puede
verse, el espectro del colorante a w bajo y el de su forma protonada absorben en la
misma zona. A pesar de que ambos espectros no son del todo coincidentes, puede
sugerirse que la banda a w bajo centrada a 470 nm sea del colorante protonado. Ademas
en la misma figura se puede observar que la banda del colorante a pH = 8,5 es muy
similar a la de este a w alto, confirmando de este modo que RF a valores de w altos

reside en la fase acuosa de la micela inversa.

——AOTw=25
aguapH=3
agua pH=8,5
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©
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Figura IV.3: Espectros de absorcion de RF en AOT / n-heptano 0.2 M a T = 25 °C, a w distintos con
adicion de agua pH= 12 y espectros de absorcion de RF en agua a pH basico y 4cido.
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De acuerdo a los resultados anteriores se puede ver que el colorante es
fuertemente afectado por el cambio del pH, debido a esto se estudio el efecto de pH en
medio micelar utilizando AOT / n-heptano 0,2 M y w = 20. Se obtuvo una curva de
titulacion corrida en dos unidades de pH con respecto a la del agua pura. De estos
resultados (figura IV 4) se obtuvo un valor de pK aparente de 7,5. Esto significa que el
colorante cuando esta en el medio micelar sensa un cambio de pH respecto al agua pura.

Cambios espectrales similares por variacion del pH fueron observados para el
colorante piranina localizada mayormente en la fase acuosa de las micelas de AOT [3].
En ese trabajo se concluye que un numero considerable de los grupos sulfonatos de

AOT localizados en la interfase son responsables de la accion buffer observada.
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Figura IV.4: Grafico de absorbancia de RF en funcion del pH del agua adicionada a la micela; (®) Ay =

572 nm en solucién acuosa; (©) Anax = 572 nm en micelas inversas de AOT / n-heptano 0.2 M a w = 20.

Resumiendo, se observa que las propiedades aparentes acido-base de RF son
bastante diferentes en micelas inversas de AOT. Mientras que una solucion de RF en
agua ajustada a pH = 8,5 las moléculas se encuentran deprotonadas, cuando esta misma
solucion es adicionada en micelas de AOT el pH que sensan es distinto que el del agua
pura y no es detectada la forma deprotonada del colorante. Esto aparece debido a que el
pK de RF es distinto y mayor en el medio micelar (como puede verse en la figura IV 4).
Esto es similar a lo observado por Menger y Saito [7], en las propiedades acido-base del
p-nitro fenol (PNP). Informaron que cuando el PNP es disuelto en agua pH = 11,3, casi
todas las moléculas estan en su forma anidnica y cuando se adiciona en

microemulsiones de AOT no se detecta el anion fenolato, hasta que el pH de la soluciéon
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agregada excede de 11,5. Por lo que concluyen que el pK. en AOT es mayor que en

agua.

» RESAZURINA

En la figura IV.5, se muestra el espectro de absorcion de RZ a diferentes w,
adicionando agua a pH = 12. A bajo contenido acuoso RZ presenta una banda ancha
estructurada centrada en 500 nm aproximadamente. A partir de w = 10 el espectro
cambia, la parte de la banda mas al rojo incrementa y se corre a mayor longitud de onda
a medida que aumenta w con un maximo a 603 nm. A altos valores de w, el espectro se

corresponde con el del colorante deprotonado en agua.

—a4

Absorbancia

800

Figura IV.5: Espectros de absorcién de RZ en AOT / n-heptano 0.2 M a T = 25 °C a distintos w con
adicion de agua pH = 12.

Al igual que para RF, este comportamiento puede explicarse suponiendo que el
colorante se encuentra comicelizando en la interfase orientado hacia el lado del agua y a
medida que aumenta w tiende a pasar a la laguna acuosa por repulsion electrostatica. En
la figura IV.6, se observa que el espectro a bajo w es similar al del colorante en medio
acido. Esto sugiere que esta sensando un medio mas acido lo que esta de acuerdo con el
efecto tipo buffer observado [3,4]. Asi el espectro a bajo w puede asignarse a la forma

neutra del colorante.
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Por problemas de solubilidad, al igual que para RF, no fue posible determinar el

espectro de absorcion de RZ en n-heptano para comparacion.

—— AOTw=30
041 agua pH = 85 3
——AOTw=44
agua pH=4,2
©
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Figura IV.6: Espectros de absorcion RZ en AOT / n-heptano 0,2 M a T = 25 °C a w distintos con adicién
de agua pH = 12 y espectros de absorcion de RZ en agua a pH basico y acido.

Observando los espectros de absorcion de ambos colorantes, puede concluirse
que RF esta mas fuertemente unida en la interfase, ya que a w = 12,8 ésta presenta una
absorcion corrida al azul, mientras que al mismo w, RZ esta practicamente en un medio

similar a agua pura.

Similar comportamiento fue reportado en la literatura para otros sistemas. Politi
y col. [4] estudiaron la deprotonacion del estado excitado de una molécula cargada
negativamente piranina, en microemulsiones de AOT. Ellos observaron que cuando el
tamafio del pool acuoso es grande las propiedades son similares que en solucion acuosa,
mientras que cuando el pool es pequeifio (w < 7) el proceso de transferencia de proton es
bastante diferente. Ellos sugieren que en el pool acuoso grande, debido a la repulsion
electrostatica entre las cabezas de AOT negativos y la molécula cargada negativamente,
permanece en el pool acuoso y experimenta un microentorno similar al agua pura. Pero
en el pool pequefio, el pH local es diferente cerca de los grupos cabeza polar de AOT
haciendo que el comportamiento de la reaccion de transferencia de proton sea muy
diferente. Okasaki y Toriyama [8] estudiaron la localizacion de acidos organicos a

diferentes pH en micelas inversas de AOT. Muestran que a bajo pH, cuando la molécula
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permanece en su forma neutra esta cerca de la interfase, mientras que a pH altos cuando

la molécula esta ionizada, es expulsada de la interfase hacia el pool acuoso.

1V-1-1-2. Fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo

» RESORUFINA

Los espectros de fluorescencia se realizaron excitando primero en la banda mas
al azul a Aexc = 470 nm. Los espectros en funcion de w se muestran en la figura IV.7. A
valores bajos de w el espectro de emision muestra un maximo a 558 nm y un hombro a
583 nm. Con el incremento de w la banda a 558 nm disminuye mientras que la banda a
583 nm aumenta y a w > 20 la banda a 558 nm desaparece totalmente y la banda a 583
nm se corre 2 nm hacia el rojo con un gran aumento de la intensidad. La forma del
espectro a w > 20 es muy similar al del colorante en agua pura (excitado a 550 nm) en

donde el maximo de emision esta a 583 nm (ver figura IV .8).

w
o —44
4,0x10° 8.7
10,7
= ——12,8
< 25,0
=)
= 20x10°}
0.0 / i M-H_""'"'—-&-
500 600 700

Figura IV.7: Espectros de emision de fluorescencia de RF en AOT / n-heptano a Ao, =470 nm v T = 25
°C con diferentes agregados de agua a pH = 12. (No corregidos por cambios en absorbancia).
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Figura IV.8: Espectros de emision de fluorescencia de RF en AOT / n-heptano w = 25 y en agua pH =

8,58 Ao =550nmy T=25°C.

En la figura IV.9 se muestran los espectros de emision corregidos a igual

cantidad de luz absorbida, en funcién de w excitando en la banda a Acxc = 550 nm. En

este caso se observa a w bajos muy poca fluorescencia y con el agregado de agua un

aumento pronunciado en la intensidad de fluorescencia. Aqui se puede ver que los

espectros a partir de w > 10 son similares a los de RF en agua pura.

60 +

Ig (U A)

S

10,7
12,8
25,0

700

Figura IV.9: Espectros de emision de fluorescencia de RF en AOT / n-heptano a Aex = 550 nmy T = 25

°C en funcidn de w con agua pH = 12.

En la figura IV.10 se grafico la intensidad de fluorescencia en funcion de w

obteniéndose una curva de tipo sigmoidal. Este comportamiento es atribuido a que el
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colorante esta ubicado en diferentes microentornos en la micela inversa, es decir, a
valores bajos de w RF se localiza en la interfase co-micelizando y cuando la cantidad de
agua es mayor se ubica en la laguna acuosa.

A fin de caracterizar mejor al sistema se midieron los tiempos de vida de
fluorescencia en la micela de AOT con diferentes agregados de agua pH = 12.

Una curva de decaimiento de fluorescencia tipico del colorante en AOT se
muestra en la figura IV.11. Los datos del decaimiento fueron ajustados con una funcién
biexponencial de la forma A + B, exp (-t / 1) + By exp (-t / 12) para obtener el mejor %
y distribucion de residuos. En la tabla 1 estan resumidos los datos de tiempos de vida de
fluorescencia. Se observa de la tabla un tiempo de vida muy corto (~0,70 ns) y otro mas
largo de (~2,94 ns) el que practicamente coincide con el de RF en agua (2,90 ns). El
tiempo de vida mas corto se puede atribuir a la RF en la interfase micelar y al tiempo de

vida mas largo a la RF en la laguna acuosa.

150 |- @ ®

lF(U. A)

i L
10 20 30

Figura IV.10: Intensidad de fluorescencia de RF en AOT / n-heptano a A = 583 nm en funcién de w (Aex,
= 550 nm).

85



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal RESULTADOS Y DISCUSION

. e .
: TR
REER S - 5 ]

10';
10°

[} ] n 1.1 n

Tineno's
2Exp ChiSg = 1111

|- WS ek

Figura IV.11: Perfil del decaimiento de fluorescencia de RF en AOT / n-heptano a w = 6. Curva sélida
representa el mejor ajuste de los puntos experimentales. Los puntos no conectados representan la

respuesta al diodo. Excitacion con LED 500 nm y A, = 580 nm.

