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1/[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] para el sistema HSA-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] a diferentes temperaturas; las condiciones
experimentales fueron las mismas que en a. 152
Figura 7.10. Representacion de Van’t Hoff. a. Sistema BSA-[CIRe(CO);(BCS)]%. b.
Sistema HSA-[CIRe(CO)3(BCS)]*. 153



Figura 7.11. Representacién de Van’t Hoff. a. Sistema  BSA-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]. b. Sistema HSA--[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].

154

Figura 7.12. Representacion de un proceso de asociacion proteina-ligando.
Modelo termodinamico hipotético.*® 155

Figura 7.13. Solapamiento de los espectros de emisién y absorcion para el sistema
Albumina-[CIRe(CO)3(BCS)]2'. a. Espectro de emisién para BSA, Cgsa = 1,5

x10-6 M (linea azul); y espectro de absorciéon para [CIRe(CO)5(BCS)]%, Cre())

= 1,5 x 10-6 M (linea negra); T = 298 K, buffer fosfatos pH = 7,4; Aexc =

280 nm. b. Espectro de emisidn para HSA, Cysa = 1,5 x10-6 M (linea azul);

y espectro de absorcién para [CIRe(CO);(BCS)]%, Cre() = 1,5 x 10-6 M (linea

negra), bajo las mismas condiciones experimentales que en a. 158

Figura 7.14. Solapamiento de los espectros de emisién y absorcion para el sistema
Albumina-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]. a. Espectro de emision para BSA,

Cesa = 1,5 x10-6 M (linea roja); y espectro de absorcion para
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], Cregy = 1,5 x 10-6 M (linea negra); T = 299 K,

buffer fosfatos pH = 7,4; Aexc = 280 nm. b. Espectro de emisidn para HSA,

Cusa = 1,5 x10-6 M (linea roja); y espectro de absorcién para
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], Crepy = 1,5 x 10-6 M (linea negra), bajo las
mismas condiciones experimentales que en a. 159

Figura 7.15. a. Espectros de CD para soluciones de BSA (linea negra) y BSA-
[CIRe(CO)5(BCS)]* con una relacién complejo-proteina (r) de 0,5 (linea

roja), 1,0 (linea azul) y 2,0 (linea verde). Las concentraciones de las
especies fueron Cgsp =5 x10° M Y Cregy = 1 x107 M; T = ambiente, buffer
fosfatos pH = 7,4. b. Espectros de dicroismo circular para soluciones de

BSA (linea negra) y BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] con una relacion
complejo-proteina (r) de 0,5 (linea roja), 1,0 (linea azul) y 2,0 (linea

verde). Las condiciones experimentales fueron las mismas que ena. 160
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1 INTRODUCCION

Los fendmenos fotofisicos y fotoquimicos son la base irrefutable para la
supervivencia de los organismos en nuestro planeta siendo la fotosintesis el
ejemplo bioldgico por excelencia, gracias a su eficiencia en la conversién de
energia solar en energia quimica y siendo el principal enlace entre el sol y las
necesidades energéticas del mundo viviente. Pero el papel vital que juega la
luz en las ciencias biolégicas y de materiales no necesita mayor énfasis ya que
el valor de la energia solar nunca habia sido mas evidente para el hombre que
en los tiempos actuales’. Partiendo de lo anterior, se ha visto en las ultimas
décadas la gran atencion enfocada sobre la fotosintesis artificial, cuyo principal
objetivo es sintetizar complejos que sigan los principios de la naturaleza para
poder ser explotados en sus propiedades para un sinfin de aplicaciones;
sobresaliendo entre ellas la produccion de energia idealmente iniciada desde
fuentes renovables y procesos sostenibles. Y es que este camino no ha sido
corto, pues remitiéndonos unos siglos atras, Scheele, en 1777, y hasta ahora
considerado descubridor de los efectos de la luz en sustancias puras, observa
el oscurecimiento de los haluros de plata con la luz del sol, Trommsdorff en
1834, por el lado de la quimica organica, describe la primera reaccion
fotoquimica observada de la santonina, cuyo color cambia por efecto de la luz.
Aun asi, a finales del siglo XIX los estudios fotoquimicos todavia ocupaban solo
una discreta parte en el desarrollo de la quimica; solo se conocia un numero
limitado de reacciones y la Unica fuente de luz empleada era el sol.? Podria
decirse que la teoria de la fotoquimica no empieza sino hasta 1900 con la ley
de Planck. A partir de esto, las contribuciones relevantes a los fundamentos
tedricos por parte de Einstein, Lewis, Stern, Volmer, Franck, Condon,
Jablonski, Hammond, Woodward y Hoffmann han permitido importantes
avancesS, revolucionando el conocimiento cientifico e impulsando nuestra
comprension sobre diferentes fendmenos a nivel atdmico, subatomico vy
molecular. Asi, la meta actual no radica solamente en descubrir nuevas
reacciones fotoquimicas, sino también en el estudio de los mecanismos y
procesos que intervienen en estas, apoyandose también, en muchos casos, en

la quimica computacional.
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Dentro de este contexto, el reciente interés por la fotofisica y la fotoquimica de
moléculas con estados electronicos excitados de vida relativamente larga se ha
acentuado gracias a avances en diferentes campos de la ciencia como el
desarrollo de dispositivos 16gicos moleculares, solo por mencionar alguno.*®
Estas moléculas fotoquimicamente estables podrian actuar como
fotosensibilizadores o donores/aceptores de energia electronica cuando sean
incorporados a sistemas poliméricos o supramoleculares.®” El valor potencial
de incorporar estas especies en dispositivos moleculares asciende a medida

que incrementa su estabilidad y tiempos de vida del estado excitado.

De esta manera, desde hace unas tres décadas se viene dedicando gran
esfuerzo en el estudio de los complejos tricarbonilicos de renio(l) diimina,
debido en gran parte a que son complejos quimicamente muy robustos y de
sinstesis relativamente sencilla. EI comportamiento fotofisico de los mismos es
excepcionalmente diverso y muy dependiente de la naturaleza de sus estados
excitados de menor energia, debido a que las caracteristicas de estos pueden
ser facilmente modificadas por variacion de grupos sustituyentes tanto en los
ligandos diimina como en ligandos auxiliares. Por todo lo anteriormente
expuesto, estos complejos pueden ser usados facilmente como

fotosensibilizadores.

Esta tesis pretende hacer un aporte en esta area de la quimica v,
precisamente, en los procesos relacionados con especies supramoleculares
donde los complejos tricarbonilicos de renio(l) son protagonistas, para lo cual
es importante entender en primera instancia las propiedades fundamentales de
los diferentes componentes de la especie supramolecular. Es por esto que se
traeran a colacion conceptos de la quimica de coordinacién y de los diferentes
caminos fotofisicos presentes en complejos de metales de transicion como
soporte para dilucidar las propiedades de los complejos de renio evaluados y

su interaccion con proteinas de transporte.
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2 OBJETIVOS Y ESTRUCTURA DEL TRABAJO

Se investigaron las propiedades fotoquimicas y fotofisicas de ndveles
compuestos de coordinacion. Se disefiaron complejos metalicos con ligandos
polipiridinicos con el propdsito de obtener propiedades adecuadas para su uso
como fotosensibilizadores y en reacciones que involucren procesos de

interaccion con proteinas pequenas.

Las investigaciones estuvieron centradas en la sintesis y caracterizacion de
nuevos compuestos y en el conocimiento fundamental de la fotofisica de los
sistemas seleccionados (Capitulos 1, 2 y 3). También se realizaron estudios de
la interaccion (formacién de aductos) entre estos complejos metalicos y

proteinas pequefas (Capitulo 4).

El objetivo especifico de esta tesis esta relacionado con el estudio de las
propiedades fotofisicas de nuevos complejos de la familia del Re'(CO)3L
solubles en agua vy la interaccion de los mismos con proteinas de transporte
como la albumina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés) y la albumina

sérica humana (HSA por sus siglas en inglés).
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3 ANTECEDENTES GENERALES

Una gran cantidad de trabajos de investigacion en complejos mononucleares
de metales de transicion han mostrado que varias familias de estos
compuestos son muy interesantes desde el punto de vista electroquimico,
fotofisico y fotoquimico,®™ pues la interaccion metal-ligando es o
suficientemente débil como para permitir que se manifiesten las propiedades
intrinsecas de los metales y los ligandos (por ejemplo bandas de absorcién y
procesos redox centrados en el ligando y en el metal) y al mismo tiempo lo
suficientemente fuertes como para causar la aparicion de nuevas propiedades,
caracteristicas del compuesto como un todo (por ejemplo bandas de

transferencia de carga del metal al ligando 6 del ligando hacia el metal).

Cuando pasamos de complejos de metales de transicion mononucleares a
polinucleares la situacion se pone aun mas interesante debido a que en los
ultimos compuestos (supramoleculares) se encuentran, ademas de las
propiedades relacionadas a cada componente basado en el metal, las
propiedades relacionadas con la estructura y la composicion de todo el arreglo
supramolecular. Una eleccion adecuada de las partes monomoleculares a
ensamblar y los ligandos puentes y un disefio apropiado de la estructura
supramolecular puede permitir que de hecho ocurran procesos muy
interesantes y potencialmente utiles tales como la transferencia de energia a
través de rutas predeterminadas, separacion de carga fotoinducida, intercambio

multielectrénico a un potencial predeterminado, etc.

Nuestro grupo de Fotoquimica Inorganica del INIFTA, tiene una experiencia de
mas de tres lustros en la sintesis y estudio de las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas de compuestos de coordinacion. Durante ese tiempo se han
realizados diversas investigaciones con distintos complejos, principalmente
complejos de Re(l) con ligandos polipiridinicos de férmula general XRe(CO)sL,,
en donde X = halogenuro ¢ piridina sustituida y L, = biazina 6 L puede ser una

azina monodentada. Algunos ejemplos de estos complejos se pueden ver en el
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Esquema 3.1. Asi, se ha contribuido a determinar que la fotofisica de estos
compuestos esta generalmente asociada con algun estado excitado
MLCTazina—re (transferencia de carga metal-ligando) o con estados excitados
ILazina (intraligando).’* " En algunos casos fue posible detectar intermediarios
birradicales del tipo:

Re(CO)s(L*) (L)X

originados en estados excitados MLCT de mayor energia que el MLCT

responsable de la emisidn observada en estos compuestos.'®"’
2-naftaleno-CO,-Re(CO),(bpy)
2-pirazina-C0,-Re-(C0O)s(bpy) 9-antraceno-C0,-Re(CO),(bpy)
1-pireno-C0O,-Re(CO);(bpy)
CF,SO,Re(CO)4(b
2-antraquinona-CO,-Re-(CO)(bpy) :S0:Re(COL(bpY)
e C
@ N
@ O
- @ Re
¢ S
¢ F
¢ H
CF,SO,Re(CO)y(fen)
[pyRe(CO);(bpy)]-CF3SO,

Esquema 3.1. Ejemplos de alguno de los complejos de Re(l) sintetizados anteriormente por integrantes del laboratorio
de fotoquimica inorganica

Asimismo, se ha examinado su capacidad como fotocatalizadores en la
reduccion de CO,.'® Durante los estudios de las propiedades redox de los
estados excitados se estudid la reaccién de estos con reductores adecuados

(aminas, NR3) (Ecuacién 3.1):
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[Re(CO)3L3+]*( 3MLCT) + NR3 - [ReO(CO)3L3] + NRst (EC.3.1)

dado que la reaccion de transferencia de electrones inversa (Ecuacioén 3.2):

[Re9(CO)3L3] + NR3*—[Re(CO)3L3] + NR3 (Ec.3.2)

es muy exergonica con un gran numero de aminas alifaticas, este hecho fue
explotado para observar nitidamente la zona invertida de Marcus en tales
procesos bimoleculares en solucion.® Por otra parte, la estructura elegida para
algunos ligandos L ha permitido investigar como la deslocalizacion electronica

en el estado excitado MLCT afecta su estabilidad.?°

Estos complejos son cationicos cuando el ligando L es neutro y son neutros
cuando L es anidnico (por ejemplo L = piridina, el complejo tiene carga (+), L =

CI', el complejo es neutro. (Figura 3.1)

L 0/+
oc, WN
Re".
o | O\,
cO

Figura 3.1. Estructuras de los complejos Re(L)(CO)3(a-diimine)”". (Los complejos de Re son neutros o cationicos si el
ligando axial L es anidnico o neutro respectivamente).

También se realizaron estudios con compuestos disefiados para investigar la
existencia de estados de transferencia de carga ligando-ligando (LLCTy ).
Tales estados habian sido sugeridos en la literatura como explicacién para la
anormalmente rapida desactivacion del estado MLCT. Para ello, se buscé
“aislar electronicamente” un ligando del otro haciendo la conexién, entre uno de
ellos y el metal, electronicamente poco permeable. Esto dio lugar a un conjunto
de publicaciones donde se presenta evidencia de la existencia de probables
estados LLCT.?"**
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Investigaciones mas recientes con complejos binucleares: Ferroceno-CO,-
Re(CO),L, , donde L, = 1,10-fenantrolina o 2,2°-bipiridina, han puesto de
manifiesto como la presencia del Fe', en el ferroceno, impide la
descarboxilacion que se observaba en la fotdlisis de compuestos

relacionados.?

En el ultimo lustro, parte de las investigaciones del grupo han evolucionado
hacia el desarrollo de compuestos polinucleares derivatizando, con complejos
de iones metalicos, polipiridinas, policarboxilatos 6 poliaminas. La fotofisica y
fotoquimica muestra un comportamiento particular derivado de la influencia de

la estructura polimérica.?®™"

Por ejemplo, la interaccion de los estados
excitados de transferencia de carga de Re(l) a fenantrolina (MLCT) hacen que
las propiedades fotofisicas de los cromoforos coordinados al polimero de la
poli-4-vinilpiridina sean marcadamente diferentes a aquellas de los monémeros
piridina Re(CO);(1,10-fenantrolina). La aniquilacion de dos estados excitados
MLCT genera cromoforos en el estado fundamental y estados excitados IL,
estos ultimos de energias mayores a las de los MLCT. En contraste con lo que
ocurre con los estados MLCT, estos estados IL oxidan ciertos solventes
organicos (como por ejemplo metanol). Por otra parte, incorporando diferentes
cromoforos a los polimeros, hemos observado procesos de transferencia de

energia de resonancia entre los mismos.>?

Esta tesis estara centrada especificamente en los estudios fotofisicos de los
complejos tricarbonilicos fac de Re(l) [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] (donde bpy
= 4. 4’-bipiridina; dcbpy = 5,5-dicarboxil-2,2’-bipiridina y BusN =
tetrabutilamonio) y [CIRe(CO)3(BCS)]* (donde BCS = batocuproindisulfonato) y

la interaccion de estos con proteinas de transporte como la HSA y la BSA.
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3.1 COMPLEJOS ORGANOMETALICOS DE RENIO

Los complejos organometalicos de renio ocupan una posicion importante en la
fotofisica y la fotoquimica de los complejos de metales de transicién, ya que los
primeros estudios sistematicos de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de
los complejos extraordinariamente estables, fac-Re(1)X(CO)s(L) (donde L es un
ligando diimina bidentado o dos ligandos piridinicos monodentados, y X es un
halégeno, un grupo alquilo o un ligando piridinico), en los 70’s por Wrighton y
colaboradores acerca de complejos polipiridinicos de renio (I), han jugado un
papel importante en la comprension de los procesos fotofisicos y de
transferencia de electrones inducida por luz (ET por sus siglas en inglés) y
transferencia de energia electrénica (EnT por sus siglas en inglés)**®’. Varias
investigaciones han sido reportadas en la literatura, basadas en complejos que
incorporan el croméforo Re(I)X(CO)s(bpy) (bpy = 2,2-bipiridina o sus
derivados). Las propiedades fotofisicas de estos complejos son dependientes

38-39

del medio , Yy estan determinadas mayormente por sus estados excitados

40-41

de transferencia de carga metal-ligando (MLCT) y por procesos fisicos o

quimicos facilitados por sistemas cromoforo-quencher unidos

covalentemente*>™,

Los compuestos basados en Re(l) ofrecen algunas
ventajas en la elucidacion de varias propiedades de los estados excitados de
los complejos organometalicos. Como lo sefalaron Vogler y Kunkley, la
fotofisica y fotoquimica de los complejos de renio es muy amplia,
comprendiendo ocho estados de oxidacion que van desde el renio (0) (en el
caso de Rey(CO)qo) hasta el renio (VII) (por ejemplo, MeReOs)*". Ademas, la
facilidad y viabilidad de las sintesis de complejos fac-Re(1)(CO)s(diimina) y de
la variacidn de los ligandos diimina en sus estructuras, hacen mas facil la
modificacion sistematica de las propiedades electronicas para estos
complejos***®. Estas modificaciones de las propiedades del estado excitado
nos dan una idea del rol del ligando diimina en la determinacion de las
caracteristicas espectroscopicas y fotofisicas. Por otra parte, en los complejos
del tipo fac-Re(1)(CO)s(diimina) los tiempos de vida de los estados excitados de

mas baja energia son, usualmente, lo suficientemente largos para permitir

28



procesos de transferencia de electrones o energia a especies cercanas cuando

se satisfacen las condiciones energéticas y electrénicas necesarias*.

Por lo general, las propiedades del estado excitado de los complejos
tricarbonilicos de Re(l) diimina ocurren principalmente a través de sus estados
excitados triplete de mas baja energia, debido a la rapida relajacion vibracional
y al cruce intersistemas desde niveles de energia vibracional superiores luego
de la excitacién 6ptica®>°. Asi, la naturaleza de los ligandos aceptores de
menor energia (tanto ligandos diimina como ligandos puente) desempefia un
papel decisivo en la determinacion de las propiedades fotofisicas y/o
fotoquimicas finales. Varios estados excitados se generan dependiendo de los
niveles de energia relativos de los orbitales de metal y ligando, asi como
también del grado de interaccion entre ellos. Muchos complejos tricarbonilicos
de Re(l) diimina son altamente emisivos (®em = < 0,6) y presentan tiempos de
vida de emisién en solucion relativamente largos (10 ns a 1 us) debido a la
existencia de estados excitados MLCT de mas baja energia de caracter
triplete’34. En estos casos, el decaimiento de los estados emisores MLCT de
mas baja energia, esta a menudo determinado principalmente por la ley de
diferencia de energia (Energy Gap Law, en inglés), que indica que el tiempo de
vida del estado excitado se hace mas corto cuanto menor es la diferencia de
energia entre el estado excitado y el estado fundamental. Otra caracteristica
importante de estos complejos es el gran desplazamiento hipsocroémico de sus
maximos de emision cuando se va desde un ambiente fluido hasta un medio
rigido, lo que se describe como ‘rigidocromismo luminiscente”. Aqui, el estado
excitado triplete MLCT de larga vida, al parecer, se eleva en energia
comparado con la molécula en estado fundamental, debido a la capacidad
limitada de las moléculas del solvente para reorientar y estabilizar el momento

dipolar del estado excitado en el medio rigido®*3¢°.

Claramente, hay una riqueza enorme en el comportamiento fotofisico y
fotoquimico de los estados excitados presentes en los complejos tricarbonilicos
de Re(l) diimina. En efecto, la abundancia de las propiedades fotofisicas de
estas moléculas ha permitido un amplio rango de aplicaciones de gran interés e

importancia, incluyendo su uso como catalizadores* ', sensores®**°, sondas
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3.2 PROCESOS FOTOFISICOS Y FOTOQUIMICOS EN
COMPLEJOS DE METALES DE TRANSICION

3.2.1 DESCRIPCION DE LOS ORBITALES MOLECULARES

Los complejos de Re en estado de oxidacion 1+ presentan una configuracion
electronica en la cual los orbitales 5d poseen 6 electrones. En general, los
complejos de metales de transicion d6 que poseen en su esfera de
coordinacion ligandos polipiridinicos, presentan estados excitados que se
asemejan mucho a los observados para el Ru(bpy)s?*. Este ha sido
ampliamente estudiado y se presentara aqui como complejo “modelo” para
entender, de manera simplificada, la dinamica de los estados excitados puestos

en juego luego de la excitacion electrénica.

En el Esquema 3.2 se ilustra el diagrama de orbitales moleculares resultante

de la combinacién de los orbitales 4d del Ru(ll) y orbitales n, n y ndela bpy.

AN

. Solvente
N AN A eg (dGM )
*
T .
*
T
A,610Dq

Ru'(4d) -ﬂ- + + + + 1:} ‘ﬂ n,
\\‘rﬂ ﬂ v tZg (dTCM—)———— i—:‘: -

TCL"'—“‘— ,

>

<

i ow

Energia Metal Complejo 2,2’-bipiridina

Esquema 3.2. Descripcion cualitativa de los orbitales moleculares del Ru(2,2’bpy)32+ y los tipos de transiciones
electrénicas posibles: (_) MLCT, (_) LMCT, (_)IL, (_)MCy ( )CTTS

En un entorno pseudo-octaédrico, los cinco orbitales 4d se dividen en dos
grupos, como producto de su diferente simetria y energia de repulsion,

generada luego de la coordinacion de cada ligando y su ubicacion en el
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espacio octaédrico: dos orbitales e4 y tres tog. Los primeros son de mayor
energia y por lo tanto se los ha denominado también como orbitales do -metal,
mientras que los segundos, que disminuyen su energia con la coordinacion, se
denominan orbitales drn-metal. Los 6 electrones 4d estan apareados y se
ubican en estos tres orbitales degenerados, de naturaleza no enlazante
(complejos de bajo spin). La magnitud, en energia, de la separacion entre los
orbitales eg y tog, Ao 0 10Dq, depende de algunos parametros que incluyen el
radio idnico y carga del metal y la naturaleza quimica de los ligandos. Los
ligandos polipiridinicos tienen orbitales n no enlazantes y orbitales = ocupados
6 llenos, y orbitales = anti-ligantes vacios de baja energia. Los pares de
electrones no enlazantes de los atomos de nitrégeno (u orbitales n llenos)
participan en la formacion de enlaces metal-ligando, estabilizandose y
disminuyendo sustancialmente su energia. En funcion de este diagrama
simplificado se pueden identificar las diferentes transiciones electronicas
posibles en esta familia de compuestos luego de la absorcién de radiacion de

longitud de onda apropiada.

La aparicion de una intensa absorcion en la regidén visible es un rasgo
caracteristico de estos complejos y se corresponde con una transferencia de
carga del metal hacia el ligando, MLCT. Estas transiciones ocurren cuando un
electron alojado en un orbital localizado sobre el metal es promovido hacia un
orbital localizado sobre el ligando, toy — m. en el Esquema 3.2, presentando
tipicamente, valores del coeficiente de extincion, € = 10* M cm™, ya que estan
permitidas por las reglas de Laporte y usualmente por las de spin. Ademas se
caracterizan por su tendencia a producir separacion de cargas, las cuales
pueden llevar a reacciones redox. Las transiciones en las cuales la carga
electronica es transferida esencialmente desde los ligandos hacia el metal
coordinante, pertenecen a otro tipo de transferencia de carga denominada
transferencia de carga de ligando a metal, LMCT, n. — e4 en Esquema 3.2.
Que se verifigue una u otra transicion, dependera de la capacidad donora 6
aceptora de electrones de los ligandos y de la capacidad de oxidarse 6
reducirse del metal central. Por ultimo, ocasionalmente puede observarse

también la transferencia de carga desde el metal hacia el solvente (CTTS por
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sus siglas en inglés). En los casos en los cuales se observa dicha transicion, la
posicion de la banda de absorcion depende de la facilidad que tenga el
solvente para reducirse y el centro metalico para oxidarse. Estas transiciones
donde la carga se mueve hacia el solvente pueden llegar a tener valores de &
de 10° M cm™. Ademas de las transferencias de carga, pueden presentarse
transiciones en donde solamente estan involucrados orbitales de los ligandos y
se denominan transiciones = — © centradas en el ligando & transiciones
intraligando, IL, t — n. las cuales se pueden ver en el Esquema 3.2. Estas
transiciones son relativamente poco afectadas por los centros metélicos (se
corren levemente hacia el rojo con respecto a la correspondiente transicion 1 —
n para el ligando libre), ocurren tipicamente en el ultravioleta (A < 350 nm) y

poseen un alto coeficiente de extincion (€ = 10* M cm™).

Otro tipo de transicion que puede ocurrir, es aquella en la cual estan
involucrados los orbitales d del metal y se denominan transiciones centradas en
el metal, (MC por sus siglas en inglés) ¢ transiciones d — d, tog — e4 en el
Esquema 3.2. Estas transiciones estan formalmente prohibidas en una
geometria octaédrica resultando en absorciones muy débiles (€ ~ 10-100 M
cm™), usualmente en la regién visible. Como estas transiciones involucran la
promocion de un electron hacia un orbital de naturaleza antiligante (dc*—metal)
el enlace metal-ligando se debilita y por lo tanto, las transiciones d — d
comunmente resultan en reacciones fotoquimicas de sustitucion de ligandos.
Los complejos tricarbonilicos de Re(l) practicamente no experimentan este tipo
de transiciones debido al gran efecto de campo ligando que producen los
carbonilos. Por lo tanto, dichos orbitales se encuentran a mayor energia v,
como consecuencia de ello, presentan una notable estabilidad en relacién con
el cambio de ligandos. De esta manera, las absorciones que se observan en
los carbonilos de Re(l), corresponden, generalmente, a las transiciones

fuertemente permitidas MLCT e IL.
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3.2.2 ASPECTOS FOTOFISICOS

Las caracteristicas de los estados excitados del Ru(bpy)s?* pueden ser
resumidas y representadas en un diagrama de Jablonski, Esquema 3.3. En
general, se puede considerar que las moléculas del complejo en su estado
basal, presentan una distribucion electronica en donde todos sus electrones se
encuentran apareados, es decir, son de naturaleza singletes (la multiplicidad
global de la molécula es igual a 1). Si la promocion de un electréon a algun
estado excitado de energia mayor, luego de la absorcién de luz, se produce
manteniendo las coordenadas nucleares del estado fundamental, es decir, los
cambios electronicos ocurren mucho mas rapidamente que los rearreglos
nucleares, entonces estas transiciones electréonicas se dice que obedecen al
principio de Franck-Condon, y a los estados generados inmediatamente

después de la absorcion de luz se los denomina estados de Franck-Condon.

A
"(dnre)3(n )2, S; T
kic
E—__ kisc —
[(dmge)3(n L)'], Sy —
"', = 3[(ane)5(n L*)Z]’ T2
kic
z 3[(dmre)®(m L)1, T4
Aexc=350nm
kl’ _-'f
Energia | Kor
[(dmge)®(m L)1, So -

Esquema 3.3. Diagrama de Jablonski que representa los procesos de desactivacion de los estados excitados del
complejo Ru(bpy)s”*. (_) caminos radiativos (_) caminos no radiativos.

Debido a que las transiciones en las cuales se mantiene la misma multiplicidad
de spin son completamente permitidas (y por lo tanto las absorciones seran

intensas) se asume que los estados excitados poblados también seran de
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naturaleza singletes. Una transicion a un estado triplete (en la cual el electron
promovido sufrié un cambio de spin) es prohibida por spin y por lo tanto existira
una baja probabilidad de poblar ese estado desde uno basal singlete. Por lo
tanto las absorciones, si las hubiera, seran muy débiles. Sin embargo, como
veremos mas adelante, estos estados se pueden poblar siguiendo otros

caminos.

Para el complejo modelo considerado, al excitar con luz de 450 nm, se pueblan
estados singletes de transferencia de carga, 'MLCT, generalmente el
correspondiente al de menor energia (S1), aunque otros de niveles mas altos
se pueden poblar también en forma directa (S, Ss,...etc). En estos casos, luego
de la absorcion, se produce un proceso de relajacion rapida, antes que
cualquier otro proceso, hacia el estado excitado mas bajo 'MLCT (ley de
Kasha), debido a la reorganizacion de los enlaces en toda la estructura
molecular producto de los cambios en la configuracion electronica. Este paso
de disipacion de energia en forma no radiativa se la denomina conversion
interna y ocurre siempre entre estados de igual multiplicidad. La constante de
velocidad especifica que caracteriza este proceso de denomina ki y
generalmente es del orden de 10" s, tanto en sistemas organicos como

inorganicos.

El estado excitado '"MLCT puede continuar ahora su camino de regreso al
estado de energia basal (Sp) siguiendo pasos de desactivacion radiativos y no
radiativos. El camino radiativo, es decir, la pérdida de energia por emision de
luz, se conoce como fluorescencia cuando los estados involucrados poseen la
misma multiplicidad (S1 — Sop), siendo kr la constante de velocidad. Tanto en

sistemas organicos como inorganicos k;toma valores del orden de 10° s™.

Se denomina cruzamiento intersistemas a una transiciéon no radiativa entre
estados de distinta multiplicidad (AS = 1) la cual esta formalmente prohibida por
spin. Esta regla se cumple, en general, en moléculas organicas que contienen
atomos de bajo numero atémico y por lo tanto estos procesos son muy lentos
(la constante de velocidad especifica, ki, €s del orden 10° - 10° s). En

sistemas inorganicos, en cambio, las diferencias pueden ser sustanciales.
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Estas diferencias se deben, en parte, a los altos valores de las constantes de
acoplamiento spin-6rbita asociadas con los altos pesos atdmicos de los iones
metalicos. El incremento del acoplamiento spin-orbital causa un efecto de
mezcla entre los estados singletes y tripletes lo cual, de alguna manera, atenua
(flexibiliza) la regla de seleccion anterior. Por este motivo, estados tripletes
pueden poblarse eficientemente desde estados singletes cercanos mas altos
(En general se verifica que los estados tripletes se encuentran a una energia
menor con respecto al correspondiente estado singlete debido a que los
estados de mayor multiplicidad son mas estables ya que su configuracién
electronica presenta una minima energia de repulsion electron-electrén) y las
kisc correspondientes seran del orden de 10°-10" s™. Asi, estas transiciones
son muy rapidas e indistinguibles, desde el punto de vista cinético, de la

conversion interna la cual no tiene ninguna prohibicion.

