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RESUMEN

TiTULO: DETERMINACION DEL RENDIMIENTO CUANTICO Y TIEMPOS DE
VIDA MEDIA DE FLUORESCENCIA EN SUSTANCIAS COLORANTES CON
APLICACIONES COMO FUENTES LASER. *

AUTOR )
BRIEVA GARCIA, Reggy **

PALABRAS CLAVES
FLUORESCENCIA, RENDIMIENTO CUANTICO, TIEMPO DE VIDA

DESCRIPCION

En la presente tesis se trabajé uno de los principales intereses de la espectroscopia éptica
molecular y del laser, como lo es el cubrimiento de la franja espectral mas ancha posible con
emision laser; usando colorantes organicos como medios activos. Para ello se proponen los
colorantes organicos cumarina y 1,4-bis-(5 fenil-oxazol-2)-benceno (POPOP) como medios activos
para laseres de colorantes por presentar alta fluorescencia; por otra parte cuando estas sustancias
se solubilizan en solventes organicos con diferente polaridad y caracter prético presentan
variaciones en parametros fotofisicos tales como lo son el rendimiento cuantico de fluorescencia, y
tiempo de vida media del estado singulete excitado, ademas, en sus espectros se presentan
corrimientos en las bandas de absorcion y emisién. En el presente trabajo se muestran las
variaciones observadas en los espectros de absorcién y emision de fluorescencia ademas del
comportamiento de éstas en los diferentes parametros fotofisicos cuando se trabaja con cinco
solventes los cuales son etanol, metanol, cloroformo, acetonitrilo y acetona; utilizando como
referencia el estandar de sulfato de quinina 0,1 N. Los resultados presentaron colorantes con altos
valores de rendimiento cuanticos y tiempos de vida que aumentan la posibilidad de usarlos en

algunos solventes como potenciales medios activos para laseres de colorantes.

* Proyecto de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Rafael Cabanzo Hernandez.
Codirector Enrigue Mejia Ospino.
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SUMARY

TITLE: DETERMINATION OF THE QUANTUM YIELD AND LIFETIME OF
FLUORESCENCE IN DYES WITH APPLICATIONS AS DYES LASER. *

AUTHOR
BRIEVA GARCIA, Reggy. **

KEY WORDS
FLUORESCENCE, QUANTUM YIELD, LIFETIME

DESCRIPTION

In this paper work was one of the main interests of optical molecular spectroscopy and laser, as in
the spectral band covering the widest possible laser emission, using organic dyes as active media.
In this study proposes the organic dyes coumarin and 1,4-bis-(5 phenyl-oxazolyl-2)-bezene
(POPOP) as active media for dye laser exhibit high fluorescence, and furthermore that these
substances are solubilized in organic solvents with different polarity and protic character are
variations in photophysical parameters such as are fluorescence quantum yield and average
lifetime of singlet excited state, also their spectra show shifts in absorption and emission bands. In
the present study shows the variations observed in the absorption spectra and fluorescence
emission in addition to their behavior in the photophysical parameters when working with five
solvents which are ethanol, methanol, chloroform, acetonitriie and acetone, used as standard
reference quinine sulfate 0.1 N. The results showed dyes with high quantum yield values and
lifetimes that increase the possibility of using them in some solvents as potential active media for

dye lasers.

* Word Degree
** Sciences Faculty. Chemistry School. Directreess Rafael Cabanzo Hernandez.
Codirectress Enrique Mejia Ospino.
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INTRODUCCION

La palabra laser es un acrénimo de Ligh Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, un proceso por el cual la energia eléctrica es convertida en energia
luminica. El concepto de emision estimulada fue elaborado, en primer lugar por
Albert Einstein en 1916, pero solo hasta 1953 Charles Townes demostrd
practicamente dicho principio. En 1960 un cristal de Rubi fue estimulado para
producir luz laser, siendo utilizado inicialmente en medicina dentro del campo de la
oftalmologia .

En muchos trabajos de investigacion se ha mostrado que una forma de abordar el
“Primer problema fundamental de interés comuin de la Espectroscopia Optica
Molecular y la Fisica del Laser”: El cubrimiento de la franja espectral mas ancha
posible con emision laser; es usando colorantes como medios activos.?

Los compuestos organicos debido a sus propiedades Opticas-espectrales y
fotoestabilidad han permitido que algunos de ellos hayan sido con éxito utilizados
como medios activos de laseres sintonizables. De otro lado, La Fisica del Laser y
la instrumentacion electronica dentro de sus areas de investigacion han
desarrollado el campo perfecto para producir nuevas tecnologias3, asi por
ejemplo, La Tecnologia Laser se ocupa de la implementacion de laseres y
sistemas basados en ellos* con el propdsito de ofrecer haces luminosos con
caracteristicas especificas para diversas aplicaciones y/o investigaciones en
ciencias basicas.

Sin embargo debido a que los fendmenos fotofisicos ocurren en tiempos muy
cortos, se hace mas dificil y tedioso medir tiempos de vida de fluorescencia con
los instrumentos que se cuenta actualmente para este fin, por otro lado el
rendimiento cuantico de fluorescencia muestra la eficiencia del proceso
fluorescente; la eficiencia cuantica en un solo paso es definida como el numero de
sucesos definidos que ocurren por fotdon absorbido por el sistema. Se utiliza,

también, en el sentido de una medida cuantitativa de la velocidad relativa de un
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paso, dado que involucra a una especie con respecto a la suma de las velocidades
de todos los procesos paralelos que consumen dicha especie®. Uno de los
problemas de interés de la fisica del laser y la espectroscopia Optica es el
desarrollo de laseres de colorantes confiables y de bajo costo a partir del uso de
técnicas de instrumentacion analitica, ademas estas propiedades los hacen muy
atractivos para la industria.

No obstante, a través del tiempo se han hecho varios estudios sobre medios
activos de colorantes como lo son la cumarina 503, cumarina 460, cumarina 409,
rodamina 6G, entre otros, con los cuales se han cubierto todo el espectro visible,
desde el cercano ultravioleta (365nm) al rojo (670 nm).° En este trabajo se
proponen otros colorantes como lo son la cumarina 30, cumarina 07 y popop,
gracias a que estos pueden presentar buenos rendimientos cuanticos y largos
tiempos de vida que los hacen utiles al momento de usarlos como medios activos

para laseres sintonizables.