Tabla IV.1: Tiempo de vida de RF en AOT / n-heptano a T = 25 °C, LED 500 nm y

Aemis = 580 nm.
w T; (ns) B; 12 (ns) B2
6 0.76 0.0456 237 0.0011
10 0.71 0.0482 273 0.0011
20 0.66 0.045 2.99 0.0038
25 --- - 2.97 0.0485
30 -—- --- 2.94 0.0509

A fin de observar si el colorante presenta varias localizaciones en el medio

micelar, se investig6 la distribucion de tiempos de vida. Los valores de tiempos de vida
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de RF en AOT a w = 25 y 30 informados en tabla IV.1 corresponden a los datos
obtenidos al efectuar un analisis de distribucion. Los resultados del analisis se muestran

a continuacion junto con los de agua para comparacion:

a) b)
O - e e e 1.0 "
=1l
08 08 .
08 0.6
E 0.4 Q4
02 0.2
00, . H 0.0 . -
Qaso . 549 942 .50 ngt 5.49 9.42
Analysis Mode :  Optimal
Peak Siatistics Peoak Statistics
Mean Liletime Std Dev Rel % Mean Liletime Std Dev Rel %
m™ 1.4120-086 9.0610-113 249 Tt 1.2240-09s 42150118 1.34
T2 2.969¢-05s 4.272e-108 9547 T2 2.943e-08s 3.136e-105 96.30
T3 9.708e-09s 1.679¢-10s 204 ™ 9.7060-09s 1.679e-108 2.36
t 8.206e-11s 1 6.395e-11s
c)

1.0

a8

X

Ampitude

(L)

00| .
a.50 o

Paak Statistics
Mean Liletime Std Dev Rel %
™ 2.8600-088 2.7530-108 89.25
T2 9.7000-08s 1.679¢-108 078
t 8.200e-11s

Figura IV.12: Distribucion de tiempos de vida de fluorescencia de RF en AQOT/n-heptano a) w =25,b) w
=30y c)aguapH = 8,5.
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En el medio micelar aparecen tres tiempos de vida, el tiempo de vida de 9,7 ns
puede ser atribuido a alguna impureza ya que también esta presente en agua pura.

Se puede ver que a medida que aumenta w la distribucion se hace mas angosta y
parecida a la del agua. El tiempo de vida de fluorescencia de RF en AOT es dependiente
del w y por lo tanto del tamafio de la laguna acuosa. Esto sugiere que la molécula con
carga negativa y las cabezas polares negativas del AOT se repelen y por lo tanto el
colorante permanece en la fase acuosa cuando w es lo suficientemente grande. Siendo
esto consistente con las medidas de fluorescencia estacionaria.

Ademas, se determino el rendimiento cuantico de fluorescencia a w = 20 siendo

de 0,39, muy similar a agua pura (tabla I11.3).

~ RESAZURINA

Para RZ, los espectros de fluorescencia muestran un comportamiento similar al
obtenido en absorcion, con la variacion de w. En la figura IV.13, se observa que a bajo
w el espectro presenta una banda ancha y a medida que se adiciona agua aumenta la

intensidad de fluorescencia y la banda presenta un maximo a 640 nm.

0.2} N _g:;

I (U. A)

800

Figura IV.13: Espectros de fluorescencia de RZ en AOT / n-heptano a A = 535 nm y T = 25 °C con
diferentes agregados de agua a pH = 12. (No corregidos por cambios en absorbancia).

Cuando se excitdo a 590 nm, la intensidad de fluorescencia también aumenta con
el incremento de w pero el espectro de emision es idéntico al del colorante deprotonado

en agua a alto w, con un maximo de emision a 635 nm (figuras IV.14 y IV.15).
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En la figura 1V.16, se muestra la intensidad de fluorescencia del maximo de
emision en funcion de w obteniéndose una curva del tipo sigmoidal. Este tipo de
comportamiento nos revela que el colorante esta ubicado en diferentes sitios o

microentornos en la micela inversa.
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Figura IV.14: Espectros de fluorescencia de RZ en AOT / n-heptano a A = 590 nm v T = 25 °C con

diferentes agregados de agua a pH = 12. (No corregidos por cambios en absorbancia).
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Figura IV.15: Espectros de fluorescencia de RZ en agua pH=85yen AOTw=25aT=25°C.
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Figura IV.16: Intensidad de fluorescencia de RZ en AOT / n-heptano a A = 640 nm en funcién de w.

Se determinaron los tiempos de vida de fluorescencia de RZ usando para
excitacion un LED de 600 nm y observando la emision a 630 nm. El decaimiento se
ajustd con una funcion monoexponencial, siendo de 0,74 ns a w alto. Este valor de
tiempo de vida muestra que RZ esta en un microentorno de polaridad similar al agua (<t
= 0,71 ns). El tiempo de vida a w < 10 no se pudo determinar por baja absorcion del
colorante (ver figura IV.13) y solo se observa scatering (t < 0,3 ns).

Por esta técnica no se estaria detectando el comportamiento supuesto
anteriormente que el colorante estaria situado en diferentes microentornos.

Ademas, se determiné el rendimiento cuantico de fluorescencia a w = 20 siendo

de 0,11 practicamente igual que en agua pura (tabla II1.5).

IV-1-1-3. Absercion del estado excitado triplete de RF y RZ en micelas inversas de
AOT / n-heptano

La figura IV.17 muestra los espectros de absorcion de las especies transitorias de
RF y RZ en micelas de AOT / n-heptano 0,2 M a w = 20. Se observa que para ambos
colorantes dichos espectros son iguales al de éstos en agua a pH = 8,5. Los espectros en
la region entre 600-850 nm presentan una banda de absorcion con maximos a 825 nm y
700 nm para RZ y RF respectivamente, que corresponden a la absorcion del estado
excitado triplete [9,10]. Esto era de esperar, ya que los colorantes a w alto estan en la
laguna acuosa, revelado por el estudio realizado de absorcion, fluorescencia y tiempo de

vida de fluorescencia.
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[

Los rendimientos cuanticos de triplete no fueron determinados ya que por la
gran similitud en los parametros fotofisicos con los de agua, no se esperan cambios

significativos.
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Figura IV.17: Espectro de absorcion de transitorio en AOT 0,2 M w =30a T = 25 °C a 2 ps del pulso
del laser, A) RZ, B) RF.

I1V-2. Micelas inversas de BHDC

IV-2-1. Propiedades fotofisicas de RF y RZ en micelas inversas de BHDC / benceno

Se procedid a realizar experiencias similares a las presentadas con AOT
utilizando el surfactante cationico BHDC en benceno.

Se calculd igual que en el caso anterior, la concentracion de micelas sabiendo
que el N, varia aproximadamente entre 260-600 [2] para el intervalo de w usado y una

solucion de BHDC / benceno de concentracion 0,1 M. De esta forma, con una
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.r - 6 - . s .
concentracion de colorante micelado < 6,0 x 10” M el nimero de ocupacion también
resulto ser aproximadamente 0,01 descartando asi que los efectos observados en

presencia de este surfactante sean debido a agregacion del colorante.
IV-2-1-1. Absorciéon UV-Visible
» RESORUFINA

Los espectros de absorcion de RF en micelas inversas de BHDC / benceno
variando w se muestran en la figura IV.18. Se observan a w bajo dos bandas una débil a
470 nm y otra mas intensa con un maximo a 588 nm con estructura fina. A medida que
aumenta w la primera banda disminuye y la de 588 nm aumenta con un punto
isosbéstico a 497 nm, lo que da idea de una interaccion en el estado fundamental del
colorante con el BHDC. A partir de w = 8 ya no cambia el espectro y se asemeja a la
forma anionica del colorante en agua. Ademas se puede observar que la banda esta
corrida hacia el rojo con respecto a agua pura (Amax = 572 nm) descartando que RF este

incorporada en la laguna acuosa, a diferencia de lo que se vi6 para AOT.

—a4
02+ 6.0
8.0
—120
17.0

0,1k

Absorbancia

0,0 e

Figura IV.18: Absorcion de RF en BHDC / benceno 0,1 M en funcion w con agua pH = 12 a T = 32 °C.

En medio homogéneo, se obtuvo que un incremento en la polaridad del solvente

se manifiesta en corrimientos hacia el azul de los espectros de absorcion vy
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fluorescencia. Por lo que, el corrimiento hacia el rojo a w alto, sugiere una disminucion
en la polaridad del microentorno en que se encuentra el colorante.

Igual que para AOT se estudio el efecto de pH en medio micelar utilizando
BHDC / benceno 0,1 M y w = 10. Se obtuvo un comportamiento similar, mostrando
corrimientos en la curva de titulacion mayores a los observados respecto a AOT / n-
heptano, aproximadamente en cuatro unidades de pH con respecto a la de agua pura.

Con el objeto de comprender el comportamiento del colorante en este sistema, se
realizaron los espectros de absorcion de RF en benceno y en agua a pH acido y basico
(ver figura IV.19). Es de notar que la banda a menor longitud de onda es similar tanto al
espectro de la forma acida de RF como en benceno. La banda a 470 nm, puede ser
asignada al colorante situado en la interfase, por la interaccion electrostatica atractiva
con los grupos cabeza polar positiva del surfactante, pero del lado del benceno. Debido
a la baja solubilidad de RF en benceno, deducimos que el colorante se encuentra
asociado en este solvente.

La presencia del punto isosbéstico en la figura IV.18 sugiere un equilibrio entre
dos especies, una presente a bajo w, probablemente el colorante ubicado en la interfase
orientado hacia la fase organica (benceno) y la otra a w alto asignado al colorante

incorporado en la interfase, pero orientado hacia la laguna acuosa.

0.4

agua pH=85
BHDCw=44
~——BHDC w=17
benceno

agua pH =33

0.2F

Absorbancia

Figura IV.19: Absorcion de RF en BHDC / benceno 0,1 Ma T = 32 °C a diferente w con agua pH = 12,
en benceno y en agua a pH acido y basico.
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» RESAZURINA

El espectro de absorcion de RZ es muy poco sensible al cambio de w, el espectro
presenta una banda centrada en 623 nm a bajo w (figura IV.20) y con el agregado de

agua aumenta y luego permanece inalterado.