El estado *TCML de mas baja energia, T, es el estado excitado responsable,
en esta familia de complejos, de la luminiscencia y reactividad quimica que se
monitorean en las medidas de emisién en estado estacionario y emision
resuelta en el tiempo. En efecto, una vez poblado, la desactivacion de este
estado para retornar al estado basal puede seguir un camino no radiativo por el
cual la energia es disipada como calor hacia los alrededores, a través de
vibraciones moleculares internas de altas frecuencias. Este proceso posee una
constante de velocidad especifica denominada k,. Ademas, la emision
espontanea de un fotdn de luz puede ocurrir desde este estado *TCML,
siguiendo un camino radiativo de desactivacion con constante k. En sistemas
organicos, a este paso radiativo en el cual los estados involucrados poseen
diferente multiplicidad de spin se lo denomina fosforescencia (T1 — Sp) y la
constante de velocidad es k,. Este modo de desactivacion esta prohibido por
spin y por lo tanto k, toma valores entre 0,02 - 100 s™ permitiendo hacer una
clara distincién fenomenoldgica, entre fluorescencia y fosforescencia, mediante
los tiempos de vida de la emision. En sistemas inorganicos esta distincion
puede ser incierta debido a la caracteristica de mezcla que poseen los estados
excitados y k, puede tomar valores entre 10? - 10’ s™. Por esta razén en
complejos de metales de transicion se utiliza el término luminiscencia que

describe el camino radiativo correspondiente. Se puede asumir, como regla
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para complejos polipiridinicos de metales de transicidn d6, que el decaimiento

no radiativo domina y es mas importante que el radiativo.

3.2.2.1 DECAIMIENTO RADIATIVO

El analisis del decaimiento radiativo es muy importante para establecer la
dinamica de los estados excitados y provee, usualmente, el primer indicio sobre
el caracter de el/los estado/s excitado/s de mas baja energia en esta familia de
complejos. La emision tipica del estado excitado MLCT corresponde a una
banda ancha y sin estructura a temperatura ambiente en solucién. La forma de
la banda de emision, su maximo de energia Ee¢mi, rendimiento cuantico ®¢p;,
tiempo de vida temi, etc., son datos experimentales directamente medibles,
como se describira mas adelante. El rendimiento cuantico de emision,
Demi=k/(k: + Kknr) €s dependiente de la longitud de onda de excitacion e indica la

eficiencia del cruzamiento entre sistemas. Para este tipo de complejos, es

decir, el pasaje de '"MLCT—%=—»3MLCT se produce con eficiencia ~ 1. Como
se menciond anteriormente, la presencia de un atomo “pesado” permite una
rapida formacién del ®MLCT desde el '"MLCT como consecuencia de la alta
constante de acoplamiento spin-6rbita, impartiendo algun caracter singlete al
estado MLCT. Por esta razén, la denominacion de estados singlete y triplete
para estos complejos no es estrictamente correcta aunque el formalismo se
mantiene. El tiempo de vida del estado excitado emisor esta relacionado con la
inversa de la suma de las constantes correspondientes a los pasos de
decaimiento, temi = (k- + kn)"'. Como se menciond anteriormente, cuando ®em;
es pequefo, la desactivacion del estado excitado estd dominada por el
mecanismo no radiativo, es decir k,- >> k, y por lo tanto temi = 1 / k,. De esta
manera se podria calcular facilmente k. y k, una vez determinados
experimentalmente los valores de ®¢mi Y temi- Siguiendo con el decaimiento del
estado excitado *MLCT al estado fundamental singlete, nuevamente vemos
que este paso esta formalmente prohibido por spin, pero el mismo efecto de
acoplamiento spin-Orbita permite un decaimiento luminiscente del estado

excitado con tiempos de vida del orden de 0,1 - 2 us para croméforos como el
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Ru(bpy)32+*. Estos tiempos son de vida relativamente larga comparados con los
de transiciones singlete-singlete puras de sistemas organicos cuyo temi ~ 1 ns
(fluorescencia), pero mas cortos que los tiempos en que se efectua una
transicion fosforescente, que son del orden del milisegundo, para estos mismos

sistemas.

3.2.2.2 EFECTOS DEL SOLVENTE

La emisién originada en un estado excitado MLCT es también sensible a la
polaridad del solvente. El estado excitado genera un gran cambio en el
momento dipolar con respecto al estado fundamental producto de la
transferencia de un electrén desde el metal hacia el ligando alojandose ahora
sobre esta parte del complejo. Esto provoca una mayor estabilizacion en
solventes mas polares. El origen microscopico de esto esta relacionado con el
efecto sobre la constante dieléctrica del solvente, y puede ser racionalizado en
el siguiente contexto: cuando el estado excitado de mas baja energia *MLCT
sigue los pasos de relajacion, las moléculas del solvente se reorientaran en
funcién del momento dipolar generado por el estado excitado. Los solventes
mas polares podrian producir una mayor reorientacion de sus moléculas
generando un efecto de mayor estabilizacion en el estado excitado.
Obviamente, para que esta dinamica tenga lugar, la redistribucién del solvente

debe ocurrir mucho mas rapidamente que el decaimiento del estado excitado.

3.2.2.3 EMISION (7 — 7)

A pesar de la prevalencia de la emision del estado excitado MLCT a
temperatura ambiente, se ha podido observar otro tipo de emisién en complejos
de metales de transicion d6. En particular, para los complejos tricarbonilicos de
Re(l) con ligandos bidentados de tipo diimina, la emision *(r — ) se origina en
un estado de tipo IL del complejo; se observa mas claramente a 77 K y puede
ser facilmente asignada por la fuerte similitud con el espectro de fosforescencia

del ligando no coordinado. Los espectros de emision de estos ligandos
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muestran una estructura vibrénica similar a la de los espectros de emision de la
banda MLCT del complejo a 77 K, sin embargo, el maximo de emision de esta
tltima esta corrido mas hacia el rojo (~ 2500 cm™) que el del *x —n)
comparado con la fosforescencia del ligando. La banda de emision es angosta
y estructurada aun a temperatura ambiente aunque muchas veces se
encuentra enmascarada por la emision coexistente de la transferencia de
carga. Los estados °IL son usualmente de vida larga aunque sus tiempos de
vida son mas cortos comparados con los del ligando libre. Estos estados
muestran una pequefia o nula dependencia con el solvente debido a que no se
produce un gran cambio en el momento dipolar cuando el estado excitado IL es
generado. La introduccién en los complejos de ligandos polipiridinicos con
estructuras aromaticas que posean un sistema n extensamente deslocalizado,
aumenta la posibilidad de generar estados excitados de energia mas baja

centrados en el ligando.*

3.2.2.4 FOTOSENSIBILIZACION Y QUENCHING BIMOLECULAR

Otro método para la desactivacion del estado excitado emisor *MLCT es por
transferencia de electrones 6 energia hacia donores 6 aceptores apropiados.
Cuando se produce la transferencia de carga metal-ligando, el electron se
ubica en un orbital = de alta energia del ligando, y a la vez, se genera un
hueco en el orbital de baja energia dn del metal. Por lo tanto el potencial de
ionizacion decrece y la afinidad electrénica se incrementa cuando la molécula
pasa del estado electronico fundamental al estado electronico excitado. Esto
quiere decir que un estado electrénico excitado, en general, sera un mejor
reductor y un mejor oxidante que el estado electréonico fundamental. Por lo
tanto, en presencia de aceptores y donores de electrones ocurre una rapida
transferencia de electrones que desactiva el estado excitado *MLCT. En
complejos tricarbonilicos de Re(l) han sido ampliamente utilizadas aminas
reductoras como la trietanolamina (TEOA) y trietilamina (TEA) para desactivar
el estado excitado. Como ejemplo se muestra en la Ecuacién 3.3 la reaccién

entre TEOA y un complejo de Re(l) con ligandos 4-fenilpiridina (4-phpy):
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k
Re(CO)3(4-phpy)s+* + TEOA ———— Re(CO)3(4-phpy)s* + TEOA* (Ec. 3.3)

Posteriormente, la recombinacion rapida de los productos regenera el estado
fundamental. El estado excitado MLCT también puede ser empleado en
reacciones de sensibilizacion por transferencia de energia a estados tripletes
de moléculas organicas como ocurre entre el estado excitado del complejo

Ru(bpy)s** y el antraceno®.

Asi, se denomina fotosensibilizaciéon a todo proceso por el cual una especie
quimica sufre una alteracion fotoquimica o fotofisica como resultado de la
absorcion inicial de luz por otra especie quimica denominada fotosensibilizador
(o simplemente sensibilizador)®. La fotosensibilizacion y el quenching juegan
un papel muy importante en muchos aspectos de la fotoquimica organica®.

Ambos procesos pueden involucrar transferencias de energia del tipo:
M"+A—M+A"  (Ec.3.4)

La transferencia intermolecular de energia de una especie a otra, conduce a la
excitacidon de especies no absorbentes (a una longitud de onda dada), que
pueden involucrarse en cambios quimicos que no son posibles por absorcion
directa de la luz de dicha longitud de onda. Esta via diferente de excitacién
puede poblar estados excitados distintos a los obtenidos por absorcion directa,
y por lo tanto, se pueden observar otras reacciones quimicas®. Este
mecanismo es responsable de reacciones fotosensibilizadas y de procesos de
quenching bimolecular de emision. En las reacciones fotosensibilizadas
(Ecuacion 3.4), una molécula (A) transparente a la longitud de onda de
excitacion sufre reaccién a consecuencia de su interaccién con otra molécula
(M) que si absorbe. Los procesos de quenching, por su parte, se abordan mas
adelante, pero implican la desexcitacion de la molécula que absorbe (M) por
interaccion con otra molécula. Estos mecanismos de transferencia de energia y

sus consecuencias pueden sintetizarse con las ecuaciones del Esquema 3.4.
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M+hv 5 M

M +A 5 M+A*

A*

0
l

Productos A+ hv A
Quenching Reaccion Emision Desexcitacion
fisico Fotosensibilizada no radiativa

(Quenching quimico)

Esquema 3.4. Procesos de transferencia de energia de una especie fotoexcitada.

En esta reaccion, A resulta “sensibilizada” por radiacion de una longitud de
onda no absorbida por A sino por M. La energia de excitacion es obtenida por
M mediante la absorcion de un foton, para generar M*, y posteriormente la
energia se transfiere a A. Por las caracteristicas de esta reaccién la cantidad
de energia en A* debe ser menor a la absorbida por M. Asi una molécula M*
puede ser relajada por una molécula A adecuada. La sensibilizacién es una
técnica muy usada en quimica organica. En el esquema, Q es una tercera
molécula que puede estar presente en el medio (quencher). Mediante un
choque entre Q y A*, A* resulta desactivada por un mecanismo de quenching.
Los procesos de fotosensibilizacion son muy importantes en el campo de la
quimica organica para generar estados tripletes. Esto se debe a que muchas
moléculas organicas no pueden acceder facilmente al estado triplete por
absorcion directa desde el estado basal singlete, a causa de sus bajos
rendimientos cuanticos de produccion de estados tripletes. Por otra parte, la
quimica de estados ftripletes y singletes es, a menudo, muy diferente vy,
frecuentemente, se necesitan generar estados tripletes para su estudio o para
producir reacciones particulares. Sin embargo, la transferencia de energia entre

moléculas resulta ser un camino eficiente para obtener moléculas en estado
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triplete. Un fotosensibilizador de tripletes debe reunir algunas caracteristicas.
Un fotosensibilizador ideal posee las siguientes:
1. Una velocidad de cruzamiento intersistemas mucho mas alta que la
desactivacion del estado S1 por otras vias.
2. Una energia de triplete mas alta que los aceptores, permitiendo una
transferencia de energia exotérmica.
3. Un tiempo de vida de triplete alto, para maximizar la eficiencia del
proceso de transferencia de energia.
4. Una importante absorcion en la region del espectro donde el aceptor no
absorbe considerablemente.
5. Una baja reactividad quimica para permitir reacciones fotosensibilizadas

con un aceptor.

No existe dicho fotosensibilizador ideal. Sin embargo, puede encontrarse el
fotosensibilizador adecuado de acuerdo a las caracteristicas de la molécula
que se pretende fotosensibilizar. EI parametro mas importante al seleccionar un
fotosensibilizador es la diferencia de energia entre el fotosensibilizador excitado
y el aceptor excitado, porque solamente ocurrira la fotosensibilizaciéon si la

transferencia de energia es exotérmica.

3.2.2.4.1 Produccion de oxigeno singlete

El oxigeno es uno de los elementos mas abundantes sobre la corteza terrestre,
principalmente en su forma de molécula biatdmica gaseosa, constituyendo el
21 % en volumen del aire seco. Por ello, su presencia es casi inevitable en
cualquier sistema de reaccion. Es uno de los elementos mas importantes desde
el punto de vista biolégico debido a que reacciones en las que participa el
oxigeno molecular proveen la fuerza termodinamica necesaria para el
metabolismo de todos los organismos superiores. Su alto contenido energético,
su gran reactividad y sus estados excitados, de relativamente baja energia,
hacen al oxigeno molecular una especie muy importante desde el punto de

vista fotoquimico.
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Para entender la reactividad quimica del oxigeno es necesario conocer su
estructura electronica. El oxigeno atomico tiene numero atémico ocho vy,
considerando los orbitales atémicos, una configuracion 1s* 2s* 2p*. Los
estados resultantes de considerar esta configuracion electronica pueden

representarse esquematicamente como se muestra en el Esquema 3.5.

I R | | A I
3p 1D 1§

Esquema 3.5. Configuraciones posibles de los orbitales 2p del atomo de oxigeno. Debajo de cada configuracion esta el
simbolo correspondiente.

Segun la regla de Hund el estado basal es aquél de mayor multiplicidad de
spin. Por lo tanto, la primera configuracion del Esquema 3.5., que tiene
multiplicidad 3, corresponde al estado basal. Asi, el atomo de oxigeno en su
estado basal es un triplete. La segunda configuracién, un singlete 'D,
corresponde al primer estado excitado del oxigeno atémico. La configuracion

'S es el segundo estado excitado, también singlete.

Para el oxigeno molecular pueden hacerse las mismas consideraciones. Con la
teoria de orbitales moleculares se puede construir un diagrama para el estado
basal del oxigeno molecular, que posee 16 electrones. La configuracion
resultante es (c1s)? (6%1s)? (02s)? (6*2s)* (02p)° (m2p)* (m*2p)°. Esto da tres estados

electronicos correspondientes a tres arreglos posibles para los electrones.

El estado basal del O, es un triplete (°%"), paramagnético, debido a sus dos
electrones no apareados. Los dos estados electronicamente excitados
energéticamente mas proximos son singletes, cuyas notaciones
espectroscopicas son 1Ag y 129+. En el Esquema 3.6 puede apreciarse el
diagrama de energia para el O,. De los dos estados excitados mencionados,
solo el de menor energia (1Ag) parece jugar un papel significativo en reacciones
en solucidn y es este estado al cual se denomina comunmente oxigeno singlete
o, simplemente, '0,. Se encuentra a 22,5 Kcal/mol sobre el estado basal. Esta

especie emite luz fosforescente en la region del infrarrojo (1270 nm). El estado
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de mayor energia (1Zg+), por su parte, se desactiva tan rapidamente al 1Ag que
no tiene chances de participar en reacciones. El oxigeno singlete ('O,) es,
entonces, una especie electronicamente excitada del oxigeno molecular (O3) y

participa en numerosas reacciones de oxidacion como especie activada.

E
(Kcal/mol)

37 Estado excitado 12.,.

singlete 9
Rapido

22 Estad_o excitado 1 A

singlete 9
Lento

0 Estado basal 32_

triplete

Esquema 3.6. Diagrama de energia para el O, en sus diferentes estados electronicos.

El oxigeno singlete es una especie electrofilica sumamente reactiva y tiene la
capacidad de atacar rapidamente a los compuestos organicos. Es alrededor de
1000 veces mas reactivo que el estado basal del oxigeno. Esta mayor
reactividad se debe simplemente a que numerosas sustancias con las que
reacciona se encuentran en estado basal singlete, entonces la reaccion es
singlete-singlete, mas probable que una reaccion triplete-singlete, como

deberia ser con el oxigeno en su estado basal.
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3.3 MONITOREO DE LOS PROCESOS DEL ESTADO
EXCITADO

A continuacién se describen los equipos y técnicas empleadas para la
determinacién de los factores que influyen en la dinamica del estado excitado.
También se mencionan otras técnicas complementarias y algunas de las
utilizadas para la caracterizacion de los complejos. Igualmente, en cada
capitulo en los que se presentan los resultados de los experimentos realizados,
se menciona en forma resumida los equipos utilizados para cada medida en

particular y otras especificaciones experimentales.

3.3.1LUMINISCENCIA Y ESPECTROFLUOROMETRIA

3.3.1.1 EMISION EN ESTADO ESTACIONARIO: ESPECTROS DE EMISION, Y
RENDIMIENTOS CUANTICOS DE EMISION

La aplicacién satisfactoria de los métodos de luminiscencia requiere una
comprension de la instrumentacion utilizada, siendo necesario prestar una
atencion considerable a los detalles experimentales. Hay dos razones que
justifican que esto sea asi. Primero, la fluorescencia es un método altamente
sensible. La ganancia o amplificacion de los instrumentos puede ser
incrementada para hacer observables emisiones muy débiles. Sin embargo,
estas emisiones pueden no estar originadas por el fluoréforo de interés. Tales
interferencias pueden deberse a la emision del solvente, pérdidas de luz de los
instrumentos, luz dispersada por soluciones turbias, dispersion Rayleigh y/6
dispersion Raman, para nombrar solo algunas. Segundo, no existe
espectrofluorometro ideal y tales instrumentos no dan verdaderos espectros de
excitacion ni de emision debido a la no uniformidad de la salida espectral de las
fuentes de luz y a la dependencia de la eficiencia de los monocromadores y
tubos fotomultiplicadores con la longitud de onda. Ademas, la polarizacion o

anisotropia de la luz emitida también puede afectar la medicién de las
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intensidades de fluorescencia. Para obtener datos espectrales confiables,
entonces, es necesario controlar todos estos factores para poder efectuar las

correcciones necesarias.

Un espectro de emision es la distribucion espectral de la emisién de la muestra
en estudio, medido excitando con wuna longitud de onda fija (Aexc)-
Inversamente, un espectro de excitacion consiste en la dependencia de la
intensidad de emisién a una dada longitud de onda (Aobs), con la variacion de la

longitud de onda de excitacion.

Para un instrumento ideal, el espectro de emision registrado directamente,
representaria el flujo de fotones emitidos a cada longitud de onda, sobre un
intervalo de longitud de onda determinado por el ancho de las rendijas y la
dispersion del monocromador de emision. Similarmente, el espectro de
excitacion representaria el rendimiento cuantico relativo de emision a cada
longitud de onda de excitacion. En el Esquema 3.7 se muestra un diagrama
esquematico del sistema optico del espectrofluorometro FluoroLog-3 TCSPC

HORIBA Scientifics utilizado para nuestros experimentos.

Basicamente, los espectros de emision en estado estacionario, se obtienen
excitando con luz monocromatica desde una fuente de excitacion luminosa
(una lampara de arco de Xendn en nuestro instrumento), focalizando el haz
(cuya pureza espectral se obtiene del monocromador de excitacion), sobre la
cubeta. Para evitar complicaciones por efecto de la luz dispersada la emisién
de la muestra se detecta a 90° con respecto al haz de excitacion. El espectro
de emisibn se obtiene por barrido de un segundo monocromador
(monocromador de emision) situado entre la muestra y el detector, un tubo
fotomultiplicador R928.

La lampara de Arco de Xendn emite con alta intensidad en todo el rango de

longitudes de onda por encima de 250 nm por lo tanto es muy util para trabajar

en la region UV-visible. Por esta razon se utilizaron celdas de cuarzo.
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Esquema 3.7. Sistema optico del espectrofluorometro utilizado para los experimentos de emision en estado
estacionario

El espectro de emision obtenido es corregido haciendo la diferencia entre éste
y el espectro de emisién del solvente 6 matriz tomado en las mismas
condiciones, y al espectro asi obtenido se lo corrige por la respuesta del
instrumento (la sensibilidad del detector y la eficiencia de los monocromadores

varian con la longitud de onda). Esta correccion se realiza dividiendo la seial
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de emisidon de la muestra por la respuesta de instrumento, que en nuestro caso,
el equipo Horiba utilizado ya la incluye. El denominado espectro de emisién
corregido hace referencia, generalmente, a este tipo de correccién. Otro factor
que hay que tener en cuenta en todos los experimentos de luminiscencia es la
posibilidad de que la intensidad aparente de la emision y su distribucion
espectral sean dependientes de la densidad Optica de la muestra y de la
geometria del sistema. Para la geometria mas comun wusada en
espectrofluorometria, que implica la observacion de la emision en angulo recto
de una cubeta iluminada centralmente, se puede demostrar que si la
absorbancia de la muestra a la longitud de onda de excitacion es de 0,1 la
intensidad en el centro de la cubeta, |, es 0,88.lp, donde Iy es la intensidad
incidente sobre la cubeta. Como la intensidad de la luminiscencia observada es
proporcional a la intensidad de la luz de excitacion, el rendimiento cuantico
aparente sera alrededor de un 10% menor que el observado con una solucién
infinitamente diluida. Este es el denominado efecto de filtro interno. Tal
fendmeno puede disminuir la intensidad de excitacion en el punto de
observacion o disminuir la emision observada por absorcion de ésta. Por lo
general, y para minimizar este efecto, los espectros de emision y excitacion se
tomaron utilizando soluciones con una absorbancia a la longitud de onda de

excitacion, Ajexc < 0,1.

Como se mencioné anteriormente, otro parametro directamente medible en
experimentos de emision en estado estacionario y de vital importancia para la
caracterizacion del estado excitado emisor de un complejo dado, es el
rendimiento cuantico de emisién. Los rendimientos cuanticos dan cuenta de la
eficiencia de un proceso en términos de la cantidad de energia luminica
absorbida. El rendimiento cuantico de un proceso fotofisico como la emision de
luz, ®emi, (Ecuacion 3.5), se puede expresar como el numero de moléculas

emisoras respecto de los fotones de luz absorbidos:

Nro.de moléculas emisoras por unidad de tiempo y por unidad de volumen

emi = N0 de cuantos absorbidos por unidad de tiempo y por unidad de volumen

(Ec.3.5)

48



Como el numero de fotones absorbidos es proporcional a la intensidad de la
radiacion absorbida, /4, y el numero de fotones emitidos es proporcional a la

intensidad de la radiacion emitida, /lemi, se puede considerar y escribir que:

| .
@emiz% (Ec.3.6)

Nuevamente debemos hacer la siguiente consideracion: la Ecuacion 3.6 es
estrictamente valida cuando el estado excitado emisor es poblado en forma
directa por la absorcidn de luz, es decir, cuando el rendimiento cuantico
coincide con la eficiencia n. Si, por otro lado, el estado excitado emisor es
poblado en forma indirecta siguiendo algun camino no radiativo, desde otro
estado excitado que absorbid la luz, entonces el ®.m se obtiene multiplicando
la expresién por la eficiencia del camino seguido. Como se menciono
anteriormente, éste es el caso para los estados excitados *TCML de los
complejos en estudio que son poblados desde el correspondiente singlete a
través de un paso de cruzamiento intersistemas. Por lo tanto, la expresion
adecuada sera:
Iemi
Do = niSCI— (Ec.3.7)
A
pero como hisc ~ 1 la Ecuacién 3.7 se vuelve a transformar en la expresion

original.

Experimentalmente, los rendimientos cuanticos de emision de la solucion
muestra en estudio, se determinan por comparacion de la intensidad de la
emision, lem, tomada como el area bajo la curva del espectro de emision,
Imuestras Y 12 intensidad de emision, tomado en iguales condiciones, para una
solucion de una referencia con rendimiento cuantico conocido, /referencia- La
referencia a utilizar deberia ser épticamente comparable con la muestra (es
decir, tener la misma densidad 6ptica y camino optico y similar perfil de energia
de emision). Si la absorbancia de ambas soluciones a la longitud de onda de
excitacion, Amuestra ¥ Arererencia, €S diferente, debe realizarse una correccién
teniendo en cuenta esta condicién. Finalmente, y tomando ambos espectros

con el mismo equipo y en idénticas condiciones de temperatura, celda utilizada,
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ancho de las rendijas, etc., los rendimientos cuanticos de emision relativos

fueron calculados de acuerdo a la Ecuacion 3.8:

Areferencia) ( Imuestra
Ec.3.8
I ( )

2
nmuestra )

referencia

Do = ( )(Demi,referencia (

Amuestra referencia

donde n es el indice de refraccion del solvente puro empleado en cada una de
las soluciones. Estas medidas requieren, como mencionamos mas arriba, que
las soluciones sean Opticamente diluidas (Ajexc < 0,1) permitiendo, ademas,

despreciar las diferencias entre los n del solvente puro y la solucion.

3.3.1.2 EMISION RESUELTA EN EL TIEMPO

Mientras que de las medidas de emision en estado estacionario se obtiene
informacion sobre los rasgos espectrales de la emision (es decir, maximo de
emisién, intensidad integrada, dependencia con la temperatura 6 el solvente),
de los experimentos de emision resuelta en el tiempo se adquiere informacion
cinética a una longitud de onda, normalmente la correspondiente al maximo de

emision.

Existen distintos métodos con los cuales es posible realizar medidas de la
emision resuelta en el tiempo que incluye a los de modulacion de fase, los de
excitacion pulsada y los de conteo de fotones (Time Correlated single photon
counting, TCSPC). La mayoria de las medidas realizadas en este trabajo de
tesis se llevaron a cabo utilizando el método TCSPC cuya fuente de excitacion

fue un nanoled de 341 nm, en un sistema que se describe en el Esquema 3.8.

Para obtener informacion cinética a partir de la medida del decaimiento de una
traza de emision, es necesario que el ancho del pulso de excitacién sea
estable, reproducible y mas corto que el tiempo de vida del estado excitado en

estudio.
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Esquema 3.8. Sistema 6ptico del equipo utilizado para los experimentos de emision resuelta en el tiempo

Ademas, debe ser de energia suficiente como para generar una cantidad
detectable de fotones emitidos, pero no tan elevada como para inducir eventos
multifoténicos. También, la velocidad en la repeticién del pulso de excitacion
debe ser lo suficientemente baja como para permitir un completo retorno, entre
pulsos, al estado fundamental. La soluciéon muestra, se coloca en una celda de
cuarzo de calidad 6ptica. El detector esta ubicado a 90° del haz de excitacion y
en el monocromador se selecciona la Aops. La sefial de salida es promediada
convenientemente con el fin de obtener una buena relacion sefial/ruido. La
mayoria de las medidas de los tiempos de vida de un estado excitado
involucran procesos de primer orden 6 de pseudo-primer orden. Un proceso de

estas caracteristicas puede describirse con la Ecuacién 3.9:

d[D]
dt

= k[*D] (Ec.3.9)
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donde D representa al estado excitado, d[*D]/dt su velocidad de desaparicion y
k es la constante de velocidad especifica de primer orden en s™ para la
desaparicion de D. Cuando se monitorea la luminiscencia de D, la sefial de

emision es frecuentemente proporcional a la concentracion de D, [*D], es decir,
velocidad de emision de fotones = —k,[*D] (Ec. 3.10)

donde ahora k; es la constante de velocidad especifica de emision ¢ radiativa.

La resolucién de la Ecuacién 3.10 permite obtener la siguiente expresion:

[*D] = [*'D]ye™®  (Ec.3.11)

donde [D]o es la [ D] inicial. En funcién de la Ecuacién 3.11 se espera que los
decaimientos radiativos sean de tipo exponencial. El tiempo que debe
transcurrir para que el numero de moléculas excitadas disminuya desde Do
hasta Do/2, se denomina tiempo de vida media 6 ti». En medidas de emision,
sera el tiempo necesario para que la intensidad de emision decaiga a la mitad.
A pesar de que el ti, se puede determinar faciimente desde una traza del
osciloscopio, este parametro tiene una significancia tedrica limitada. Una
cantidad fundamental y de mayor significancia, es el tiempo de vida promedio
en el cual el nimero de moléculas excitadas disminuye desde Dy hasta Do/e. A
este parametro se lo denomina usualmente como t. Asi, cuando la intensidad
de la emision alcance un valor de 1/e de su valor inicial, el tiempo de vida de la
luminiscencia sera el tem (Ecuacion 3.12) y por lo tanto, en una situacion
donde el radiativo sea el unico camino de desactivacion, se puede establecer

que,

(Ec.3.12)

Temi =

T

Un ejemplo de las trazas obtenidas para determinar los tiempos de vida de las
especies estudiadas se puede ver en el Esquema 3.9, los cuales se logran por

medio del programa Data Station y se procesan con el software DAS6.
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Figura 3.2. Ejemplo de los datos obtenidos para las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo con Data Station
(figura izquierda) y procesados con DAS6 (Figura derecha)

3.3.2 METODOS FOTOTERMICOS

Los métodos fototérmicos estan siendo empleados actualmente en diferentes
areas de la investigacion, que van desde la ciencia de los materiales hasta el
monitoreo ambiental. Asi pues, las implementaciones de estas técnicas son tan
diversas como los campos de aplicacion. En esta seccidn se describiran las
recientes aplicaciones relacionadas con métodos resueltos en el tiempo en

fotoquimica y fotobiologia.?’

Cuando los métodos fototérmicos se empezaron a utilizar en estudios
fotoquimicos y fotobioldgicos, su relevancia y su potencial estaban, en gran
medida, por determinarse y su confiabilidad aun estaba bajo una intensa
evaluacion a medida que se seguian tratando nuevos métodos y aplicaciones
basadas en efectos fototérmicos.”” El énfasis de este capitulo se centrara
principalmente sobre la calidad de la informacidén que se puede obtener de los
experimentos. Mas de 20 afos después de los primeros estudios en este
campo,® %! |os métodos fototérmicos estan siendo usados de manera
confiable para cuantificar los parametros termodinamicos y las constantes de
velocidad de reacciones iniciadas por luz, ya sea por fotorreacciones directas o
por cambios ambientales inducidos por luz (por ejemplo, saltos de pH), con
cinéticas comprendidas en un amplio rango de escalas temporales,
extendiéndose desde los picosegundos a algunos milisegundos.'%?'% Estos

parametros no se obtienen usando otros métodos espectroscédpicos y, con

53



respecto a esto, los métodos fototérmicos son esenciales para terminar de
entender los mecanismos y la redistribucion de energia entre los pasos de los

procesos fotoinducidos.

Un hecho particularmente fascinante ha sido el uso de métodos fototérmicos
para determinar cambios de volumen resueltos en el tiempo durante reacciones
fotoiniciadas,”® lo que nos permite, por ejemplo, “escuchar” el movimiento de
las proteinas durante sus funciones en una escala de tiempo entre
picosegundos y milisegundos.'®®%1% Ahora, el reto es relacionar los
parametros medidos (Esquema 3.9) con cantidades fisicas y quimicas

fundamentales e interpretarlas en el contexto molecular.’®”'%

Propledad Pardmetro
AH TVPpn
AS V.Pp n
AV V.Pp n
Ac V.Pp n
Ay ]
7

Esquema 3.9. Propiedades principales de los efectos fototérmicos y los correspondientes parametros monitoreados
por métodos fototérmicos. Los simbolos usados se representan como: T, temperatura; V, volumen; P, presion; H,
entalpia; S, entropia; p, densidad; n, indice de refraccién; ¢, concentracion molar; A, absorbancia.