14



1. CONSIDERACIONES TEORICAS

1.1. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

1.1.1 GENERALIDADES

1111 Regiones del espectro Ultravioleta-Visible

La region del espectro electromagnético que corresponde a las transiciones que
involucran a electrones de la capa de valencia se extiende por longitudes de onda
que van desde 100 a 1000nm (regiones ultravioleta-visible e infrarroja cercana).
Sin embargo no toda esta zona es de igual utilidad para la elucidacion de
estructuras organicas’.

Por ejemplo, la region por debajo de 200 nm, conocida como ultravioleta lejano,
es complicada de usar debido a que en esta region del espectro absorben las
moléculas de N,, 0, y Ar, de manera que es imprescindible trabajar con equipos
evacuados (Ultravioleta de vacio).

La region ultravioleta cercano, de 200 a 400 nm, no presenta los inconvenientes
del ultravioleta lejano, es practico y eficaz en la determinacién estructural de
insaturacidon conjugada, aromaticidad o de ciertos grupos insaturados con pares
de electrones libres (carbonilo, nitro, etc.). Se usa cuarzo en los materiales épticos
para trabajar con longitudes de onda inferiores a 350 nm, el vidrio en la regién
restante del ultravioleta cercano y en toda la region visible.

Las bandas de absorcidn presentes en la region de 400 hasta cerca de 800nm
pertenecen a transiciones electronicas de baja energia; no obstante, pueden
presentarse ciertas transiciones electronicas a longitudes de onda mayores de

800nm, pero no son usuales en los compuestos organicos.’
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1.1.1.2 Caracteristicas de las bandas de absorcién en la regiéon Ultravioleta-
Visible

Las transiciones electronicas en moléculas se presentan en forma de bandas
anchas en un espectro de UV-visible, ya que se superponen transiciones
electronicas, vibracionales y rotacionales; con modificacion simultdnea de los
niveles de energia. Por otro lado las bandas electronicas con estructura fina
vibracional y subestructura rotacional no bien resuelta es comun en moléculas
pequefias en fase gaseosa, mientras que en moléculas mas complejas la
multiplicidad de los niveles vibracionales hace que el gran numero de transiciones
de similar energia produzca bandas de absorcidn continuas sin estructura fina
vibracional evidente.

Las principales caracteristicas de una banda de absorcion son:

La posicion de la banda, se da por la longitud de onda para la cual se observa la
maxima intensidad, generalmente se expresa como Amax/nm 0 numero de onda
Vmax/cm™.

La intensidad de la banda de absorcion corresponde al maximo valor del
coeficiente de absorcion molar. Se producen absorciones intensas cuando una
transicion es acompafiada por un gran cambio en la distribucion de cargas (€max
del orden de 104), por otra parte las transiciones con pequefo cambio en la
distribucion de cargas producen débiles bandas de absorcion (emax del orden de
10? o inferiores).Debido a los valores tipicos de los coeficientes de absorcién
molar en el UV, es comun trabajar con soluciones de concentraciones 10> a 10
molL™.”

La anchura de la banda de absorcion electrénica depende del numero e intensidad
de los componentes vibracionales de la transicion correspondiente. La distribucion
de intensidades entre los componentes vibracionales de una transicién electrénica
depende de los cambios en la geometria de equilibrio del estado fundamental y
los estados excitados y es interpretada sobre la base del Principio de Franck-

Condon el cual se explica mas adelante.
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1.1.1.3 Colorantes

Este término sirve para denominar las moléculas organicas con enlaces dobles
conjugados. Estas sustancias suelen ser moléculas muy complejas. Existen
distintas clases de colorantes organicos, los cuales, segun sus composiciones
emiten desde 320 nm a los 1000 nm, siendo el visible su zona de operatividad por
excelencia.® (ej. los colorantes cumarinas y popop que presentan en su estructura

el esqueleto de anillos bencénicos unidos a un atomo de oxigeno).

Figura 1.1. Estructura quimica de un colorante cumarina

R4

Donde R1 = H, N02 (C2H5)2N Yy Rz = CH3, N02
Cum 30 R1 = (C2H5)2N Yy R2 = CH3,
Cum7 R1 = (Csz)zN Yy R2= H

Fuente: El autor

Estos compuestos pertenecen a la familia de las benzopironas, y estan
compuestas por un anillo de benceno unido a un anillo de pireno, se dividen en
alfa benzopironas (como es el caso de las cumarinas 7 y 30), y beta benzopironas,

de los cuales los flavonoides son sus principales miembros.®
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Figura 1.2. Estructura quimica de un colorante 1,4-bis-(5 fenil-oxazol-2)-benceno
(POPOP)

® o

Fuente: El autor

Se caracteriza por exhibir considerables desplazamientos de Stokes, ademas de
presentar propiedades espectrales unicas de este tipo de compuestos, debido a la
estructura y conformacion asimétrica de sus moléculas en el estado fundamental
y notable aplanamiento en su primer estado excitado.”® Ademas que presentan un
alto rendimiento cuantico, esta clase de compuestos estéricamente impedido son
muy Utiles para el uso de diversas aplicaciones técnicas; entre ellas como medios

activos para laser.

1.2 FOTOFiSICA MOLECULAR

Cuando un fotén se acerca a una molécula se produce una perturbacion, debida a
la interaccion entre dos campos eléctricos: uno asociado a la molécula y el otro,
asociado al foton. Este fendmeno conduce a la absorcién del foton, el cual
transfiere su energia a la molécula, promoviendo un cambio en la estructura
electronica de la misma, es decir, modificando el ordenamiento de los electrones
en los orbitales moleculares de la configuracion electrénica del estado basal.