Absorbancia

700

A/ nm

Figura IV.20: Espectros de absorcion de RZ en BHDC / benceno 0,1 M en funcion w con agua pH =12 a
T=32°C.

En la figura IV.21 se muestran los espectros de RZ a w alto, junto con el de agua
pura a pH basico (Amax = 602 nm) para comparacion. Se puede observar en BHDC un
corrimiento hacia el rojo de 20 nm aproximadamente. Se puede suponer que en este
caso, la molécula de colorante con carga negativa permanece firmemente
interaccionando en la interfase positiva, y el grupo N-Oxido favorece a que la molécula
se oriente hacia la regién mas polar de la interfase.

Para comprender mejor el comportamiento de RZ en este sistema, se tomaron los
espectros de absorcion de RZ en agua pH = 8,5 con el agregado de una soluciéon
estandar de BHDC 0,01 M en agua ajustada al mismo pH. Se puede suponer que BHDC

en agua forma micelas directas aunque estas no han sido caracterizadas.
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Figura IV.21: Espectros de absorcion de RZ en agua pH = 8,5 y en BHDC / benceno 0,1 M w = 17.

Como puede observarse en la figura IV.22, a medida que aumenta la
concentracion de BHDC la banda a 602 nm disminuye y se corre a mayor longitud de
onda (a 617 nm), cuyo espectro es similar al de RZ en medio micelar de BHDC /
benceno 0,1 M mostrados en la figura I'V.20. Este corrimiento se puede deber a que el
colorante se incorpora en la micela en la zona interfacial. Esto permitiria confirmar que
la banda observada a 623 nm en el sistema micelar inverso (figura I'V.20) corresponde

al colorante en la interfase micelar.

0,4} [BHDC]/M

Absorbancia
_O
N

0,0

Figura IV.22: Espectros de absorcion de RZ en agua pH = 8.5 con distintos agregados de BHDC / agua
pH=85aT=32°C.
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1V-2-1-2. Fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo

» RESORUFINA

Los espectros de fluorescencia con el agregado de agua pH = 12 corregidos a
igual cantidad de luz absorbida a 588 nm, se muestran en la figura IV.23. Se observa
que cuando w aumenta de 6 a 8 se produce una disminucion en la intensidad de

fluorescencia (Amax = 592 nm) la que luego se vuelve independiente del aumento de w.

I (U. A)

rlnm

Figura IV.23: Espectros de emision de fluorescencia corregidos de RF en BHDC / benceno en funcidn de
wceonaguapH=12aA,.=588nmy T=32°C.

En la figura IV .24 se procedio¢ a graficar la intensidad de fluorescencia a 592 nm

en funcion de la variacion de w.

120 +

I (U. A)

10 15

Figura IV.24: Intensidad de fluorescencia de RF en BHDC / benceno a A = 592 nm en funcién de w.
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De esta figura se puede observar un cambio brusco en la intensidad de
fluorescencia al ir de w = 6 a w = 8, y a partir de este la intensidad se mantiene
constante independiente de w. Esto es similar al efecto de w sobre el espectro de
absorcion.

Se graficaron los espectros de ernision del colorante en BHDC a w = 17 y en
agua pH = 8,5 para comparacién. Se puede ver que son distintos, en agua el maximo de
emision esta a 583 nm y en BHDC / benceno a 592 nm. Este corrimiento hacia el rojo
del espectro en el medio micelar infiere que el colorante se encuentra en un medio de
distinta polaridad que el agua (figura 1V.25). El espectro en el medio micelar es similar
a aquel en 1-propanol (Amax = 592 nm, tabla II1.1). Por lo que, de acuerdo al efecto de
polaridad obtenido en medio homogéneo, se infiere que el colorante sensa un medio de
menor polaridad que agua.

En la figura IV .26 se determinaron los espectros de emision y de excitacion a w
= 17, junto con el espectro de absorcion de RF en agua a pH = 8,5. Se puede ver que el
espectro de absorcion de RF en agua es diferente del espectro de excitacion de éste en
BHDC a w alto. Por lo que se puede inferir que RF a w alto no se encuentra situada en
el pool acuoso, de acuerdo a lo concluido por los espectros de absorcion. Pareceria ser
que a w = 6 el colorante esta comicelizando en la interfase entre el BHDC y benceno y

que a partir de w = 8 estaria incluido completamente en la interfase micelar.

——BHDC / benceno w= 17

1.0 aguapH=85
<
2 os}
M-

0,0 L \um..__

600 700
A/nm

Figura IV.25: Espectros de emision de fluorescencia de RF en agua a pH = 8,5 v en micelas inversas de
BHDC / benceno w = 17 a A= 588y T =32 °C.
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10+

g (U. A)

05}

0,0 =

500 600 700

Figura IV.26: Espectro de emision de fluorescencia de RF en BHDC / benceno w = 17 (—) Aexe = 550 y

espectro de excitacion () A.ms = 595, junto con el espectro de absorciéon en agua pH =85 ().

Por Gltimo, con el propdsito de caracterizar mejor el sistema, se midieron los
tiempos de vida de fluorescencia con la misma técnica usada para AOT / n-heptano. En
la tabla IV.2 estan resumidos los datos de tiempos de vida de fluorescencia. Los
decaimientos para los distintos w, fueron ajustados por una tuncién monoexponencial,
esto indica que el colorante ve un Gnico microentorno (0 mas de uno pero con similar
cinética de decaimiento). En la figura IV.27 se presenta como ejemplo el decaimiento

de RF en la micela de BHDC / benceno w = 6.

Tabla IV.2: Tiempo de vida de RF en BHDC / benceno a T = 32 °C, LED 500 nm y

Aemis = 600 nm.
w Tr (ns) W
6 4,52
8 4,41
12 4,32
17 4,33
L
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Figura IV.27: Perfil del decaimiento de fluorescencia de RF en BHDC / benceno a w = 6. Curva s6lida
representa ¢l mejor ajuste de los puntos experimentales. Los puntos no conectados representan la

respuesta al diodo. Excitacién con LED 500 nm y A= 600 nm.

Esto significa que por esta técnica no estariamos detectando el comportamiento a
w = 6 atribuido al colorante repartido entre el solvente organico y la interfase. Este
tiempo obtenido de 4,33 ns es bastante cercano al de RF en metanol o isopropanol, y
marcadamente distinto que en agua. Este comportamiento revela que el colorante sensa
un microentorno de polaridad similar al alcohol.

El rendimiento cuantico de fluorescencia fue determinado mediante actinometria
relativa (seccion I11-2-4-1). Se obtuvo un valor de 0,75 a w=17.

En conclusion, el comportamiento fotofisico de RF en el medio micelar inverso
de BHDC puede interpretarse por la localizacion del colorante en la interfase a

cualquier contenido de agua.
» RESAZURINA

En la figura 1V.28, se muestran los espectros de fluorescencia en micelas
inversas de BHDC corregidos a igual cantidad de luz absorbida a la longitud de onda
del maximo de absorcion (A = 623 nm). La intensidad de fluorescencia disminuye con el

aumento de w presentando un maximo de emision a 643 nm a bajo w y se corre hacia el
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azul con un maximo a 642 nm a w = 21, siendo similares al que se obtiene en los
alcoholes como isopropanol o 1-propanol (ver tabla III.1). En la figura IV.29 se muestra
la variacion de la intensidad de fluorescencia del maximo de emision en funcion de w.
Cabe aclarar que los espectros en la figura 1V.28 no se muestran completos debido al

scattering cerca de la excitacion.

If(U.A)

0,0

700 800

Figura IV.28: Espectros de fluorescencia de RZ en BHDC / benceno 0,1 M en funcién de w con agua pH
=12a T =32 °C. Corregidos a igual cantidad de luz absorbida.

70

g (U A)

Figura IV.29: Intensidad de fluorescencia a A = 642 nm en funcion de w.

Para caracterizar mejor el sistema, se midieron los tiempos de vida de
fluorescencia. Los datos de los decaimientos fueron también ajustados con una funcién
monoexponencial obteniéndose para todo el rango de w el mejor ajuste (x°) vy

distribucion de residuos que con una multiexponencial. Esto indica que el colorante esta
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sensando un unico microentorno. En la tabla IV.3 se encuentran resumidos los datos

obtenidos.

Tabla IV.3: Tiempo de vida de RZ en BHDC / benceno a T = 25 °C, LED 600 nm y

Aemis = 640 nm.
w 15 (ns)
4 1,55
6 1,50
10 1,42
15 1,41
17 1,38

El tiempo de vida disminuye ligeramente con w, y a w alto es similar al de RZ
en isopropanol (tr = 1,35 ns), es decir, que esta sensando un microentorno de diferente
polaridad que el agua (tr = 0,71 ns). Esto demuestra que el colorante no migra hacia la
laguna acuosa como ocurre en las micelas de AOT a altos w, por lo que permanece en la
interfase micelar donde sensa una polaridad similar al isopropanol.

El rendimiento cuantico de fluorescencia en las micelas inversas de BHDC fue
determinado. Se obtuvo un valor de 0,14 a w = 17, mayor que en agua pura. Este hecho
junto con los espectros de absorcion y emision a alto w demuestra que, al igual que RF,

no migra hacia la fase acuosa a alto w.

IV-2-1-3. Absorcion del estado excitado triplete de RF y RZ en micelas inversas de

BHDC / benceno
Los espectros de absorcion de especies transitorias obtenidos por laser flash

fotdlisis para los dos colorantes en micelas inversas de BHDC se muestran en las

figuras IV.30 y IV.31. Ellos pueden ser asignados como el estado triplete de los
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colorantes por comparacion con los espectros en medio homogéneo. Las soluciones de

los colorantes en agua y en el medio micelar se ajustaron a igual absorbancia a 532 nm.

s RF/BHDC w =20
0.02 - RF /aguapH =85

P st 8
0,00 “"“-—"‘\

-0,02

-0,04 -

300 450

Figura IV.30: Espectro de absorcion de transitorio de RF en aguapH =85y BHDC 0.1 Mw=20aT=
32 °C a 2 ps después del pulso del laser. Inserto: Espectros normalizados a 700 nm.