Los métodos fototérmicos son un grupo de procedimientos que fueron
desarrollados, y siguen siendo ampliamente usados, para medir absorcidn
optica,’® pero con el potencial de permitir el acceso a una variedad de
parametros termodinamicos y cinéticos para los eventos iniciados en una
muestra por absorcion de luz. La base del término general “fototérmico” para
estas técnicas proviene de la deteccion de la relajacion térmica del exceso de
energia asociado con la fotoexcitacion de la muestra. Es de remarcar que esta
terminologia, que respeta antecedentes historicos, probablemente no es del
todo correcta ya que muchos de los efectos detectados en la fotobiologia
moderna y en aplicaciones fotoquimicas no son de origen térmico.'*'% Los
cambios de volumen se basan en la onda de presién detectada por fotoacustica
resuelta en el tiempo y estos cambios de volumen pueden ser tanto de origen

térmico como no térmico. Las técnicas de lente fototérmica, deflexiéon de haz y
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de rejilla detectan cambios en el indice de refraccion provenientes de cambios
en la densidad (resultantes de un cambio en el volumen tanto de origen térmico
como estructural), en la absorbancia (a través de la relacion Kramers-Kroning)
y en la temperatura. Cuando la energia de la luz es absorbida y
subsecuentemente disipada como calor sin ningun otro efecto (cambios de
volumen estructural e indice refractivo debido a absorcion transitoria), el
resultado es el calentamiento de la muestra. Este calentamiento lleva a un
cambio de temperatura asi como también a cambios en los parametros
termodinamicos de la muestra los cuales estan relacionados con la
temperatura. Las medidas de temperatura, presién o cambios en la densidad
que ocurren debido a la absorcion oOptica, son actualmente la base de todos los
métodos espectroscopicos fototérmicos. La existencia de sefales de origen no
térmico superpuestas sobre aquellas originadas a partir de cambios entalpicos
es una posible fuente de complejidad para el analisis de los datos. Sin
embargo, en lugar de ser una desventaja, esto ha resultado ser una
caracteristica unica de estos métodos, lo que en principio produce una gran
cantidad de informacidén que no se podria obtener de otra manera. El precio a
pagar es que el analisis de datos en los experimentos modernos es a menudo
mas complicado de lo que solia ser en las etapas tempranas del desarrollo de
las técnicas y, en muchos casos, requiere aproximaciones complejas. Sin
embargo, en cierto numero de situaciones de interés practico, el analisis de
datos se puede simplificar realizando algunas suposiciones simples. Los
cambios de volumen de origen no térmico podrian reflejar varios posibles
efectos, tales como cambios en el numero de cargas en solucion, cambios en
el momento dipolar de los solutos, cambios en la interaccion entre moléculas
de soluto y solvente, y cambios en la concentracion de un componente en
particular, entre otros. A continuacion, nos referiremos a estos cambios de
volumen como cambios de volumen estructural, independientemente del
mecanismo especifico que les subyace. La magnitud de los cambios de
volumen molecular y su injerencia en la generacion de la sefal, se espera sean
relevantes para las reacciones fotoinducidas que implican un cambio en el
numero de moléculas de reactivos y productos o grandes cambios en las
distribuciones de carga entre reactivos y productos.'®"'? Es en estos casos

donde las contribuciones estructurales se deben tomar en cuenta al calcular los
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cambios entalpicos, que de otra manera se veran afectados por errores

sistematicos.

Los métodos fototérmicos con alta resolucién temporal que se han desarrollado
hasta ahora son principalmente adecuados para estudios de muestras liquidas,
pero las técnicas de lentes y de rejilla transitoria son, en principio, aplicables a
muestras solidas Opticamente transparentes. Podemos dividir los métodos
fototérmicos en dos grupos principales de acuerdo a los parametros que estan
siendo monitoreados: los métodos optoacusticos estan basados en la deteccién
de la onda de presion generada en solucion por los cambios volumétricos
posteriores a los cambios térmicos o estructurales inducidos por la absorcion
de luz; los métodos de rejilla y lentes detectan cambios en el indice de
refraccion de una solucién debido a los cambios térmicos, volumétricos o de

absorbancia inducidos por la absorcién de luz.

Los métodos fototérmicos son usualmente aplicados usando fuentes de luz
laser. El alto poder y pureza espectral y el perfil espacial del haz, permiten
obtener sefiales mas intensas que con fuentes de luz convencional.
Finalmente, el corto tiempo de duracién de los pulsos de la luz laser permite
tiempos de resolucion por debajo de la escala de los picosegundos, lo cual no

se puede conseguir con fuentes convencionales de arco pulsado.

En los ultimos diez afos se han publicado varias resefas relacionadas con los
principios y las aplicaciones de métodos fototérmicos en fotoquimica y
fotobiologia demostrando el interés en estos métodos. La exhaustiva resena

realizada por Braslavsky y Heibel'%

se mantiene como la piedra angular
cuando hay que referirse a las aplicaciones de los métodos fototérmicos en
fotoquimica y fotobiologia. Después de esta resena, aparecieron muchas otras

tratando las aplicaciones a sistemas supramoleculares,'® fotosintesis'>""° y

diferentes moléculas biolégicas.'* 1%

A continuacion se describiran las técnicas fototérmicas resueltas en el tiempo

usadas principalmente en fotoquimica y fotobiologia.
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3.3.2.1 ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA RESUELTA EN EL TIEMPO

La espectroscopia fotoacustica resuelta en el tiempo inducida por laser (PAS
por sus siglas en inglés), también conocida como espectroscopia optoacustica
inducida por laser (LIOAS por sus siglas en inglés), monitorea los cambios de
presion inducidos en una muestra liquida posteriores a la excitacién con un
laser pulsado (cominmente nanosegundos).'®*""® |a evolucién en el tiempo del
pulso de presion es monitoreado por rapidos transductores piezoeléctricos,
frecuentemente ubicados en un plano paralelo a la direccion del haz laser
(arreglo de angulo recto; Esquema 3.10)."°%"%2 También es muy usada la
geometria de cara frontal (Esquema 3.10), especialmente con muestras de
elevada absorcion. Este arreglo consiste de un espejo dicroico ubicado entre la

cubeta y el transductor para evitar sefiales generadas por absorcion directa de

la luz incidente por la superficie del transductor.’'®12?
Angulo Recio Carg Fronisi
AT
iy NS
T sk TR

Espao dicrion

Esquema 3.10. Comparacion de la generacion de la sefal fotoacustica a partir de las geometrias en angulo recto
(Izquierda) y cara frontal (derecha). En la geometria de agulo recto, el camino del haz (en verde) esta conformado por
una ranura para obtener un frente de onda acustica plano.

3.3.2.1.1 Descripcion de la generacion de la sefial fotoacustica

Como lo propusieron por primera vez Callis et al.,”® los pulsos de presion en la
muestra iluminada, provienen de los cambios de volumen producidos por
relajacion no radiativa (AVy,) y rearreglos estructurales a nivel molecular (AV;).
La relajacion en reacciones fotoiniciadas se origina tanto por el decaimiento no
radiativo de los estados excitados como por el calor liberado (cambio de

entalpia), incluyendo el calor involucrado en el rearreglo del solvente
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(Esquema 3.11). Los cambios en el volumen estructural reflejan el movimiento
de las moléculas excitadas y/o del solvente circundante en respuesta a eventos
tales como el cambio de momento dipolar, transferencia de carga y
fotoisomerizacion. Recientemente se han desarrollado aproximaciones tedéricas
para entender mejor la generaciéon de la senal fotoacustica y tener en cuenta
tanto arreglos experimentales (cara frontal y angulo recto) como la cinética de

relajaciones no radiativas,'?'2# 124125

1 (BV)
Vepp F=v\ar), v Kr= _%(Z_Z)
Q |::> AT |::> (Térmtirclo) T
AP
& AV,

(Estructural)

Esquema 3.11. Los cambios entélpicos (calor, Q) se convierten a cambios en la temperatura a través de la capacidad
caldrica (VC,p), y @ cambios de volumen en la solucion a través del coeficiente de expansién isobarica (f). & representa
todos los reordenamientos moleculares, atomicos y electronicos del soluto y de las moléculas de solvente que
conducen a un cambio de volumen estructural. Los cambios de presién provenientes de las variaciones volumétricas
son mediados por la compresibilidad isotérmica (K7).

Usando una aproximacion heuristica, los cambios de presion total pueden ser

expresados como'92105126

AP 1 (AV) 1 (AVth+AVT) Ec3.13
=——[—) = ——[——__—T c. 3.
Kre\V /g Kr 4 T ( )

Donde AP es el cambio de presion, V el volumen iluminado y A7 la
compresibilidad isotérmica. Una sefial eléctrica se produce en el transductor la

cual es proporcional al cambio de presion.

La sefal también esta relacionada linealmente con la cantidad de fotones

absorbidos, Naps:

N
Naps = NLA“ (1-1074) (Ec.3.14)
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Donde A es la absorbancia de la solucion a la longitud de onda de excitacion A,
Na la constante de Avogadro y Ny, el numero de fotones incidentes. La sefal

total para la muestra, H°, esta dada por:

HS = kn3p (aCiEA - AVe> (Ec.3.15)
PP

Donde E, = Nahc/A es la energia de un mol de fotones de longitud de onda A (=
1 Einstein), ¢ = Q/E, es la fraccion de la energia absorbida, E,, liberada como
calor, Q, AV, es el cambio de volumen estructural por cada Einstein absorbido,
C, es la capacidad calorifica a presion constante, p la densidad y g el
coeficiente cubico de expansion térmica de la solucidon. Para soluciones
diluidas, estas propiedades son las mismas del solvente. Se debe tener en
cuenta que AV, y Q son cantidades molares calculadas por mol de fotones
absorbidos. Para obtener o y AV, la constante instrumental (k) se debe
determinar por comparacion de la sefal de la muestra con aquella
correspondiente a la sefial calorimétrica, es decir, un sistema el cual libere toda
la energia absorbida como calor en un tiempo mas corto que la respuesta
instrumental. Vale la pena recordar que la constante instrumental (k) es
inversamente proporcional a la compresibilidad isotérmica (x7). Los
compuestos que trabajan como referencias calorimétricas son sustancias que
no presentan ni fluorescencia ni muestran transientes con tiempos de vida mas
largos que unos pocos nanosegundos, son fotoquimicamente estables y son
100% eficientes en entregar la energia absorbida al medio como calor cuando
las moléculas excitadas regresan a sus estados fundamentales. No deberian
exhibir efectos de desnaturalizacion multifotonica o del estado fundamental por
accion de la fluencia del laser usado en el experimento. Se han identificado
varios compuestos referencia tanto para soluciones acuosas como para
solventes organicos.'®'?” Se debe tener mucho cuidado de no usar sustancias
con bajos coeficientes de extincion a la longitud de onda de excitacion ya que
se necesitarian altas concentraciones (mM a M) de estos, lo cual podria afectar
el coeficiente de expansién térmico. De esta manera se podrian introducir

errores sistematicos en los datos y llevar a determinaciones erroneas de los
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cambios entalpicos y volumétricos.'?®"'?® La referencia calorimétrica y la
solucion muestra deben ser medidas bajo condiciones experimentales
idénticas, es decir, igual solvente, temperatura, longitud de onda de excitacion

y geometria. La sefal para la referencia calorimétrica esta dada por
—pE,l (Ec.3.16)

En el caso de que productos permanentes o especies transitorias que se
caractericen por tener tiempos de vida mayores a los 10 pus sean los unicos
productos de la fotorreaccién, las amplitudes de las senales fotoacusticas
sirven para determinar el calor liberado y los cambios de volumen estructural
aplicando la Ecuacién 3.17 (obtenida a partir de la relacion entre las
ecuaciones 3.15y 3.16), relacionando las amplitudes de las senales LIOAS de
fluencia normalizada para la muestra y para la referencia, Hy y HE ,

respectivamente.

HS AV, Cop
— = + —— Ec.3.17
= “TE B (Ee.3.17)

3.3.2.1.2 Separacion del calor liberado y del cambio de volumen estructural

Esta separacion entre la disipacion de calor y los términos estructurales se
logra por la medida de la sefial como funcion de la relacion Cpp/B.%21921%6 En
solucion acuosa, Cpp/f depende fuertemente de la temperatura (eso se debe
principalmente a los cambios en f). Asi, la separacion de las contribuciones
térmicas y volumétricas se obtiene mediante la realizacion de mediciones a
diferentes temperaturas en un rango relativamente pequefo cercano a la
temperatura ambiente. La relacion (Cprp/B)r para el agua pura se obtiene de
valores tabulados. En particular, S0 = 0 a 3,9 °C (Txo), mientras que es
positivo por encima y negativo por debajo de esta temperatura. A Tz el calor
liberado no da lugar a ninguna senal. Esta caracteristica en particular permite la
evaluacion directa de la existencia de cambios en el volumen estructural. Para

soluciones acuosas de sales u otros aditivos a concentraciones mM o mayores,
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(Cop/B)T Y Tp=0 Se debe determinar por comparacion de la sefal obtenida para

una referencia calorimétrica en el solvente de interés y en agua.’®
3.3.2.1.3 Calculos calorimétricos

El calor liberado en cada etapa (Q) es interpretado en términos de los cambios
de entalpia usando el balance de energia de la Ecuacién 3.6,"°%'"® donde la
energia de entrada (£)) es igual al total de la energia liberada como emision (es
decir, fluorescencia; @; y E; son los rendimientos cuanticos de emision vy
energia del estado emisor respectivamente; la fosforescencia no se tiene en
cuenta) y el calor disipado (cambios en el contenido de energia de los estados
excitados mas la energia asociada con las interacciones soluto-solvente) en
cada una de las etapas. Eimacenada representa la energia acumulada en las

especies que viven mas tiempo que el de presion-integracion del experimento.

E; = ¢eEr + Z Qi + Eaimacenada (Ec.3.6)
i

El analisis de la informacion calorimétrica requiere conocer el esquema de
reaccion y los parametros asociados con el proceso tales como rendimientos

cuanticos y niveles de energia derivados, por ejemplo, de medidas opticas.
3.3.2.1.4 Detalles Instrumentales

Recientemente se han propuestos algunos modelos instrumentales,
principalmente dirigidos a reducir el volumen de la muestra y a incrementar la
sensibilidad. Como se mencioné anteriormente, las dos geometrias
experimentales mas comunes usadas en Espectrometria Fotoacustica pulsada
son la de celda tradicional con detector piezoeléctrico acusticamente acoplado
en direccion paralela al haz de excitacién incidente, y en la cual nos
concentraremos (Esquema 3.12) y, la desarrollada recientemente, irradiacion
de cara frontal con el detector piezoeléctrico acusticamente acoplado a un

reflector dieléctrico normal al haz de excitacion incidente.
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Esquema 3.12. Descripcion del equipo usado para medidas de LIOAS y, con minimas variaciones, para determinacion
de produccién de '0,.

Como fuente de excitacion (1 mm de diametro en la celda), se uso un laser
Nd:YAG Q-conmutado (7 ns fwhm) operando a 355 nm. Para detectar las
sefales acusticas, se utilizd un transductor piezoeléctrico casero de ceramica
basado en PZT (Pb[ZrTi1x]O3) (4 x 4 mm) con su respectivo amplificador. El
tiempo de resolucion de los experimentos, determinado por nuestra
configuracion experimental, fue de 1.= 1 us. Las medidas fueron interpretadas
promediando las sefales acusticas generadas por 64 disparos del laser para
una mejor relacion senal-ruido. Los espectros UV-vis de las soluciones fueron
chequeados antes y después de cada serie de irradiacién laser. Como

° Para los

referencia calorimétrica se empled 2-Hidroxibenzofenona.™
experimentos, las soluciones muestra y referencia se igualaron dentro de un
2% para valores de absorbancia entre 0,1 y 0,2 a la longitud de onda del laser.
Los experimentos se realizaron bajo atmésfera controlada, burbujeando N, u
O, a la solucién por 15 min. En principio, todas las especies excitadas con
tiempos de vida t < 1/51: liberaron su calor como calor rapido, mientras que las
especies excitadas con vida mas larga que 57« es decir, con un tiempo de vida
T > 514, funcionan como depdsitos de calor (Eamacenada) dentro del tiempo de

resolucién del experimento LIOAS.
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4 CAPITULO . SINTESIS Y
CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA Y
COMPUTACIONAL DEL NUEVO COMPLEJO

BusN[(BPY)RE(CO)3(DCBPY)]

4.1 RESUMEN

Un nuevo complejo de Re(l) con estructura zwitteriénica y soluble en agua,
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] (donde Bu = butil; bpy = 4,4-bipiridina; dcbpy =
2,2’-bipiridina-5-5’-dicarboxilato) se sintetizé exitosamente y se caracterizd por
analisis elemental, '"H NMR, FTIR y ESI. Los estudios de protonacion de este
complejo de Re(l) mostraron tres equilibrios acido-base con un pka1 = 5.0, un
Pkaz = 3.0 y un pkas = 2.0. El pka1 fue asignado al equilibrio de protonacion en
bpy, mientras que pka2 Y Ppkas pudieron ser asignados a la
protonacién/desprotonacion de los dos grupos carboxilatos del ligando dcbpy.
Con la ayuda de calculos TD-DFT se pudo identificar la naturaleza de las
transiciones electréonicas responsables de los cambios observados por
espectroscopia UV-Vis del complejo de Re(l) dependientes del pH. A pH =7 la
banda de menor energia del complejo tiene un caracter MLLCTRre(co)3_dcbpy
(transferencia de carga con contribucion del metal y del ligando hacia el
ligando), mientras que a pH < 2 esta cambia a MLLCTreco)3_bpy- ESte cambio
en la naturaleza de la banda de menor energia es responsable de los cambios
espectrales en el rango de los 350-500 nm asociados a la protonacién del

complejo de Re(l).
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4.2 INTRODUCCION

Los complejos luminiscentes de metales de transicién han sido usados como
fotosensibilizadores en areas como la conversion de energia solar, estudios de
transferencia de electrones, sistemas quimio y electroluminiscentes, dinamicas
de enlace de medios heterogéneos y sondas de estructura macromolecular.'
En este aspecto, la espectroscopia, fotoquimica y fotofisica de los complejos
tricarbonilicos de Re(l)-diimina del tipo fac-ReX(CO)s;(a-diimina) contindan
despertando enorme interés en su investigacion desde que se empezaron a
develar, a mediados de los 70’s, las atractivas propiedades de sus estados

excitados. ™'

Dependiendo de la naturaleza del ligando axial X, los complejos fac-
ReX(CO)s(a-diimina) pueden llegar a ser fuertes lumindforos tanto en
soluciones fluidas como en vidrios a bajas temperaturas. Los estados excitados
accesibles, transferencia de carga metal a ligando (MLCT) del Re(l) a la a-
diimina, transferencia de carga metal-ligando a ligando (MLLCT), transferencia
de carga ligando a ligando y/o estados excitados intraligando (IL), estan
generalmente relacionados con la luminiscencia observada en estos complejos
a temperatura ambiente. Para la sintesis de los ligandos a-diimina se us6 un
disefio pertinente con el cual poder adecuar las propiedades fotoquimicas y
fotofisicas de los complejos metalicos y asi llegar a obtener fotosensibilizadores
que puedan ser utilizados en un numero amplio de areas de investigacion tales
como estudios de transferencia electrénica’?, conversion de energia solar®'3*
3%y catalisis’™®. También se estan presentando posibles aplicaciones como

136138 ' materiales moleculares para optica no lineal %4

sensores luminiscentes
o interruptores opticos.™! En particular, los complejos luminiscentes de Re(l) y
Ru(ll) con ligandos polipiridinicos han sido reconocidos como buenos
candidatos para el desarrollo de dispositivos sensores de pH.'**'* Gracias a
que estos complejos muestran un comportamiento excepcionalmente rico en
sus estados excitados y en su quimica redox, asi como también en su
estabilidad térmica y fotoquimica,'**'*® también estan siendo usados como

marcadores biolégicos y como sondas no covalentes para iones y
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biomoléculas.’’'*® Ademas, existen posibles aplicaciones bioquimicas vy
técnicas basadas en la formacion de aductos entre complejos metalicos de

transicién de Re(l) y macromoléculas biolégicas como el ADN.%>'49

Una de las mayores desventajas de los complejos fac-ReX(CO)s(a-diimina)
cuando de acoplarlos a medios bioldgicos se trata, esta relacionado con su
caracteristica baja solubilidad en agua a pH fisiolédgico. De hecho, hay un
nimero limitado de estos complejos que son solubles en agua'#?144150-155
comparado con la gran cantidad de complejos tricarbonilicos de Re(l)-diimina
reportados como exclusivamente solubles en solventes organicos. En un
trabajo previo, en nuestro grupo de investigacion se ha caracterizado un
complejo tricarbonilico de Re(l) soluble en agua incluyendo en su estructura un

ligando de relevancia bioldgica como es la pterina'®®.

En este capitulo se
presenta la sintesis de un nuevo complejo tricarbonilico de Re(l) coordinado al
ligando 2,2’-bipiridina-5,5-dicarboxilato (dcbpy) y soluble en agua. Este
complejo, llamado BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] (donde bpy = 4,4’-bipiridina) fue
caracterizado por 'H NMR, FTIR, ESI y andlisis elemental. Tiene una estructura
zwitteridonica donde las dos cargas negativas de los grupos carboxilato estan
balanceadas por las cargas positivas del atomo central de Re(l) y por la del
cation tetrabutilamonio. Para completar la caracterizacion del complejo de
Re(l), se llevdo a cabo wun estudio de la protonacion de
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] siguiendo los cambios del espectro UV-visible del
mismo como funcion del pH en un rango entre pH =1y pH = 7. Con la ayuda
de meétodos quimiométricos, se pudieron obtener de los estudios de
protonacioén tres valores de pka los cuales fueron asignados a la protonacion de
la bpy (pkai = 5.0) y al equilibrio acido-base de los dos grupos carboxilato (pkaz
= 3.0 y pkaz = 2.0). Los calculos TD-DFT nos ayudaron a identificar la
naturaleza de las transiciones electronicas del complejo de Re(l) en solucion
acuosa. A pH neutro la banda de menor energia del complejo tiene un caracter
MLLCTRre(coy_dcopy mientras que a pH = 1 cambia a MLLCTRrecoy_bpy- ESte
cambio en la naturaleza de la banda de menor energia es el responsable de los
cambios espectrales en el rango de los 350-500 nm asociados a de la

protonacion del complejo de Re(l).
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4.3MATERIALES Y METODOS

Tanto metanol, etanol, éter etilico, iso-octano como acetonitrilo, todos grado
HPLC (J.T. Baker, USA), fueron usados sin purificacion adicional. El acido 2,2’-
bipiridina-5,5’-dicarboxilico (H2dcbpy), 4,4’-bipiridina (bpy), NaH,PO4, Na;HPOy4,
solucion metanodlica (1 M) de hidroxido de tetrabutil amonio (BusNOH) vy
CIRe(CO)s fueron comprados a Sigma-Aldrich Chemical Co., USA con la
pureza mas alta disponible y usados tal como se recibieron. Se us6 agua de
muy baja conductividad (grado Mili-Q). Los Espectros UV-Vis fueron tomados
en un espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Las medidas de pH se realizaron
con un pH-metro ADWA modelo AD8000 con electrodo de vidrio A1131B
(rango de pH: 0-13). Los espectros FTIR se tomaron en un equipo Nicolet 8700
Thermo Scientific. Los espectros '"H NMR de las soluciones del complejo de
Re(l) fueron medidas a 300 K con un espectrometro Bruker AM-500 operando a
500 MHz con DMSO-D6 como solvente y los desplazamientos quimicos fueron
referenciados en relacion con el (CH3),SO en [D6]DMSO (5 = 2.54 ppm). Todas

las soluciones se midieron en tubos de 5 mm de diametro.
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4.4 SINTESIS

Las estructuras quimicas de los materiales usados en este trabajo y las rutas
sintéticas estan representadas en el Esquema 4.1. El complejo Re(l) dcbpy fue
preparado basado en una modificacion de procedimientos reportados para la
sintesis de complejos de Re similares.'#°"1541% g¢ pusieron 150 mg (6.1 x
10 mol) de H.dcbpy, 85 mL de metanol y 1,35 mL (1,35 x 10° mol) de
solucion metandlica (1 M) de BusNOH en un baldén de fondo redondo de 100
mL. De esta manera, el Hxdcbpy, insoluble en un numero considerable de
solventes organicos,”™ fue facilmente disuelto en metanol gracias a la

formacién de su respectiva sal de tetrabutilamonio, (BusN).dcbpy.

H
/
° N N= 0 (H,C,),N—0 _ o
CH,OH oCa)s

7 N\ C ) ; _ 7\ o

© — P N(C,H,),0H 0 —N N O—N(C,H,),
H
H,dcbpy (Bu,N),dcbpy

CIRe(CO); | CH,OH,N,, 9h

1) AgCF,S0,, CH,CN, N,, 4h

2) bpy, CH,0H, 9h
- N(C,H,),CF,SO0,

(H,C,) N—O

Bu,N[(bpy)Re(I)(CO)5(dcbpy)]
Esquema 4.1. Reactivos y rutas sintéticas para la obtencion de BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]

La solucion incolora resultante fue calentada a 70 °C. Posteriormente, se
adicionaron lentamente 221 mg (6,1 x 10* mol) de CIRe(CO)s a la solucién
metandlica caliente y con agitacion vigorosa constante. El liquido incoloro inicial

paso a rojo durante las 9 h en las que la mezcla de reaccion estuvo en reflujo,
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cubierto de la luz con papel metalico y en atmésfera de N,. Se procedié a
enfriar la solucion a temperatura ambiente y a evaporarla hasta obtener unos 2
mL de una solucién naranja de aspecto aceitoso. Esta ultima solucion fue
disuelta en acetonitrilo (220 mL) junto con 164.5 mg (6,1 x 10* mol) de
AgCF3S0Os3. La mezcla se llevo a reflujo durante 4 h, a 70 °C, aislada de la luz
con papel metalico y en atmadsfera de N,. Después de evaporar a sequedad la
mezcla de reaccion, el solido marrén resultante fue suspendido en 60 mL de
metanol y luego filtrado obteniendo como residuo un soélido oscuro el cual se
lavo varias veces con metanol. A los aproximadamente 100 mL obtenidos como
filtrado de solucién metandlica de color rojo se le agregaron 952 mg (6,1 x 10
mol) de bpy. La mezcla resultante se llevo a reflujo durante 18 h, aislada de la
luz, a 70 °C y en atmdsfera de N,. Después de evaporar la solucion hasta
sequedad, el solido amarillo-naranja obtenido fue lavado repetidamente con
éter etilico para eliminar el exceso del ligando bpy. El sélido resultante fue
redisuelto en un minimo volumen de diclorometano y el complejo final fue
precipitado por adicion lenta de iso-octano frio. El proceso de recristalizacion se
repitid hasta obtener un valor constante de coeficiente de absorcion molar. El

sélido amarillo obtenido se secé al vacio con un rendimiento de 500 mg (60%).

La confirmacién de la obtencidon del complejo esperado se vio reflejada en los

resultados del Analisis Elemental, los cuales estan listados en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resultados calculados y medidos del Analisis Elemental para el complejo BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)].4H,O

Complejo BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].4H,O
F.M. C41HssN5011Re
Calculado C (%) 50.09
Andlisis Elemental alif50) 5.95
N (%) 7.12
C (%) 50.5+0.3
Medido  H (%) 6.0+0.2
N (%) 6.9+0.3
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4.5 ANALISIS ESI-MS

Este analisis se realiz6 en modo i6n positivo usando un espectrometro de
masas BRUKER MICROTOF-Q Il equipado con CID. La temperatura capilar
fue 180 °C. Las soluciones stock del complejo fueron preparadas en metanol a
una concentraciéon 10 M. Las soluciones diluidas fueron preparadas a partir de
las anteriores. Para evitar la descomposicidon (intercambio de ligandos y
solvente) del complejo de Re(l) y para inducir la ionizacion de analitos neutros
se uso electrospray de alto flujo con una descarga en corona ubicada en la
punta del capilar de electrospray’’'*°. Cada experimento se repitié por lo
menos tres veces con el fin de asegurar reproducibilidad. Los espectros fueron
obtenidos y analizados con el programa Thermo XcaliburQual Browser en el
Centro de Investigaciones en Hidratos de Carbono (CIHIDECAR-CONICET)
perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad

de Buenos Aires.
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4.6 ESTUDIOS DE PROTONACION Y ANALISIS
ESPECTROSCOPICOS

Los valores de pk, para este complejo se determinaron por valoracion
espectrofotométrica dependiente del pH empleando buffer NaH,PO4/Na,HPO4
(0.1 M c/u). En cada experimento, 50 ml de solucién del complejo de Re(l) ([Re]
= 3x10° M), con un pH inicial de 6.7, fueron llevados a pH = 7 por adicion de
NaOH 3M. Después de esto, el pH se disminuyd gradualmente hasta pH = 1
por adicion de HCIO4 en alicuotas de 50 o 100 uL tomando simultaneamente el
espectro de absorcion de cada solucion. El proceso resultd ser reversible, de
modo que pudo revertirse, de pH 1 a pH 7, adicionando alicuotas de 50 6 100
uL de NaOH 3M. Cuando fue necesario, las absorbancias fueron corregidas por
medio de los respectivos factores de dilucion. También usamos técnicas
quimiométricas'® con el fin de obtener, a partir de la matriz de absorbancia, los
perfiles de concentracién y los espectros de cada una de las especies

101162 Estos métodos pueden ser aplicados a datos de

contribuyentes
espectroscopia bilineal de reacciones quimicas los cuales nos pueden brindar
informacion acerca de los cambios composicionales dados en un sistema en

desarrollo.