La absorcion del fotdn envia al fluoroforo a un estado excitado singulete §;,S,, Ss,..
En la molécula, el estado electronicamente excitado siempre sera inestable
comparado con el estado fundamental. Bajo esta situacion, si no se cambia la
estructura quimica de la molécula, ésta perdera su energia de excitacién y volvera

al estado fundamental, mediante un proceso fotofisicos, que difiere del proceso
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fotoquimico porque no hay cambio en la estructura quimica, solo hay cambios en
el estado electronico de la molécula.

Hay diferentes vias posibles de desexcitacion (ver el diagrama de Jablonski en la
figura 1.3). La mas favorable dependera del tipo de molécula y de la naturaleza de
los estados excitados implicados.

Estas vias de desexcitacion suelen ser procesos muy rapidos y se pueden

clasificar en dos categorias bien diferenciadas:

1.- Procesos radiativos: que implican la emisiéon de radiacion electromagnética
desde el estado electronicamente excitado para regresar al estado electronico
fundamental.

2.- Procesos no radiativos: en los que la poblacién del estado inicialmente excitado
se transfiere a otro estado sin que le acomparfie ninguna emision de radiacion
cuando se pasa de un estado electronico a otro. No obstante, este término
también es usado para referir los procesos intramoleculares, en donde hay
transiciones entre los estados electronicos de la molécula individual en ausencia
de perturbaciones externas (colisiones con otras particulas). Ademas estas
relajaciones no radiativas suelen presentarse cuando la diferencia de energias
entre niveles es muy pequefia y, ocurren, usualmente en una escala de tiempo
mucho mas corta que las transiciones radiativas.

Haciendo uso de los dos procesos mencionados anteriormente, se pueden
distinguir dos tipos de transiciones radiativas: la fluorescencia y la fosforescencia.
La fluorescencia implica la emisién radiativa desde un estado excitado de igual
multiplicidad que el estado inferior de la transicién.’ En los estados excitados
singulete ocurre la transicion S; —» S,, en donde un electron en el orbital
excitado,S;, esta apareado con un electron en el orbital basal,S,, sin producirse
una modificacion en la multiplicidad de espin. En consecuencia, la emisién
fluorescente esta permitida. Las velocidades de emisién estan en el rango de los

nanosegundos.

19



Por el contrario, si la multiplicidad de espin del estado que emite es diferente a la
del estado inferior se produce la fosforescencia. De este modo, en el proceso de
fosforescencia el estado triplete de menor energia es poblado, a menudo por un
cruce entre sistemas desde el estado S+, y a continuacién se puede observar la
transicion T1—S,, o la fosforescencia.

En el diagrama de Jablonski (figura 1.3), se observan las vias de relajaciéon
electronica. Las lineas verticales corresponden a los procesos radiativos. Las
lineas horizontal y punteada representan los procesos no radiativos, cruzamiento
entre sistemas y conversién interna respectivamente, debido a que estas ultimas
ocurren en estados electronicos que se encuentran muy préoximos
energéticamente, y normalmente son mas probables que la perdida de energia por

fluorescencia desde un estado excitado mas alto.

1.2.1 LA CONVERSION INTERNA, (Cl), describe procesos intramoleculares por
los cuales una molécula pasa a un estado electrénico de mas baja energia sin
emisién de radiacion. Esta conversion interna parece ser particularmente eficaz
cuando dos niveles de energia electronicos estan suficientemente préximos para
que haya un solapamiento de los niveles de energia vibracional y es normalmente
mas probable que la pérdida de energia por fluorescencia desde un estado
excitado mas alto.

La conversion interna puede también dar lugar al fendmeno de predisociacién. En
este caso, el electron se mueve desde un estado electronico mas alto hacia un
nivel vibracional superior de un estado electrénico mas bajo en el que la energia
vibracional es lo suficientemente grande como para provocar la ruptura del enlace.
La predisociacion se diferencia de la disociacién en que esta ultima, la radiaciéon
absorbida excita al electron de un cromoéforo directamente a un nivel vibracional
suficientemente alto para provocar la ruptura del enlace del grupo croméforo; no
incluye la conversion interna. Los procesos de disociacion también compiten con

los procesos de fluorescencia."’
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1.2.2 EL CRUZAMIENTO ENTRE SISTEMAS (CES), Este proceso es un poco
mas lento que los anteriores, durante este proceso, el espin de un electron
excitado se invierte dando lugar a un cambio en la multiplicidad del estado
electronico de la molécula.® Adicionalmente la desactivacion de un estado
electrénico excitado puede incluir la interaccion y la transferencia de energia entre
las moléculas excitadas y el disolvente u otros solutos; a estos procesos se les
llama conversion externa y la evidencia de este se da por el marcado efecto que
ejerce el disolvente sobre la intensidad de la fluorescencia, ademas, aquellas
condiciones que tienden a reducir el numero de colisiones entre particulas (baja
temperatura y elevada viscosidad) tienden, generalmente, a aumentar la

fluorescencia.

Figura 1.3 Diagrama de energia de Jablonski: descripcion esquematica de los
diferentes procesos fotofisicos que pueden tener lugar tras la excitacion inicial

desde el estado fundamental

Estados excitados singulete Estado excitado triplete
y Cruzamiento
Conversior Relajacion ¢
- Interna 7 \ahraas sE
S A i / vibracional /s:stemas
- \ E7 e & qu
4 F s e
y " .l‘
S ‘ % e T
1 ol
|
|
o
& .
2 y ~ | Conversién
w Absorcién Fluorescencia . intemna Fosforescencia
| yextemna
|
i
i
So *
Estado S Relajacion - .
fundamental A Az A R As

Fuente: SKOOG, D. A.; HOLLER, F. J. y NIEMAN T. A. Principios de analisis instrumental.
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1.2.3 LA CONVERSION EXTERNA (CE), es el proceso en donde interactuan las
moléculas excitadas con el disolvente u otros solutos. Las transiciones no
radiativas desde los estados excitados, singulete y triplete, al estado fundamental
involucran estas transiciones. En estas relajaciones electronicas hay transferencia
de energia acompanada de un aumento de temperatura en la solucion, ya que el
exceso de energia vibracional se pierde, como consecuencia de las colisiones que

se presentan entre las moléculas excitadas y el solvente.