El comportamiento mostrado de ambos colorantes es similar al obtenido en
CTAC. Los espectros del estado triplete de RF y RZ en agua son similares a aquel en el
medio micelar inverso. Salvo en la primera parte del espectro donde pueden observarse
algunas diferencias (esto puede verse mejor en los insertos de las figuras IV.30 y
IV.31), pero como se explicO anteriormente esto puede deberse a que esta zona

representa la absorcion aproximada, no real del estado triplete.

e— RZ /agua pH=8.5
RZ /BHDC w =20

v

0,00

-0,05

T

AA

-0,10

-0,15 L

L '
600 800
A/ nm

Figura IV.31: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en aguapH =85y BHDC 0,1IMw=20aT=
32 °C a 2 ps después del pulso del laser. Inserto: Espectros normalizados a 825 nm.
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También se observa de ambas figuras, un pequeiio corrimiento del espectro en
BHDC hacia el rojo con respecto al de agua, que puede ser atribuido a la localizacion
del colorante en la interfase.

Se encontré un comportamiento diferente para RF comparado con RZ. Asi, Ia
absorcion T-T de RF en el medio micelar esta notablemente disminuida con respecto al
de agua en tanto que para RZ aparece como ligeramente aumentada. Para interpretar
estos resultados se determinaron los coeficientes de absorcion molar del triplete y los
rendimientos cuanticos de cruce entre sistemas, por los métodos explicados
anteriormente.

Los coeficientes de absorcion molar determinados a 700 nm son 17000 M ¢cm’
y 11500 M cm™ en agua y BHDC respectivamente. En la figura IV.32 se muestra el
espectro normalizado a una longitud de onda correspondiente a la primera region

espectral. Se observa una mayor absorcion de RF en agua que en BHDC lo que estaria

de acuerdo con los coeficientes de absorcion obtenidos.

|—e— RF/BHDC w=20
RF / agua pH= 8,5

L]

AA

L ! e
, 5
6!

300 450

00 750
A/ nm

Figura IV.32: Espectro de absorcion de triplete de RF en agua pH =85y BHDCO0,1MaT=32°Ca2
us después del pulso del laser. Normalizados en 380 nm.

Los resultados para ambos colorantes estan resumidos en las tablas IV.4 y IV 5.
La disminucién observada del rendimiento cuantico de triplete (®r) en el medio micelar
con respecto al valor en agua esta de acuerdo con el aumento del rendimiento cuantico

de fluorescencia obtenido.
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El tiempo de vida del triplete en BHDC fue de 300 ps aproximadamente. Esto
estaria de acuerdo con el efecto protector que ejercen las micelas cuando interaccionan
con un soluto.

En la figura IV.33 se observan los espectros de triplete de RZ normalizados en
400 nm. La absorcion en la region entre 700-900 nm en agua es mayor que en BHDC,
estando de acuerdo con los valores obtenidos del 7.

Puede verse en la tabla IV.5 que los valores de ®t en agua y en BHDC son muy
similares y la diferencia esta dentro del error experimental antes mencionado. Esto seria
consistente con los rendimientos cuanticos de fluorescencia obtenidos. El tiempo de

vida del triplete en BHDC fue de 80 pus aproximadamente (el doble que en agua).

*e—RZ/aguapH =85 ]
RZ / BHDC w = 20
i B ¥ e s o

AA

Figura IV.33: Espectro de absorcién de triplete de RZ en agpapH=85y BHDC0,1MaT=32°C, a2
us después del pulso del laser. Normalizados en 400 nm.
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Tabla IV.4: Parametros fotofisicos de resorufina en micelas inversas y agua para

comparacion.

RF en agua RF en BHDC RF en AOT
Absoreion dua./ 572 588 572
(6, M em™]) (51000 + 2500) (59000 + 2900) (58500 + 2900)
Fluorescencia 584 592 584
Amax/ DM
D, 0,41 £0,04 0,75+ 007 0,39+0,04
Tp/ ns 2,90 433 2,94
Triplete i,,,,/ nm 700 700 700
(er IM" em™]) (17000 £ 1000) (11500 + 800) | (19000 £ 1200)
L 0,04 £0,01 0,02 £ 0,004 -
Tr (us) ~100 ~300 ~90

Tabla TV.S: Parametros fotofisicos de resazurina en micelas inversas y agua para

comparacion.

RZ en agua RZ en BHDC RZ en AOT
Absorcion i, /nm 602 623 603
(g [M " em™]) (42000 + 2100) (53000 % 2600) (42500 + 2500)
Fluorescencia kg, / 634 642 635
nm
. 0,11 40,01 0,14 £ 0,01 0,07 £ 0,01
1/ ns 0,71 1,38 0,74
Triplete A,/ nm 825 825 825
Er(M'em™) (4300 + 300) (2300 + 200) (4700 £ 300)
@ 0,08+ 0,015 0,11 +0,02 ——
Tr (18) ~40 ~80 ~40
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1V-3. Microemulsiones de lecitina de soja

Los agregados de lecitina han sido estudiados por varios grupos y varias
estructuras han sido reportadas [11,12]. La adicion de agua a las microemulsiones de
lecitina de soja en presencia de alcoholes de cadena corta como propanol, estabiliza la
microemulsion, favoreciendo la formacion de micelas esféricas. En este trabajo se
presenta el estudio fotofisico de RF y RZ en las microemulsiones de lecitina de soja
formadas en el sistema ternario, isooctano / 10% l-propanol / agua. En algunas
experiencias la concentracion de lecitina fue dejada constante a 0,05 M. Se emplearon
estas condiciones ya que con las mismas y de acuerdo a un diagrama de fase ternario, se
obtienen microagregados del tipo de micelas inversas esféricas segun lo reportado en la
literatura [12}. Esto ha sido corroborado por la técnica de dispersion dinamica de luz

(DLS) (ver detalles en capitulo II).

1V-3-1. Propiedades fotofisicas de RF y RZ en microemulsiones de lecitina de soja /

isooctano- 10% 1-propanol
IV-3-1-1. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia en microemulsiones

IV-3-1-1-1. Efecto variacion de la concentracion de lecitina

> RESORUFINA

Se determinaron los espectros de absorcion y fluorescencia de RF en la mezcla
isooctano-10% 1-propanol variando la concentracion de lecitina.

Se observo que RF manifiesta pocos cambios tanto en ﬂuorescsncia como en
absorcion con la concentracion de lecitina. En la figura IV.34, se puede ver que el
espectro de absorcion presenta dos bandas, una ancha con maximo a 470 nm y una débil
con maximo a 578 nm la que coincide con la absorcion del colorante en 1-propanol. Por
debajo de 0,025 M de lecitina el espectro de absorcion no se modifica, a partir de esta
concentracion la absorcion de ambas bandas aumenta levemente y se puede apreciar que

la banda a 470 nm cambia de forma, presentando un maximo a 475 nm.
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Figura IV.34: Espectros de absorcion de RF en isooctano-10% 1-propanol en funcion de la

concentracion de lecitinaa T = 25 °C.

Los espectros de fluorescencia en funcion del agregado de lecitina se muestran
en la figura IV.35. Se observa que la intensidad de fluorescencia disminuye con el
aumento de la concentracion de lecitina. Este efecto de quenching puede ser debido a

alguna impureza de la lecitina.

I¢ (U. A)

500 600 700
A /nm

Figura IV.35: Espectros de fluorescencia de RF en isooctano-10% 1-propano! en funcién de la

concentracion de lecitina a Ao =470 nmy T =25 °C.
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» RESAZURINA

En la figura IV.36, se muestra el espectro de absorcion de RZ en la mezcla
isooctano-10% alcohol con el agregado de lecitina. A diferencia de lo visto para RF, los
espectros de absorcion de RZ son estructurados y aumentan significativamente con el
incremento de lecitina. En el inserto se muestra el espectro de absorcion en el alcohol
puro, junto con el espectro que resulta de restar la absorcion del colorante en la mezcla
de solventes mas lecitina 0,05 M y la absorcion de este en la mezcla de solventes. Se

puede ver que ambos espectros son similares.

‘” [lecitina] / M|
—0

1.5x10°
53x10°
oot —1,1x 107
Aqm) ~ 1,8x 107
\ 2.4x107
50x 107

0,2

T
Absorbancia

Absorbancia

750

Figura IV.36: Espectros de absorciobn de RZ en isooctano-10% 1-propanol en funcion de la
concentracion de lecitina a T = 25 °C. Inserto: ( ) espectro de absorcion de RZ en 1-propanol y (—)
espectro diferencia entre RZ / lecitina 0,05 M y RZ / isooctano-10% 1-propanol.

Para interpretar la forma de los espectros, se procedid a realizar la misma
experiencia, pero partiendo de una solucion del colorante en isooctano con una cantidad
minima de alcohol, debido a la baja solubilidad del colorante en el solvente organico
(figura 1V.37). De la figura se observa una banda ancha con maximo en 485 nm y un
hombro a 610 nm aproximadamente (similar a la absorcion de RZ en I-propanol),
perteneciente al colorante en isooctano-1,5% 1-propanol. Con el agregado de lecitina, la
intensidad de la banda a 485 nm disminuye y aumenta la de mayor longitud de onda. A
4,0 x 102 M, la banda mas al rojo se corre a 623 nm con posteriores agregados de
lecitina, y la absorcion a 485 incrementa levemente presentando una estructura fina

similar a la observada en la figura 1V.36. Este corrimiento es igual al observado en
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BHDC (figura IV.20), por lo que se infiere que el colorante se incorpora en la micela.
Entonces, se puede atribuir la banda observada a 623 nm al colorante en la interfase
micelar. Mientras que la banda al azul puede ser atribuida al colorante también en la

interfase, pero orientado hacia el solvente organico.