En este aparte se uso el algoritmo de los minimos cuadrados alternantes o
ALS, por sus siglas en inglés, para estimar simultaneamente concentraciones y
perfiles espectrales.’®® El algoritmo ALS extrae informacién util de la matriz de
datos experimentales A(i x j) gracias a la aplicacién repetitiva del siguiente
producto de matriz: A = CS™ + E donde C(i x n) es la matriz para los perfiles de
concentracion; S'(n x j) es quien contiene los perfiles espectrales y E(i x j)
representa la matriz de error. Los indices i, n y j demuestran el muestreo de
pH’s, especies absorbentes y longitudes de onda medidas, respectivamente.
Resolver la matriz A podria llegar a ser una tarea bastante dificil'®* ya que, por

una parte, n es usualmente desconocida'®

y, por otra parte, los métodos de
resolucion por curva no pueden arrojar un resultado simple debido a las

ambigiliedades rotacionales y de escala.'® Hemos aplicado el Analisis de
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Factores y la Descomposicion en Valores Singulares de la matriz experimental
para la estimacion de n. Para reducir las ambiguedades rotacionales usamos
algunas restricciones quimicamente relevantes'®’ tales como la no negatividad

y la unimodalidad de los perfiles.'®®
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4.7 DETALLES COMPUTACIONALES

La estructura electronica del complejo tricarbonilico de Re(l) fue determinada

usando herramientas DFT6%-1" 972,

implementadas en el paquete Gaussian 0
usando el funcional hibrido de tres parametros desarrollado por Becke'”® en
conjunto con el potencial de intercambio LYP'* (B3LYP), con el conjunto de
bases LanL2DZ el cual usa el conjunto de bases Dunning D95V C, N, O, H'"® y
Los Alamos ECP plus DZ en Re."®'"® Las frecuencias vibracionales fueron
computadas al mismo nivel de la teoria para confirmar que estas estructuras
eran minimos sobre las superficies de energia. Las energias de transicion
vertical fueron calculadas a la geometria del estado fundamental optimizado
usando TD-DFT'"'8! al mismo nivel de la teoria para los cuatro estados de
protonacion de los complejos de Re(l). Tanto las geometrias optimizadas como
los calculos de las transiciones electronicas fueron realizados incluyendo los
efectos del solvente (agua) con la ayuda del modelo continuo polarizable'®?84
tal y como se implementdé en el paquete Gaussian 09 para producir un numero

de 80 transiciones singlete-singlete.

72



4 .8RESULTADOS Y DISCUSION

4.8.1 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

El complejo de Re fue obtenido con un buen rendimiento y se caracterizé por
analisis elemental, FTIR, '"H NMR y espectrometria de masas de ionizacion por
electrospray. La presencia de dos bandas intensas de absorcion que se
pueden observar en la regién de los 2050-1880 cm™ reveld que el espectro IR
de la sustancia es consistente tanto con la configuracion facial de los ligandos
carbonilo como con el grupo de simetria al cual pertenece (Cs). De acuerdo con
reportes previos de compuestos similares, la banda intensa a altas frecuencias
(por los 2019 cm™) se le puede atribuir al modo 1A’ (estiramiento en fase
totalmente simétrico de los tres ligandos CO) mientras que las bandas
restantes a frecuencias intermedias y bajas (1915 y 1890 cm™) se pueden
asignar a los modos 2A’ (estiramiento totalmente simétrico fuera de fase) y A”
(estiramiento asimétrico de los ligandos CO ecuatoriales).™*'%°18 | 3 presencia
del BusN" en la estructura del complejo esta sustentada por las frecuencias a
1344 y 2963 cm™ lo que corresponde a la vibracién de estiramiento C-H del
CHs y por aquella a 1624 cm™ que indica flexién y estiramiento de los grupos

6

amonio cuaternarios'®. La banda ancha a 3415 cm™' es indicativa del

estiramiento —OH debido a la presencia de moléculas de agua cristalizada.

Los espectros de '"H NMR muestran, entre otras, las dos tipicas sefiales
doblete de bpy a 6 8,74 y 7,85 ppm que, acorde a la literatura,?® pueden ser
asignadas a H; y H, respectivamente. Las sefiales '"H NMR correspondientes a
los 6H del anillo dcbpy y a los 4H (H, y Hg) del anillo bpy aparecieron como una
banda amplia y de mala resolucién en el rango de 6 =38,43 — 9,40 ppm y no
pudo ser asignada inequivocamente a la estructura del complejo de Re(l). Las
sefales del ligando BusN" fueron detectadas a 6 =3,13 — 1,54 y 1,27 ppm para
cada metilen y 6=0,88 ppm correspondiente al grupo metil. La relacion de

integracion en superficie entre las sefiales Hs: H,: N-(CH>)s- fue 1:1:4.
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La Figura 4.1 muestra el espectro de masa ESI en modo ién positivo del
BusN[(bpy) Re(CO)s(dcbpy)]l, (M), en metanol. El i6n molecular intacto del
complejo, M, fue detectado en forma protonada [M + H'] y sodiada [M + Na'] a
m/z = 912,33 y m/z = 934,31 respectivamente. Ademas, el complejo de Re con
un BwN" adicional, es decir [M + BusN'], se observd a m/z = 1153,61.
Adicionalmente, las sefales observadas a m/z = 693,03 y m/z = 715,01
corresponden a [M - BuyN" + Na'] y [M - BusN" + 2Na’] respectivamente. Se
tomaron espectros MS-MS. La sefial mas intensa producida por fragmentacion
de m/z = 934,31 fue observada a m/z = 796,25.

Por otra parte, los espectros ESI fueron tomados después de la adicién de
BusNPFg a la solucién metandlica del complejo de renio. En este experimento
las senales detectadas con mayor intensidad fueron m/z = 1153,61; m/z =
968,88 (grupo de 4 BusN*) y m/z = 934,31.

Intens.
X105
1.0 1153.61
0.8+
0.6

] 934.31
0.4+

0.2] 60303 71502 7965 01233 | 96888
0 - — S N S —
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 miz

Figura 4.1. Espectro de masas ESI modo ion positivo del complejo BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] en MeOH.

La sefial mas intensa fue observada a m/z = 1153,61 y corresponde a la
férmula quimica de Cs7HgsO7NgRe. Como se dijo antes, esta sefal corresponde
al complejo de Re con un BusN" adicional. Los estudios por Analisis Elemental
y "H NMR mostraron que el complejo tiene en su estructura solo una unidad
BusN*. Las especies detectadas por ESI-MS a m/z = 1153,61se podrian haber
formado en la solucion debido a un intercambio del catién BusN" entre dos
moléculas del complejo antes de que se diera la ionizacidn como se muestra en

el siguiente esquema reaccion.

2Bu,N|[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] =(Bu,N).[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] + [(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]
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4.8.2ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Los espectros Uv-vis de BusN[(bpy)Re(CO)s;(dcbpy)] se midieron en una
solucién buffer de NaH,PO4/Na,HPO, a temperatura ambiente y las
valoraciones se llevaron a cabo por adicion de HCIO,4 para poder observar los

diferentes cambios espectrales (ver Figura 4.2).

El espectro de absorcion de BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] en soluciones neutras,
es decir, a pH = 7, consiste de cuatro bandas de absorcion fuertes (€ ~ 2 x 10*
M cm™) ubicadas a Amax = 251, 290, 316 y 332 nm y una de mediana
intensidad (€ ~ 3 x 10° M cm™) que aparece como un hombro ubicada ~ 362
nm. En medio acido (pH = 1) la banda a Anax = 290 nm se desplaza a los 295
nm y experimenta un aumento en su intensidad comparada con la solucion
neutra, mientras que las bandas a 251, 316 y 332 nm apenas experimentan
algun corrimiento aunque si sufren un incremento notable en su intensidad. En
el caso del hombro de baja energia se puede observar un corrimiento hacia los
376 nm a pH acido. En los espectros UV-vis del complejo de Re(l) se encontré
un comportamiento reversible de protonacién/desprotonacion en funcion del pH
por adicion de HCIO4 desde pH = 7 hasta pH = 1. Estos cambios espectrales

son reversibles por adicion de NaOH desde pH = 1 hasta pH = 7.

La Figura 4.2 muestra los cambios espectrales observados entre pH 7 =y pH =
4, region en la cual los cambios espectrales fueron muy moderados. Sin
embargo, si se pudieron identificar 3 puntos isosbésticos a 242, 287 y 314 nm.
Los cambios espectrales observados entre pH = 4 y pH = 1 (Figura 4.2 b)
fueron mas notables que aquellos entre pH =7y pH = 4. Entre pH =28y pH =
1, se pudo identificar un punto isosbéstico a 285 nm, mientras que a pH’s
intermedios, es decir, entre pH = 3 y pH = 4, no se presentaron puntos
isosbésticos. Este comportamiento indica la presencia de varias especies
protonadas/desprotonadas en equilibrios simultaneos. Por lo tanto, decidimos
aplicar técnicas quimiométricas en el analisis de la matriz completa de los
espectros UV-vis de la Figura 4.2 a y b para conseguir una estimacion de los
valores de pKa para los correspondientes equilibrios acido/base. Tanto el

Analisis de Factores como la Descomposicion en Valores Singulares (SVD) se
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usaron para la estimacion del numero de contribuciones independientes
obteniendo un numero de 4. La aproximacion de Proyeccion Ortogonal fue

usada para obtener estimaciones iniciales de los espectros correspondientes a

las especies contribuyentes.'®’
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Figura 4.2. Cambios espectrales UV-vis experimentados por el complejo BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] en estudios de
protonacion. a. Cambios espectrales en el rango de pH 4-7. b. Cambios espectrales en el rango de pH 3,8-1. Ver texto
para mas detalles

Las formas espectrales, obtenidas por el método de Resolucion Multivariado de
Curvas por Minimos Cuadrados Alternados (MCR-ALS), de las cuatro especies
se muestran en la Figura 4.3 donde también se pueden ver las funciones de
distribucion para las cuatro especies sobre todo el rango de pH estudiado. De
esta figura se logran obtener tres valores de pKa, ellos son 2,0; 3,0; y 5,0. De

acuerdo a los reportes en la literatura, se supone que el nitrogeno libre
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piridinico de los ligandos bpy coordinados es mas basico que los sustituyentes
carboxilato ubicados en los ligandos dcbpy coordinados. Por ejemplo, se
encontré que la disociacion de los protones carboxilicos del acido 2,2’-bpy-4,4’-
dicarboxilico en complejos de Ru(ll) ocurre en dos pasos con un pKas ubicado

entre 2,8 y 3; y un pKa; en el rango de 1,5 — 1,8'%%%

mientras que para el
acido 2,2’-bpy-5,5’- dicarboxilico en complejos de Ru(ll) se identificé un solo

pKa ~ 2,8.1%
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Absorbance
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0.0
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A/ nm

Figura 4.3. Perfiles espectrales y funciones de distribuciéon obtenidos de los analisis quemomeétricos de las figuras ay b
para las especies dependientes del pH del complejo de Re(l): (ReL) (), (ReL)H(A ), (ReL)H,"(e) y (ReL)Hs*" (m).

Por otro lado, el pKa de disociacion del protén en complejos heterolépticos de
Ru(ll) coordinando al ligando bpy, fue reportado como 4,5." Basados en lo
anterior, los tres valores de pKa obtenidos para BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]
pueden ser asignados a la protonacion del ligando bpy (pKas = 5,0) y al
equilibrio acido/base de los dos grupos carboxilato (pKa; = 3,0 y pKas = 2,0).
Los tres valores de pKa obtenidos de este modo para el
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] coinciden con los valores de pKa reportados para
[(bpy) Re(CO)s(4cido 2,2’-bpy-4,4’-dicarboxilico)]CF3S03.""
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4.8.3 CALCULOS DFT Y TD-DFT

Recientemente, se han realizado calculos de las propiedades de los estados
fundamentales y de los estados excitados de una serie de complejos
tricarbonilicos de Re(l) utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
y la Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo para
interpretar las bandas de absorcion experimentales provenientes del conjunto
de transiciones MLCT, LLCT e IL. "9'"%°

4.8.3.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

La geometria del estado fundamental optimizada (detalles en seccion 4.7) se
muestra en la Figura 4.4 para el complejo basico (desprotonado), es decir,
[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]. El idon Re(l) se encuentra en un ambiente octaédrico
ligeramente distorsionado. Las longitudes de enlace, como se muestra en la
Tabla 4.2, estan dentro de los rangos normales encontrados en complejos de
Re(l) relacionados.?*19%191.194.196.200 | 5 hipiridina planar substituida coordinada
al metal que define el plano ecuatorial actia como un ligando bidentado [d(Re-
N) =2.176 A, £ (N-Re-N) = 75,7°].

Figura 4.4. Estructura molecular de [(bpy)Re(CO);(dcbpy)] obtenida por calculos DFT etiquetado con algunos de los
atomos mas relevantes que aparecen en la Tabla 4.2.
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Dos grupos CO estan ubicados en posicion cis a este plano [distancias Re-C
de 1,926 y 1,925 A]. Las posiciones apicales octaédricas estan ocupadas por
un tercer grupo CO [d(Re-C) 1,924 A] y una molécula bpy [d(Re-N) = 2,228 A].
Las longitudes de enlace Re-N son siempre mas largas que las de Re-C,
siendo la Re-N(bpy) la mas larga de todas. Los enlaces Re-(CO) estan casi
perpendiculares entre ellos [angulos OC-Re-CO en el rango de los 89,1 -
90,4°]. La geometria optimizada del estado fundamental para el complejo
completamente protonado, es decir, [(Hbpy)Re(CO)s(Hodcbpy)®* (no se
muestra), es similar a la del [(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], excepto por un
pequeiisimo incremento en la longitud de enlace en Re-N y Re-C (Tabla 4.2).
En el complejo completamente protonado, el incremento en las distancias Re-
N(dcbpy) (relativo al complejo desprotonado) viene acompafado de una
disminucién en el angulo Re(l)-dcbpy mientras que el alargamiento en Re-N24

siempre lleva a un aumento en los angulos N1-Re-N24 y N2-Re-N24.

Tabla 4.2: Longitudes (A) y angulos de enlace (°) calculados por DFT alrededor del ién Re en [(bpy)Re(1)(CO)s(dcbpy)]
. (ReL)’, y [(Hbpy)Re(1)(CO)s(Hodcbpy)], (ReL)Hs™.

(ReL) (ReL)H;*
Longitudes de enlace (A)

Re-N1 2176 2.182
Re-N2 2.178 2.184
Re-N24 2.228 2.231
Re-C46 1.926 1.926
Re-C47 1.925 1.927
Re-C48 1.924 1.929
Angulos de enlace (°)

N1-Re-N2 75.7 75.4
N1-Re-N24 84.6 85.1
N1-Re-C46 1726 172.9
N1-Re-C47 97.6 97.9
N1-Re-C48 92.6 92.5
N2-Re-N24 84.9 85.5
N2-Re-C46 97.5 97.9
N2-Re-C47 1729 1731
N2-Re-C48 92.2 921
C46-Re-N24 92.1 92.1
C46-Re-C47 89.1 88.6
C46-Re-C48 90.4 90.1
C47-Re-N24 92.2 92.1
C47-Re-C48 90.3 90
C48-Re-N24 176.4 177
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4.8.3.2 ESPECTROSCOPIA IR Y UV-VIS

La geometria optimizada del estado fundamental de [(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] se
usé para calcular las frecuencias de modo normal las cuales fueron
comparadas con las frecuencias IR experimentales observadas para
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] en la regién de estiramiento CO. Las frecuencias
IR calculadas coinciden en buena medida con los valores experimentales. Por
ejemplo, la frecuencia IR calculada por el modo 1A’, 1977,3 cm™, se compara
con la experimental, 2019 ¢cm™, con un desplazamiento de A = (Vexp = Vecalc) =
41,7cm™. Por los modos 2A’ y 2A”, los valores predichos son 1889,6cm™ y
1883 cm™ respectivamente, los cuales pueden ser comparados con las
frecuencias IR experimentales, 1915 cm™ (A = 25,4 cm™) y 1890 cm™ (A = 7

cm'1) respectivamente.

Los calculos tedricos obtenidos de la literatura han mostrado que el orbital
molecular mas alto ocupado (HOMO) en complejos fac-ReX(CO)s(a-diimina)
corresponde a un orbital principalmente localizado en Re con alguna
deslocalizacion en torno a ligandos X. Esta deslocalizacion también da cuenta
de la mezcla de los estados IL y MLCT. Por otro lado, el orbital molecular
desocupado mas bajo (LUMO) esta localizado exclusivamente sobre el ligando
a-diimina.’® Los resultados calculados por TD-DFT estan resumidos y
comparados con los datos experimentales en la Tabla 4.3 para las cuatro
especies protonadas del complejo de Re(l): [(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], (Rel)’;
[(Hopy)Re(CO)s(dcbpy)]l, (ReL)H; [(Hbpy)Re(CO)s(Hdcbpy)]', (ReL)Hz" 'y
[(Hbpy)Re(CO)s(Hzdcbpy)]**, (ReL)Hs?*. Se observd que las principales
caracteristicas espectrales (las cuatro absorciones intensas UV y el hombro
UV-vis menos intenso) para (ReL), (ReL)H, (ReL)H;" y (ReL)Hs** estan
predichas por calculos TD-DFT con gran precision tanto en posicion como en
intensidades relativas. De aqui en adelante se comparan los resultados TD-
DFT para (ReL) y (ReL)Hs**, ya que las especies intermedias protonadas, es
decir, (ReL)H y (ReL)H;", muestran un comportamiento similar. Para (ReL)" los
principales HOMO'’s involucrados en las transiciones electrénicas mas intensas

son H-12 (un orbital = deslocalizado entre el Re(l) y el ligando bpy), H-10 (un

80



orbital molecular del anillo exterior de la molécula bpy), H-9 (un orbital =
deslocalizado en el ligando dcbpy), H-8 (un orbital ¢ deslocalizado en el plano
ecuatorial de los enlaces del Re(l)) y H-6 y H-7 (orbital = de los enlaces Re-C).
Por otra parte, los principales LUMO’s de (ReL) son L y L+2 (orbitales n del
ligando dcbpy), L+1 (orbital = del ligando bpy) y L+4 (orbital = de los tres CO).
Los calculos TD-DFT predicen que la banda de mas baja energia de (RelL),
alrededor de los 360 nm y estimada a 371 nm, es de naturaleza MLCT con la
mayoria de la densidad electronica transferida desde los enlaces Re-C hasta la
parte dcbpy de la molécula (Figura 4.5). Ya que H-6 y H-7 consisten
principalmente de orbitales © de los enlaces Re-C, esta transicion electronica
de baja energia no es una transicion MLCT pura y deberia ser vista mejor como
una transicion MLLCTRre(co)s_dcopy (€S decir, una transicion CT deslocalizada
Re(CO)s;—dcbpy). La banda de mayor energia de (RelL)’, observada a 252 nm
y predicha a 255nm, consiste principalmente de transiciones electronicas
intraligando de bpy con algunas contribuciones del centro Re(l). La banda a
332 nm, predicha a 327 nm, es principalmente MLLCTgeco)s_bpy- Para la
especie totalmente protonada, (ReL)Hs**, los HOMO’s relevantes involucrados
en las transiciones electronicas mas intensas son H y H-1 (orbitales =«
deslocalizados entre los enlaces Re-C), H-2 (un orbital o deslocalizado entre
los enlaces re-C y Re-N(dcbpy)), H-3 y H-6 (orbitales = deslocalizados en el
ligando dcbpy) y H-7 y H-8 (orbitales n deslocalizados sobre el ligando bpy).
Ademas, los principales LUMO’s de (ReL)Hs** son L, L+2 y L+3 (orbitales
deslocalizados sobre el ligando dcbpy), L+1 (un orbital n deslocalizado en el
ligando bpy) y L+6 y L+9 (orbitales = centrados en los tres CO). Calculos TD-
DFT predicen que la banda de mas baja energia de (ReL)Hs?*, alrededor de los
371 nm y predicha a 389 nm, es de caracter MLLCTgecoys_bpy- EsSta
observacion contrasta con la prediccién para la banda de menor energia para
(ReL)’, la cual es de naturaleza MLLCTRe(co)s_debpy (Figuras 4.5 y 4.6). La
banda de mayor energia de (ReL)Hs**, observada a 253 nm y predicha a 257
nm, es casi una transicidon electronica intraligando pura de bpy con una menor
contribucion de dcbpy (la contribucidn del centro Re(l), la cual estuvo presente
en la transicion electrénica a 252 nm en (RelL)’, ha desaparecido aqui). Las
bandas a 295, 316 y 331 nm, predichas a 296,6; 317 y 329 nm,
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respectivamente, son una mezcla de transiciones MLLCTRreco)s_ dcbpy €

intraligando de dcbpy.

Tabla 4.3. Comparacion de los datos de absorcién experimentales con los calculados por TD-DFT para (ReL)’, (ReL)H,

(ReL)H," y ReLH;*".

Especie  Aops/nm (6/10°M7'cm™)  Acaic/nm (fosc) Transicién electrénica (% coeficientes)
(ReL) 252 (34.5) 25551 (0.544)  H-12 — L+1 (94%)
258.53 (0.094) H-8 — L+4 (36%), H-6 — L+10 (12%),
H-13 > L+1 (9%), H-8 — L+3 (4%)
273.39 (0.056) H-11 - L+1 (19%), H-4 — L+3 (19%),
H-3 - L+3 (13%), H-8 — L+2 (6%)
293 (27.4) 290.26 (0.063)  H-8 — L+4 (14%), H-7 —> L+2 (43%), H-7 — L+6 (19%), H-9 —
L (3%)
317 (33.3) 314.47 (0.155)  H-10 — L+1 (44%), H-9 — L (30%), H-8 — L+1 (18%)
314.69 (0.245)  H-10 — L+1 (26%), H-9 — L (57%), H-8 — L+1 (7%),
H-7 —> L+2 (4%)
332 (35.9) 327.33 (0.160)  H-6 — L+1 (75%), H-7 — L+1 (6%), H-5 — L+1 (5%),
H-3 = L+1 (5%)
337.31(0.065) H-6 — L+1(12%), H-5 — L+1 (26%),
H-3 —» L+1 (26%), H-2 - L+1 (29%)
361 (5.2) 370.77 (0.079)  H-6 — L (82%), H-7 — L (9%), H-3 — L (3%),
H-2 > L (3%)
(ReL)H 252 (36.6) 243.24 (0.078)  H-15 -L (92%)
250.61 (0.071)  H-14 — L (72%)
259.00 (0.202)  H-12 — L (91%)
264.49 (0.252)  H-11—> L (86%)
265.31 (0.11) H-7 — L+5 (14%), H-6 — L+4 (22%),
H-6 — L+5 (10%), H-6 — L+8 (13%)
265.86 (0.057) H-7 — L+4 (21%), H-8 — L+3 (9%)
293 (27.1) 288.99 (0.089)  H-10 —> L (25%), H-8 —> L+6 (10%),
H-6 — L+3 (20%), H-6 —> L+8 (15%)
317 (33.8) 314.89 (0.392) H-9 — L+1 (88%)
331 (37.0) 365.71(0.085)  H-7—L+1 (91%)
361 (5.4) 410.98 (0.152) H-7 — L (94%)
(ReL)H," 252 (38.0) 250.90 (0.087)  H-6 —> L+6 (31%), H-6 — L+8 (35%)
259.22 (0.36)  H-10 — L (58%), H-3 — L+7 (10%)
259.33 (0.083)  H-9 —> L (62%)
259.59 (0.066) H-9 — L (15%), H-4 — L+3 (37%)
263.39 (0.061)  H-5 — L+5 (13%), H-4 — L+4 (10%),
H-4 — L+9 (11%), H-3 — L+6 (15%)
263.65 (0.057) H-8 — L (75%)
271.00 (0.052) H-8 — L (15%), H-6 — L+2 (14%)
293 (29.5) 301.59 (0.112)  H-5 - L+2 (13%), H-4 — L+2 (47%)
317 (35.3) 317.28 (0.255) H-6 — L+1 (36%), H-3 — L+2 (37%),
H-1 —> L+2 (12%)
32012 (0.126)  H-6 — L+1 (15%), H-1 — L+2 (73%)
332 (36.4) 328.65(0.098) H-6 - L+1 (34%), H-3 — L+2 (54%)
360 (6.0) 389.75 (0.051)  H-5 —> L+1 (65%), H-4 — L+1 (30%)
412.78(0.199)  H-3 - L (89%)
(ReL)H,2 253 (37.3) 252.36 (0.07)  H-8 — L+1 (69%)
254.09 (0.08)  H-3 — L+2 (69%)
257.41(0.45)  H-7 — L+1 (73%)
259.11 (0.11) H-2 —» L+9 (15%), H-1 - L+5 (19%), H — L+9 (18%)
260.12 (0.06)  H-6 — L+1 (76%)
263.90 (0.06) H-2 — L+6 (20%), H-1 — L+6 (12%),
H-1 = L+7 (23%)
295 (31.5) 295.59 (0.26) H-3 > L (12%), H-1 —» L+3 (15%), H — L+3 (41%)
316 (35.0) 317.33(0.26)  H-3 — L (36%), H-1 — L+2 (37%)
331 (32.9) 32927 (0.10)  H-3 > L (38%), H-1 > L+2 (43%)
371 (5.4) 388.74 (0.17)  H-1—> L+1 (22%), H — L+1 (75%)
45172 (0.06)  H-1 - L (27%), H - L (71%)
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Del analisis anterior, es evidente que la protonacion de (Rel)  para llegar a
(ReL)Hs**, mueve la transicién MLLCTrecojs_bpy desde 327 nm (predicha para
(ReL)’) hasta 389 nm (predicha para (ReL)H3*).

e 2K Y

LUMO L+1

LUMO L+1

H-10

H-12

L+2

H-3

HOMO

H-7

Figura 4.5. Diagramas de orbitales moleculares para el
complejo (ReL). H-6 y LUMO son los orbitales
moleculares que mas contribuyen al espectro
electronico en la transicion de menor energia (A max =
361 nm), mientras que los orbitales L+1, H-9, H-10 y H-
12 son los orbitales moleculares que mas contribuyen al
espectro electronico en el rango de los 220 - 350 nm.

Figura 4.6. Diagrama de orbitales moleculares para el
complejo (ReL)Hf". HOMO y L+1 son los orbitales
moleculares que mas contribuyen al espectro
electronico en la transicion de menor energia (Amax = 371
nm), mientras que los orbitales LUMO, L+2, H-3 y H-7
son los orbitales moleculares que mas contribuyen al
espectro electronico en el rango de los 220-350 nm.

Los espectros electrénicos calculados de (ReL)’, (ReL)H, (ReL)H;" y (ReL)Hs**
fueron simulados a partir de los resultados tedricos para facilitar su
comparacién con los datos experimentales. La simulacion fue realizada con las

siguientes funciones®":

I(E) = lz o (Ec.4.1)

nL ‘024 (E — g)?
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donde [ es la intensidad del pico en el espectro a una energia dada E, ¢; es la
energia calculada de las transiciones electrénicas. Ante la falta de bases
tedricas, o se utiliza a menudo como un parametro ajustable. Las simulaciones
se muestran en la Figura 4.7 donde se comparan con los espectros de las
especies contribuyentes a los de los cambios espectrales en los estudios de
protonacién (Figura 4.3). La comparacion es bastante satisfactoria y los
espectros simulados de (ReL), (ReL)H, (ReL)H;" y (ReL)Hs** siguen
aproximadamente la tendencia de los cambios espectrales de la Figura 4.2 en

la region UV-vis.
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Figura 4.7. Comparacion de los perfiles espectrales para las cuatro especies obtenidos de los analisis quemomeétricos
de los cambios espectrales UV-vis de las figures a y b (lineas negras) con las transiciones electronicas calculadas por
TD-DFT (lineas azules) y los espectros simulados (lineas rojas) para (ReL), (ReL)H, (ReL)H," y (ReL)Hs>".

Por otra parte, el desplazamiento de la banda de menor energia, desde ~ 362
nm a pH neutro hasta 376 nm a pH = 1 (Figura 4.2 b) coincide con el cambio
en la naturaleza de la banda de menor energia (predicha por calculos TD-DFT)
desde la transicion MLLCTreco)s_dcopy €N (ReL)” (Amax = 371 nm) hasta la
MLLCTRre(co)3_bpy €N (ReL)H3** (Amax = 389 nm). Es de destacar que el ancho de

banda, o, fue escogido para ajustar aproximadamente los picos de absorcion
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en la region de los 250-350 nm por las energias calculadas. Con este valor de
o, se observé una razonable concordancia entre la teoria y los resultados
observados en esta regidon de longitudes de onda aunque también se encontré
una coincidencia menor en la regién de la banda de menor energia (A > 350
nm). Al elegir un valor de ¢ mayor, se puede alcanzar una mejor concordancia
en la regién de la banda de menor energia pero perdiendo la sincronia
relativamente buena entre los espectros calculados y observados en la region
de los 250-350 nm. Esto es consecuencia del hecho de que el ancho de banda
es dependiente de una transicion electronica particular en lugar de ser el

mismo para todo el espectro.
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4.9 CONCLUSIONES PARCIALES

Se ha obtenido exitosamente un nuevo complejo de Re(l)
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] y se ha caracterizado por '"H NMR, FTIR y ESI.

Gracias a su estructura zwitterionica, tiene una buena solubilidad en agua.

De los estudios de protonacion se pudieron obtener 3 valores de pKa por
analisis quimiométricos de los cambios espectrales dependientes del pH. Estos
valores de pKa fueron asignados a la protonacion del ligando 4,4’-bipiridina
(pKas = 5.0) y al equilibrio acido-base de los dos grupos carboxilato (pKaz = 3.0
y pKas = 2.0) en el ligando dcbpy. Los calculos TD-DFT mostraron que a pH
neutro, donde (ReL)  es la especie dominante, la banda de menor energia del
complejo tiene un caracter MLLCTre(co)s_dcopy Mientras que a pH = 1, donde
(ReL)Hs** es la especie mas abundante, la naturaleza de la banda de menor
energia cambia @ MLLCTRreco)s_bpy- ESte cambio en la naturaleza de la banda
de menor energia es responsable de los cambios espectrales en el rango de
los 350-500 nm después de la protonacion del complejo de Re(l). Los
espectros electronicos calculados de (RelL), (ReL)H, (ReL)H:" y (ReL)Hs**
coincidieron en buena medida con los perfiles espectrales de las especies

contribuyentes a los cambios espectrales en los estudios de protonacion.
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5 CAPITULO Il. ESTUDIO DE LAS
PROPIEDADES FOTOFISICAS DEL COMPLEJO
[CLRE(CO)3(BCS)]* POR TECNICAS
OPTOACUSTICAS Y DE LUMINISCENCIA
ESTACIONARIA Y RESUELTA EN EL TIEMPO

5.1 RESUMEN

En este capitulo, se estudian las propiedades fotofisicas de un complejo del
tipo fac-ReX(CO)s;(a-diimina) en donde el ligando a-diimina es la sal disddica
del acido batocuproindisulfénico, que le da al complejo la propiedad de ser
soluble en agua. Las propiedades del complejo, llamado
[CIRe(CO)s(Batocuproindisulfonato)]*, se estudian tanto en solventes organicos
como en medio acuoso usando espectroscopia optoacustica inducida por laser
(LIOAS por sus siglas en inglés) y técnicas de luminiscencia estacionarias y

resueltas en el tiempo.