1.3 FLUORESCENCIA

La emision espontanea de radiacion electromagnética desde una entidad
molecular excitada sin modificar su multiplicidad de espin, es Illamada
fluorescencia.’ El fotén de luz emitido corresponde a la diferencia de energia entre
un estado electrénico excitado, nivel vibracional 0 (cero) y un estado vibracional
particular del estado electronico fundamental. El tipo mas simple de fluorescencia
es la que presentan los vapores atdmicos diluidos. Las especies atomicas,
generalmente, reemiten la radiacion sin ningun cambio en la frecuencia de ésta,
este tipo de fluorescencia se conoce como fluorescencia resonante o radiacion de

resonancia.

La espectroscopia de Fluorescencia es una técnica versatil y sensible para la
identificacion y cuantificacion de numerosos compuestos de importancia en
diferentes campos. Es una herramienta importante y se ha usado con alta
exactitud en ciencias analiticas, del medio ambiente, biotecnologia y ciencias
biomédicas, incluyendo diagnéstico médico, secuenciacion del ADN, analisis

genético, entre otros.
1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA EMISION DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia habitualmente exhibe varias caracteristicas generales, aunque se

conocen excepciones:
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1. Desplazamiento Stokes. EI estudio del diagrama de Jablonski evidencia
que la energia de emision es menor que la energia de absorcion, es por esto, que
la sefial de fluorescencia se observa a menores energias. La causa habitual del
desplazamiento de Stokes es la rapida relajacion vibracional en el estado excitado
que lo lleva a niveles vibracionales mas bajos del estado electronico excitado. Asi
mismo, los fluoréforos generalmente decaen a niveles vibracionales elevados del
estado fundamental (conversion interna), generando pérdidas de energia
adicionales. Ademas de estos efectos, los fluoréforos pueden exhibir
desplazamientos Stokes debido a efectos del solvente, reacciones en el estado
excitado, formacién de complejos y por transferencia de energia®. Una forma de
determinar estos desplazamientos, con la ayuda de los espectros de absorcion y
emision es utilizando la ecuacién 1. Donde 4, y 1; corresponden a las longitudes

de anda de emision y absorcion respectivamente.

g =2 1
v = Al % /'{2 ( )
2. El espectro de emision de fluorescencia de una sustancia se determina a

partir de la variacion de la intensidad de fluorescencia con la longitud de onda de
emisidon a una longitud de onda de excitacion fija, esto quiere decir que es
independiente de la longitud de onda de excitacion.

Cuando la excitacion se realiza a niveles electronicos y vibracidnales elevados el
exceso de energia es rapidamente disipado, llevando al fluor6éforo al nivel

vibracional mas bajo del primer estado electronico excitado S;.

3. Imagen especular. Una consecuencia interesante del regreso a niveles
vibracionales elevados del estado electronico fundamental en la fluorescencia, es

que el espectro de emisién generalmente es una imagen especular del espectro
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de absorcién. Se observan estas semejanzas, por que en principio la excitacion

electronica no altera significativamente la geometria, (figura 1.4).

Figura 1.4. Espectro de fluorescencia y de absorcion molar en funcién del nimero

de onda de cumarina 30 en metanol.
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Fuente: El autor

Por otro lado tenemos el principio de Franck-Condon el cual dice “que la
aproximacién segun la cual la transicion electronica mas probable es aquella que
tiene lugar sin cambios en la posicién de los nucleos de la entidad molecular y de
sus alrededores”.’ El estado resultante se denomina estado Franck-Condon, y la

transicion involucrada, transicion vertical.

La formulacion mecano-cuantica de este principio expresa que la intensidad de
una transicién vibracionales proporcional al cuadrado de la integral de
solapamiento entre las funciones de onda vibracionales de los dos estados

implicados en la transicion. Entonces, si la absorcion entre los niveles
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vibracionales 0 y 2 (caso de la figura 1.5) es la mas probable, la transicion

reciproca es también la mas probable en emision.

Figura 1.5 Principio de Franck Condon

Energy

Nuclear Coordinates

1.3.2. VARIABLES QUE AFECTAN LA FLUORESCENCIA

Para hablar de las variables que afecta la fluorescencia no hay duda que la
estructura molecular y el entorno quimico son factores determinantes al momento
de identificar si una sustancia es o no fluorescente, aunque existen otros factores

que también afectan la intensidad de la fluorescencia, tales como:

1. Rendimiento cuéntico y tipo de transicion. Empiricamente se observa que el
comportamiento fluorescente lo presentan con mas frecuencia compuestos en los
que la transicion de mas baja energia es del tipo =~ —»z* y no aquellos

compuestos en los que la transicion de menor energia es del tipo n— 7 * M

El mayor rendimiento cuantico asociado a la transicion = — 7 * se puede explicar

de dos maneras. Primero, el coeficiente de absorcidon molar de una transicion

7 — 7* es normalmente 100 a 1000 veces superior que para un proceso n— r*
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y esta cantidad representa una medida de la probabilidad de transiciones en cada
direccion. Asi, el tiempo de vida media inherente asociado con una transicion
7 — z* es mas corto (107 a 10 comparado con 10 a 10”s para una transicion
noz*).M"

La energia de cada electron depende del orbital que ocupa, y a su vez la energia
total del atomo es decir el nivel de energia depende de la distribucion de los
electrones en los orbitales disponibles, de esta forma se concibe el atomo como
un arreglo de niveles de energia, donde el arreglo con la menor energia es
llamado el estado fundamental y los estados de energia superior se denominan
estados excitados, los cuales se alcanzan a través de fuerzas externas.

Las transiciones de un estado a otro ocurre cuando el atomo emite o absorbe
energia, las transiciones a un nivel mayor pueden ser causadas por la colision del
atomo con un electron libre o con un atomo excitado, mientras que las transiciones
a un nivel mayor o un nivel menor de energia pueden ocurrir por la absorcién o
emision de un foton de luz respectivamente, la diferencia de energia entre dos

estados cuando hay una transicidén esta dada por:
h‘l? = EZ - El

Donde h es la contante de Planck, v es la frecuencia del foton y E, y E; son
respectivamente las energias del estado final e inicial, a partir de esta ecuacioén se

puede calcular la el valor de la energia del primer estado excitado.