[lecitina] /M
—_—0
16x10°
6,0x10°
——14x10°
40x 107
50x10°
65x10°

3

015F

Absorbancia

0,00

A/nm

Figura IV.37: Espectros de absorcion de RZ en isooctano-1,5% I-propanol en funcion de la

concentracion de lecitina a T = 25 °C.

En la figura IV.38 se muestran los espectros de fluorescencia de RZ con el
agregado de lecitina a dos longitudes de onda de excitacion 610 nm y 525 nm. Cuando
se excita a 610 nm se observa primero un aumento de la intensidad de fluorescencia y
luego, a partir de 0,011 M de lecitina, la intensidad disminuye con un corrimiento hacia
el rojo de la banda de emision, con Amax = 640 nm (igual que en el alcohol). Con la
excitacion a 525 nm hay un aumento de la intensidad de fluorescencia con el aumento
de la concentracion de lecitina. Los espectros de emision no tienen la misma forma a las
dos longitudes de onda de excitacion, lo cual sugiere la presencia de dos especies

distintas.
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Figura 1V.38: Espectros de fluorescencia de RZ en isooctano-10% 1-propanol en funcion de la

concentracion de lecitina, corregidos a igual cantidad de luz absorbida A) A... = 610 nm, B) A, = 525 nm
aT=25°C.

En base a estos resultados, se puede inferir que RZ a medida que aumenta la
cantidad de surfactante se localiza en la interfase comicelizando con el surfactante y el
alcohol, siendo consistente con lo observado por absorcion.

1V-3-1-1-2. Influencia del contenido de agua de la microemulsiones.

IV-3-1-1-2-1. Absorcién UV-visible y emision de fluorescencia.

» RESORUFINA
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En la figura IV.39 se muestra el espectro de absorcion de RF variando la
cantidad de agua adicionada. Ademas, se determinaron los espectros de fluorescencia a
las dos longitudes de onda correspondientes al maximo de las bandas de absorciéon con

la variacion de w. (Figuras IV.40 y IV 41).

0,30

Absorbancia

A/ nm

Figura IV.39: Absorcion de RF en lecitina / isooctano-10% I-propanol 0,05 M en funcién de w con agua
pH=12aT=25°C.

I (U. A)

Figura IV.40: Espectros de fluorescencia de RF en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M en
funcién de w con agua pH = 12, k.. =475nma T = 25 °C.

Con el incremento en la cantidad de agua en la microemulsion, tanto en

absorcion como en fluorescencia (Aexc = 475 nm), aparece un punto isosbéstico /

isoemisivo indicando la presencia de dos especies en equilibrio. Esto demuestra, que
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existe una interaccion del colorante en el estado fundamental y en el estado excitado

con el surfactante. Los tiempos de vida de fluorescencia aumentan levemente

aproximandose al valor en 1-propanol (4,9 ns) aliin con altos contenidos de agua (ver

tabla IV.6). Esto indicaria que en las microemulsiones el colorante esta ubicado en la

interfase cerca del alcohol que comiceliza con la lecitina.

I (U. A)

Figura IV.41: Espectros de fluorescencia de RF en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M en

funcién de w con agua pH = 12, k... =579 nma T = 25 °C.

Tabla 1V.6: Tiempo de vida de RF en microemulsiones de lecitina a 25 °C, LED 500

nm y Aemis = 590 nm.

Tr (ns)

4,70

b

10

4,79

20

4,80

2

30

4,83
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» RESAZURINA

En la figura IV.42, se muestran los espectros de absorcion de RZ con el
incremento en el contenido acuoso. A w = 2.5 el espectro se corresponde con el del
colorante en 1-propanol (Amax = 612 nm). A altos w se observa un aumento en la

absorbancia sin presentar cambios en la forma de los espectros.

05}

Absorbancia

Figura IV.42: Espectros de absorcion de RZ en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M en funcién
dewconaguapH=12aT=25°C.

En la figura IV 43, se observan los espectros de fluorescencia corregidos a igual
cantidad de luz absorbida a A = 612 nm, donde a w = 2,5 la intensidad de
fluorescencia aumenta y la banda se corre a mayor longitud de onda. A medida que
aumenta el tamafio de la laguna acuosa de la microemulsion, la intensidad de
fluorescencia disminuye. A w = 30 el Amax = 643 nm, similar al del colorante en el
alcohol puro. A A = 535 nm los espectros de emision (también corregidos a igual
cantidad de luz absorbida) son consistentes con lo visto en absorcion (figura 1V .44). A
medida que aumenta w, la fluorescencia aumenta y a w = 20 el espectro se corre hacia
el rojo con un maximo a 644 nm. La banda mas débil vista a 590 nm a w = 0, presenta
un efecto similar con el agregado de agua. Esta puede ser atribuida a la formacion de
algun agregado del colorante.

Los tiempos de vida de fluorescencia aumentan levemente aproximandose al
valor en 1-propanol (1,20 ns) atn con altos contenidos de agua. Esto indicaria que RZ

sensa en las microemulsiones un microentorno similar al alcohol. De este modo,
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podemos corroborar que el colorante esta ubicado en la interfase cerca del alcohol que

comiceliza con la lecitina.

I¢ (U. A)

A/ nm

Figura IV.43: Espectros de fluorescencia de RZ en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M en
funcion de w con agua pH = 12, corregidos a igual cantidad de luz absorbida, ... =612 nma T = 25 °C.

10+ 25

I (U. A)

600 700
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Figura IV.44: Espectros de fluorescencia de RZ en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M en
funcion de w con agua pH = 12, corregidos a igual cantidad de luz absorbida, ... =535 nma T =25 °C.

Debido a los antecedentes citados [4,5], se puede inferir que las bandas anchas
encontradas en este trabajo, en los solventes isooctano con bajo porcentaje de propanol
y benceno son debidas a la forma asociada del colorante, ya sea consigo mismo o con
iones Na'. En las microemulsiones de lecitina a bajo w, también se atribuye la banda a

menor longitud de onda a los colorantes asociados en la interfase micelar, y a medida
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que aumenta el agua, se acomodan interaccionando con el propanol mostrando el
espectro tipico de la forma disociada en el alcohol.

De acuerdo a los resultados obtenidos las propiedades espectrales de ambos
colorantes en las microemulsiones de lecitina son similares a las observadas en las
micelas inversas de BHDC vy diferentes a las obtenidas en AOT. A pesar de ser lecitina
un surfactante zwitteridnico, se puede observar que la interaccion mas tmportante es con

los grupos amonios cuaternarios, que son los mas expuestos en la interfase.

IV-3-1-2. Absorcion del estado excitado triplete de RF y RZ en las

microemulsiones de lecitina

Para completar los estudios sobre la fotofisica de los colorantes en las
microemulsiones se procedio a la caracterizacion de las especies transitorias, para lo
cual se realizaron los espectros de absorcion de transitorios mediante laser flash
fotdlisis, utilizando una concentracion de surfactante de 0,05 M, y comparandolos con
aquellos en solucién acuosa, como se realizd con los otros sistemas organizados. Para
corroborar la estabilidad fotoquimica de las muestra, se tomaron espectros de absorcion
al comienzo y final de la exposicion a los pulsos del laser.

A continuacion se muestran los espectros de absorcion de transitorios recogidos

a diferentes tiempos después del pulso del laser (Aexc = 532 nm) para ambos colorantes.

0,01
0,00 e
= /
o ®
< 001} N
“ | oms— 0'\ ° 5us
| ¢ 40ps
0,02k, 0004 o st .
< ocoowd | ®
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i thes) 1 "
400 600 800
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Figura IV.45: Espectro de absorcion de transitorio de RF en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0,05 M
aw=30yT=25°a: ®)1ps. ®)5 psy &) 40 ps. luego del pulso del laser. Inserto: Trazas
temporales a (=) 400 nm y (—) 700 nm.
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Para RF el espectro en lecitina a tiempo corto (figura 1V.45), muestra dos bandas
anchas entre 620-750 nm y alrededor de 400 nm, ademas una region de absorcion
negativa que corresponde a la deplecion del estado fundamental. A tiempo mas largos,
la absorcion en la region 620-750 nm disminuye hasta hacerse practicamente cero,

mientras que en la region de los 400 nm la absorcion aumenta levemente.

0,03

0,00

-0,03

AA

-0,06
-0,09
<

-0,12

Figura IV.46: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en lecitina / isooctano-10% 1-propanol 0.05 M

aw=30aT=25°Ca ®)1ps #)5pusy @) 40 ps, luego del pulso del laser. Inserto: Trazas
temporales a (=) 370 nmy () 825 nm.

La absorcién en estas regiones muestra diferente intensidad y perfiles de
decaimientos. En el inserto se puede ver que la sefial a 700 nm decae con una cinética
de primer orden. Por otro lado, la sefial a 400 nm incrementa con el tiempo casi a la
misma velocidad a la que decaen las especies que absorben a 700 nm y posteriormente
permanece constante. Esto significa que la absorcion a 400 nm es generada por las
especies que absorben a 700 nm. Por lo que se atribuye la absorcion a 400 nm a los
radicales formados por auto-desactivacion.

Para RZ, el espectro muestra dos bandas anchas entre 700-850 nm y alrededor
de 400 nm, una absorcion negativa entre 500-650 nm y a 379 nm que indican la
deplecion del estado fundamental (figura IV 46). En el inserto, se observa que la sefial a
825 nm decae también con una cinética de primer orden. La sefial a 370 nm presenta
una absorcion de vida larga, la cual incrementa a la misma velocidad a la que decaen las

especies a 825 nm.
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Para ambos colorantes, los espectros son similares a los obtenidos en los
alcoholes como metanol e isopropanol, asi como en los demas sistemas micelares
utilizados, y puede ser atribuido al estado triplete de los colorantes. En las figuras IV .47
y IV .48, se muestran los espectros de absorcion de transitorios para ambos colorantes en
las microemulsiones de lecitina de soja y en solucion acuosa para comparacion.