Tanto los experimentos de luminiscencia resuelta en el tiempo y en estado
estacionario, asi como los calculos de la Teoria Funcional de la Densidad
Dependiente del Tiempo realizados al complejo, de aqui en adelante
identificado como [CIRe(CO)3(BCS)]2', muestran que las propiedades
fotofisicas de los complejos aniénicos de Re(l) estdan determinadas por el
balance entre los estados excitados intraligando ('IL) y el de transferencia de
carga metal-ligando a ligando (*MLLCT). En solventes organicos, prevalecen
los estados *MLLCT y se observa el comportamiento usual en estos complejos:
el desplazamiento batocromico del maximo de emisién, una reduccion en el
rendimiento cuantico de emision y una disminucion de los tiempos de vida del
estado excitado conforme aumenta la polaridad del solvente. Ademas, se
genera oxigeno singlete ('O,) con un rendimiento cuantico alto (ba =~ 0,5 en

CH3CN) debido al quenching de la luminiscencia *MLLCT por el *0O,. Para los
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solventes organicos estudiados, la constante de velocidad de quenching total
del estado triplete por parte del oxigeno, ky, alcanza valores entre 2,2y 2,4 x
10° M s™". En CH3CN, la fraccién de los estados triplete desactivados por el O
que producen 'O, fOTz, esta cerca a la unidad. En solucién acuosa, donde no se
genera oxigeno singlete, la luminiscencia de los complejos de Re(l) es de
caracter 'IL con un rendimiento cuantico de emisidn (Pem) que depende
fuertemente del pH: ®em pH=2) Pem,pH=10) = 5,6. La variacion del pH de la
solucion modifica las propiedades fotofisicas del complejo de Re(l) debido al
cambio en las cantidades relativas de las diferentes especies existentes en la
solucién  acuosa: [CIRe(CO)3(BCS))*, [(OH)Re(CO)(BCS)> vy
[(H2O)Re(CO)3(BCS)] . Los calculos TD-DFT muestran que el porcentaje de
transferencia de carga de las transiciones electronicas es sustancialmente mas
alto en los solventes organicos que en solucidén acuosa, en acuerdo con el
incremento del caracter 'IL del HOMO en [(H20)Re(CO)s(BCS)]” con respecto
a [CIRe(CO)3(BCS)©
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5.2 INTRODUCCION

En trabajos previos en nuestro grupo de investigacion, se han caracterizado un
par de complejos tricarbonilicos de Re(l) solubles en agua, uno de ellos
incluyendo en su estructura un ligando de gran relevancia biolégica como lo es
la pterina.’®>?%? Continuando con la linea desarrollada en nuestro grupo, en
este capitulo de tesis se estudian las propiedades fotofisicas de un complejo
del tipo fac-ReX(CO)s(a-diimina) soportando el ligando soluble en agua (BCS)
el cual estd cargado y no es permeable a través de membranas, estas
caracteristicas permiten usarlo a menudo en estudios celulares.’®® Las
propiedades fotofisicas intrinsecas comunes a muchos complejos de Re(l),
tales como amplios desplazamientos de Stokes, largos tiempos de vida de
luminiscencia y resistencia al fotoblanqueo, resultan atractivas ya que hacen de

estos unos excelentes candidatos para aplicaciones en microscopia celular.

En los solventes organicos, los estados SMLLCT gobiernan las propiedades
fotofisicas de los complejos de Re(l) con el usual comportamiento esperado: la
emision muestra un desplazamiento batocromico, una reduccion en su
rendimiento cuantico de luminiscencia y se acortan los tiempos de vida del
estado excitado al aumentar la polaridad del solvente. Ademas, el quenching
de luminiscencia del estado *MLLCT por oxigeno molecular lleva a la
generacion de oxigeno singlete con altos rendimientos cuanticos (®, = 0,5 en
CH3CN). Por otro lado, el equilibrio dependiente del solvente entre los estados
excitados 'IL y 3MLCT, el cual modifica las propiedades fotofisicas del complejo
de Re(l), esta liderado por la sustitucion de Cl por H,O en medio acuoso. De
hecho, este reemplazo de Cl por H,O en la estructura del complejo genera una
reduccion del porcentaje de transferencia de carga en los estados excitados
emisores, como lo muestran los calculos TD-DFT, y consecuentemente el
balance entre MLLCT e IL se inclina hacia esta ultima en solucién acuosa y la
luminiscencia del complejo de Re(l) se ve gobernada por los estados IL. En
efecto, las propiedades fotofisicas del complejo de Re(l) son aquellas del
Batocuproindisulfonato coordinado, con un rendimiento cuantico de

fluorescencia dependiente del pH analogo al del ligando libre, sin dependencia
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de la concentracion de oxigeno disuelto para los tiempos de vida de

luminiscencia y sin generacion detectable de oxigeno singlete.

90



5.3 PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1 MATERIALES

El complejo anidnico [CIRe(CO)s(BCS)]* estuvo disponible gracias a un trabajo
anterior de nuestro grupo de investigacion.?** Acetonitrilo grado HPLC y grado
espectro, metanol (MeOH, Sigma Aldrich) y etanol (EtOH, Sigma Aldrich)
fueron usados sin posteriores purificaciones. 2-Hidroxibenofenona, fenalenona,
New coccine, D,O, NaOH y HCIO4 fueron proporcionados por Sigma Aldrich a
la mayor pureza disponible y se usaron tal cual se recibieron. El agua
desionizada (>18 MQ cm™, <20 ppb de carbdn organico) se obtuvo gracias al

sistema Millipore.

5.3.2MEDIDAS FOTOFISICAS

Los espectros UV-vis se obtuvieron en un espectrofotometro Shimadzu UV-
1800. Los espectros de emision se midieron con un espectrofluorémetro de
investigacion Fluorolog-3 de IR-cercano con computador interconectado y
fueron corregidos por diferencias de la respuesta espectral y la dispersion de
luz. Las soluciones fueron burbujeadas con nitrégeno libre de O, con un

sistema regulador de gas, antes de que los espectros fueran obtenidos.

Como referencia para determinar los rendimientos cuanticos de emision se

utilizé la Rodamina B en etanol, con @, = 0,69.

Las medidas de los tiempos de vida fueron realizadas empleando la unidad de
Recuento de Foton Unico Correlacionado con el Tiempo (TCSPC, por sus
siglas en inglés) del Fluorolog-3 junto con fuentes de excitacion NanoLEDs de
341 y/o 388 nm.
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Las medidas fotoacusticas se realizaron usando una configuracién ya
descripta. (Ver apartado 3.3.2.1.4)

Para el tratamiento de las senales LIOAS, se us6 la Ecuacién 5.1, la cual
relaciona la amplitud pico a pico de la primera senal fotoacustica (H) con la

fraccion de la fluencia del laser de excitacion (F) absorbida por la muestra®®®

H=KaF(1-104) (Ec.5.1)

En esta ecuacion la constante experimental K contiene los parametros
termoelasticos de la solucidn como también los factores instrumentales, A es la
absorbancia de la muestra a la longitud de onda de excitacion y a es la fraccion
de energia liberada al medio como calor rapido, es decir, dentro del tiempo de

resolucion del experimento.

La eficiencia de los complejos de Re(l) en la sensibilizacion de oxigeno singlete
fue evaluada por la medicion directa de luminiscencia IR-cercano de 'O, (1Ag).
Después de la irradiacion de las soluciones burbujeadas del complejo la
generacién de 'O, ('Ag) se evidencié por la aparicién de la fosforescencia
caracteristica de 'O, (1Ag) a 1270 nm. La deteccion de la fosforescencia
resuelta en el tiempo se usd para la deteccion de oxigeno singlete. La
luminiscencia de IR-cercano de 'O, (1Ag) fue observada a 90° a través de un
filtro metalico antirreflectivo recubierto de silicona de 5 mm de ancho con un
paso de longitud de onda > 1,1 ym vy un filtro de interferencia a 1,27 ym por
medio de un fotodiodo de Germanio (Applied Detector Corporation, tiempo de
resolucién 1 us) preamplificado (baja impedancia). El analisis exponencial
simple del decaimiento de la emision se desarrollé con la exclusion de la parte
inicial de la sefial. El rendimiento cuantico de formacién de 'O, ('Aq), @4, se
determind midiendo su intensidad de fosforescencia usando una solucién
dpticamente igualada de fenalenona (®, = 0,98)*°® como sensibilizador de

referencia.
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5.3.3 ESTUDIOS DE PROTONACION Y ANALISIS
ESPECTROSCOPICOS

Los valores de pKa se determinaron por valoracién espectrofotométrica en
funcidon del pH usando buffer NaH,PO4/Na;HPO,4 (0,1 M cada uno). En cada
experimento 50 mL de solucién de complejo de Re(l) ([Re] = 3 x 10 M),
inicialmente a pH = 6,7; fueron llevados a pH = 10 por adicion de NaOH 3 M.
Después de esto, se bajo gradualmente hasta pH = 2 por adicién de alicuotas
de 50-100 yL de HCIO4 3 M tomando los espectros de absorcion de cada
solucion. El proceso mostr6 un comportamiento reversible (sin cambios de
forma en los espectros), de modo que pudo revertirse de pH 2 a 10,
adicionando alicuotas de 50 6 100 uL de NaOH 3 M. Cuando fue necesario, las

absorbancias fueron corregidas por sus respectivos factores de dilucion.

A la matriz de absorcién experimental se le aplico un analisis de regresion

|207

bilineal”™" con el fin de obtener informacion en los espectros de las especies

absorbentes.

5.3.4 METODOS COMPUTACIONALES

La estructura electrénica del complejo tricarbonilico de Re(l) se determind
usando herramientas de DFT con el programa Gaussian 09. La optimizacion de
la geometria del estado fundamental se llevdé a cabo por medio del funcional
hibrido B3LYP con el conjunto de bases LanL2DZ. Las frecuencias
vibracionales fueron computadas al mismo nivel de la teoria para confirmar que
estas estructuras eran minimos sobre las superficies de energia. Las energias
de transicion vertical fueron calculadas para la geometria del estado
fundamental optimizado usando TD-DFT y el funcional hibrido PBEO. En todos
los calculos TD-DFT, se usoé el conjunto de bases 6-311G para los atomos de
C, N, O y H, el conjunto de bases 6-311*G se us6 para atomos de Cly S

mientras que LanL2TZ(f)*%%2% (

conjunto de bases triple zeta para un ECP mas
polarizacion f) se usé para el atomo de Re. Tanto geometrias optimizadas

como calculos TD-DFT se llevaron a cabo incluyendo el efecto del solvente
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(agua o metanol) a través del modelo continuo polarizable PCM por sus siglas

182-184
)

en inglés para producir un numero de 110 transiciones singlete-singlete.

Los archivos de salida del Gaussian 09 fueron analizados utilizando el

programa AOMix.?"%2""

De esta manera, con este ultimo programa se
obtuvieron los espectros de densidad de estados (DOS) y la contribucion
porcentual de los diferentes fragmentos moleculares a los distintos orbitales
moleculares (MOs). Los espectros de absorcion se simularon con
distribuciones gausianas con un ancho completo a mitad del maximo (fwhm por
sus siglas en inglés) configurado a 3000 cm™ con la ayuda del programa

GaussSum 2.2.5.
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5.4RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1ORIGEN DE LA ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION DE LOS
COMPLEJOS TIPO FAC-XRE(CO)sL

La bandas de absorcibn de mas baja energia de los complejos tipo fac-
XRe(CO)sL se presentan en la regién del UV-cercano. Varias transiciones
electronicas para estos complejos son posibles en la espectroscopia UV-
cercana tales como campo-ligando (LF), transferencia de carga metal-ligando
(MLCT), transferencia de carga ligando-ligando (LLCT) vy transiciones
intraligando (IL). En la mayoria de los casos , las bandas de transferencia de
carga (CT), que usualmente aparecen a Amax ~ 330-400 nm y tienen
coeficientes de extincion molar del orden de &€ ~ (2-5) x 10° M cm™, aparecen
a longitudes de onda algo mas largas que las bandas mas intensas IL, cuyos

picos usualmente estan a Amax ~ 240-320 nm con € ~ 2 x 10* M cm™.™%°

Estudios recientes TD-DFT han cuestionado las propiedades de estos modelos
simplificados. Debido a que suele ocurrir una mezcla entre MLCT/LLCT o
MLCT/XLCT, a estas transiciones en la jerga actual se les llama generalmente
transferencia de carga metal-ligando a ligando. Por ejemplo, en complejos
como [Re(bpy)(CO)CI] y [Re(bpy)(CO)s(py)]” (bpy = 2,2°bipiridina, py =
piridina), el HOMO puede ser descripto como que tiene mas de un 50% de
caracter Re, con contribuciones alrededor del 20% de CO y Cl cada una en el
caso de [Re(bpy)(CO);Cl] y 20% de CO para [Re(bpy)(CO)s(py)]’. A pesar de
esto, el LUMO esta compuesto por mas de un 80% de caracter de bpy en
ambos casos.'*® Por consiguiente, a la transicion éptica de menor energia se le
puede atribuir un caracter MLLCT. Ademas, nuestros recientes calculos TD-
DFT en dos complejos similares de Re(l) solubles en agua, también han
mostrado que sus bandas de absorcion de menor energia se pueden describir
como de caracter MLLCT.?°2%'? | os estados excitados LLCT usualmente se
presentan en complejos que soportan tanto ligandos de tipo oxidante como de

tipo reductor como resultado de la transferencia de carga desde un ligando
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donor a un ligando aceptor. Hay varios ejemplos de complejos tricarbonilicos
de Re(l) que presentan sus estados excitados de mas baja energia de caracter
LLCT."™ Los coeficientes de extincion para estas bandas LLCT son
comunmente muy bajos debido a la interaccion electronica muy débil entre
donor-aceptor en estos complejos. De esta manera, contrario a las transiciones
MLCT, las transiciones LLCT no suelen ser observadas directamente de la
espectroscopia de absorbancia UV-vis. Como por lo general los estados LLCT
son no emisivos, sus estados excitados caracteristicos pueden ser estudiados
solo por espectroscopia de transientes.’® Gracias a las ultimas observaciones,

los estados LLCT suelen ser elusivos comparados con los estados MLCT.

5.4 2ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION DE
[CLRE(CO)3(BCS)[*

El espectro de absorcion del complejo [CIRe(CO)s(BCS)]* en solucién acuosa
neutra, es decir a pH = 7,0, consiste de una banda de absorcion intensa (€ ~ 2
x 10* M cm™) centrada a Amax = 296 nm con un hombro a 333 nm. Entre 350 y
400 nm, hay un segmento achatado del espectro que consiste de al menos dos
bandas de intensidad media (¢ ~ 3 x 10° M”" cm™) que estan centrados
alrededor de los 376 nm. En medio acido (pH = 2,0), el espectro casi no
experimenta algun cambio entre 290 y 400 nm aunque hay un aumento de
intensidad en el rango de los 220-290 nm comparado con la solucion neutra.
En medio alcalino (pH = 10), la banda de mayor energia se desplaza hacia Anax
= 291nm mientras que las bandas de menor energia, comparadas con la
solucion neutra, se desplazan a longitudes de onda mas largas. En el espectro
UV-vis del complejo de Re(l) en el rango de pH = 2,0-10,0 se detectdé un
intercambio reversible de ligando dependiente del pH. Se midi6 el espectro UV-
vis de [CIRe(CO)3(BCS)]* en soluciones buffer NaH,PO4/Na,HPO, a
temperatura ambiente y llevando a cabo valoraciones por adicion de HCIO4
para observar los cambios espectrales (Figura 5.1a). La Figura 5.1a se puede
dividir en dos rangos de pH: (i) los cambios espectrales observados entre pH =
10 y pH = 7 donde se pueden percibir dos puntos isosbésticos a 255 y 345 nm

y (ii) los cambios espectrales observados entre pH = 7 y pH = 2 donde no se
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presentaron puntos isosbésticos. Este comportamiento general indica la
existencia de varias especies en equilibrios simultaneos. Por tanto, decidimos
aplicar técnicas de analisis por regresion bilineal en la evaluacion de la matriz
completa de los espectros UV-vis de la Figura 5.1a para poder entender la
influencia del pH en los equilibrios correspondientes entre las diferentes
especies. La estimacion del numero de contribuciones independientes arrojé un

n=3.

En el recuadro de la Figura 5.1a se muestran las funciones de distribucién para
las tres especies a lo largo de todo el rango de pH. De esta figura, podemos
decir que hay dos valores de pH a los cuales cada par de especies tiene la
misma concentracion, es decir, 5,6 y 8,6. De acuerdo con lo reportado en la
literatura,?'*2'" [CIRe(CO)3(BCS)]* podria sufrir una hidrélisis en solucién
acuosa para dar como resultado [(H2O)Re(CO)3(BCS)]". Cabe destacar que con
un complejo de Re(l) similar, [Re(CO)s(pterina)(H20)], encontramos
previamente que la desprotonacién de la molécula de agua para dar el hidroxo
complejo ocurrie con un pKa de 8,8."° Consecuentemente, las tres especies
que deberian ser consideradas como contribuyentes a los cambios espectrales
observados en la Figura 5.1a son [CIRe(CO)s(BCS))*, [(OH)Re(CO)3(BCS)I* y
[(H2O)Re(CO)3(BCS)]. Por lo tanto, al pH = 8,6 se le puede atribuir el equilibrio
entre las especies [CIRe(CO)3(BCS)]* y [(OH)Re(CO)3(BCS)]*. Con respecto al
valor de pH = 5,6; podria ser relacionado con el reemplazo del Cl por el H,O en

la esfera de coordinacién del complejo de Re(l), ver Ecuaciones 5.2 y 5.3.

[CIRe(CO)3(BCS)]> + H,0 == [(H20)Re(CO)3(BCS)]- + CI- (Ec. 5.2)
[CIRe(CO)3(BCS)|> + OH- === [(HO)Re(CO)3(BCS)]> + CI (Ec. 5.3)

La Figura 5.1b muestra la comparacién del espectro de absorcion UV-vis de
[CIRe(CO)3(BCS)]* en soluciones de agua, acetonitrilo, metanol y etanol. Aqui
se pudo observar que las bandas de absorcion de alta energia se desplazaron
de Amax = 296 nm en agua a Amax = 291-293 nm en los solventes organicos.
Adicionalmente, la banda de menor energia se ensancha y desplaza a

longitudes de onda mas largas.
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Figura 5.1. a. Espectros de absorcién UV-vis dependientes del pH para [CIRe(CO)s(BCS)]* en soluciones buffer
NaH,PO./Na,HPO, a temperatura ambiente. b. Espectros de absorcion UV-vis de [CIRe(CO)s(BCS)]* en soluciones de
agua, acetonitrilo, metanol y etanol.
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5.4.3CALcULOS TD-DFT

Los calculos TD-DFT fueron desarrollados para [CIRe(CO)3(BCS)*
(PCM/MeOH y PCM /H,0) y [(H,O)Re(CO)3(BCS)]” (PCM /H,0). Ya que los
resultados para [CIRe(CO)3(BCS)]* fueron muy similares bajo el Modelo
Continuo Polarizable (PCM por sus siglas en inglés) en H,O y en MeOH, solo
seran discutidos los resultados TD-DFT calculados para [CIRe(CO)s(BCS)*
(PCM/MeOH) y [(H20)Re(CO)3(BCS)I (PCM/H20). Los resultados TD-DFT
calculados estan resumidos y comparados con los datos experimentales en la
Tabla 5.1 para [CIRe(CO)3(BCS)]* (en MeOH) y [(H,0)Re(CO)3(BCS)] (en
H,0).

Se observd entonces que las principales caracteristicas espectrales se
predicen con gran precision, tanto en posicion como en intensidades relativas,
por calculos TD-DFT. Los principales orbitales moleculares (MOs por sus siglas
en inglés) involucrados en las transiciones electronicas mas intensas de
[CIRe(CO)3(BCS)]* vy [(H20)Re(CO)3(BCS)] en la region de los 340-400 nm (es
decir, la region espectral correspondiente a las longitudes de onda de
excitacion usadas en los experimentos de luminiscencia que se describen mas
adelante) son H, H-1, L y L+1. Las Figuras 5.2 y 5.3 muestran los planos
espaciales de estos MOs para [CIRe(CO)3(BCS)]* vy [(H.0)Re(CO)3(BCS). La
forma tridimensional de L y L+1 es muy similar en ambos, [CIRe(CO)3(BCS)]* y
[(H.O)Re(CO)3(BCS)].. La diferencia radica en el H. Para [CIRe(CO)3(BCS)),
H esta espacialmente limitado por los alrededores del Re, el Cl y los tres
carbonilos. Para [(H20)Re(CO)3(BCS)], por el contario, H se extiende a través

de toda la molécula incluyendo también a los sulfonatos distantes.

Los calculos de la estructura electronica de un estado electrénico dado dan
como resultado su correspondiente energia molecular y funcion de onda (y).
Dado que y es dependiente de las coordenadas de todos los electrones, es de
muy dificil interpretacion. Asi, son necesarias caracteristicas y nociones
simplificadas de y para tener una vision mas profunda de la estructura

electrénica de las moléculas.
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Tabla 5.1. Resultados TD-DFT calculados y comparados con los datos experimentales para [CIRe(CO);(BCS)]* (en
MeOH) y [(H,O)Re(CO)3(BCS)] (en H,0).

Solvente / Aops/Nm (€ Mayor contribucion a las transiciones electronicas (%
Especie  /10°M"cm™) Acalc/NM (fosc) coeficientes)
MeOH 385 (4.9) 390.9 (0.112) H-1-L (92%)
358.2(0.1223)  H-L+1 (85%)
346.0 (0.1617)  H-1—-L+1 (95%)
329 (11.2) 330.3 (0.0644)  H-7-L (15%), H-5—L (69%)
325.4 (0.1344)  H-2—L+1 (93%)
300.7 (0.2059)  H-7-L (35%), H-6—L+1 (21%), H-5—L (14%)
291 (37.8) 294.1 (0.4402) H-8-L (67%), H-5—L+1 (11%)
285.9(0.1676)  H-8—L+1 (10%), H-7—L (28%), H-6—>L+1 (41%)
273.2 (0.0577)  H-8—L+1 (40%)
272.8 (0.0797)  H-15-L (60%)
263 (27.0) 263.5(0.1688) H—L+2 (30%), H—>L+4 (28%), H—>L+8 (11%)
252.2 (0.0569) H-18—L (62%)
233.2(0.0724)  H-19-L (15%), H-6—>L+2 (15%), H>L+11 (15%), H>L+14 (12%)
232.3(0.1012)  H-23-L (16%), H-1-L+8 (20%), H-1—->L+11 (18%), H-1—L+14 (10%)
232.1 (0.071) H-21-L (21%), H-6—>L+2 (15%), H-3—>L+2 (13%)
231.9(0.0524)  H-22-L (13%), H-21—L (31%)
231.7 (0.0522)  H-22-L (40%), H-4—L+2 (14%)
227.8 (0.0536)  H-6—-L+3 (13%), H>L+7 (28%)
2249 (0.0735)  H-7-L+4 (13%), H-6—L+3 (26%), H-5—>L+4 (12%)
Agua 378 (5.2) 385.7 (0.1943)  H—L (92%)
337.2(0.2897) H—L+1 (89%)
324 (17.5) 320.9 (0.2831)  H-5-L (21%), H-3—L+1 (36%), H-1—>L+1 (33%)
312.3 (0.067) H-6—-L (76%)
297.1(0.1105)  H-10-L (33%), H-8—L (22%), H-7—L+1 (16%)
295 (44.6) 293.4 (0.1468)  H-3—L+2 (10%), H-1->L+2 (10%), H->L+3 (22%), H—>L+5 (12%)
291.1(0.2785)  H-7-L+1 (13%), H-5—L+1 (49%)
283.5 (0.076) H-6—>L+1 (64%)
250 (32.0) 259.2 (0.0669 H-15—-L (69%)

)
249.1 (0.1093)
246.0 (0.0882)
234.9 (0.0608)
234.0 (0.1626)
230.4 (0.0924)
226.1 (0.0832)
225.4 (0.0759)
218.9 (0.0511)
216.8 (0.0663)
210.8 (0.0639)

H-3—L+4 (16%), H-1—>L+4 (18%), H—>L+3 (15%), H—>L+5 (20%)
H-13-L+1 (17%), H-3—L+4 (13%), H—>L+3 (12%), H—>L+5 (20%)
H-4—L+9 (14%), H-3—L+11 (21%), H-1>L+11 (19%)

H-3-L+5 (17%), H-1->L+5 (15%), H—>L+6 (13%)

H-6—L+2 (52%), H-6—>L+4 (15%)

H-6—L+3 (11%), H-6—>L+5 (10%), H-5—>L+4 (20%)

H-4—L+3 (13%), H-4—L+5 (11%), H—>L+9 (10%)

H-7—L+4 (12%), H-6—>L+3 (22%), H-6—>L+5 (10%)

H-10-L+2 (10%), H-6—L+4 (15%), H-5L+3 (10%)

H-10-L+3 (17%), H-6—L+5 (23%)
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H-1 = -6.72 eV

Figura 5.2. Diagrama de orbitales moleculares para [CIRe(CO)s(BCS)]*/PCM/MeOH (isovalor = 0.02). H-1— L, H-1 —
L+1y H — L+1 son las principales transiciones involucradas en las bandas de baja energia del complejo en MeOH.

El andlisis de poblacién de Mulliken (MPA por sus siglas en inglés) es el
procedimiento mas ampliamente usado para obtener informacién acerca de la
estructura electronica de las moléculas. El programa AOMIX utiliza el analisis
MPA para calcular, por ejemplo, la densidad de estados (DOS).2'? Los gréaficos
de DOS proveen una representacion pictorica de la composicién de los MOs
basada en las contribuciones de los diferentes fragmentos en los cuales la
molécula completa puede ser dividida para su analisis. Un fragmento en
particular que contribuya a un MO de manera muy significativa, tendra una
densidad de estados parcial (PDOS) muy alta (cercana a la densidad de

estados total, TDOS) a la energia correspondiente a ese MO en particular.
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L+1 -2.55¢V

L LUMO —— -295 ¢V
Gap =4.01cV
“HOMO —— -6.96 ¢V
Hol —— -7.16 6V

[9’153 orintipales iransiciones involucracas on Is banda de absorcion do baja energia del compleio en solucion
En la Figura 5.4 podemos ver los espectros DOS para [CIRe(CO)3(BCS)]? vy
[(H2O)Re(CO)3(BCS)]. Estos espectros fueron generados a partir de las
contribuciones de seis fragmentos: (i) atomo de Re, (ii) los tres carbonilos, (iii)
atomo de Cl o molécula de HyO, (iv) (CHs)2-fenantrolina, (v) los dos grupos
fenilo y (vi) los dos sulfonatos. La Tabla 5.2 lista la composicién porcentual de
orbitales atémicos para los MOs mas relevantes de [CIRe(CO)3(BCS)|* vy

[(H2O)Re(CO)3(BCS)] calculados con el programa AOMIX (Figura 5.4).

En MeOH, la banda de menor energia del [CIRe(CO)3(BCS)]*, la cual se
observa a 385 nm, se predijo por TD-DFT a 390,9 nm como una transicion H-
1—-L. Dada la composicion porcentual de orbital de H-1 y L (Tabla 5.2), la
transicion H-1—L esta compuesta por dos clases de transiciones electronicas.
Una de ellas es una transicion MLLCTcire(coys—>cs (€s decir, una transicion CT
deslocalizada CIRe(CO);—»BCS) con la mayoria de la densidad electrénica

transferida desde los enlaces Re-C y Re-Cl a los fragmentos (CHs),-
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fenantrolina de CBS. La otra es una transicién IL que involucra transferencia de

carga desde los sulfonatos hacia los fragmentos fenil de BSC.
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Figura 5.4. Graficos de la densidad total de los estados (TDOS) y densidad parcial de los estados para: a.
[CIRe(CO)3(BCS)*’/PCM/MeOH y b. [(H.0)Re(CO)s(BCS)]/PCM/H,0 generados a partir de las contribuciones de seis
fragmentos: (i) atomo de Re, (ii) los tres carbonilos, (iii) el atomo de Cl o molécula de H,0O, (iv) (CH3),-fenantrolina, (v)
los dos grupos fenilo y (vi) los dos sulfonatos. Las lineas marcan la posicion en energia de los diferentes MO’s. Las
geometrias optimizadas y los calculos TD-DFT fueron llevados a cabo incluyendo los efectos del solvente a través del
Modelo Continuo Polarizable (PCM).

La transicion H-1—L+1, la cual se predijo a 346,0 nm es muy similar en su

naturaleza a la transicion electronica H-1—L. La diferencia radica en la
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contribucion porcentual de los grupos fenilo el Re y el Cl a los MOs L+1 y L.

L+1 tiene una mayor contribucion porcentual de los grupos fenilos que L.

Tabla 5.2. Composicion (% caracter) de los orbitales moleculares relevantes de [CIRe(CO)g(BCS)]z' y
[(H2O)Re(CO)3(BCS)] tal como se extrajeron de de los analisis DOS y TDOS de la Figura 5.4. Las energias de MO
fueron computadas al nivel de la teoria PBEO-CPM/LanL2TZ(f)/6-311G/6-311G*

Complejo (enel(')gl\l'glleV) Re CO | CI/HO (g:;):' Fenilos | Sulfonatos

[CIRe(CO)3(BCS)I* | H-1(-6.72) 40,3 | 18,5 14,0 19.9 5,8 1,5
HOMO (-6.61) | 50,4 | 24,4 18,5 5,0 1,4 0,3

LUMO (-2.72) 33 3.4 1,0 82,5 9,2 0,6

L+1 (-2.41) 0,3 0,8 0,0 83,3 14,6 1,1

[(H20)Re(CO)3(BCS)]” | HOMO (-6.96) | 31,0 | 14,7 1,3 39,0 10,5 3,5
LUMO (-2.95) 4.6 5,7 0.8 80,3 8.1 0.6

L+1 (-2.55) 0,4 0,8 0.0 85,0 12.9 0.9

Por otra parte, la contribucion de los fragmentos Re y Cl es menor en L+1 que
en L. La transicion electrénica predicha a 358,2 nm es una transicion H—L+1.
Ya que el atomo de Re contribuye con porcentajes mas altos a H que a H-1, la
transicion H—»L+1 tiene un mayor caracter de transferencia de carga que las
transiciones H-1-L y H-1—-L+1. Para la caracterizacion de las transiciones
electronicas como transiciones CT parciales, se pueden usar las siguientes

definiciones del caracter CT:?"

