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Fueron desarrolladas un conjunto de técnicas de fluorescencia y de absorcién para la deter-

minacién de pardmetros fotofisicos de cianinas fotoisomerizables. La aplicacion de estas técnicas

3

tales como fluorescencia saturada, fluorescencia por doble excitacién y absorcién en funcién de la
temperatura al caso especifico del DODCI, permitid estudiar particularmente el estado excitado del
fotoisémero y sus procesos de decaimiento. Se obtuvieron la eficiencia de fluorescencia y el tiempo
de vida del fotoisémero cn funcién de la temperatura. Se determind la energia de activacion y el
factor pre-exponencial de los procesos de decaimiento no radiactivos. Se registr6 por primera vez
el espectro de fluorescencia de la forma isomérica transiente, libre de la emisién de la especie

normal.
INTRODUCCION

Existen distintas moléculas orgdnicas que sufren
cambios conformacionales importantes bajo exci-
tacion Optica. Entre ellas se encuentran las cianinas,
que han sido intensivamente estudiadas en los afios
recientes debido a suinterés tecnolégico como medio
activo en l4seres, como absorbente saturable en sis-
temas ldser de pulsos cortos, y por contar con la

presencia y actividad de estructuras basadas en po-

lienos, existentes en una amplia variedad de sistemas
fotobiol6gicos naturales.

DODCI (ioduro de 3-3' dietiloxadicarbocianina)
presenta fotoisomerizacién reversible, siendo este
proceso el principal mecanismo de desactivacién no
radiactiva de los estados excitados de ambos conférm-
eros: normal (N) y fotoisomérico (P).

Con el objeto de completar el modelo de fotoiso-
merizacién fueron realizadas medidas de absorciény
emisién fluorescente de las dos especies, usando
etanol como solvente y utilizando difercntes técnicas
experimentales.

DESARROLLO EXPERIMENTAL
Y RESULTADOS

L4

La figura 1 muestra el esquema de niveles y los
pardmetros cinéticos involucrados en los procesos
fotofisicos, representando basicamente el modelo de
Rulliere!. Las caracteristicas del sistema determinan
que los espectros de absorcién y emision de ambas
especies se hallen solapados? (fig.2), 1o que dificulta
la obtencién de informacion de 1a especie transitoria.
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Debido a estoultimo, fue necesario desarrollar técni-
cas adecuadas a la determinacién de los- distintos
pardmetros.

a) Determinacion del espectro de fluorescencia del
estado P,.

La fig.3 muestra el dispositivo experimental para
la deteccion de 1a sefial fluorescente con excitacién
continua y pulsada. Se utiliz6 como muestra una
solucién de DODCI 3x10¢M, circulando a través de
una cubeta de fluorescencia standard en un bafio
termostatizado. Excitando en forma continua con alta
fluencia en 570 nm, se logré poblar significativa-
mente el estado fundamental del 10toisémero a partir
de la especie normal y del pasaje N -> P (ver fig. 1).

Dado que la absorcion del fotoisémero en esta
longitud de onda es pequeiia, el espectro de emision
fluorescente obtenido corresponde ala forma normal
(fig. 4a). Excitando simultaneamente en forma pul-
sada (At=1ps, E<100 pJ) en 640 nm, donde 1a absor-
cién del fotoisémero es mucho mayor que la del
normal, fue posible obtenerel espectro de fluorescen-
ciade P, (fig. 4b) detectando la sefial pulsada. La fig.
4c corresponde ala sefial resultante al excitar s6lo con
el laser pulsado. La fig. 2d muestra el espectro de
fluorescencia corregido obtenido en este trabajo.

b) Determinacion de eficiencia y tiempo de vidaen
funcion de la temperatura.

Con el mismo esquema experimental fue medida
la intensidad de la emisién fluorescente del fotoisémero
en funcién de la temperatura, a fin de determinar la
dependencia de la eficiencia con este pardmetro.
Comparando a temperatura ambiente esta emision
con la de la forma normal del DTDCI (@, = 0.33) en
similares condiciones, se obtuvoun valor absoluto de
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Figura 1: Esquema de cuatro niveles utilizado Figura 2: Espectros (normalizados) de: a) absor-
paralainterpretacion del sistema fotocromico..a, cién de la especie normal (c,), b) emision de la
b, constantes de velocidad de absorcion (a=1,.0,); especie normal, c) absorcién del fotoisémero (c,),
k, cons-tante de velocidad del proceso P > N ; w d) emisi6n del fotoisémero.