El espectro a tiempo largo, para ambos colorantes presenta una pequefia
absorcion residual del estado triplete, y ademas en la region entre 350-450 nm asignada

a las formas semireducida y semioxidada de los colorantes.

0,03} + RF/ lecttina
e—RF / agua
™

i
750

Figura IV.47: Espectro de absorcion de transitorio de RF en agua pH = 8,5 y lecitina 0,05 Maw =30, T
=25°C a1 us después del pulso del laser.

0,04 RZ /lecitina
e — RZ /agua

-0,12¢F )

Figura IV.48: Espectro de absorcion de transitorio de RZ en agua pH = 8,5 y lecitina 0,05 Maw =30, T
=25°C a1 us después del pulso del laser.
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Se puede ver que los espectros de transitorios de ambos colorantes en
microemulsiones y solucion acuosa son bastante similares. Se observa un pequefio
corrimiento hacia el rojo en las microemulsiones, el cual se puede atribuir a un efecto de
solvente como se ha observado en absorcion y fluorescencia.

Al comparar la absorcion T-T en agua y en lecitina, se encontré que los
colorantes tienen un comportamiento diferente entre si, como fue encontrado en micelas
directas de CTAC y micelas inversas de BHDC. La absorcion T-T de RF en la
microemulsion esta bastante disminuida con especto a la de agua (figura 1V.47),
mientras que para RZ, la absorcion es mayor que en el medio acuoso (figura 1V .48).
Para entender si este comportamiento es debido a cambios en los coeficientes de
absorcion o a rendimientos cuanticos se procedid a determinar los coeficientes de
absorcion molar del estado triplete (e1) y los rendimientos cuanticos de cruce entre
sistemas (@) por las técnicas explicadas en seccion I1-2-5-1.

Para determinar los €, las soluciones de los colorantes en el medio micelar y en
agua fueron ajustadas a la misma absorbancia 532 nm. Para los dos colorantes, tanto en
las microemulsiones como en agua, la absorcion negativa fue bastante coincidente con
el espectro de absorcion del estado fundamental (en las figuras IV.49 y 1V.50 se
muestran dichas absorciones para los colorantes en lecitina). Esto es consistente con la
ausencia de formacion de algun fotoproducto bajo las condiciones experimentales de
laser empleadas, y permite la aplicacion del método de deplecion del estado

fundamental para conocer el coeficiente de absorcion del estado triplete.

—o— Abs fundamental RF en lecitina
0.00 —e— Deplecion RF en lecitina p
.
b |
L
-0,01 g
< 7
< }
002} 8
-0,03 L + 1
500 550 600

Alnm

Figura IV.49: Deplecion del estado fundamental de RF en lecitina 0,05 M aw =30, T=25°Ca 1 ps del
pulso del laser. Comparacion con el espectro de absorcion del estado fundamental.
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En la figura IV.51 se muestra el espectro de triplete de RF normalizado a una

longitud de onda correspondiente a la primera region espectral. Se observa apenas una

mayor absorcion de RF en agua que en lecitina, lo que estaria de acuerdo con los

coeficientes de absorcion molar obtenidos (ver tabla IV.7).

—o— Abs fundamental RZ en lecitina
—e— Deplecidn RZ en Lecitina

»

P

0,00

-0,04 |-
<
<}
-0,08 |-
0,12+
500 600
Alnm

700

Figura IV.50: Deplecion del estado fundamental de RZ en lecitina 0,05 Maw =30, T=25°Ca 1 ps del
pulso del laser. Comparacion con el espectro de absorcion del estado fundamental.
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Figura IV.51: Espectro de absorcion de triplete de RF en agua pH = 8,5 y lecitina 0,05Maw =30, T =

25°C a 1 ps después del pulso del laser. Normalizados en 400 nm.

Para la determinacion de los @ los graficos de la absorbancia del triplete de los

colorantes y referencia en funciéon del %T fueron lineales, por lo tanto, tomando las

pendientes de las rectas se obtiene el producto (®1€1) y, como el g1 fue determinado por
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deplecion del estado fundamental, fue postble obtener los rendimiento cuanticos para
RF y RZ en lecitina. Los resultados se muestran en las tablas IV.7 y IV 8.

Para RF, el rendimiento cuantico es menor en las microemulsiones que en agua.
Esta disminucion esta de acuerdo con el aumento del rendimiento cuantico de
fluorescencia.

En la figura IV.52 se muestra el espectro de triplete para RZ normalizado en 380
nm. Se observa que la absorcion en la region entre 700-900 nm en agua es algo mayor
que en lecitina, estando de acuerdo con los valores obtenidos del e (ver tabla IV .8).

Se obtuvo un rendimiento cuantico de triplete de 0,22 para RZ en lecitina,
mientras que en solucion acuosa fue de 0,08 (tabla 1V .8). Si bien en este caso también el
rendimiento cuantico de fluorescencia aumenta en lecitina como ocurre con RF, los
valores experimentales obtenidos de los rendimientos cuanticos de fluorescencia son
mucho mas chicos y, por lo tanto, el error (aproximadamente un 10%) influye atin mas.
Nuevamente como la suma de los rendimientos cuanticos de todos los procesos
cinéticos involucrados es igual a la unidad, para RZ se tiene que el rendimiento cuantico
del proceso de decaimiento no radiativo es muy grande con respecto a la fluorescencia y
a la formacion de triplete. Por lo tanto, el rendimiento cuantico de formacion de triplete
no cambia mucho, debido a que el rendimiento cuantico para el proceso no radiativo es
el que mas peso tiene. Se realizaron experiencias de quenching por lecitina encontrando
una constante de quenching baja de ~ 8,5 x 10° M cm™ y 1,0 x 10° M! cm™ para RZ y

RF respectivamente.

e RZ/ lecitina

| !f‘ g. RZ / agua |
i :j

ee”

AA
«’

400 600 800
A/nm

Figura IV.52: Espectro de absorcion de triplete de RZ en agua pH = 8,5 y lecitina 0.05Maw =30, T =
25°C a 1 ps después del pulso del laser. Normalizados en 380 nm.
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Tabla IV.7;: Parametros fotofisicos de resorufina en las microemulsiones de lecitina a

alto w y en agua para comparacion.

0000000000000 0000CCECRNNERCOOCOCOCPOCPOOPCTBOONOGOGSOIOOIOOOIONOTESTS

RF en agua RF en lecitina
Absorcion iy / nm 572 579
(£, [M ' em™]) (51000 + 2500) (82400 = 4100)
Fluorescencia k., / 584 590
nm
L1 0,41 £0,04 0,57 £0,05
tp/ns 2,90 4,83
Triplete A,/ NM 700 700
(er (M em™)) (17000 = 1000) (14600 + 800)
L0 0,04 +£0,01 0,010+ 0,005
T/ ps ~100 ~10

alto w y en agua para comparacion.

RZ en agua RZ en lecitina
Absorcién i,/ nm 602 612
(e, [M " em™]) (42000 + 2100) (53000 + 2600)
Fluorescencia i,ay/ 634 643
nm
Oy 0,11 £0,01 0,20+ 0,02
1/ ns 0,71 1,20
Triplete .,/ nm 825 825
(er((M'em™)) (4300 % 300) (2900 + 200)
Oy 0,08+ 0,015 0,22 +0,04
Tr/ 1S ~40 ps ~5 ps

Tabla IV.8: Parametros fotofisicos de resazurina en las microemulsiones de lecitina a
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En base a estos resultados, podemos concluir que las propiedades espectrales de
los colorantes en las micremulsiones de lecitina se asemejan a aquellas obtenidas en las
micelas inversas de BHDC. Esto sugiere que la interaccion electrostatica atractiva
debido los grupos amonio cuaternarios, es el que predomina frente a posibles
interacciones repulsivas con los grupos fosfatos. Ademas, las propiedades fotofisicas
son similares a aquellas en 1-propanol, confirmando que ambos colorantes residen en la

interfase de la microemulsion, donde el alcohol comiceliza con la lecitina.
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V-1. Fotorreaccion de RZ

Al igual que para muchos otros colorantes {1,2], RZ y RF pueden actuar como
eficientes aceptores de electrones frente a dadores como las aminas. Tanto el estado
excitado singlete como triplete, es desactivado eficientemente en presencia de ciertas
aminas alifaticas [3]. Pero solo RZ da fotorreaccion, (o el rendimiento cuantico es
mucho menor con RF). Dicha reaccion es solamente eficiente con aminas terciarias
alifaticas y no ocurre en la oscuridad o cuando el colorante es irradiado solo [3,4].