CTi (%) =100 (Py(M) - A (M)) (Ec. 5.4)
Donde Py4(M) y Pi(M) son las densidades electronicas en el metal en el estado
electronico fundamental y el lsimo estado excitado, respectivamente. Cabe
destacar que con esta definicion, los valores positivos de CT(M) corresponden
a transiciones MLCT, los valores negativos a transiciones LMCT.?"®

Por lo tanto, el caracter CT para una excitacion H-n—L+m es:

CT(%) = %(Re)un - %(Re)L+m (Ec.5.5)
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Si el estado excitado esta formado por mas de una excitacion de un electrén,
entonces el caracter de CT de este estado excitado se expresa como una suma

de los caracteres CT de cada excitacion participante, i—;j:?"°

CTi(%) = ) [G-NI %M, — %(M] (Ec.5.6)

L

Donde C[i—j) son los coeficientes propios de la lssima transicion que dan la
contribucion porcentual de una configuracion a la funcion de onda TD-DFT del
estado excitado resultante. Por consiguiente, con la ayuda de las Ecuaciones
5.4-5.6 y los porcentajes de orbitales de la Tabla 5.2 se pudo calcular un 47%
de CT para la transicion H—L+1. Por otro lado, las transiciones H-1-»L y H-

1—-L+1 tienen 37 y 38% de CT, respectivamente.

Para el complejo [(H2O)Re(CO)3(BCS)], en Hy0O, los calculos de TD-DFT
predicen dos transiciones electronicas de baja energia en la regidén espectral de
los 340-390 nm: la transicion H—L a 385,6 nm y la transicion H—»L+1 a 337,2
nm. Ambas se pueden describir como la mezcla de transiciones electrénicas
MLLCT e IL. Para las transiciones H—»L y H—L+1, se puede calcular un 25 y
27% de CT, respectivamente. Por lo anterior, el balance entre MLLCT e IL se
inclina hacia éste ultimo y los estados IL parecen jugar un papel predominante
en los procesos fotofisicos en soluciones acuosas. Los espectros electronicos
calculados para [CIRe(CO)3(BCS)]* y [(H20)Re(CO)s(BCS)] fueron simulados
a partir de resultados tedricos para facilitar su comparaciéon con los datos
experimentales. Estos son comparados con sus espectros calculados,
obtenidos por la suma de las funciones gausianas centradas a cada longitud de
onda calculada con el maximo relacionado al valor de la fuerza del oscilador (la

cual también esta graficada) usando la Ecuacion 5.7

2
2,175 x 108Lmol~*cm™2 2
e(v) = (fosc)exp | —2,772 | — (Ec.5.7)

A1), D A0
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Esta es la formula que usa el software Gaussian para convolucionar
espectros.?’® En esta ecuacion, el valor paramétrico de los fwhm de la banda
esta dado en cm™ y se simbolizé con A1/, 0, fosc €8 la fuerza del oscilador y
U, es la frecuencia (en cm™) correspondiente a la longitud de onda de la
transicion electronica calculada. Las simulaciones se muestran en la Figura 5.5
comparadas con las absorciones experimentales. Esta comparacion es muy
satisfactoria y los espectros simulados siguen a las absorciones observadas

con gran precision tanto en posicion como en intensidades relativas.
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Figura 5.5. Comparacién de los espectros de absorcion UV-vis (linea negra) con las transiciones electrénicas
calculadas por TD-DFT (lineas azules) y los espectros simulados (linea roja) para a. [CIRe(CO)s(BCS)*/PCM/MeOH y
b. [(H20)Re(CO)3(BCS)]/PCM/H,0O

5.4.4LUMINISCENCIA ESTACIONARIA Y RESUELTA EN EL TIEMPO

La luminiscencia estacionaria de [CIRe(CO)3(BCS)]* muestra una fuerte
dependencia al solvente y a longitud de onda de excitacion. La Figura 5.6
muestra los espectros de emision de soluciones burbujeadas con Ny del
complejo de Re(l) en H,O, CH3CN, MeOH y EtOH con Aexc = 350 y 400 nm.
Cuando el espectro fue medido en agua a Aexc = 350 nm, la emision observada
mostré un maximo a Amax = 451 nm y un hombro a longitudes de onda mas
largas centrado alrededor de los 570 nm. Sin embargo, en el mismo solvente,
cuando la longitud de onda de excitacion fue de 400 nm, el maximo de emision
se observé a 577 nm y solo se observaron vestigios de la banda de alta
energia centrada a 451 nm. En CH3CN, EtOH y MeOH, con Aex: = 350 nm, los

maximos de los espectros de luminiscencia se observaron a 576, 590 y 595
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nm, respectivamente. Cuando la longitud de onda de excitacion fue de 400 nm,
los maximos de emision se dieron a 585, 591 y 590 nm en CH3CN, EtOH y

MeOH, respectivamente (no se muestran estos espectros en la figura).

Figura 5.6. Dependencia del solvente y la longitud de onda de excitacion de los espectros de emision de
[CIRe(CO)s(BCS)]. Las soluciones fueron deaireadas burbujeando N,.

1,04
0.8+ ——H,0,2__=400 nm
x _— HZO, A= 350 nm
£ 0,61 ——CHLCN, »__= 350 nm
= —— MeOH, Ay = 350 nm
—° 0,44

—— EtOH, A= 350 nm
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Simultaneamente, para las medidas de luminiscencia resuelta en el tiempo, se
requirid la suma de dos exponenciales para lograr un ajuste satisfactorio de los
perfiles de decaimiento de emision de las soluciones del complejo de Re(l) libre
de O3 en los solventes organicos ya mencionados. La especie de decaimiento
rapido, whot = 5 ns, fue practicamente independiente del solvente. Sin
embargo, el tiempo de vida de la especie de decaimiento lento, zong fue de 148,
131y 95 ns en CH3CN, EtOH y MeOH, respectivamente. La presencia de O, en
las soluciones sofoco tanto la luminiscencia estacionaria como la resuelta en el
tiempo del complejo de Re(l) en solventes organicos. Por ejemplo, en MeOH
Zong = 63,0 ns en soluciones medidas en atmosfera de aire mientras que 7iong =
30,0 ns en soluciones saturadas en O,. También se observd una disminucion
similar del zong con el incremento de la concentracion de O, en soluciones de
CH3CN y/o EtOH, ver Tabla 5.3.

El efecto del pH en la luminiscencia del complejo de Re(l) se estudié en

soluciones buffer NaH,PO4/Na,HPO, en atmdsfera de aire entre pH = 2,0 y pH
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= 10,0 bajo condiciones experimentales similares a las usadas para investigar

el efecto del pH sobre el espectro de absorcion UV-vis (ver Figura 5.7a).

Tabla 5.3. Tiempos de vida de luminiscencia del complejo de Re(l) (Ao, = 570 nm), rendimientos cuanticos y constantes
de velocidad bimolecular (kq) para el quenching de emisiéon por oxigeno molecular, en solventes organicos y en
solucién acuosa buffer (pH = 7,0).

Tcorto Tlargo T corto Tlargo T corto Tlargo

Solvente  (Ny) (N2) (aire) (aire) (0,) (0,) ky/10°M"'s™ 4’(:1(31,7';)
Ins Ins Ins Ins Ins Ins =10
MeOH 7+2 95+ 8 7+2 632 541 302 22:01  8.8x10°

EtOH 46+01 1312 45+0.6 81+4 39+01 33704 2.20+£0.05 1.3x107
CH:CN 5+1 148 + 11 8+2 80 + 11 8+2 351 2401 2.6x10”
H.O 102 105 £10 8+2 96 + 10 9+2 717 3.7+0.1 1.3x10°

En un rango de pH entre 10,0 y 7,5; el espectro de luminiscencia muestra dos
bandas centradas en 410 y 570 nm y el rendimiento cuantico de luminiscencia
se mantiene practicamente constante, es decir, ®sy, = 0,012. Con un descenso
del pH de la solucion desde 7,0 hasta 2,0 se produce un incremento dramatico
en el rendimiento cuantico de luminiscencia (de casi 6 veces, ver recuadro
Figura 5.7a) asi como también un desplazamiento batocrémico del maximo de
emision de 410 a 451 nm. Por otro lado, la emision centrada a 570 nm, la cual
se evidencio a pH < 7, se mantiene presente como un hombro en la cola de
longitudes de onda largas. Cuando se llevo a cabo el mismo experimento en
presencia de NaCl 0,1 M, el descenso de pH de la solucion desde 7,0 hasta 2,0
produjo un incremento en el rendimiento cuantico de luminiscencia solamente

en un factor de 2 (el espectro no se muestra en la figura).

Cuando se monitored el decaimiento de luminiscencia en solucion acuosa
saturada en aire, @ Aem = 451 NM, 7hort Y 7iong fueron dependientes del pH. Entre
pH =2,0y pH =7,0; 7iong = 7 NS y posteriormente se observé que a pH = 10,0
decrecié a 7nong = 4 ns. No obstante, la especie de decaimiento rapido se
mantiene constante entre pH = 2,0 y pH = 5,5 (whort = 2,2 ns), después alcanza
un valor maximo de 3,0 ns a pH = 7; y posteriormente, a pHs mas altos,

decrece a whort = 1,1 - 1,3 ns (Tabla 5.4).

108



8x10° - 7
|| —pH=10
7x10° ———y a
<10° -

6x10°
5x10° -

4x10° -

[ (au)

3x10°

2x10° -

1x10° 4

T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700

A/ nm

b .l

[ (au)

—pH=10
—pH=9
——pH=8
——pH=7
—pH=6
—pl=5
—pH=4
——pH=3
——pH=2

T T T T ]
350 400 450 500 550 600 650 700

A/ nm

Figura 5.7. Espectros de emisidon dependientes del pH para soluciones equilibradas en aire de: a. Complejo de Re(l) y
b. BCS. Cada recuadro muestra la dependencia del pH de los correspondientes rendimientos cuanticos de emision.

Estos tiempos de vida fueron casi independientes de la concentracion de O..
Por ejemplo, para las soluciones a pH = 7 y saturadas en Nj, aire y Oy,
respectivamente, zpot = 2,9; 3,0 y 2,6 ns y g = 6,6; 6,5 y 6,0 ns,
respectivamente. Sin embargo, cuando se monitorearon los decaimientos de
luminiscencia a Aem = 570 NM, 7hort Y 7Ziong, €N soluciones saturadas en No,
fueron 10 y 105 ns, respectivamente, con un descenso de 7ong al incrementarse

la concentracion de O,, ver Tabla 5.3.
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Tabla 5.4. Tiempos de vida de luminiscencia del complejo de Re(l) (A, = 451 nm) y rendimientos cuanticos en solucién
acuosa buffer saturada en aire y a diferentes pHs.

pH T short /NS (£ 25%) Tiong INS (£5%)  dem (£10%)

2 2.2 71 6.7x10™
2.5 2.2 7.0 6.8x10™
3 2.1 7.0 6.7x10™
3.5 2.3 7.0 6.8x10
4 2.3 71 6.3x10™
4.5 1.9 7.0 5.8x10™
5 2.4 7.0 5.3x10
5.5 2.2 7.0 3.9x10%
6 2.7 7.0 2.8x10
6.5 2.9 6.9 1.8x10™
7 3.0 6.5 1.3x1072
7.5 2.5 5.0 1.3x10™
8 2.6 4.7 1.2x10
8.5 1.9 4.2 1.2x10
9 1.3 3.9 1.1x10™
9.5 1.1 3.8 1.2x107
10 1.4 3.9 1.2x10™

También se llevd a cabo un estudio similar del efecto del pH sobre la
luminiscencia del ligando BCS con propdsitos comparativos (Figura 5.7b). Asi

como las 2,9-aril-sustituido 1,10-fenantrolinas,?!’

el ligando BSC experimenta
un evento de protonacion simple sobre N1-N10 con un pKa = 5,7 — 5,8."® La
protonacion de los sulfonatos en BCS no se espera a pH > 2,7.2"® La forma no
protonada de BCS muestra una luminiscencia centrada a 398 nm. Después de
la protonacién, hay un desplazamiento batocromico del maximo de emision a
451 nm con un incremento en el rendimiento cuantico de luminiscencia desde
®em = 0,20 a pH = 10,0 hasta ®ey, = 0,33 a pH = 4,0 (recuadro Figura 5.7b). El
comportamiento acido-base de la luminiscencia de BCS es consistente con el
efecto de protonacion/desprotonacion sobre la luminiscencia de 2,9-aril-
sustituido 1,10-fenantrolinas.?’ En efecto, la luminiscencia de las 2,9-aril-
sustituido 1,10-fenantrolinas es de caracter 'nmn. En diclorometano, los
maximos de emision, tiempos de vida y rendimientos cuanticos de
fluorescencia varian entre Amax = 374 y 408 nm, = 1,2y 2nsy ®,m = 0,08 y
0,33 respectivamente. Por otro lado, también en diclorometano, las 2,9-aril-
sustituido 1,10-fenantrolinas protonadas muestran maximos de emisién,
tiempos de vida y rendimientos cuanticos de fluorescencia que varian entre
Amax = 474 y 600 nm, 7~ 3,3y 8,7 ns y ®em =~ 0,01 y 0,50 respectivamente.?"’
Aplicamos entonces técnicas de analisis de regresion bilineal en el estudio de

la matriz total de los espectros de luminiscencia de las Figuras 5.7a y b. Para
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Icm (a'u')

BCS la estimacién del numero de contribuciones independientes arrojé un n =
2. La Figura 5.8a muestra el espectro de luminiscencia de las dos especies

emisivas con las correspondientes funciones de distribucion.

De estas funciones de distribucién se pudo obtener un pKa correspondiente a
la protonacion/desprotonacion del estado excitado, es decir, pKa = 6,6. Por lo

'nn de BCS es menos basico que el estado

tanto, el estado excitado
fundamental en casi un orden de magnitud de Ka. Por otro lado, la estimacion
del numero de especies independientes que contribuyen a los cambios
espectrales de la Figura 5.7a arroj6 un n = 3. La Figura 5.8b muestra los
perfiles espectrales de las tres especies emisivas con las correspondientes
funciones de distribucion. Después de la comparacion entre las Figuras 5.8a y
b se puede concluir que los espectros en ambas figuras correspondientes a las
especies Sp2 son practicamente los mismos, mientras que los
correspondientes a la especie Sp1 son muy similares. Sp1 prevalece a pH
entre 10,0 y 7,0 mientras Sp2 es mas abundante a pH < 6,0. Ademas, el
espectro que corresponde a la especie Sp3 en la Figura 5.8b es muy similar al
espectro de luminiscencia del complejo de Re(l) en solucidon acuosa después
de la excitacion con Aexc = 400 nm (Figura 5.6). Esta especie emite en todo el

rango de pH.

4x10"
—spl | [—spt
—Sp2 8,0x10°

3x10”

2x10" 4

1x10" 2,0x10°

0,0 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
A /nm A /nm
Figura 5.8. a. Espectros de luminiscencia de las dos especies emisivas con sus correspondientes funciones de

distribucion (ligando BCS y BCS protonado). b. Perfiles espectrales de las tres especies emisivas con las
correspondientes funciones de distribucion ([CIRe(CO)s(BCS)]z', [(OH)Re(CO)g(BCS)]z' y [(H.O)Re(CO)3(BCS)Y).
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5.4.5 PROCESOS FOTOFisSICOS DEL COMPLEJO DE RE(l)

Después de la excitacion oOptica de los complejos XRe(CO)sL con energias
fotdnicas < 340 kJ/mol, esto es, en una region de energia donde los estados IL
usualmente no son poblados, el primer estado singlete excitado, 'MLCT, da
origen a >MLCT por cruce intersistemas (ISC) en unos pocos cientos de
femtosegundos,™ dejando decaer al estado °MLCT por procesos

monomoleculares radiativos y no radiativos, Ecuaciones 5.8-5.10,

h kisc
[XRe(CO)3L]———IMLCT——3MLCT (Ec. 5.8)
kr ,
3MLCT——— [XRe(CO)sL] + hv (Ec. 5.9)
knr
IMLCT—2 [XRe(CO)sL] (Ec. 5.10)

Las Ecuaciones 5.8-5.10 reflejan el comportamiento fotofisico de los
complejos XRe(CO)sL con L = bpy o phen y X = CF3SO3 y/o py, donde ni bpy,
phen, py o CF3SO3; tienen estados IL significativos a energias < 340 kJ/mol (Aexc
= 350 nm). Sin embargo, cuando el estado IL tiene una absorcion significativa a
la energia fotdnica usada, su poblacion también tiene que ser tenida en cuenta,

Ecuacioén 5.11,

kisc

h
[XRe(CO)sL] ——1IL 31L (Ec.5.11)

Por comparacion con estudios previos,'*® la luminiscencia del complejo
[CIRe(CO)3(BCS)> en solventes organicos puede ser atribuida a *MLCT.
Ademas, el caracter triplete del estado excitado emisivo se manifiesta en el
efecto de quenching intrinseco por el O, en solventes organicos. La constante
de velocidad del quenching bimolecular de emision de [CIRe(CO)3(BCS)]2' por
Oz (kq, Tabla 5.3) ha sido determinado a partir de las pendientes de los graficos
lineales de Stern-Volmer (/7 = 1 + kq70[O2]) calculados con los valores de los
tiempos de vida de emisidon en ausencia y presencia de oxigeno (o en N2 y 7
en aire y en O,, respectivamente). La solubilidad del oxigeno a 1,013 bar de
aire fue calculada de acuerdo con [O;] = 0,21(Pa — P,)[O2]p=1,>"° donde Pa y P,

son la presidn atmosférica y la presion de vapor del solvente respectivamente y
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[O2]p=1 €s la concentracion de oxigeno del solvente a 1,013 bar presion parcial
de O,. La solubilidad del oxigeno saturado a 1,013 bar en solventes organicos
y agua fue tomada de los valores de la literatura.??*#' Los valores de K,
obtenidos para los tres solventes organicos estan entre 2,2 y 2,4 x 10° M s™
mientras kq = 3,7 x 10° M s en H,O (Tabla 5.3). Estos coinciden con los

valores de kq reportados para complejos similares de Re(l).**?*°

Por otra parte, los experimentos de luminiscencia llevados a cabo en medio
acuoso son solo compatibles con la presencia de las especies emisivas 'IL y
3MLCT. De hecho, el efecto del pH sobre la luminiscencia del complejo de Re(l)
puede ser explicado sobre la base de que coexisten (i) un estado excitado
3MLCT (correspondiente a Sp3 en la Figura 5.8b) que sigue una moderada
dependencia de ®¢n,; vs. pH vy (ii) dos formas de BCS (especies Sp2/Sp1 en la
Figura 5.8a) con un @ fuertemente dependiente del pH. Estas dos formas de
BCS coordinado muestran una dependencia sigmoidal de ®m; vs. pH (similar a
la dependencia al pH del @, del ligando BCS, comparacion de los recuadros a
las Figuras 5.7a y 5.7b), con una proporcion de ®emi, (pH=2)/Pemi pH=10) = 5,6. Sin
embargo, la proporcion de ®emi, (pH=2)/Pemi,pH=10) Para el ligando BCS libre es
solo 1,5. El aumento del ®¢n,; del complejo de Re(l) a medida que decrece el pH
puede ser interpretado en términos de los equilibrios de las Ecuaciones 5.2-
53. En un rango de pH entre 10,0 y 7,0; donde las especies
[CIRe(CO)3(BCS))* y [(OH)Re(CO)3(BCS)* estan en un equilibrio dependiente
del pH, la densidad de carga sobre el Re deberia ser casi constante y los BCS
coordinados podrian experimentar una carga positiva pequefia y
aproximadamente constante, o+. En este rango de pH ®¢ni es practicamente
invariable. Hay que notar también que el espectro de emision de Sp1 en la
Figura 5.8b es mas parecido al espectro de BCS a pH = 7,0 que al espectro de
BCS a pH = 10,0 (comparar Figuras 5.7b y 5.8b), es decir, como si el ligando
BCS coordinado hubiera estado experimentando una &+ ~ + '/,e (e = carga
electronica) en el rango de pH entre 10 y 7. En el rango de pH entre 7,0 y 2,0;
el reemplazo del Cl por H,O en la esfera de coordinacion del complejo de Re(l)
aumenta la carga formal del centro Re(l) a &+ = +1e, con el consecuente

incremento de ®¢nmi. Es de destacar que cuando el equilibrio de la Ecuacion 5.2

113



se desplazo hacia la izquierda llevando a cabo el experimento dependiente del
pH sobre la luminiscencia del complejo de Re(l) en presencia de un exceso de
NaCl, ®emi, pH=2y Pemi pH=10) fue solo 2, en contraste con el valor ®emi EH=2y
DemipH=10) = 5,6 que se observo en ausencia de NaCl. El dltimo experimento
claramente demostro que, cuando la concentracion del complejo de Re(l)
soportando Cl fue aumentada, y por lo tanto la o+ media sobre el BCS
coordinado se redujo, la emisién de caracter IL centrada en 410 nm se vio
favorecida sobre la emision centrada a 451 nm. El balance dependiente del
solvente entre los estados excitados 'IL y *MLCT, los cuales modifican las
propiedades fotofisicas del complejo de Re(l), es liderado por la sustitucion del
Cl por el H,O en medio acuoso. En efecto, los calculos TD-DFT revelan que en
MeOH, donde el complejo de Re(l) tiene la estructura [CIRe(CO)3(BCS)J%, las
transiciones electronicas singlete-singlete relevantes que conducen a la
poblacién de los estados excitados 'IL y ®MLCT son H—L+1 (a 358.2 nm), H-
1->L (a 390.9 nm) y H-1—>L+1 (a 346.0 nm). Los correspondientes porcentajes
de transferencia de carga (%CT) para estas transiciones electronicas son 47,
37 y 38% para H->L+1, H-1->L y H-1-L+1, respectivamente. Bajo PCM, la
sustitucion del MeOH por H,O con la misma estructura del complejo de Re(l)
tiene minimos efectos sobre las transiciones electrénicas calculadas por TD-
DFT, es decir que H—»L+1 (a 357.5 nm), H-1-L (a 389.9 nm) y H-1—L+1 (a
345.2 nm) se obtuvieron con casi el mismo f,sc que en el caso de PCM/MeOH.
Por otro lado, los calculos TD-DFT del sistema [(H2O)Re(CO)3(BCS)I
/PCM/H,0O muestran diferencias significativas cuando se compararon con los
calculos TD-DFT de [CIRe(CO)3(BCS)]*/PCM/MeOH. Para
[(H2O)Re(CO)3(BCS)|/PCM/H,0O, las principales transiciones electrénicas
singlete-singlete que conducen a la poblacién de los estados excitados
emisores 'IL y ®MLLCT son H—sL(a 385.7 nm) y H—>L+1(a 337.2 nm), con 25 y
27 % de CT, respectivamente. Adicionalmente, el descenso importante del %
de CT cuando se pasa de [CIRe(CO)3(BCS)]* a [(H20)Re(CO)3(BCS)] esta de
acuerdo con el incremento del caracter IL del HOMO en [(H,O)Re(CO)3;(BCS)|
(Tabla 5.2) relativo a [CIRe(CO)3(BCS)]*. Por lo tanto, el balance entre
SMLLCT e 'IL esta inclinado hacia este Ultimo en soluciones acuosas y la

luminiscencia del complejo de Re(l) estd gobernada por los estados 'IL. En
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solventes organicos, sin embargo, el resultado es lo contrario y las propiedades
fotofisicas del complejo de Re(l) estan regidas por los estados excitados
*MLLCT.

5.4 6 GENERACION DE OXIGENO SINGLETE Y EXPERIMENTOS
LIOAS

La generacion de oxigeno singlete por el complejo de Re(l) fue estudiada tanto
en soluciones de D,O como de acetonitriio por medidas de fosforescencia
resuelta en el tiempo. La fosforescencia de las soluciones de CH3;CN mostré
evidencia clara de la formacion de oxigeno singlete. No obstante, la generacién
de oxigeno singlete no pudo ser detectada en soluciones de D,O bajo nuestras
condiciones experimentales. Se obtuvieron correlaciones lineales a partir de los
graficos de la dependencia de la intensidad de emision de fosforescencia de
oxigeno singlete a tiempo cero, S(0), como funcién de la energia del laser para
complejo y referencia. A partir de estas pendientes y del procedimiento

222

descripto previamente,?*? el rendimiento cuantico de produccion de Oy('Ay) fue

®,=0,50+£0,05y &, <0,05 en CH3CN y D20, respectivamente.

Con el fin de encontrar una expresion para el rendimiento cuantico de
produccion de 02(1Ag) como funcién de los parametros del estado excitado del
sensibilizador, deben considerarse las diferentes rutas fotofisicas vy
fotoquimicas involucradas (Ecuaciones 5.8-5.11). En presencia de oxigeno,
los complejos XRe(CO)s;L podrian ser usados como sensibilizadores y se
podria producir 02(1Ag) por transferencia de energia desde su estado excitado
33 (®MLLCT) al oxigeno molecular. EI mecanismo de quenching por oxigeno del
estado triplete excitado de un sensibilizador S ya se ha reportado

223

previamente,”” (ver Ecuaciones 5.12-5.14)
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k
3+ 0, (355) === 1(°S" - 07 (°53))" = 1S + 03 (1A, 15%) (Ec.5.12)
A
3/9%kq vi kTa
35" + 02 (3Zy) kﬁ TN pAz () — 1S+ 0, (3Z;) (Ec.5.13)
5/9%kq \H
38"+ 02 (3%5) kﬁ 5(38" -+ 02 (3%3))" (Ec.5.14)

En este mecanismo S’ representa el estado triplete excitado del sensibilizador,
ks y kg representan las constantes de velocidad de difusion controlada para
encuentro y separacion, respectivamente, de los complejos "°(S™ -+ 20,) y krq
representa el decaimiento del triplete sofocado por el oxigeno molecular. Los
superindices muestran los valores de multiplicidad de las moléculas
individuales y de los complejos de colision bimolecular. Los complejos de
encuentro '3(3S” - 30,) podrian evolucionar eventualmente hacia complejos de
transferencia de carga, esto es, "3(?S%*--- 208-), lo cual no esta representado en

1224y

Wilkinson et al.??® describieron en sus trabajos originales un modelo que

el esquema de las Ecuaciones 5.12 - 5.14. Sin embargo, Gijzeman et a

supone que la desactivacion de los complejos de encuentro 3(3S™ - 30,)
ocurre por la competencia entre un proceso de desactivacion sin transferencia
de carga (llamado nCT) y un proceso de transferencia de carga (llamado CT).
Las fracciones 1/9, 3/9 y 5/9 son los factores estadisticos de spin, los cuales
reflejan la probabilidad estadistica de formacién de un estado de spin (singlete,
triplete o quintuplete) cuando un complejo de encuentro se forma por colision
de dos moléculas en estado triplete.?** La Ecuacién 5.12 incluye la produccion
directa de 'O, ('Ay) a partir del quenching por oxigeno como también "0, ('Ag) a
partir de cualquier 'O, 1 2; generado inicialmente. Las flechas punteadas
representan el ISC inducido, posiblemente aumentado por el efecto de atomo
pesado ejercido por el ion Re(l) entre los canales singlete, triplete y quintuplete.
El rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singlete @, esta dado por las

Ecuaciones 5.15-5.17:

O, = OrPg_fo, (Ec. 5.15)
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T kq[OZ] T I

— = 1tk. |10, ]| =1——=1—— Ec.5.16

2 = Ky + knr + kql02] a0l o I (Ec.5.16)
k

fo, ==;5 (Ec.5.17)
D

donde ®; es el rendimiento cuantico de formacién de ftriplete; sz es la
proporcion de estados triplete sofocados por Oy; foT2 es la fraccion del estado

triplete sofocado por O, el cual produce 'O, (1Ag) (conocido también como
eficiencia de formacidn de oxigeno singlete); k, es la constante de velocidad de
quenching total del estado triplete por el Oy; 7p y 7 son los tiempos de vida del
triplete en ausencia y presencia de oxigeno, respectivamente. EI mecanismo
fue originalmente derivado para la generacion de oxigeno singlete a partir de
los estados triplete del sensibilizador, y por tanto, el ISC entre los complejos
224

135(35"-30,) de diferente multiplicidad de spin no fue tenido en cuenta.
Usando los tiempos de vida de luminiscencia en N, y en aire, el valor de sz
calculado en soluciones de CH3;CN es de 0,46. Ya que se ha reportado que @t
es la unidad debido al alto grado de acoplamiento espin-6rbita en estos

sistemas de metales pesados,*® cuando se compara con ®,, este valor de sz

refleja esencialmente que fOT2 es la unidad. Debido a que k4 en acetonitrilo esta
alrededor de 3 x 10" M" s, todos los valores obtenidos de k, para los
complejos son < "Iy kq. Por esto, se observé una predominancia del canal
singlete en el mecanismo de generacion de oxigeno singlete cuando este

complejo se usé como sensibilizador.???°

La constante de velocidad total kp (= ka + ktq) Se calcula a partir del valor

experimental de kq por la Ecuacion 5.18:

k_qkq

ko =
P kq— kg

(Ec.5.18)

La constante de velocidad disociativa, k_q4, esta calculada de acuerdo a k_4/kq
=1 M, donde M es la unidad molar por litro.?'® El valor calculado de kp es 2,6 x

10° M s". La constante de velocidad normalizada por la multiplicidad de spin,

es k25T /m (es decir, k2 /1, k> /1y ky=/3 para la formacion de 'O, ('£}), 10,
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(1Ag) y 20, (32 ), respectivamente). Por otra parte, AE es la energia en exceso
para la formacion de "0, ('£f), '0, ('Ag) y 02 (3%;) (la diferencia de energia
entre la energia de ®S’ y la energia de dichas especies). Para sensibilizadores

33" con altos potenciales de oxidacion y con minimas interacciones CT entre °S

y Oz, kps"

/m dependera de (AE) de una forma comtn.?'® Con el valor conocido
de la energia del sensibilizador triplete, se puede calcular la contribucién
absoluta de la ruta de desactivacion que no involucra transferencia de carga
(nCT) a la desactivacion (Ecuacién 5.19) con la ayuda de la expresion
polinomial de la Ecuacién 5.20 a través de las correspondientes energias de

exceso AE (en kJ/mol)*'®:

kBST= k% + keyd + kot (Ec. 5.19)

log (k3T /ms=) = 9,05+ 9 x 103AE — 1,15 x 107*AE? + 1,15 x 1077AE® +
9,1 x 10~ 11AE* (Ec. 5.20)

donde las energias en exceso (en kdJ/mol) son AE = Et-157, AE = Et-94 y AE =
Er = 207.7 (Aem = 576 nm in CH;CN) para log k,%, log k2, ylogksiZ,
respectivamente.?’® La importancia relativa entre los mecanismos de
desactivacion por transferencia de carga (CT) y por no transferencia de carga
(nCT) se puede evaluar por medio de la cantidad pct que esta definida por la
Ecuacion 5.21, como el peso relativo de desactivacion por transferencia de

carga referida a la desactivacion total del estado excitado por Os.

ke — knCT
per = ——5- (Ec.5.21)
kp

El valor calculado de kJST es 2,1 x 10° s™'. De esta manera, el valor calculado

de kRS es muy cercano al experimental kp, con un pcr ~ 0,11; implicando una
dominancia del mecanismo nCT en la desactivacion total del estado excitado

por el O,.