velocidad de circulacion de la muestra; (DfNy OF,

eficiencias cudnticas de fluorescencia; @,y ®,,,

eficiencias cudnticas de fotoisomerizacién; ® 'y

@F , eficiencias cuinticas de decaimientos no-

radiativos directos.
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Figura 3: Esquema experimental para la deteccién fluorescente. L, L,, L,: lentes; P, polarizador;
PMT, fotomultiplicador; PD, fotodiodo; BS, divisor de haz; M,, M,, espejos.
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Figura 4: Espectros de emisién no corregidos de
DODCI en etanol obtenidos respectivamente con
excitacion: a) continua, b)continua + pulsaday ¢)
pulsada.

la eficiencia @ = 0.087. Utilizando la férmula de
Stricklery Berg?, yapartirde los espectros delafig.2,
se calcul6 el tiempo de vida radiativo (t 7). Conestos
datos, fue determinadala dependencia dela constante
de decaimiento conlatemperatura (fig.5a), vinculada
directamente con el tiempo de vida (fig.5b).

c) Determinacion de la velocidad de retroisomeri-
zacion KP,: obtenci6n de la energia de activacién
y del factor pre-exponencial.

Excitando con un ldser continuo con alta fluencia
en 625 nm, fue posible analizar simultaneamente las
emisiones fluorescentes de ambas especies en fun-
ci6n de la temperatura (fig.6). A partir del modelo
fotoisomérico*y de los resultados obtenidos, se cal-
cul6la cnergia de activacion E= 5.45+0.55 Kcal/mol
y el cocficiente pre-exponencial A=6.8x10' s, co-
rrespondientes a la velocidad de isomerizacién del
estado P. K\, (T) = Acxp(-E/K,T), sicndo
KP o= @p/1"
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Figura §: La fig. 5a muestra la dependencia de la
constante de decaimiento no radiativo ‘con la
temperatura: K (T) = 1,.(® )" ), siendo 1, el
tiempo de vida radiativo (K =t,). Enla figura 5b
se observa la dependencia del tiempo de vida del
fotoisémero con dicho pardmetro.t* =@ . 1}

“d) Determinacion de la poblacién [P,] en funcién

de la temperatura

Lapoblaci6n obtenida al excitarlamuestracn 5370
nm con alta fluencia proveniente de un l4ser de
colorante continuo (fig. 7), puede ser monitoreada
con un ldser cw dc baja intensidad cn la zona de
absorcion del fotoisémero. En este caso hemos utili-
zado unlaser de HeNe (632.8nm). El haz del primero
fue **chopeado’’ para podcr obtener una diferencia
entre las intensidades transmitidas I .con y sin pobla-
ci6n inducida (I, = intensidad incidentc).

IL,=1,¢* o= coeficicnte de absorcién = [P,.0,.1

luego o =-In((1,-1)/1)

IO- ]T= loc
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Figura 6: Espectros de emision fluorescente del
DODCI excitado con alta fluencia en 625 nm, en
funcion de la temperatura.
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Figura7: Esquema experimental para estudiar la
absorcion: BS, divisor de haz; CH, chopper; F,
filtro; PD, fotodiodo.
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Del esquema de niveles y el correspondiente
sistema de ecuaciones para régimen estacionario, la
poblacién P puede ser expresada como?:

(Py]
C

_ D2
(Pt P,.B) .a+k+w

0

donde ¢, es 1a concentracion total y B = ¢,/0,,.

La fig. 8 muestra la dependencia de [P respecto
de la temperatura. La lfnea llena corresponde al
célculo realizado con la expresién anterior.
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Figura 8: Dependencia de la poblacién del estado
fundamental del fotoisomero [P,] en funcion de la
temperatura.

e) Determinacion de la poblacién [P0] en funcién
de la longitud de onda de la excitacién.

En el lfmite de alta fluencia de excitacion, la
expresion anterior se rcduce a:

(P.] P

0 NP 1
CO

o,.+B®, 1+pB

con p= @, /® .. La figura 9 muestra los resultados
obtenidos de [P} relativa a [Pj] (A,_). tomando
p= 0.3 = cte, confirmando la independencia de este
parametro con lalongitud de onda, 1o que contradice
un resultado reciente obtenido por Baumlcr y
Penzkofer®,
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Figura 9: Dependencia de la poblacién del estado
fundamental del fotoisomero [P ] en funcién de la
longitud de onda.

CONCLUSIONES

El desarrollo de técnicas adecuadas, que involu-
cran generalmente mas de un 14ser, permitio obtener
informacioén de la especie transitoria minimizando 1a
influencia de la forma normal. De esta manera se
obtuvo el espectro fluorescente, la eficiencia de fluo-
rescencia, el tiempo de vida y 1a poblacion del estado
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fundamental en funcién dela temperatura. Excitando

continuamente con alta fluencia fue posible obtener

- datos de la barrera de potencial que influencia el

proceso de retroisomerizacion (k). A partir de medidas
de absorci6n con alta excitacién se logr6 obtener la
poblacién [P,] en funci6n de la longitud de onda de

“excitacién y comprobar el modelo fotoisomérico.
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