En este trabajo, para ver el efecto de los medios organizados sobre la
fotodesoxigenacion de RZ, se procedio al estudio de la reaccion fotoquimica de RZ con
la amina terciaria trietanol amina (TEOHA) en solucion homogénea empleando los
solventes metanol y agua, y en micelas directas de CTAC, SDS y microemulsiones de
lecitina. Las soluciones de la muestra desoxigenadas fueron irradiadas a 620 nm en
presencia de la amina, observandose un cambio de color de azul a rosa. La reaccion que

ocurre es la siguiente:

O
4 N
/ N hv = | Il
0 N ’ o o amina 0 N o o
RF
Esquema V.1

El mecanismo de fotorreduccion aparentemente procede solo por la ruptura del enlace
N-O, sin produccion de dihidroresorufina (solucion incolora), como ha sido encontrado
en reducciones electroquimicas [5]. La ruptura es precedida por la reaccion de
transferencia de electrones entre RZ y la amina. El mecanismo propuesto se muestra en
el esquema V.2, en el cual una vez formado el estado excitado singlete mediante la
absorcion de luz, y a partir de este el estado triplete, ambos pueden ser desactivados o

quencheados por la amina.
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RZ —M ., Rz
1k,

1RZ* — RZ +calor

Rzt —= ., RZ

Rz — M, RZ+calor

RZ* + TEOHA b s Quenching

3
RZ* + TEOHA ——__, RF

Esquema V.2

Existen evidencias que demuestran que el quenching entre el estado excitado del
colorante y la amina ocurre a través de un proceso de transferencia de electrones. En
primer lugar, la pérdida de oxigeno es un proceso de reduccion, por lo que es logico que
se inicie mediante la captura de un electron por parte del colorante. Ademas, se sabe que
las aminas terciarias son mejor dadoras de electrones que las primarias y secundarias
(debido al efecto donor de electron de los grupos alquilicos que estabilizan el cation
amino), y como fue mencionado anteriormente con estas ultimas no se observo
reaccion. Por ultimo, mediante laser flash fotolisis se ha visto que la desactivacion del
triplete por la amina produce la forma semirreducida del colorante [3]. Siendo esta una
evidencia fundamental debido a que esta especie seria un intermediario de la reaccion.

Se comenzo el estudio de fotorreaccion de RZ en solucion homogénea. En la
figura V.1, se muestran los espectros de absorcion del colorante en agua con TEOHA
5,25 x 10 M a diferentes tiempos de irradiacion. El espectro de absorcion presenta una
banda con maximo a 602 nm, a medida que aumenta el tiempo de irradiacion esta
disminuye y aparece una nueva banda a 572 nm y se observa claramente un punto
isosbéstico a 581 nm. El espectro final a 572 nm se corresponde con el de RF en el
mismo medio. El mismo cambio en los espectros se observo cuando la reaccion se llevo

a cabo en metanol.
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Figura V.1: Efecto de la irradiacion (A = 620 nm) sobre los espectros de absorcion de RZ en agua pH =
8.5 en presencia de TEOHA 5,25 x 10 M, T=20°C.

V-1-1. Efecto del medio micelar

Se determinaron los espectros de absorcion de RZ con TEOHA en micelas
directas de CTAC y SDS, y en microemulsiones de lecitina a diferentes tiempos de
irradiacion. Cuando RZ es introducido en el medio micelar, se puede apreciar un
cambio en los espectros similar al presentado en agua. En CTAC, la banda del
colorante, con un maximo a 612 nm, desaparece y una nueva banda aparece con un
maximo a 580 nm, y un punto isosbéstico bien definido es observado a 591 nm. El
espectro final a 580 nm se corresponde nuevamente con el del colorante desoxigenado
RF (Figura V.2).

En SDS, se observa nuevamente la misma variacion en los espectros, pero en
este caso menor es la formacion del fotoproducto RF (figura V.3). Comparando los
espectros en los diferentes medios, el cambio observado sigue el siguiente orden: CTAC

> agua > SDS.
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Figura V.2: Efecto de la irradiacion (A = 620 nm) sobre los espectros de absorcion RZ en CTAC 0,025 M
en presencia de TEOHA 5,25 x 10* M, T =20 °C.
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Figura V.3: Efecto de la irradiacion (A = 620 nm) sobre los espectros de absorcion RZ en SDS 0.02 M en
presencia de TEOHA 5,25 x 107 M, T =20°C.

Los resultados obtenidos pueden interpretarse en base a la localizacion de ambos
reactantes. En CTAC, se obtuvo que RZ se localiza en la interfase micelar. Los
resultados aqui obtenidos infieren que TEOHA se encontraria principalmente en el
mismo volumen micelar. De este modo, habria un incremento de su concentracion local,
lo que explicaria que la reaccion ocurra mas favorablemente. El efecto observado en

SDS, podria ser explicado en términos de la particion de la amina entre la fase acuosa y
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la micelar. Asi la concentracion efectiva en el agua, donde esta situado el colorante,
resultaria ser menor que la analitica, y por lo tanto hay menor reaccion.

En la figura V 4, se observa que la disminucién en la absorcion de RZ en las
microemulsiones de lecitina a igual concentracion de amina, es menor que en CTAC y
similar a agua. Esta disminucion observada con respecto a CTAC, puede atribuirse a la
la particion de los reactantes en los diferentes microentornos. El mayor efecto en
lecitina con respecto a SDS, no es tan obvia. Si bien en ambos sistemas es probable que
exista reparto de la amina, en lecitina aparentemente la amina se sitia mayormente en la

interfase micelar donde se localiza el colorante.

10+ tiempo (s)

05

Absorbancia

0 1
450

Figura V.4: Efecto de la irradiacién (k. = 620 nm) sobre los espectros de absorcion RZ en lecitina 0,05 M
w = 30, en presencia de TEOHA 5.25 x 10" M, T=20°C.

V-1-2. Efecto de la concentracion de amina sobre la velocidad de fotorreaccion

Se determinaron las velocidades de fotorreaccion mediante graficos de la
disminuciéon de la concentracion de RZ en funcion del tiempo de irradiacion y en
presencia de diferentes concentraciones de amina. En las figuras V.5-V.9 se muestra el
cambio de la absorbancia de RZ a diferente concentracion de amina, en funcion del

tiempo de irradiacion.
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Figura V.5: Absorbancia de RZ en agua normalizadas en funcion del tiempo de irradiacion (A = 620
nm) a diferentes concentraciéon de TEOHA. T = 20 °C.
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Figura V.6: Absorbancia de RZ en metanol normalizadas en funcion del tiempo de irradiacion (. =
620 nm) a diferentes concentracion de TEOHA. T =20 °C.
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Figura V.7: Absorbancia de RZ en CTAC 0,025 M normalizadas en funcion del tiempo de irradiacion (A
= 620 nm) a diferentes concentracion de TEOHA. T =20 °C.
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Figura V.8: Absorbancia de RZ en SDS 0,02 M normalizadas en funcién del tiempo de irradiacion (A =
620 nm) a diferentes concentracion de TEOHA. T =20 °C.
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Figura V.9: Absorbancia de RZ en lecitina 0,05 M normalizadas en funcién del tiempo de irradiacion (A
= 620 nm) a diferentes concentracion de TEOHA. T =20°C.

En todos los casos, se observa que la velocidad de fotorreaccion depende de la
concentracion de amina. A medida que aumenta la concentracion de amina, la velocidad
de reaccion aumenta. Las velocidades iniciales de desaparicion de RZ alcanzan un valor
maximo a una dada concentracion de TEOHA, a partir de la cual, no se observan

cambios en la concentracion con el tiempo de irradiacion (ver figura V.10).
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Figura V.10: Velocidad inicial de RZ en los diferentes medios en funciéon de la concentracion de
TEOHA.

V-1-3. Determinacion del rendimiento cuantico de fotoerreaccion

Los rendimientos cuanticos de fotorreaccion se determinaron mediante
actinometria empleando como actinometro la reaccion de fotooxidacion de DMA via
oxigeno singlete sensibilizada (ver detalles en capitulo II). La solucion del actindbmetro
fue preparada a la misma absorbancia que la solucion de la muestra a la A de irradiacion.
Para el actinometro, se observo la disminucion de la banda de absorcion del DMA en

397 nm (figura IV.11).
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Figura V.11: Efecto de la irradiacion (A = 620 nm) sobre los espectros de absorciéon de DMA + MB en
metanol T =20 °C.
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Primeramente se procedid a determinar el cambio en la absorbancia del
actindmetro con el tiempo de irradiacion. Luego, para convertir los valores de
absorbancia a concentraciones molares, fue necesario determinar el coeficiente de
absorcion molar de DMA en metanol. A través de la Ley de Lambert y Beer, se obtuvo
un valor de & = 8000 M cm™ a 397 nm. Asi el rendimiento cuantico de desaparicion
del actinémetro se calculé mediante la ecuacion I1.16 (Cap. II seccion, 11-2-6-2-1), para

una concentracién de DMA 1,2 x 10* M, el & e = 0,036, Luego conociendo las

velocidades de reaccion del actinometro y de fotorreduccion de RZ, se obtuvieron los
rendimientos cuanticos de reaccion mediante la ecuacion 11.18 (ver seccion 11-2-6-2-1).

En las figuras V.12-V.14, se muestra el efecto sobre el rendimiento cuantico de
desaparicion de RZ con la concentracion de amina, en CTAC, lecitina y agua. Se puede
ver que éste aumenta con la concentracion de TEOHA, y alcanza un valor maximo a
aproximadamente a S mM en agua y lecitina, y 8 mM en CTAC. Cabe aclarar que estos
son valores aproximados, sobre todo en los medios micelares, debido a que no se
alcanzo el plateau.

En la tabla V.1, se exponen los valores de los rendimientos cuanticos

determinados.

®
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Figura V.12: Efecto de [TEOHA] sobre el rendimiento cuantico de fotorreaccion de RZ en agua. T = 20

°C. (-) Ajuste de cuadradros minimos no lineales de la ecuacién V.3.
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Figura V.13: Efecto de [TEOHA] sobre ¢l rendimiento cuantico de fotorreaccion de RZ en CTAC 0,025

M, T =20 °C. (') Ajuste de cuadrados minimos no lineales de la ecuacién V.3.

) °

0,030 | /‘//

3 ®
e 0015}
@
L ]
o'om J L ]
0,000 0,002 0,004
[TEOHA) /M

Figura V.14: Efecto de [TEOHA] sobre el rendimiento cuantico de fotorreacciéon de RZ en lecitina 0,05

Maw =30, T=20°C. () Ajuste de cuadradros minimos no lineales de la ecuaciéon V.3.

Los valores de ®.gz calculados, son del mismo orden al obtenido para RZ en

solucién acuosa con TEOHA determinado utilizando otro actindmetro [3].
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Tabla V.1: Rendimientos cuanticos de reaccion (®.rz) de RZ con TEOHA.