2. Estructura. La fluorescencia mas intensa y la mas util es la que presentan los
compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos con transiciones
~ — r* de mas baja energia. La fluorescencia, por lo general, se presenta en
moléculas aromaticas o que contengan varios enlaces dobles conjugados con un
alto grado de estabilidad de resonancia, aunque los sustituyentes pueden alterar

notablemente el grado de fluorescencia. La mayoria de hidrocarburos aromaticos
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no sustituidos son fluorescentes en solucién, la eficiencia cuantica normalmente

aumenta con el numero de anillos.

3. Efecto de la rigidez estructural. Empiricamente se encuentra que la
fluorescencia se ve particularmente favorecida en moléculas que poseen
estructuras rigidas. La falta de rigidez de una molécula probablemente provoca un
aumento de la velocidad de conversion interna y el correspondiente aumento en la
probabilidad de desactivacién no radiante. Una parte de una molécula no rigida
puede sufrir vibraciones y rotaciones de baja frecuencia con respecto a sus otras

partes y tales movimientos indudablemente explican ciertas pérdidas de energia.

4. Efecto de la temperatura y del disolvente. El rendimiento cuantico de la
fluorescencia disminuye en la mayoria de las moléculas al aumentar la
temperatura, ya que crece el numero de colisiones y por ende aumenta la
probabilidad de desactivacion por conversiéon externa. Una disminucién en la
viscosidad del disolvente también aumenta la probabilidad de la conversion

externa y conduce al mismo resultado.

La polaridad del solvente también tiene influencia en la fluorescencia, debido al
efecto hipsocromico y batocromico que el solvente ejerce sobre el compuesto.

Estos efectos batocrémico e hipsocromico son desplazamientos del maximo de
absorcion de una banda a mayores o0 menores longitudes de onda
respectivamente, debido a la introduccion de un sustituyente, cambio de solvente

o pH o cualquier otra causa.?

5. Efecto del pH en la fluorescencia. Los cambios en el pH del sistema
también afectan la fluorescencia, siempre y cuando dichos cambios influyan en el
estado de carga del fluoroforo. La fluorescencia de un compuesto aromatico con

sustituyentes acidos o basicos en el anillo depende normalmente del pH. Tanto la
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longitud de onda como la intensidad de la emisién son, probablemente diferentes

para las formas ionizada y no ionizada del compuesto.?

6. Efecto del oxigeno disuelto. La presencia de oxigeno disuelto suele reducir la
intensidad de la fluorescencia de una disolucion. Este efecto puede ser el
resultado de wuna oxidacibn de las especies fluorescentes inducida
fotoquimicamente. Sin embargo, con mas frecuencia el apagamiento tiene lugar
como consecuencia de las propiedades paramagnéticas del oxigeno molecular,
que favorecen el cruce entre sistemas y la conversién de las moléculas excitadas

al estado triplete.?

1.33. FACTORES QUE AFECTAN LA MEDIDA DE LA INTENSIDAD DE
FLUORESCENCIA

Frecuentemente se presentan distorsiones en las medidas de intensidad de la
fluorescencia, esto se asocia a la polarizacion y presencia de impurezas en la
muestra generando asi el fendmeno de filtro interno (autoabsorcién o de emisién),

el cual también se encuentra asociado a la concentracion de la misma.
1.3.3.1 Efecto de filtro interno de emision o autoabsorcion.

Cuando existe solapamiento entre los espectros de excitacion y emision de la
muestra, a altas concentraciones puede producirse un efecto de reabsorcion de la
luz emitida que provoca un cambio en la forma del espectro de emision en la
region de solapamiento. Para evitar este efecto se trabajan con soluciones de
absorbancia < 0.02 (medida con una cubeta de 1 cm de paso 6ptico) a la longitud
de onda de excitacion.

El estudio de las interacciones moleculares contribuye a la elucidacién del
mecanismo de accién de compuestos organicos; dichas interacciones se clasifican

en primera instancia a interacciones no especificas, causadas por efectos de
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polaridad-polarizabilidad y en segundo caso a interacciones especificas tales
como puente de hidrégeno, transferencia de carga o interacciones electrén donor-
aceptor.™

Tipicamente el fluoréforo tiene un momento dipolar mas grande en el estado
excitado que en el estado fundamental. Después de la excitacion, los dipolos del
solvente se pueden reorientar o relajar alrededor del estado excitado, lo cual
genera una disminucion de la energia en este. Como la polaridad del solvente se
incrementa, este efecto se hace mayor también, resultando en la emision a

energias mas bajas o mayores longitudes de onda.

1.4. TIEMPO DE VIDA MEDIA Y RENDIMIENTO CUANTICO

El tiempo de vida media y el rendimiento cuantico son quizas las caracteristicas
mas importantes de la fluorescencia. El rendimiento cuantico, también llamado
eficiencia cuantica de fluorescencia es la relacién entre el numero de sucesos

definidos que ocurren por fotén absorbido por el sistema’®.

Numero de fotones

Qo (3)

~ Numero de fotones absorbidos

Teniendo en cuenta los mecanismos de disipacion, es evidente que el rendimiento
cuantico de la fluorescencia (Q,) para un compuesto se puede calcular a partir de
las constantes de velocidad relativas de los procesos por los cuales la molécula se
desactiva: fluorescencia (ks), cruzamiento entre sistemas (k;), conversion externa
(kec), conversion interna (kic), predisociacion (kpg) 0 procesos de apagamiento (Kq);
asi, el rendimiento cuantico de un fluoréforo refleja una competencia entre la
emisién de un fotén y los procesos no radiativos donde para simplificar se utiliza

knr para referirse a los procesos no radiativos.™

_ Ky _ Ky
CKe+ K+ Kee +Kie + Kpg + Ky Kp + Ky + K,

Qo (4

29



La ecuacion 5 es muy util para la determinacion del rendimiento cuantico en
soluciones puesto que esta utiliza el rendimiento cuantico de referencia o
parametro, las areas bajo la curva de los espectros de fluorescencia, los indices
de refraccidon y las absorbancias tanto de las muestras como la de la referencia