El hecho de que no se genere 'O, (1Ag) en solucién acuosa esta relacionado
con dos factores: (i) la baja emisién *MLLCT (ver que en la Tabla 5.4 el
®emi(Sp3) esta siempre por debajo de 5 x 10°) y (ii) la baja proporcién de

estados triplete desactivados por O, en ese solvente (a partir de los tiempos de
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vida de luminiscencia de la Tabla 5.3, se puede calcular un valor de solo Po,=
0,09). Esto coincide con nuestros resultados previos en relacion con la
generacion fotosensibilizada de oxigeno singlete a partir de complejos de Re(l)
relacionados estructuralmente: cuando los rendimientos cuanticos de
luminiscencia fueron mas bajos que ®emi ~ 10 no se observé generacion de

102 (1Ag)-220

En cuanto a los experimentos LIOAS, pudimos ver que la sefial fotoacustica en
ambos solventes mostréo el mismo comportamiento: sin desplazamientos del
tiempo o cambios de forma, con respecto a la sefial de la referencia
calorimétrica (Recuadro Figura 5.9 para soluciones acuosas buffer). Se
obtuvieron relaciones lineales entre H y la fluencia de excitacion del laser (F)
tanto para muestras como para referencias en ambos solventes a diferentes
absorbancias (A), en un rango de fluencia entre 1 y 30 J/m?. La relacién entre
las pendientes de estas lineas para muestra y referencia arrojo los valores de «
para las muestras. Para el complejo en solucion de CH3;CN, las pendientes
dependieron de la atmosfera especifica y fueron diferentes del compuesto
referencia (CR) en presencia de oxigeno, mientras que para las soluciones
acuosas estas fueron independientes de la concentracion de O,, como se
muestra en la Figura 5.9. De estos graficos, considerando que ar = 1 para CR,
los valores de « fueron calculados para el complejo en ambos solventes. Para
el caso de la solucion acuosa buffer, se obtuvo la misma pendiente que para
CR medida a las mismas condiciones experimentales como se muestra en la
Figura 5.9. Un comportamiento similar se observo en las soluciones de
complejo de Re(l) en CH3CN en ausencia de oxigeno. Por tanto, se obtuvo un
valor de « = 1,00 + 0,04 en soluciones acuosas o de CH3CN en ausencia de
oxigeno. Consecuentemente, en estas condiciones, este complejo liber6 al
medio toda la energia absorbida como calor rapido (integrado por el
transductor) en un proceso mas rapido que z=/5. Para las soluciones de CH3CN
saturadas en oxigeno, las pendientes observadas en los graficos de H vs F

fueron mas bajas que las de CR y el valor de « obtenido fue de 0,86 + 0,05.
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Figura 5.9. Amplitud de la sefial fotoacustica como funcion de la fluencia del Iaser para (i) solucién acuosa buffer a pH
= 7,0: New coccine (RC, e), complejo de Re(l) (V) y (ii) soluciones en CH;CN: 2- Hidroxibenzofenona (CR,O),
complejo de Re(l) (N,, (m); O,,(®)). Recuadro: sefial fotoacustica normalizada de solucion buffer a pH = 7 para la RC
(New Coccine, linea punteada) y para el complejo de Re(l) (linea sélida) con absorbancias cercanas a 0,105 (+ 0,001).

Estos valores combinados con los datos de fluorescencia y rendimiento
cuantico de produccion de oxigeno singlete completaron el balance de energia

que se puede ver en la Ecuacién 5.22:
Ei= @Oemibemi + alby + DsiEse (EC 522)

Donde @i es el rendimiento cuantico de emision, E.mi es la energia de
luminiscencia 0-0, E; es la energia molar del pulso laser (hc/Aexc), Est €s el
contenido de energia molar de las especies formadas con un rendimiento
cuantico @ que almacena energia por un tiempo mas largo que el tiempo de
integracion de calor y decae con un tiempo de vida z. Cuando el oxigeno
singlete actua como una especie almacenadora, los valores correspondientes
para estas especies son & =0, @y = &,y 7= 75. Ya que en acetonitrilo 7, ~ 40
us,? 10, ('Ay) actua como almacenador de energia dentro del tiempo de

resolucion del experimento LIOAS.
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5.5 CONCLUSIONES PARCIALES

La Iluminiscencia estacionaria y resuelta en el tiempo, los estudios
calorimétricos, asi como también los calculos TD-DFT, revelaron que las
propiedades fotofisicas del complejo [CIRe(CO)3(BCS)]2' estan lideradas por la
interaccion entre los estados MLLCT e IL. En solventes organicos como
CH3CN o MeOH, prevalecen los estados °MLLCT y se observéd el
comportamiento usual esperado: desplazamiento batocromico del maximo de
emision, y una disminucion del rendimiento cuantico de luminiscencia y del
tiempo de vida del estado excitado al aumentar la polaridad del solvente.
Ademas, se generé 'O, con rendimientos cuanticos altos (@, ~ 0.5 en CH3CN)
por el quenching de la luminiscencia de *MLLCT por ®0,. La constante de
velocidad de quenching total del estado triplete por el oxigeno, kg, alcanza
valores entre 2,2y 2,4 x 10° M s en los tres solventes organicos estudiados.
En CH3;CN, la fraccion de los estados triplete desactivados por el O, que

produjo 1Oz, foTz, es casi la unidad. En soluciones acuosas, sin embargo,

debido a la hidrdlisis del complejo de Re(l), el comportamiento fotofisico se ve
alterado dramaticamente por el reemplazo del Cl por H,O en la esfera de
coordinacion del metal. La contribucién de la luminiscencia de caracter *MLLCT
al ®.,, cae y el estado IL gobierna el comportamiento fotofisico. Una
consecuencia directa es que 'O, no se genera en solucidn acuosa. Ademas, la
variaciéon del pH de la solucion modifica las propiedades fotofisicas del
complejo de Re(l) mediante el cambio de las cantidades relativas de las
especies [CIRe(CO)3(BCS))*, [(OH)Re(CO)3(BCS)I* y [(H20)Re(CO)3(BCS)I". A
valores de pH comprendidos entre 10,0 y 7,0; donde prevalecen las especies
[(OH)Re(CO)3(BCS)]* y [CIRe(CO)3(BCS)J*, la luminiscencia del complejo de
Re(l) es dominada por el estado IL del ligando coordinado BCS. La forma del
espectro de emision en este rango de pH esta entre las formas del espectro de
fluorescencia del BCS protonado y simple, sugiriendo que en el complejo de
Re(l) el ligando coordinado emisor BCS estaria experimentando una carga
positiva de o+ =~ +)2e. Adicionalmente, hay una contribucién menor (por debajo

del 30%) de los estados MLLCT a la emisién total. En este rango de pH el
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rendimiento cuantico de luminiscencia se mantiene practicamente constante, es
decir @y, = 0,012. El descenso del pH de la soluciéon desde 7,0 hasta 2,0
produce un importante incremento en el rendimiento cuantico de luminiscencia
d.m = 0,067; en casi unas 6 veces, asi como la especie predominante se
convierte en [(H2O)Re(CO)3(BCS)]. A pH < 5, la emisidn es dominada por la
fluorescencia del estado IL. Un comportamiento similar se evidencia por la
dependencia del pH de los tiempos de vida de luminiscencia del complejo de
Re(l). Los calculos TD-DFT revelan que en MeOH, donde el complejo de Re(l)
presenta la estructura [CIRe(CO)3(BCS)]*, las transiciones electronicas
singlete-singlete relevantes que lideran la poblacién de los estados excitados
emisores 'IL y *MLCT son H—L+1, H-1-L and H-1-L+1. Los porcentajes de
transferencia de carga correspondientes (%CT) para estas transiciones
electronicas son 47, 37 y 38%, respectivamente. Por otro lado, los calculos TD-
DFT del sistema [(H20)Re(CO)3(BCS)]/PCM/H,O muestran diferencias
significativas cuando se comparan con los calculos TD-DFT de
[CIRe(CO)3(BCS)]*/PCM/MeOH. El correspondiente %CT de las transiciones
electronicas singlete-singlete relevantes del sistema [(H2O)Re(CO);(BCS)J
/PCM/H,0 cae a ~ 25 - 27% en concordancia con el incremento del caracter IL
del HOMO en [(H20)Re(CO)3(BCS)] relativo a [CIRe(CO)3(BCS)]". Por lo tanto,
el balance entre MLLCT e 'IL en solucién acuosa esta inclinado hacia este
ultimo y la luminiscencia del complejo de Re(l) esta gobernada por los estados
'IL. En los solventes organicos, sin embargo, el resultado es el contrario y las
propiedades fotofisicas del complejo de Re(l) estan dictadas por los estados
excitados *MLLCT.

122



6 CAPITULO lll. GENERACION
FOTOSENSIBILIZADA DE OXIGENO SINGLETE
A PARTIR DE COMPLEJOS DE RE(l): UN
ESTUDIO FOTOFiSICO USANDO LIOAS Y
TECNICAS LUMINISCENTES

ho

6.1RESUMEN

En este capitulo se reportan los rendimientos cuanticos y las eficiencias de
produccion de 'O, (1Ag) de complejos de Re(l) en solucion de acetonitrilo junto
con algunas de sus propiedades fotofisicas. Se probaron complejos de Re(l)
del tipo Ls-CO2-Re(CO)s(bpy) (Ls = 2-pyrazina, 2-naftaleno, 9-antraceno, 1-
pireno, 2-antraquinona) como fotosensibilizadores para la producciéon de 'O,
(1Ag) en soluciones de acetonitrilo saturadas en aire. Dependiendo de la
naturaleza del complejo de Re(l) usado, los estados excitados responsables de
la generacion de 'O, (1Ag) pueden ser tanto transferencia de carga metal-
ligando (*MLCT) como un estado centrado en el ligando (°LC). Con los
complejos del tipo Ls-CO,-Re(CO)3(bpy) que soportan los ligandos antraceno y
pireno hay produccién de 'O, (1Ag) con altos rendimientos cuanticos debido al
quenching por oxigeno de los estados *LC (®, entre 0,8 y 1,0), mientras que
los complejos que soportan los ligandos Ls = 2-antraquinona, 2-pirazina y 2-
naftaleno no producen 'O,. Todas las eficiencias de oxigeno singlete obtenidas

experimentalmente son consistentes con los datos calorimétricos y de
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luminiscencia para los complejos estudiados. Con los complejos del tipo Ls-
CO,-Re(CO)s(bpy) se utilizaron los experimentos calorimétricos en el calculo de
los rendimientos cuanticos de formacion de tripletes; esto es @r = 0,76 y 0,83

para los estados triplete del antraceno y del pireno, respectivamente.
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6.2INTRODUCCION

El oxigeno singlete, 'O, (1Ag), al ser una especie reactiva oxidante muy fuerte,
es un intermedio clave en diferentes procesos quimicos tales como reacciones
de foto-oxidacién, asi como también en procesos biolégicos incluyendo ruptura
en el ADN vy terapia fotodinamica del cancer.?®??” Ultimamente, se usa para
eliminar tumores malignos y destruir tejidos no deseados. Por lo tanto, es de
gran interés la investigacion sobre sensibilizadores que puedan producir 0,
(1Ag) con altas eficiencias gracias a su importancia tanto en fotoquimica como

en fotobiologia.?2%%°

Usualmente, la produccion de 'O, (1Ag) involucra transferencia de energia
electronica desde el estado triplete excitado de un sensibilizador, generalmente
un colorante organico, al estado triplete fundamental del oxigeno molecular. En
lo que respecta a complejos de metales de transicién, algunos complejos de
Cr(ll1), Ru(ll) y Os(ll) han sido usados como sensibilizadores en la generacién
de '0, ('Ag).?"*" Es interesante resaltar que, en general, los complejos de
Ru(ll) coordinados a ligandos polipiridinicos han mostrado ser unos eficientes
fotosensibilizadores, con eficiencias reportadas >80%.22"?* No obstante, la
escases de ejemplos encontrados en la literatura de complejos tricarbonilicos
de Re(l) trabajando como sensibilizadores de 'O, ('Ag) es llamativa ya que
estos compuestos continuan siendo muy atractivos debido a su aplicabilidad en
un amplio numero de areas de investigacion como ya se ha mencionado en

secciones anteriores.

En este capitulo exploramos la eficiencia en la produccion de 'O, (1Ag) usando
complejos no luminiscentes de férmula general Ls-CO2-Re(CO);(bpy), donde el
ligando espectador Ls es un reconocido y altamente eficiente sensibilizador de
'0, (1Ag) como el antraceno, antraquinona o pireno. Ademas, también se
presenta una caracterizacién fotoacustica y de luminiscencia de los complejos
de Re(l) usados como fotosensibilizadores, usando espectroscopia

optoacustica inducida por laser (LIOAS, por sus siglas en inglés) y técnicas de
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luminiscencia tanto estacionarias como resueltas en el tiempo para entender
mejor los factores energéticos que afectan principalmente la eficiencia en la
generacion de oxigeno singlete con estos complejos. Todas las eficiencias de
produccion de oxigeno singlete determinadas experimentalmente son
consistentes con los datos calorimétricos y de luminiscencia para los complejos

estudiados.
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6.3MATERIALES

El acetonitrilo empleado fue grado HPLC de J. T Baker y se uso sin purificacion
adicional. Los reactivos 2-hidroxibenzofenona, 9-antraceno-COOH, 1-pireno-
COOH y 2-antraquinona-COOH fueron proporcionados por Aldrich a la mas alta
pureza disponible y se wusaron tal cual se recibieron. Por otra parte,
disponiamos de los complejos fac-Ls-CO2-Re(CO)s(bpy) (con Ls = 2-pirazina,
2-naftaleno, 9-antraceno, 1-pireno, 2-antraquinona) de trabajos previos de
nuestro grupo de investigacion.?*?%2% De aqui en adelante, y para hacerlo mas
simple, los complejos y compuestos organicos se describiran con los acronimos
mostrados en negrita como se explica a continuacion: 2-hidroxibenzofenona (2-
HBP), 9-antraceno-COOH (9-an), 1-pireno-COOH (1-pyr), 2-antraquinona-
COOH (2-aq), 2-pirazina-CO»-Re-(CO)s(bpy) (Re-pz), 2-naftaleno-CO,-
Re(CO)s(bpy) (Re-na), 9- antraceno-CO,-Re(CO);(bpy) (Re-an), 1-pireno-CO,-
Re(CO)s(bpy) (Re-pyr) y 2-antraquinona-CO»2-Re-(CO)s(bpy) (Re-aq), (ver
Esquema 6.1).

Re-pyr Re-aq

Esquema 6.1. Formulas estructurales y Abreviaciones usadas para los complejos de Re(l) estudiados
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6.4 SECCION EXPERIMENTAL

6.4.1MEDIDAS FOTOFISICAS

Los espectros UV-vis fueron tomados en un espectrofotometro Shimadzu UV-
1800. Todos los experimentos fotofisicos fueron desarrollados a temperatura
ambiente (295 + 3 K). Los espectros de emisién fueron obtenidos con un
espectrofluorometro de investigacion Fluorolog-3. Los espectros fueron
corregidos como se explicé en el punto 5.3.2. Las soluciones fueron saturadas
burbujeando O, puro con un sistema regulador del gas antes de que los
espectros fueran obtenidos. La instrumentacion para la luminiscencia resuelta
en el tiempo se ha explicado anteriormente (Ver Esquema 3.7 y texto

correspondiente).

Las medidas fotoacusticas fueron hechas usando una configuracion ya

especificada (Esquema 3.12 y texto correspondiente).'*®%%

Para el procesamiento de las sefiales LIOAS, usamos la Ecuacion 5.1, la cual

se explica en el apartado 5.3.2.
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6.5RESULTADOS Y DISCUSION

6.5.1EXPERIMENTOS LIOAS

Las sefales optoacusticas de todas las muestras estudiadas mostraron el
mismo comportamiento: sin cambios en tiempo ni en forma con respecto a la

sefal de la referencia calorimétrica (Figura 6.1).

1.0

Referencia

o
(3]

—— Muestra

Senal (V)
o
o

0 2 4 6 8 10
Tiempo (us)

Figura 6.1. Sefal acustica para una muestra (Linea roja) sin corrimiento en la fase con respecto al compuesto
referencia (Linea negra).

Para los casos de Re-pz, Re-na, y Re-aq, el comportamiento de H Vs F,
medido a la misma absorbancia (A) bajo atmodsfera de O, o Nz, mostré una
dependencia lineal con la misma pendiente. Cuando se comparé con la
referencia calorimétrica, 2-HBP, a la misma A, se obtuvo la misma pendiente

como se muestra en la Figura 6.2 para Re-pz.
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Figura 6.2. Amplitud de las sefales fotoacusticas como funcion de la fluencia del laser para soluciones en acetonitrilo
de Re-pz (N, ®; O,, ®) y 2-HBP (aire, ®). Las soluciones de Re-pz y 2-HBP se igualaron dentro de un 2% de
absorbancia a 355 nm. Recuadro: amplitud de las sefiales fotoacusticas normalizadas con la fluencia como funcién de
la energia absorbida para soluciones en acetonitrilo de Re-pz (N,, @) y 2-HBP (aire, @).
Estas dependencias lineales mostraron una buena reproducibilidad para
diferentes A a fluencias F < 30 J/m?. Para los complejos Re-an y Re-pyr, las
pendientes dependieron de la atmodsfera correspondiente (O2 o Nz) y/o fueron

diferentes de la referencia calorimétrica (Figura 6.3).

25 ;

@® Oxigeno
® Nitrégeno
@ Referencia

HIV (U.A))
&

FI(J/m?)

Figura 6.3. Amplitud de las sefiales fotoacusticas como funcion de la fluencia del laser para soluciones en acetonitrilo
de Re-pyr (Np, ®; O,, ®) y 2-HBP (aire, ®). Las soluciones de Re-pyr y 2-HBP se igualaron dentro de un 2% a la
absorbancia a 355 nm.
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De estos graficos, considerando que la fraccion de la energia liberada al medio
como calor rapido (@) es a== 1 para 2-HBP, la relacion de los valores de H/F
obtenidos para muestra y referencia dan los valores de « listados en la Tabla
6.1.

Tabla 6.1. Datos calorimétricos de los complejos Ls-CO,-Re(CO)s(bpy) y ligandos relacionados en acetonitrilo (Aexc =
355 nm)

Compuesto a(N2) (¥0.05) a(0,) (¥0.05)

Re-pz 1.00 1.00
Re-na 1.00 0.95
Re-an 0.60 0.78
Re-pyr 0.50 0.72
Re-aq 0.99 0.99

Asi, se obtuvieron los valores de « = 1.00 + 0,05 (tanto en O, como en N3) para
Re-pz, Re-na y Re-aq. Consecuentemente, estos complejos liberaron al medio
toda la energia absorbida como calor rapido (integrado por el transductor) en
un proceso mas rapido que t«/5. Para Re-pyr se obtuvieron valores de «(O,) =
0,72 £ 0,05 y a(N2) = 0,50 £ 0,05, mientras que para Re-an los valores
correspondientes fueron «(O;) = 0,78 + 0,05 y «(N2) = 0,60 + 0,05. Estos
valores combinados con los datos de fluorescencia y rendimiento cuantico de
formacion de oxigeno singlete encajan en el balance de energia de la

Ecuacion 5.22,

6.5.2GENERACION DE OXIGENO SINGLETE

En esta seccién se informan los rendimientos cuanticos de formacion de
oxigeno singlete para los complejos Re-pz, Re-na, Re-aq, Re-pyr y Re-an.
Asimismo, se establece una comparacion de los mismos con tres complejos
con altos valores de produccion de 'O, (1Ag) (Tabla 6.2) del tipo XRe(CO)sL,
estudiados también por nuestro grupo de investigacion y a los cuales
denominaremos en este aparte como Re1, Re2 y Re3 (Esquema 6.2) y cuyo

comportamiento se ha descripto en el punto 5.4.5 (Ecuaciones 5.8-5.11)

131



Tabla 6.2. Datos calorimétricos y de oxigeno singlete de los complejos XRe(CO);L en acetonitrilo (Aexc = 355 nm)220

Compuesto | o(N2)(0,05) | AO2)(x0,05) | ®,(aire) (£0,05) (P, = 1 — /7, |P§, =1 —1/1,| P§, | f3,

Re-1 0.60 0.81 0.63 0.68 0.63 0.66| 0.95
Re-2 0.33 0.80 0.89 0.84 0.84 0.84| 1.02
Re-3 0.83 0.81 0.51 0.49 0.50 0.50| 1.02

Re-1 Re-2 Re-3

Esquema 6.2. Formulas estructurales y Abreviaciones usadas para los complejos de comparacién con los complejos
de Re(l) estudiados

Sin embargo, este no es el caso dentro de la familia de los complejos con
férmula general fac-Ls-CO2-Re(CO)sL, porque Re-an, Re-pyr y Re-aq

continian teniendo absorciones LC significativas?°?:#20-238

a energias < 340
kd/mol; por lo tanto, después de la excitacion foténica, se producen tanto el

estado excitado MLCT como el LC (Ecuaciones 6.6 y 6.7),

h kisc

[Ls-CO2-Re(CO)3L] = IMLCT -5 3MLCT (Ec. 6.6)
hv kisc

[Ls-CO2-Re(CO)sL] = 1LC =5 3LC (Ec. 6.7)

donde 3LC representa el estado excitado triplete del antraceno, pireno y
antraquinona en los complejos [Ls-CO2-Re(CO)sL]. Debido a que el naftaleno
no tiene absorciones significativas a Aexc =2 350 nm, solamente "MLCT es
poblado después de la excitacion fotonica de Re-na con energias < 340 nm
kJ/mol.?*® De hecho, las propiedades fotofisicas de Ls-CO»-Re(CO)s(bpy) son
muy diferentes de aquellas de Re-1, Re-2 y Re-3: mientras que los complejos
Ls-CO,-Re(CO)s(bpy) son practicamente no luminiscentes (®ym < 5 x

107%),2902% Re-1, Re-2 y Re-3 son excelentes lumindforos, con valores
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reportados de ®n, entre 0,3 y 0,5 en atmdsfera de N, para Re-1 y Re-3 en
solventes apréticos como diclorometano y acetonitrilo. 3229249241 gin embargo,

bajo atmésfera de O,, sus luminiscencias se ven fuertemente desactivadas.

Por otro lado, tras la excitacidén fotonica, los estados excitados generados en
los complejos Re-an y Re-pyr son principalmente de caracter LC
correspondientes a los tripletes de los ligandos Ls (9-an y 1-pyr) con tiempos
de vida reportados para el triplete de t,= 6,9 y 7,4 us para Re-an y Re-pyr,
respectivamente.?® Sin embargo, con el complejo Re-aq, las absorciones LC
se ven desplazadas a longitudes de onda mas cortas (con respecto a las
absorciones MLCT) y, por efecto de la excitacion foténica, el estado excitado
MLCT es principalmente poblado con solo menores contribuciones (<10%) de

las absorciones LC del ligando 2-aq®*®

(ver Figura 6.4). El tiempo de vida del
estado triplete del ligando antraquinona en el complejo Re-aq es . = 4,9 1s.%%®
Debido a lo anterior, en presencia de oxigeno, los complejos Ls-CO,-
Re(CO)s(bpy) podrian ser usados como sensibilizadores y podrian producir 'O,
(1Ag) por transferencia de energia del °LC al oxigeno molecular como se explica

en la Ecuacion 6.8,
k
35+ 02 (327) = 1S + 102 (1Ag) (Ec. 6.8)

donde k, representa la constante de velocidad del proceso de transferencia de

energia desde °S para producir 'O, ('Ag).

El mecanismo de quenching por oxigeno del estado triplete excitado de un
sensibilizador S se muestra en las Ecuaciones 5.12-5.14, y el rendimiento
cuantico de produccion de oxigeno singlete (®,) a partir del quenching del
estado triplete por el oxigeno esta dado por las Ecuaciones 5.15-5.17, como

se detallé en el capitulo anterior.
Los rendimientos cuanticos de produccidén de oxigeno singlete para los

complejos Re-pz, Re-na, Re-an, Re-pyr y Re-aq, y para los ligandos 9-an, 1-

pyr y 2-aq se reportan en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3. Datos del rendimiento en la produccién de oxigeno singlete de los complejos Ls-CO,-Re(CO)s(bpy) y
ligandos relacionados en acetonitrilo (Aexc = 355 nm)

Compuesto @, (aire) (£0.05)

Re-pz <0.05
Re-na <0.05
Re-an 0.78
Re-pyr 0.95
Re-aq <0.05
9-an 0.25
1-pyr 0.27
2-aq 0.49

Re-pz y Re-na no generaron 'O, (1Ag), en concordancia con la ausencia de
estados LC disponibles para poblarse a Aexc = 355 nm y su bajo rendimiento
cuantico de luminiscencia a partir de sus estados MLCT. Por otro lado, Re-pyr
generé 'O, (1Ag) con un ®, cercano a la unidad mientras que Re-an mostrd un
®, = 0,78. Debido a que ni Re-pyr ni Re-an tienen una luminiscencia
significativa que pudiera ser sofocada por oxigeno, es decir, ®em ~ 4 X 107, la
produccion de 'O, (1Ag) en estos complejos puede provenir solo de la
transferencia de energia de sus estados LC que, como se ha dicho antes, se
ven poblados principalmente a Aexe = 355 nm después del ISC del 'LC. Los
valores de @, para los ligandos libres 9-an y 1-pyr, los cuales estan alrededor
de 0,25 para ambos, reflejan el hecho de que tanto los canales singlete
(Ecuacion 5.12) como triplete (Ecuacion 5.13) estan igualmente involucrados
en la produccién de 'O, (1Ag). Los valores mas altos de ®, observados para
Re-an y Re-pyr comparados con aquellos correspondientes a los ligandos
libres indican el ISC inducido por efecto del ion Re(l) entre los canales singlete,

triplete y quintuplete en el esquema cinético de las Ecuaciones 5.12-5.14.

Con los datos calorimétricos (valores de « en Ny) y el balance de energia de la
Ecuacion 5.22, se obtuvieron los valores de rendimiento cuantico de formacion
de triplete @1 = 0,76 y 0,83 para Re-an y Re-pyr, respectivamente. El valor de
@1 = 0,76 para Re-an, aunque un poco mas grande, coincide con el valor de la
literatura para el antraceno, el cual esta entre 0,66 y 0,72.%*? El valor de ®r =

0,83 para Re-pyr es mas del doble que el ®r para el pireno,?*® indicando un
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aumento del ISC debido al efecto de metal pesado en Re-pyr. Este efecto de
metal pesado en el @t es mucho mas pronunciado en Re-pyr que en Re-an.
Esto se debe probablemente al coeficiente de extincion del pireno que es mas

200
(

alto que el del antraceno Figura 6.4) a la longitud de onda de excitacion del

laser usado en los experimentos LIOAS (355 nm).
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Figura 6.4. Espectros de absorcion de los complejos de Re(l) y ligandos asociados en CH3CN?®

Debido a esto, la fraccion de la fluencia del laser absorbida por los estados 'LC
(correspondiente a la fluencia de laser absorbida por los estados 'MLCT) es
mas alta en Re-pyr que en Re-an. Por lo tanto, la fraccién de energia liberada
al medio como calor rapido por la poblacion directa de los estados "MLCT es
mas baja en Re-pyr que en Re-an, y el aumento del ISC debido al efecto de
metal pesado es mas pronunciado en Re-pyr que en Re-an. Por otro lado,
con los valores de a en O, y usando de nuevo el balance de energia de la
Ecuacion 5.22, se pueden calcular los valores del rendimiento cuantico de

produccion de oxigeno singlete ®r para Re-pyr y Re-an los cuales son

135



respectivamente 1,00 y 0,79. Estos valores calculados de ®r a partir de los
datos calorimétricos concuerdan con los experimentales (Tabla 6.1). Re-aq no
produjo 0, (1Ag), mientras que para su correspondiente ligando libre, 2-aq, el
d, = 0,49. Esta aparente discrepancia puede ser analizada en términos del
espectro de absorcion UV-vis del Re-aq ya que a Aexc = 355 nm la principal
absorcion proviene del MLCT (el cual, ademas, es un luminéforo muy débil &y,

~ 2 x 10™) con una pequefia contribucion de los estados LC*" (Figura 6.4).
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6.6 CONCLUSIONES PARCIALES

Ademas de mostrar un comportamiento excepcionalmente rico de sus estados
excitados y estabilidad fotoquimica, los complejos tricarbonilicos de Re(l)
coordinados a ligandos polipiridinicos son excelentes fotosensibilizadores para
la generacion de oxigeno singlete por lo cual podria contemplarse el usarlos en

terapia fotodinamica en un futuro cercano.

Hemos examinado las propiedades fotofisicas de un numero determinado de
complejos de Re(l) del tipo [Ls-CO2-Re(CO)sL] en soluciones diluidas de
acetonitrilo junto con las eficiencias en la produccion de oxigeno singlete. En la
fotosensibilizacion de oxigeno singlete usando complejos de Re(l), se pudo
producir eficientemente 'O, (1Ag) a partir de los complejos no emisivos Re-pyr y
Re-an. Se pudo determinar que en los complejos de Re(l) de naturaleza [L-
CO,-Re(CO)sL], el estado excitado responsable de la generacion de oxigeno
singlete, por la ruta de transferencia de energia al oxigeno molecular, es *LC
(en los complejos Re-pyr y Re-an). Los valores mas altos observados de ®,
para Re-pyr y Re-an, comparados con aquellos de sus correspondientes
ligandos libres, son un indicio del cruce intersistemas inducido por accion del
ion Re(l) entre los estados singlete, triplete y quintuplete (ver esquema cinético

de la produccion de oxigeno singlete Ecuaciones 5.12 — 5.14).

Los datos calorimétricos fueron usados para calcular los rendimientos
cuanticos de formacion de triplete, ®r = 0,76 y 0,86 para Re-an y Re-pyr,
respectivamente. Los valores calculados de @, a partir de los experimentos

calorimétricos coincidieron con los medidos experimentalmente.
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7 CAPITULO IV. CARACTERIZACION DEL
PROCESO DE ASOCIACION ENTRE
COMPLEJOS TRICARBONILICOS DE RENIO(l) Y
PROTEINAS DE TRANSPORTE

7.1 INTRODUCCION

Este capitulo estda destinado al estudio de los complejos
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] y [CIRe(CO)s(BCS)]* (Figuras 7.1a y 7.1b) y su
potencial uso como sensibilizadores en Terapia Fotodinamica (PDT, por sus
siglas en inglés) mediante su interaccion con compuestos de interés bioldgico,
especificamente proteinas como la albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas
en inglés) y la albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés).