®rz en ®rzen bz en ®rzen ®rzen

[TEOHA] /M agua MeOH CTAC SDS lecitina
2,1 x 107 0,01 — 0,026 0,003 0,005
5,25x 10" 0,02 0,021 0,041 0,01 0,013
1,05x 107 0,027 0,043 0,061 0,02 0.019
2,45x%10° 0,031 0,076 0,095 0,025 0,032
5x10° 0,033 0,135 0,145 0,027 0.034

8,75x 107 0,145 0,17 == o

En base a la dependencia de ®.rz con la concentracion de amina se trato de
correlacionar los resultados con los parametros fotofisicos y los procesos fotoquimicos
primarios. Esto se llevo a cabo en CTAC que es el medio donde se obtuvo una mayor
velocidad de reaccion, y en lecitina y agua para comparacion. Se puede inferir, que
debido a la baja concentracion utilizada de TEOHA (< 0,01 M) y teniendo en cuenta
que el tiempo de vida del estado singlete de RZ es tan corto (tz = 0,71 ns, 1,08 ns y 1,20
ns en agua, CTAC y lecitina w = 30), que el triplete del colorante es el que esta
involucrado en la fotorreaccion. Para ello, se procedi6 a determinar la fraccion de
triplete que es desactivado por TEOHA en las micelas cationicas y en solucion acuosa,

mediante la siguiente ecuacion:

_ kj[TEOHA]
kI [TEOHA)+ K}

(V.1)

Donde qu es la constante bimolecular de desactivacion del estado triplete por la amina y
fueron determinados experimentalmente a través de los decaimientos de primer orden

obtenidos en presencia de amina (k,»s) de acuerdo a la siguiente ecuacion:
ko, =k + k! [TEOHA] (V.2)

Donde k; es la constante de velocidad de decaimiento en ausencia de amina, es decir,

inversa al tiempo de vida del triplete. Los valores de k; obtenidos a partir de la

135



Tesis Doctoral Gabriela V. Porcal RESULTADOS Y DISCUSION

pendiente de la figura V.15 son: 6,2 x 100 Mt st 96x10°M! s y 1,83 x 10 M s
en agua, CTAC y lecitina.
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Figura V.15: Grafico de la desactivacion del triplete de RZ por TEOHA a . = 825 nm en, A) agua, B)
lecitinay C) CTAC.
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En la tabla V.2 se muestran los valores de la fraccion de quenching obtenidos.
Luego, si la reaccion procede solo del estado triplete, el rendimiento cuantico de

reaccion puede ser calculado de la siguiente ecuacion:

k} [TEOHA]
K [TEOHAT+ KT

S rz =9 (V.3)

donde 7 representa la fraccion de tripletes que conducen a la fotorreaccion. Un buen
ajuste mediante la ecuacion V.3 se muestra en las figuras V.12-V.14. Del mismo se
obtuvo que 77 = 0,45 en agua y 0,20 en lecitina, mientras que en CTAC es ~ 1,0 (Tabla
V.2). Lo que significa que en CTAC, todo el triplete interceptado por TEOHA conduce
a fotorreaccion. Por lo tanto, se puede escribir el siguiente mecanismo de transferencia

de electron desde el estado triplete:

) reaccion

3 2
3RZ* + TEOHA M, (RZ' + TEOHA ™) RZ'> + TEOHA*

RZ + TEOHA

Esquema V.3

En el cual, luego de la transferencia del electron, ocurre la reaccion que da como
producto RF (1), la que competiria con la disociacion en los radicales libres (2) y con la
desactivacion natural de ambas moléculas (3).

Comparando los @z obtenidos en lecitina y agua de la tabla V.2, vemos que
son muy similares pero sin embargo se tiene que 77 en agua es el doble. Esto se puede
explicar teniendo en cuenta que segun la ecuacion V.3 el rendimiento cuéntico de
reaccion es: ®.pz = @rx f x 1, como el Oy es el doble en lecitina que en agua (ver tabla
IV.8) y f es similar, los valores de los rendimientos cuanticos se compensan y por lo
tanto obtenemos practicamente el mismo ®grz en ambos medios. Observando el
esquema V.3, el paso (1) que estaria dado por el valor de n, es el menos importante
cuando el medio es agua o lecitina, ocurriendo con una eficiencia de aproximadamente

un 45 % y 20 %, respectivamente. En cambio en CTAC la reaccion ocurre con una
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eficiencia de aproximadamente un 100 %. Ademas del esquema V.3 se infiere que el
paso (2) seria menor en lecitina que en agua y el que mas estaria sucediendo es la vuelta

el estado fundamental sin que ocurra reaccion paso (3).

Tabla V.2: Rendimiento cuantico de reaccion (¢.rz), fraccion de quenching (f) y

eficiencia de reaccion (n) para RZ en agua, CTAC y lecitina w = 30.

agua CTAC lecitina

[TEOHA]/M | ¢z / n brz / n brz / n

2,10x10™ 0,01 0,34 0,37 0,026 | 0,092 1,41 0,005 0,13 0,17

525x10% | 0,02 | 057 | 044 | 0041 | 020 10 | 0,013 | 028 0,21

1,05 x 10° 0,027 0,72 0,47 0,061 0,34 0,90 0,019 0,43 0,20

2,45x 107 0,031 0,86 0,45 0,095 0,54 1,0 0,032 0,64 0,23

50x 107 0.033 0,93 0,45 0,145 0,71 0,98 0,035 0.80 0,20

8,75x 107 - 0,165 | 0,81 1.02

En resumen, se pudo observar que la velocidad de fotorreaccion se ve afectada
por el medio. En CTAC la velocidad de reaccion esta bastante aumentada, y ha sido
explicada fundamentalmente debido a que los sistemas micelares solubilizan ambos
reactivos en el mismo volumen micelar. Siendo esto ademas soportado por el valor de 1
cercano a la unidad. Ademas, se pudo corroborar que la fotorreduccion de RZ por
TEOHA, involucra principalmente la interaccion del estado triplete del colorante con la
amina. Revelado por el alto valor de f a la concentracion donde la velocidad de reaccion

alcanza aproximadamente su maximo valor.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo ver que la fotofisica de los

colorantes se ve modificada dependiendo del medio en que se encuentren.

1)

2)

3)

4)

Ambos colorantes interaccionan con las micelas cationicas de CTAC. Tanto los
espectros de absorcion como los de emision presentaron un corrimiento
importante hacia el rojo mostrando un espectro similar al obtenido en etanol o
isopropanol, indicando que ambos colorantes estan localizados en la interfase
micelar.

En micelas anionicas de SDS no se observaron cambios en los espectros con
respecto a los mismos en agua pura, lo que sugiere ausencia de asociacion de los
colorantes con estas micelas. Los colorantes permanecen localizados en la fase
acuosa por repulsion electrostatica con las cabezas polares del surfactante.

En los sistemas micelares inversos, las propiedades espectrales dependen de la
carga del surfactante y del contenido acuoso. En las micelas inversas de AOT, a
bajo contenido acuoso, ambos colorantes estan localizados en la interfase vy,
cuando se incrementa el contenido acuoso (alto w = [agua] / [surfactante]), las
propiedades espectrales se vuelven similares a aquellas en agua pura. Por otro
lado, cuando se utilizo el surfactante catidnico BHDC, los colorantes estan
localizados en la interfase micelar debido a las interacciones electrostaticas
atractivas. En el caso de RF, a bajo contenido acuoso, sensa un medio de
polaridad similar a benceno. Cuando incrementa el contenido acuoso, este
permanece en la interfase pero en un microentorno de mayor polaridad. En
cambio, RZ sensa en la interfase un microentomno que es independiente del
contenido acuoso.

En las microemulsiones de lecitina de soja, RF se encuentra distribuida entre la
fase organica y la interfase micelar, revelado por la presencia de un punto
isosbéstico e isoemisivo en los espectros con la variacion de w. RZ presenta los
espectros de absorcion y emision corridos hacia el rojo con el agregado de agua,
siendo similares los en el alcohol. Los tiempos de vida de fluorescencia revelan
que a medida que aumenta w el colorante siente un microentorno de polaridad

similar al 1-propanol, por lo que estaria ubicado en la interfase cerca del alcohol.
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5) El estado triplete de ambos colorantes fue caracterizado encontrando un

6)

comportamiento similar en los distintos medios organizados. Para RF en CTAC
y en microemulsiones de lecitina, se obtuvo que el rendimiento cuantico de
triplete disminuye, lo que estd de acuerdo con el aumento en el rendimiento
cuantico de fluorescencia.

La fotorreduccion de RZ por TEOHA procede hacia la formacion de RF en
soluciones desoxigenadas. La reaccion ocurre desde el estado triplete de RZ, por
un mecanismo de transferencia de electrones. Las reacciones de transferencia de
electrones son favorecidas en medios polares como el agua. Las micelas son un
buen recurso para solubilizar un dado soluto y quencher en un medio ya sea
hidrofébico o hidrofilico, y que estos permanezcan en diferentes sitios en el
mismo compartimento o en diferentes microentornos. Es decir, que los sistemas
micelares pueden ayudar a que ambas moléculas estén muy proximas y producir
una transferencia de electrones eficiente. De acuerdo a los resultados, se obtuvo
que el rendimiento cuantico de fotorreaccion es mayor en el medio micelar
cationico que en solucidon acuosa. Esto es atribuido a un aumento de la
concentracion local de la amina, en el mismo volumen micelar que el colorante.
Se pudo observar claramente, del grafico de v, €n funcion de la concentracion
de amina, que la reaccion ocurre mas eficientemente en micelas directas de
CTAC que en microemulsiones de lecitina de soja. Las microemulsiones ofrecen
mas sitios de solubilizacion para los sustratos. Por lo que habria un reparto de la
amina siendo menor su concentracion local donde esta el colorante. Ademas
como la interfase micelar es zwiterionica, no se puede descartar alguna

interaccion de los grupos fosfatos con ambas moléculas.
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