respectivamente.’®°

— LIx X 5
Cra=Crst g G s O

Otro parametro importante es el tiempo de vida media de la fluorescencia (1,) de
una entidad molecular, que decae en un proceso de primer orden, éste es el
tiempo necesario para que la concentracion de la entidad decrezca hasta 1/e de
su valor original. Estadisticamente representa la esperanza de vida de la entidad;
y es igual al reciproco de las sumas de las constantes de velocidad de todos los
procesos que compiten con la emision de radiacion. Se define, a veces, un tiempo
de vida para procesos que no son de primer orden. En tales casos el tiempo de
vida depende de la concentracion inicial de la identidad, o de un desactivador, por
lo que solo pueden definirse un tiempo de vida inicial o promedio. En estos casos
debe llamarse tiempo de vida aparente. Ocasionalmente, se utiliza el término vida
media (t1,2), que representa el tiempo necesario para que la concentracion de una

entidad decrezca hasta la mitad de su valor original .’

Los tiempos de vida de la fluorescencia estan cerca de los 10 ns, y se define

como:

1
 Kr + Ko + K,

To

(6)
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Las interacciones de los fluoréforos con el ambiente externo pueden afectar los
procesos de decaimiento discutidos anteriormente; asi mismos, la intensidad y el
tiempo de vida de la fluorescencia son fuertemente influenciadas por el ambiente
inmediato del fluoréforo. '’

_¥r

1
K, =—=-L 7
r T ™)

Para muchas moléculas organicas luminiscentes, el espectro de fluorescencia es
un espejo simétrico con el ancho de banda del espectro de absorcion, cuando se

£(V)dv

representan como [F(v)dv/v® y [ . Son proporcionales al cuadrado de la

v

absorcion y el momento de emision de transicidn, respectivamente.

1
Mps) = F 8

Donde TI'representa el coeficiente de velocidad de fluorescencia y se puede
calcular a partir de la ecuacion 7. Los valores de I' y K, son iguales en un rango

de tolerancia de mas de 10%.

s o [E®AT [ e(@)dv
['(s™1) = 2.88 x 109n? f@dvf - 9

Donde &(¥) es el coeficiente de absorcién molar, F(v) representa la distribucion
energética de los espectros de fluorescencia normalizados, n corresponde a los
coeficientes de refraccion de cada solvente 8.

Normalmente, es dificil cambiar la constante de velocidad de la fluorescencia ks;
por esta razon, los procedimientos convencionales recurren a la modificacion de la
constante de velocidad de decaimiento no radiativo, k., y/o la constante de
velocidad de procesos de apagamiento k, (donde se involucran procesos
intermoleculares que eliminan la fluorescencia) para obtener mejores rendimientos

cuanticos. Por ejemplo, moléculas que en condiciones normales presentan bajo
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rendimiento cuantico, podrian presentar alto rendimiento cuantico y tiempos de
vida mas largos en soluciones congeladas o cuando estan enlazadas a
macromoléculas. Asi, el rendimiento cuantico es tanto mayor cuanto mas elevada
sea la constante de velocidad de la fluorescencia y el valor limite corresponderia a

Q=1, cuando kn+kq sea infinitamente menor que ke *°.
2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL
En la figura 2.1 se muestra un esquema metodoldgico de los pasos que se realizaron

para el desarrollo del proyecto.

Figura 2.1 Esquema metodolégico.

PREPARACION DE MUESTRAS

*ESPECTROMETRO
MONTAJE EXPERIMENTAL |::> UV-VIS
*ESPECTROMETRO DE

FLUORESCENCIA

ADQUISICION DE DATOS

PROCESAMIENTO DE DATOS

Fuente: El autor
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2.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los diferentes colorantes utilizados fueron previamente pesados en cantidades
aproximadas a los 0,006 gramos y disueltos en los diferentes solventes como
metanol, etanol acetona acetonitrilo y cloroformo. Las concentraciones fueron

alrededor de 10° M, como se sugiere la literatura para realizar este tipo de analisis.

2.3 DETERMINACION EXPERIMENTAL DE ESPECTROS ULTRAVIOLETA-
VISIBLE Y ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

2.3.1 Espectrofotometros UV-Vis

Para la obtencion de espectros UV-Vis generalmente se utilizan espectrofotometros
de simple o doble haz, con elevado grado de automatizacion. En la Universidad
Industrial de Santander se dispone de un espectrofotdmetro que permite la
digitalizacién de la informacién con muchas posibilidades de manipulacién de la

misma.

2.4. OBTENCION DE ESPECTROS

2.4.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Los espectros de absorcion de las muestras se adquirieron en la zona de 250-500
nm en un espectrofotometro ultravioleta-visible UV-2401PC, de doble haz y un

monocromador (190-900 nm £ 0.2 nm), con una velocidad de barrido de 100

nm/min a 23°C.
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En la figura 2.2 se muestra el equipo de UV-Vis utilizado para la toma de los

espectros.

Figura 2.2. Espectrofotometro UV — 2401PC

Fuente: El autor

Para las medidas se utilizaron cubetas de cuarzo (ST- 3/Q) de 1 cm?de area. Los
espectros de absorcion se adquirieron de forma rutinaria para garantizar que la
intensidad de absorcion estuviera alrededor de 0,02 en su longitud de onda de
maxima absorcion, muy similar a la intensidad mostrada por el estandar de sulfato
de quinina (con un maximo de absorcién en 347 nm), disuelto en acido sulfurico
0,1N.



Figura 2.3 Estructura de Sulfato de quinina
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Fuente: El autor

2.4.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA EN ESTADO ESTACIONARIO
Las toma de espectros de fluorescencia en estado estacionario se realizaron con
un espectrofluorimetro PTI QM — 40, con un ancho de rendija de excitacién (2nm),
rendija de emision (1nm), tiempo de integracion (1 seg). En la Figura 2.4 se

muestra el esquema espectroflurimetro utilizado en este trabajo.

Figura 2.4 Espectrofluorimetro QM — 40 de Photon technology international, Inc.

e |
- |

32 x 26 pulgadas
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En la figura 2.5 se muestra el modulo éptico el cual estd compuesto por un

obturador, un polarizador, porta muestra y lentes focales.

Figura 2.5 Médulo 6ptico

Fuente: El autor
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2.5. ADQUISICION DE DATOS

La adquisicidon de datos consisti6 en tomar por medio de los espectros de
ultravioleta las soluciones diluidas de los colorantes que presentaran mayor
proximidad a la intensidad de absorcion presentada por la solucién del estandar
de sulfato de quinina la cual era alrededor de 0,020, esto con el fin de garantizar
que las muestras presentaran unas concentraciones cercanas al orden de la

registrada por la muestra de referencia.

Posteriormente, a estas soluciones se les tomo6 el espectro de fluorescencia,
principalmente al de la solucion de sulfato de quinina, el cual se hacia primero y se
comprobaba con los espectros de la literatura para garantizar que el perfil del
espectro encontrado experimentalmente, presentara el mismo patron del perfil
mostrado en la teoria. Ademas se observd que tanto el rango de absorcién que
ese encontraba entre 315-355 nm presentando su maximo de absorcion en 349

nm al igual que los encontrados en las bases de datos.

Al comprobar que el perfil del espectro de absorcidon y emision de fluorescencia,
eran similares a los obtenidos experimentalmente se precedid a obtener los
espectros de las muestras de cumarinas y popop, estos se presentaron como en
el del ejemplo mostrado en la figura 2.6 en el que se observa el espectro de

absorcion de cumarina 07, cumarina 30 y popop disueltos en acetona.
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Figura 2.6. Espectro de absorcion de cumarina 30, cumarina 07 y popop disueltos

en acetona
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Del mismo modo posteriormente se tomaron los espectros de fluorescencia para

todas las muestras que en su total fueron 3 disueltas en los 5 solventes, en la

figura 2.7 se muestran los espectros de fluorescencia de cumarina 30, cumarina

07 y popop disueltos en acetona.

Figura 2.7 Espectro de fluorescencia de sulfato de quinina en H,SO4 0.1 N y

cumarina 30, cumarina07 y popop disueltos en acetona

400000

350000

300000

250000

200000

150000

Intensidad (u.a)

100000

S0000

o

colorantes en acetona

N\
7

t:::j(3urn30

——— Sulfato de quinina
CumO7

——— Popop

T v T v
S00 SS0 600

Longitud de onda (nm)

38



2.6. PROCESAMIENTO DE DATOS
2.6.1 ESPECTROS DE ABSORCION
Figura 2.8. Espectro de absorciéon de Cumarina 30 en los diferentes solventes
. _ CUMARINA 30

[:jAcetona
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——— Cloroformo
Etanol
—— Metanol
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0,0

T T T T T T T T T T T T T
240 360 380 400 420 440 460 480

Long Onda (nm)
Figura 2.9. Espectro de absorcion de Cumarina07 en los diferentes solventes
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Figura 2.10. Espectro de absorcion de Popop en los diferentes solventes
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La posicion e intensidad de las bandas de absorcion observadas en los espectros
U.V visible mostrados anteriormente de las muestras tratadas con los diferentes
solventes, sufrieron importantes cambios con el solvente. Esto es explicable
teniendo en cuenta las interacciones moleculares débiles soluto solvente. El efecto
del solvente en el espectro electrénico de una molécula es denominado

“solvatocromismo”.

Estos corrimientos solvatocromicos permiten detectar, separar y cuantificar las

interacciones en las que puede participar el compuesto estudiado.
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2.6.2. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Figura 2.11. Espectro de fluorescencia de cumarina07 en los diferentes solventes
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Figura 2.12. Espectro de fluorescencia de cumarina30 en los diferentes solventes
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Figura 2.13. Espectro de fluorescencia de Popop en los diferentes solventes
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Cuando un fluoroforo es excitado el exceso de energia vibracional es rapidamente
cedido al solvente, para explicar de una forma mas clara el efecto del solvente
mostrado en los espectros de las figuras 2.11, 2.12 y 2.13 se muestra a
continuacion la figura 2.14 la cual consiste en el diagrama de Jablonski para
fluorescencia con relajacion de solvente, esta muestra que al ser mas polar el
colorante va a presentar mayor sensibilidad a los solventes polares, por tanto las

moléculas no polares son mucho menos sensibles a la polaridad del solvente.
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Figura 2.14. Diagrama de Jablonski para fluorescencia con relajacion de solvente
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Fuente: LAKOWICZ, J.R. Principles of fluorescence spectroscopy.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. CORRECCION DE LOS ESPECTROS DE EMISION DE FLUORESCENCIA

Los espectros de fluorescencia adquiridos en un espectrofluorimetro estan
distorsionados debido fundamentalmente a la dependencia con la longitud de onda
de la respuesta del conjunto monocromador de emisién y fotomultiplicador
detector del instrumento, Para evitar esto se hizo una correccion de los espectros
de fluorescencia, realizar esto es imprescindible para la determinacion de
rendimientos cuanticos, integrales de solapamiento o para la comparacién de
espectros obtenidos con distintos espectrofluorimetros. Es por esto que a todos
los espectros anteriormente mostrados se les hizo la correccidon como es el caso
de sulfato de quinina mostrado en la figura 3.1 en el que se observa la variacion
con la longitud de onda de los factores de correccidn para los espectros de

emision adquiridos con el espectrofluorimetro utilizado en este trabajo.

Figura 3.1 Espectro de fluorescencia de sulfato de quinina corregido y no

corregido

Sulfato de quinina

———No corregido

——— Corregido

Intensidad (u.a)

T T I T T T T T
350 400 450 S00 SS0 600

Longitud de onda (nm)
Fuente: El autor



El rendimiento cuantico del compuesto de referencia sulfato de quinina 3 x10*M
es de 0,54. En la siguiente tabla se muestran los resultados de los calculos de
rendimientos con los colorantes estudiados. Utilizando la ecuacién 5.

Tabla 3.1. Rendimientos cuanticos de los colorantes en los distintos solventes.

Acetona 1,359 0,70
Acetonitrilo 1,344 407 410 488 0,79
Cloroformo 1,443 417 419 472 0,73

Etanol 1,361 413 414 478 0,69

Metanol 1,329 413 414 480 0,45

Acetona 1,359 431 434 484 0,61
Acetonitrilo 1,344 437 439 478 0,70
Cloroformo 1,443 435-456 460 481 0,78

Etanol 1,361 437 438 488 0,79

Metanol 1,329 440 442 490 0,65

Acetona 1,359 357 358 415 0,70
Acetonitrilo 1,344 X X X X
Cloroformo 1,443 361 362 417 0,71

Etanol 1,361 360 361 425 0,85

Metanol 1,329 X X X X

Las celdas en las que se presentan X indican que en ese solvente no se disolvio la

muestra.



3.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA

A partir del diagrama de Jablonski mostrado anteriormente en el que se muestran
los procesos que compiten con la fluorescencia se puede determinar la constante
de velocidad de fluorescencia (kf) el cual depende de la intensidad de esta seguida
del pulso de excitacion al que sea sometido la muestra, asi mismo este es

inversamente proporcional al tiempo de vida natural.

En las tablas 3.2, 3.3 y 3.4 se muestran los tiempos de vida media en el orden de
los nanosegundos, calculados a partir de la ecuacion 9, con las areas de los
espectros de fluorescencia normalizados en funcién del nimero de onda y los
e(v)

espectros de Y reemplazados en la ecuacion 8 para los colorantes estudiados.

Tabla 3.2 Tiempos de vida media de cumarina 30 en los diferentes solventes.

Etanol Metanol Cloroformo  Acetonitrilo Acetona

2741,98 2700,11 3046,71 2872,18 294268

3,32E-10 3,29E-10 3,66E-10 3,49E-10 3,56E-10

7875,13 6117,22 7644,89 6133,24 7139,75

3,46 EO8 2,55 E08 3,81 EO8 2,63 E08 3,14 EO8

2,89E-09 3,92E-09 2,62E-09 3,81E-09 3,19E-09

2,89 3,92 2,62 3,81 3,19
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Tabla 3.3 Tiempos de vida media de cumarina 07 en los diferentes solventes.

Etanol Metanol Cloroformo Acetonitrilo Acetona

2557,71 2527,35 2512,62 2613,36 2664,89
3,37E-10 3,36E-10 3,24E-10 3,45E-10 3,47E-10
9918,87 6605,39 3239,38 7229,24 3933,76
4,01 EO8 2,53 EO8 1,50 EO8 2,85 E08 1,60 EO8
2,49E-09 3,96E-09 6,64E-09 3,51E-09 6,23E-09

2,49 3,96 6,64 3,51 6,23

Tabla 3.4 Tiempos de vida media de popop en los diferentes solventes.

I =
_ Etanol Cloroformo

La sustancia que presenta el mejor comportamiento por su alto rendimiento y un
tiempo de vida media considerable es el colorante popop disuelto en etanol, por lo
que se puede proponer como un compuesto con potencial para ser usado como

medio laser.

a7



En la tabla 3.5 se presentan los corrimientos Stokes de los colorantes estudiados
a partir de la ecuacion 1.

Tabla 3.5 Corrimientos Stokes.

Acetona 3682
Acetonitrilo 407 488 4078
Cloroformo 417 472 2794

Etanol 413 478 3298

Metanol 413 480 3379

Acetona 431 484 2541
Acetonitrilo 437 478 1963
Cloroformo 435-456 481 2198

Etanol 437 488 2391

Metanol 440 490 2319

Acetona 357 415 3914
Acetonitrilo X X X
Cloroformo 361 417 3720

Etanol 360 425 4248

Metanol X X X

Los métodos experimentales presentados en este trabajo permiten identificar el
efecto de la polaridad de solventes sobre los espectros de los colorantes
organicos sobre todo para los de cumarinas por la notable polaridad que estos

presentan en su estructura.



En la tabla 3.6 se muestran los valores del primer estado energético para los

diferentes colorantes en los solventes trabajados, utilizando la ecuacion 2.

Tabla 3.6 Energia del primer estado excitado. E = %

Acetonitrilo 445 2,79
Cloroformo 447 2,78
Etanol 448 2,77
Metanol 450 2,76
Acetona 470 2,64
Acetonitrilo 470 2,64
Cloroformo 475 2,61
Etanol 469 2,65
Metanol 471 2,63
Acetona 378 3,28
Acetonitrilo X X
Cloroformo 391 3,17
Etanol 389 3,19
Metanol X X
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4. CONCLUSIONES

o Como el cloroformo es el disolvente que ejerce la menor energia de
interaccion molecular con las moléculas estudiadas, se puede concluir que en
este, alrededor del fluoréforo excitado de la cumarina y popop se forma una capa
de solvatacion estabilizada, y por lo tanto la influencia de las moléculas del
disolvente sobre el momento dipolar permanente de los colorantes es pequefio.
Por esta razén, el numero de onda del maximo de absorcion de los derivados de
cumarinas y el colorante popop disueltos en cloroformo son mas altos que en los

otros disolventes.

o Los altos rendimientos cuanticos presentados por las moléculas estudiadas
hacen prever su alto potencial como laseres de colorantes pero sus tiempos de
vida cortos es probable que estos no puedan tener una gran aplicacion como

medios activos para laser con algunos solventes como el de cumarinas en etanol.

o La razon por la que el colorante popop presenté los rendimientos mas altos
es debido a su estructura, al alto grado de estabilidad de resonancia que este
presenta al contener varios enlaces dobles conjugados, lo que hace que la
mayoria de transiciones que esta presenta al ser excitado serian las 7 = 7* de

mas baja energia, aumentando asi considerablemente su eficiencia cuantica.
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5. RECOMENDACIONES

° Se recomienda hacer analisis con otro tipo de disolventes variando la
escala de polaridad entre uno y otro para determinar el comportamiento de este

tipo de moléculas con tratamientos similares a los realizados en este trabajo.
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