Cc

Figura 7.1. a. Complejo de Re(l) BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], b. Complejo de Re(l) [CIRe(CO)3(BCS)I*

Como es bien sabido, los complejos polipiridinicos de Re(l), poseen atractivas
e interesantes propiedades como fotosensibilizadores®**, por lo cual, considerar
las posibles interacciones de estos complejos con las proteinas ya

mencionadas, en particular con la albumina sérica, ya que es la principal

138



proteina en el plasma, es de sumo interés a la hora de evaluar la posible

aplicacién de estos complejos en PDT.

La albumina sérica ha sido estudiada durante mas de 40 afios.?*>%*® Esto no es
casual, ya que constituye la mayor parte de las proteinas solubles del sistema

circulatorio, cumpliendo gran variedad de funciones fisiologicas.

La presencia de numerosos grupos reactivos en su molécula le confiere la
capacidad para que una amplia variedad de sustancias, enddgenas vy
exogenas, se unan reversiblemente con constantes de asociacion que varian
entre 10° y 108 M"?*" haciendo de esta proteina un activo transportador de

numerosos sustratos,48-2%

Existe consenso general respecto a la localizacién de las regiones de union.
Estas son: dos areas principales para la unién de heterociclos y acidos
carboxilicos aromaticos, dos o tres regiones para la unién de acidos grasos de
cadena larga separadas de las regiones de union para compuestos anionicos
pequefios y dos sitios de unién de metales.?*® La unién a estas proteinas puede
llevar a cambios de las propiedades biolégicas de un sustrato particular, asi

como proporcionar una ruta de acceso al sitio de accion.

Entre las caracteristicas que las proteinas HSA y BSA comparten se pueden
mencionar a 585 aminoacidos, un unico grupo sulfhidrilo libre, un residuo de
triptéfano (Trp-214) y, estabilizando su estructura, 17 puentes disulfuro con la
misma distribucion, llegando a tener ambas proteinas un 76% de identidad de
secuencia. Las diferencias observadas en la secuencia primaria corresponden
al cambio de unos aminoacidos por otros de caracteristicas similares,
diferencias catalogadas como de naturaleza estructural conservativa. Ademas,
del Trp-214, unico residuo Trp en HSA, la BSA cuenta con un segundo residuo

Trp, en este caso el Trp-135 ubicado también en el interior proteico.

Sobre la base de la secuencia de aminoacidos y la distribucion de puentes
disulfuro, la conformacion de la albumina se puede representar por tres

dominios (I, Il 'y Ill) los cuales pueden ser divididos, a su vez, en tres
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subdominios (A, B y C). En estos diferentes dominios y subdominios pueden
identificarse los sitios de unidbn de ligandos con propiedades
multifuncionales.?***? La estructura cristalografica de HSA ha sido publicada
en 1992 por X.M. He y D.C. Carter,?*® y posteriormente refinada por S. Sugio y

colaboradores.?®®

En la Figura 7.2 se muestra la estructura tridimensional de HSA y se resumen

algunos de los sitios de union de diferentes ligandos.

A continuacion se describiran de forma detallada los experimentos y resultados
obtenidos del estudio realizado para caracterizar el proceso de asociacion de
los complejos [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] y [CIRe(CO)3(BCS)* a las

albuminas séricas ya mencionadas.

Figura 7.2. Estructura tridimensional de HSA. Se indican los tres dominios (I y Il de color purpura y Ill de color azul)
que forman la molécula y algunos de los sitios de unién de ligandos.***?
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7.2 MATERIALES

Los complejos utilizados para estos estudios fueron sintetizados por nuestro
grupo durante este trabajo de investigacion y sus procesos de obtencion se

describen en los Capitulos | y Il

Para determinar la posible asociacién de los complejos [CIRe(CO)3(BCS)]* y
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] con las proteinas de transporte BSA y HSA,
procedimos a realizar diferentes estudios basados en técnicas

espectrofotométricas y espectrofluorométricas.

Las soluciones de los complejos empleados se prepararon en solucion buffer
fosfatos. Las concentraciones de éstas se determinaron por espectroscopia
UV-visible (UV-Vis), usando los coeficientes de extincion molar 33z nm = 35.000
M'" ecm™ y Exs o = 44629 M' cm’ para los complejos
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] y [CIRe(CO)s(BCS))*, respectivamente.

Las proteinas albumina sérica humana y bovina se usaron sin previa
purificacion. Las soluciones de las mismas se prepararon en buffer fosfatos y
las concentraciones se determinaron a partir de los coeficientes de extincion
molar: €79 = 43.824 M cm™ y €50 = 36.500 M cm™ para BSA y HSA,

respectivamente?°2%,
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7.3 MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS

Los espectros de absorciéon UV-Vis se obtuvieron con un espectrofotometro
Agilent 8453 UV-Vis con detector PDA (Arreglo de Fotodiodo), y resolucion de
1 nm, usando una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.

Las medidas de fluorescencia en estado estacionario, se realizaron en un
espectrofluorometro PTI (Photon Technology International) Quanta Master QM2
equipado con un detector de contador de fotones Hamamatsu R928. Las
intensidades de fluorescencia fueron corregidas por filtro interno (Ecuacién
7.1)%":

F = K[107Eexcl1C(1 — 10~ $excl2C)10~EemilsC] (Ec.7.1)

donde Eexc ¥ Eem SON los coeficientes de absortividad molar de todas las
especies presentes a la longitud de onda de excitacion y de emision,
respectivamente, C simboliza la concentracién de las especies presentes que
absorben; /4, I, e I3 son los parametros que tienen en cuenta la distancia de
recorrido del haz en la celda 0,4; 0,2 y 0,5 respectivamente y K es la constante
que incorpora los diferentes parametros instrumentales y el rendimiento

cuantico de fluorescencia.

Adicionalmente, se realizaron medidas de dicroismo circular en un
espectropolarimetro Jasco J-810 a temperatura ambiente, usando una celda de
0,2 cm de paso Optico. Los datos se promediaron 5 veces, a una velocidad de
barrido de 100 nm/min, con un ancho de banda de 1 nm y una resolucion de

0,2 nm. Los datos se expresaron en términos de elipticidad media residual ([4]).
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7.4 ESTUDIOS DE ASOCIACION

Las constantes de asociacion complejo-proteina para los sistemas planteados
fueron determinadas a partir de los cambios de la intensidad de fluorescencia
de la proteina en presencia del complejo de Re(l). En primer lugar, se
obtuvieron los espectros de emision de las soluciones de BSA y HSA (¢ = 1,5
x10° M) y, posteriormente, se registraron los espectros de la misma solucién
de proteina en presencia de diferentes concentraciones de complejo (¢ = 0 -
7,5 x10° M). El ensayo se realizé para los dos complejos tanto con BSA como
con HSA.

Las constantes de asociacion se determinaron a partir del analisis de los
cambios en la intensidad maxima de los espectros de emision para las

proteinas a un A~ 340 nm. Dicho analisis se llevd a cabo usando el modelo

258
(

desarrollado por Bhattacharyya,”™ (Ecuacion 7.2),

1 1 1
- = + , Ec.7.2
AF AFmax AFmax Kb [Q] ( )

donde AF = Fy-Fo y AFmax = F«-Fg, siendo Fo, Fy y F« las intensidades de
fluorescencia de la proteina en ausencia, en presencia de una concentracion
intermedia y a una concentracion de saturacion de complejo de Re(l),
respectivamente; K, es la constante de asociacion y [Q] es la concentracién de

Re(l). La Ecuacion 1 predice linealidad cuando el proceso de asociacion es 1:1.

7.4.1 MODELO DE ASOCIACION

A fin de dilucidar la naturaleza de las fuerzas involucradas en el proceso de
asociacion proteina-complejo, las constantes de asociacion se determinaron a
diferentes temperaturas, y a partir de ellas se calcularon los parametros
termodinamicos. Suponiendo que el cambio de entalpia (AH) no varia

significativamente en el rango de temperaturas estudiado (AT = 15° C), tanto su

143



valor como el del cambio de entropia (AS) pueden obtenerse mediante la

ecuacion de Van't Hoff, (Ecuacion 7.3),

AH AS
InKy, = ——+ — Ec.7.
nKy RT+ R, (C 3)

donde K, representa la constante de asociacion, T la temperatura en ° Ky R la
constante de los gases ideales. Los valores de AH y AS se calcularon a partir
de la pendiente y la ordenada al origen, respectivamente. Finalmente los
valores de cambio de energia libre (AG) a cada temperatura pueden obtenerse

a partir de la Ecuacion 7.4,

AG = AH —T.AS (Ec.7.4)

7.4.1.1 TRANSFERENCIA DE ENERGIA

El proceso de transferencia de energia entre el donor (proteina) y el aceptor
(complejo metalico) se estudid de acuerdo a la teoria de Forster,®® donde la

transferencia de energia se define segun la Ecuacion 7.5,

F RS

F=1-—=—2__
Fy (RS +719)

(Ec.7.5)

donde E es la eficiencia del proceso de transferencia de energia, F y Fo son las
intensidades de fluorescencia de la proteina en presencia y ausencia de
complejo metalico, r es la distancia entre aceptor y donor, y Ry es la distancia
critica cuando la eficiencia de transferencia es del 50%. El valor de Ry se

determina a partir de la Ecuacion 7.6,
R§ =88x1072° K2 gDy J (Ec.7.6)

donde K? es un factor que tiene en cuenta la orientacion relativa de los
momentos de transicién del donor y aceptor, n es el indice de refraccion del

medio, ®p es el rendimiento cuantico de emision del donor en ausencia del
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aceptor y J corresponde a la integral de solapamiento entre la emision del
donor y la absorcion del aceptor, definida segun la Ecuacién 7.7,
[XF)e(D)A* 4]

J= S F(A)AA] (Ec.7.7)

donde F(A) es la intensidad de fluorescencia del donor y g(A) es el coeficiente

de absorcién molar del aceptor.

Para obtener los espectros de emision para el donor, y de absorcion para el
aceptor, es necesario tener en cuenta que la concentracion de ambas especies
debe ser equimolar, sumado a que las condiciones de las medidas deben ser lo

mas semejantes como sea posible.

7.4.2 ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular de BSA y HSA (C = 2,5 x10° M) en
ausencia y presencia de [CIRe(CO)s(BCS))* y [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] (C
= 3,4 x10° M) se realizaron, con el objetivo de revelar posibles cambios
estructurales. Estas medias se realizaron a temperatura ambiente y en la
region del UV-lejano, A = 200-260 nm.
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7.5 RESULTADOS Y DISCUSION

7.5.1 ASOCIACION ENTRE COMPLEJOS POLIPIRIDINICOS DE
RE(I) Y PROTEINAS DE TRANSPORTE

La espectroscopia de fluorescencia es un método ampliamente usado para el
estudio de la interaccién entre ligandos y bio-macromoléculas dado que brinda
valiosa informacion acerca de los cambios que sufre el microambiente que
rodea a los fluoroéforos presentes en la macromolécula cuando interaccionan

con un ligando.

La fluorescencia en la albumina se origina a partir de dos tipos de fluoréforos:

el triptéfano (Trp) y la tirosina (Tyr), principalmente.

La BSA contiene dos residuos de Trp localizados en diferentes subdominios: el
Trp-214, expuesto a un ambiente hidrofébico en el subdominio IIA y el Trp-135,
localizado en el subdominio IB en un entorno hidrofilico. Por el contrario, la

HSA solo posee un Trp ubicado en el subdominio 1A (Trp 214).%%

Con el propdsito de determinar el subdominio de la albumina donde se asocian
los complejos de Re(l) en estudio, en primera instancia realizamos un analisis
comparativo de la inhibicion (quenching) de fluorescencia de BSA y HSA por
los complejos metalicos. Por tanto, para establecer si ambos fluoréforos estan
involucrados en el proceso de asociacién, se comparo la fluorescencia de la
albumina excitada a 280 y 295 nm, ya que cuando Aee = 280 nm la
fluorescencia de la albumina proviene tanto de Trp como Tyr, mientras que si la

Aexc. = 295 nm solo los residuos de Trp seran excitados.

En la Figura 7.3. Se observa el efecto de los complejos [CIRe(CO)3(BCS)]*
(Figuras 7.3a y 7.3b) y [BusN[(bpy)Re (CO)s(dcbpy)] (Figuras 7.3c y 7.3d)
sobre la intensidad de fluorescencia de BSA y HSA excitando a A = 280 nm. La

intensidad de fluorescencia disminuye de manera notable para todos los casos.
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La banda de fluorescencia observada es caracteristica de los residuos de Trp
cuando se encuentran expuestos a un ambiente no-polar. Por consiguiente, el
cambio en la intensidad de emision implica que el ambiente quimico en las
vecindades inmediatas del Trp esta siendo perturbado por la presencia del
complejo metalico respectivo en cada uno de los casos. Aun asi, dado que no
se observan cambios significativos en la posicion del maximo de emision, se
puede asumir que no cambia la polaridad del medio circundante a los residuos,

o bien el cambio es despreciable.

Los resultados demuestran la capacidad tanto de [CIRe(CO)s(BCS)]* como de
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] para desactivar el estado excitado de los
fluoréforos presentes en las proteinas. Sin embargo, los espectros de emisidon
para las respectivas albuminas comienzan a deformarse en todos los casos
tras el incremento de concentracion de estos complejos en el medio de
reaccion. En el primer caso (Figuras 7.3a y 7.3b), y comparando los espectros
de emisién de los sistemas [CIRe(CO)3(BCS)]-HSA y [CIRe(CO)s(BCS))*-BSA
con el espectro de emisiéon del complejo solo, se le puede atribuir dicha
deformacion a la emision de éste ultimo, consecuencia de su absorcion a la
longitud de onda de excitacion (Aexc. = 280 nm), como de emision (AeBSA =
336 nm).

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 7.3c y 7.3d, el efecto de
la emisién del complejo [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] sobre el espectro de
emision del sistema [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]-proteina, a la longitud de
onda de excitacion y maxima concentracion de complejo usada, es
despreciable, de esta manera, la deformacién de los espectros podria
atribuirsele al posible distanciamiento de los residuos Trp y Tyr los cuales

estarian empezando a emitir de manera independiente.
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Figura 7.3. a. Espectros de emision de fluorescencia para BSA en ausencia y presencia de [CIRe(CO)s(BCS)]”. Las
concentraciones de las especies fueron Cyreina = 1,5 X10° M y Cicire(copaesy-= (0, 0.16, 0.33, 0.49, 0.82, 1.14, 1.52, 2.3,
3,4.5,6,7.5) x10° M, (A-L) respectivamente; buffer fosfatos pH = 7,4; T°=298 K, Aexc. = 280 nm, Aempsa = 344 nm; las
ranuras (slits) de excitaciéon y em|3|on fueron 4 nm. b. Espectros de emisién de fluorescencia de HSA en ausencia y
presencia de [CIRe(CO)3(BCS)] las condiciones experimentales fueron las mismas que en a; Aemusa = 337 nm. c.
Espectros de emision de ﬂuorescenma para BSA en ausenma y presencia de [Bu4N[(bpy)Re(CO)3(dcbpy)] Las
concentraciones de las espe0|es fueron Cyroteina = 1,5 X10° My Ciauaniopy)re (codcopyy = (0, 0.16, 0.33, 0.49, 0.82, 1.14,
1.52, 2.3, 3, 4.5, 6) x10° M, (A-K) respectivamente; buffer fosfatos pH = 7,4; T°=298 K, Aexe. = 280 NM, Aempsa = 343 nm;
las ranuras (slits) de excitacion y emisién fueron 4 nm. d. Espectros de emision de fluorescencia de HSA en ausencia y
presencia de [BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)]; las condiciones experimentales fueron las mismas que en c; Aemusa = 336
nm.

Para establecer el subdominio donde se asocian los complejos del Re(l) a la
albumina se analiz6 comparativamente el quenching de fluorescencia de BSA y
HSA por los complejos en estudio. Cuando un ligando inhibe la fluorescencia
de HSA revela que dicho proceso esta ocurriendo en el subdominio IIA, donde
se encuentra el Trp-214. Como se muestra en la Figura 7.4. Para el complejo
[CIRe(CO)3(BCS)]?, no hay diferencia significativa entre la extension del

quenching de BSA y HSA tanto a Aexc. = 280 nm (Figura 7.4a), como a Aexc. =
295 nm (Figura 7.4b).
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Figura 7.4. Gréafico de intensidad de fluorescencia relativa de albumina sérica (F/Fo) vs [CIRe(CO)s(BCS)]*/[albtimina].
RO BRI )y ARSI (00, e o oo o o = 289 e BSA
El fendmeno observado indica que probablemente el Trp-135, soélo presente en
BSA, no se encuentra involucrado en el proceso de asociacion. De esta
manera se podria sefalar al subdominio IIA, como el principal sitio de union de
[CIRe(CO)3(BCS)]>* a ambas proteinas, ya que se observd el mismo
comportamiento para los sistemas [CIRe(CO)3(BCS)]*-BSA y
[CIRe(CO)3(BCS)*-HSA.

En el caso de los sistemas con el complejo [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], la
Figura 7.5 nos muestra que hay una diferencia notable entre las dos proteinas
cuando se excitdé a 280 nm, lo que nos permite suponer que el residuo 135 si

esta involucrado en la asociaciéon del [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] con la

1.0 1.0-
g 0.8+ g 0.8-
2 0.6 2 0.6
3 3
S ° 4
7] (7]
§0.4- 50.4-
E =
0.24 0.2-
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[Bu,N[(bpy)Re(CO),(dcbpy)])/[Albumina] [Bu,N[(bpy)Re(CO),(dcbpy)]l/[Albumina]
proteina.

Figura 7.5. Grafico de intensidad de fluorescencia relativa de albumina sérica (F/F;) vs
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy))/[albumina]. a. Aexe. = 280 nm: BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], (H) y HSA-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)l, (®); b. Aee = 295 nm: BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], (M) y HSA-
[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)], (®); buffer fosfatos pH =7,4. T = 298 K
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Ahora, para determinar si ambos fluoréforos (Trp y Tyr) estan involucrados en
el proceso de asociacion, se comparo el quenching de fluorescencia de BSA y
HSA excitadas a A = 280 y 295 nm (Figura 7.6).

a i b .
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[CIRe(CO),BCSI*/[BSA] [Bu4N[(bpy)Re(CO)3(dcbpy)l/[BSA]

Figura 7.6. a. Grafico de intensidad de fluorescencia relativa de BSA (F/Fo) vs [CIR€(CO)3(BCS)*/[BSAI; Aexc, = 280
nm, (M) y Aexe. = 295 nm, (®@); buffer fosfatos pH = 7,4; T = 298 K. b. Grafico de intensidad de fluorescencia relativa de
Egé\ K(F/Fo) vs BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)V[BSA]; Aexe. = 280 nm, (M) y Aeye. = 295 nm, (@); buffer fosfatos pH =7,4; T =
Asi, para una relacion molar (r;) [Re]/[proteina] ri = 4 y una Aexc. = 295 nm, la
fluorescencia de BSA en presencia de [CIRe(CO)3(BCS)]* disminuye en un
83% (Figura 7.6a. (®)), mientras que a Aexc. = 280 nm y la misma r la
fluorescencia de BSA en presencia de [CIRe(CO)3(BCS)]* disminuye en un
78% (Figura 7.6a. (H)) respectivamente. Por otra parte, en el caso del sistema
BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], para una relacion molar (r) [Re]/[proteina] r
= 4 y una Aexe. = 295 nm, la fluorescencia de BSA en presencia de
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] disminuye en un 63% (Figura 7.6b. (@)), mientras
que a Aexe. = 280 nm y la misma r; la fluorescencia de BSA en presencia de
[BusN[(bpy)Re(CO);s(dcbpy)] disminuye en un 83% (Figura 7.6b. (H)),

respectivamente.

Esta diferencia significativa entre el efecto observado a A = 280 y 295 nm para
ambos complejos evidencia que los residuos de Tyr toman parte en la
interaccion molecular proteina-complejo metalico en todos los sistemas

estudiados.
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Interesados en develar cuan afin son estos complejos metalicos por el sitio de
unién de las albuminas, determinamos las constantes de asociacion para todos
los sistemas en estudio a partir de los datos de fluorescencia. Las constantes
K}, se calcularon usando la Ecuacién 7.2. Los graficos 1/(F-Fy) vs 1/[Q] para los

sistemas BSA-Re(l) y HSA-Re(l) se presentan en la Figura 7.7.

a b
8x10°-
1x10™-
6x10°4
w 8x107°
4x10° =
4x10°4
2x107°1 H BSA W BSA
A HSA @® HSA
, ’ . . ) 1 —
0 1x10° 2x10° 3x10° 0 9x10°  2x10°  3x10°
1/Q 11Q

Figura 7.7. a. Grafico de 1/AF vs 1/[CIRe(CO);(BCS)]> para los sistemas BSA-[CIRe(CO);(BCS)]*, (M) y HSA-
[CIRe(CO)s(BCS)I* (A). Las concentraciones de los complejos variaron desde 0 a 6.04 x10° M; T = 298 K, buffer
fosfatos pH = 7,4; Aee. = 280 nm. b. Grafico de 1/AF vs 1/[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)] para los sistemas
BSA[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], () y HSA-[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)] (®). Las concentraciones de los complejos
variaron desde 0 a 6.04 x10° M; T = 298 K, buffer fosfatos pH = 7,4; Aexe, = 280 nm.

Puede observarse un comportamiento lineal en todos los casos, lo que se
correlaciona con un modelo de interaccidon uno a uno entre ambas partes,
proteina y complejo metalico®®. Asi mismo se determinaron las constantes Kp,
a 3 temperaturas diferentes para todas las asociaciones planteadas. En las
Figura 7.8 y 7.9, se puede ver la representacion de estas asociaciones para
los sistemas BSA-[CIRe(CO)3(BCS)]* y HSA-[CIRe(CO)3(BCS)* (Figuras 7.8a
y b) y BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] y HSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]

(Figuras 7.9ay b) .

Las constantes de asociacion obtenidas se listan en la Tabla 7.1, en la cual se
puede observar que los valores de las K, tanto para el sistema BSA-
[CIRe(CO)3(BCS)]* como para HSA-[CIRe(CO)3(BCS)]* son bastante cercanos
mientras que para el sistema HSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] son
practicamente la mitad comparados con los del sistema BSA-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].
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Figura 7.8. a. Grafico de 1/AF vs 1/[CIRe(CO)s(BCS)I* para el sistema BSA-[CIRe(CO);(BCS)]* a tres diferentes
temperaturas. La concentraciéon de [CIRe(CO)3(BCS)]2' varié desde 0 hasta 6.04 x10° M; buffer fosfatos pH = 7.4; Aexc-
= 280 nm. b. Grafico de 1/AF vs 1/[CIRe(CO)s(BCS)]* para el sistema HSA-[CIRe(CO)s(BCS)]* a diferentes
temperaturas; las condiciones experimentales fueron las mismas que en a.
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Figura 7.9. a. Grafico de 1/AF vs 1/[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] para el sistema BSA-[Bu4N[(bpy)Re(CO);;édcbpy)] a
tres diferentes temperaturas. La concentracion de [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] varié desde 0 hasta 6.04 x10™ M; buffer
fosfatos pH = 7,4; Aexe. = 280 nm. b. Grafico de 1/AF vs 1/[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] para el sistema HSA-
[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)] a diferentes temperaturas; las condiciones experimentales fueron las mismas que en a.

Tabla 7.1. Constantes de asociacién para los sistemas Albumina-[CIRe(CO);(BCS)* vy Albimina-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] en estudio, en buffer fosfatos pH = 7,4.

[CIRe(CO),(BCS)]?

T (°K) Albumina

K, x10° (M™) r
208 BSA 4,8 0,9974
HSA 4,6 0,9956
BSA 4,1 0,9995
303 HSA 4,2 0,9991
BSA 3,5 0,9992
309 HSA 3,8 0,9996

[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)]

K, x10° (M7) r
BSA 5,2 0,9886
299 HSA 2,6 0,9991
BSA 5,1 0,9890
303 HSA 2,5 0,9978
BSA 5,0 0,9990
309 HSA 2,4 0,9997

r: coeficiente de correlacion lineal.
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De todos modos, los valores de constantes obtenidos son un reflejo de la alta
afinidad que presentan los complejos polipiridinicos del Re(l) en estudio por las

proteinas.

7.5.2 PARAMETROS TERMODINAMICOS Y NATURALEZA DE LAS
FUERZAS DE INTERACCION

Los parametros termodinamicos fueron analizados con el fin de caracterizar las
fuerzas de interaccion involucradas en el proceso de asociacion entre albumina

y ambos complejos.

Las fuerzas moleculares que contribuyen a las interacciones entre una proteina
y pequeias moléculas incluyen principalmente: fuerzas de interaccion
hidrofdbicas, interacciones de van der Waals, puentes de hidrogeno, fuerzas

electrostaticas, entre otras.?®°

Los parametros termodinamicos, cambio de entalpia (AH), entropia (AS) y
energia libre (AG), son esenciales para caracterizar el modo de unién. Los
parametros termodinamicos (AH y AS) se estimaron a partir de la pendiente y
la ordenada al origen asociados a la representacion de Van't Hoff. (Ecuacién
7.3) (Figuras 7.10 y 7.11).

1311 a 13.064 b
13.0- 13.004
£ 129 € 12.931
12.84 :“:;?9;12600’4” +4,38 1287, lrn:;.?g; ;465,8/T +8,12
3.2x10°  3.3x10° 3.3x10°  3.4x10° 3.2x10° 3.3x10° 3.3x10° 3.4x10°
UTK' K

Figura 7.10. Representacion de Van't Hoff. a. Sistema BSA-[CIRe(CO)s(BCS)]*. b. Sistema HSA-[CIRe(CO);(BCS)]*.
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1T K" AT K"
Figura 7.11. Representacion de Van't Hoff. a. Sistema BSA-[Bus;N[(bpy)Re(CO);(dcbpy)]. b. Sistema HSA--

[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].

Los valores de AG se calcularon a partir de los valores de AH y AS mediante la

Ecuacion 7.4 para los cuatro sistemas estudiados a tres temperaturas. Los
valores obtenidos se listan en las Tablas 7.2a (AIbUmina-[CIRe(CO)g(BCS)]z') y
7.2b (Albumina-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)]).
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Tabla 7.2a. Parametros termodinamicos para el proceso de asociacion
Albtimina-[CIRe(CO)s(BCS)I 2.

T(K) Albumina Ae . AH . AS1 1
(kd mol™) (kd mol) (J mol"'K"™)
298,6 BSA -32,5 -21,6 36,4
297,8 HSA -32,3 -12,2 67,5
304,5 BSA -32,7 -21,6 36,4
303,0 HSA -32,6 -12,2 67,5
309,5 BSA -32,9 -21,6 36,4
309,6 HSA -33,1 -12,2 67,5

Tabla 7.2b. Parametros termodinamicos para el proceso de asociacion
Albumina-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].

T (K) Albumina Ae . AH . AS1 1
(kd mol™) (kd mol) (J mol"'K"™)
300,3 BSA -32,8 -2,6 100,5
2991 HSA -30,9 -5,9 83,5
303,7 BSA -33,2 -2,6 100,5
303,7 HSA -31,3 -5,9 83,5
309,7 BSA -33,8 -2,6 100,5
309,5 HSA -31,8 -5,9 83,5




P.D. Ross y S. Subramanian®’, propusieron que el signo y magnitud de los
parametros termodinamicos estan asociados con un tipo particular de

interaccion que toma lugar en el proceso de asociacion a proteinas.

INMOVILIZACION INTERACCION
PARCIAL ELECTROSTATICA
AG>0; AS<0 AG<0; AH~0; AS>0
HIDROFOBICA VAN DER WAALS
PUENTE HIDROGENO
AG<0; AH>0; AS>0 AG<0; AH<0; AS<0
(Proteina) (Ligando) (Proteina-Ligando) (Proteina-Ligando)
A B C
ESPECIES INDIVIDUALMENTE HIDROFOBICAMENTE COMPLEJO DE
HIDRATADAS ASOCIADAS INTERACCION

Figura 7.12. Representacion de un proceso de asociacion proteina-ligando. Modelo termodinamico hipotético.261

La asociacién entre un ligando y una proteina puede interpretarse como un
proceso que involucra estados termodinamicos hipotéticos representados por
A-B y B-C como se esquematiza en la Figura 7.12. El estado A representa las
especies hidratadas aisladas, quienes en el estado B interactuan parcialmente
de manera tal que hay una penetracion reciproca de sus capas de hidratacion
para formar “las especies hidrofébicamente asociadas”. Esta asociacion
hidrofébica es el resultado de la tendencia que presentan las moléculas de
agua para formar estructuras mas ordenadas en las cercanias de las cadenas
hidrocarbonadas no polares. Es decir, las moléculas de agua dispuestas de
forma ordenada en torno al ligando y a la proteina deben desplazarse para dar
lugar a la unién, por consiguiente adquieren una estructura mas “desordenada”
que antes. Por lo tanto, la destruccion de las capas de hidratacion es inducida
por interacciones hidrofébicas. Este proceso se acompafna de valores de AS
positivos, y AH y AG negativos (Tabla 7.2a y b). En la segunda etapa del
proceso de asociacion (C), las especies asociadas hidrofébicamente (B)
participan en interacciones que involucran plenamente interacciones
intermoleculares entre proteina-ligando, sin considerar de manera apreciable,
las moléculas del solvente. Las interacciones intermoleculares incluyen
interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y fuerzas de van der

Waals, (dipolo-dipolo, dipolo inducido y el efecto de dispersion de London). Los
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parametros termodinamicos caracteristicos de estas interacciones se detallan
en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3. Signos de los parametros termodinamicos para los diferentes tipos de interacciones
intermoleculares.
Procesos AH AS
Asociacion hidrofébica (+) (+)
Van der Waals (-) (-)
Formacion de puente de hidrégeno, (-) (-)

(medio de bajo dieléctrico)

Electrostaticas Levemente (+)  (+)
(neutralizacién de cargas) 0(-)
Protonacién (-) (-)

Las Interacciones de van der Waals y puentes de hidrégeno estan asociados
con valores de AS y AH negativos, siendo este tipo de interacciones, junto con
procesos de protonacion (que pueden estar relacionados con el proceso de
asociacion) las que generalmente presentan parametros termodinamicos
negativos tan comunmente encontrados en procesos de asociacion a
proteinas. Por otro lado, las interacciones de tipo electrostaticas se

caracterizan por presentar AH pequefios (de cualquier signo) y AS positivos.

En resumen, las proteinas estan involucradas en interacciones hidrofobicas (A-
B), pero las interacciones intermoleculares (interacciones electrostaticas,
puentes de hidrogeno, y de van der Waals) representadas por B-C en la Figura
712, desempefian un papel importante, sino el predominante, en la

determinacién de los parametros termodinamicos de la asociacion a proteinas.

En esencia, los parametros termodinamicos asociados con el proceso A-B,
describen solo la reorganizacion de la estructura del solvente alrededor de la
proteina y de los ligandos hacia un mayor desorden en comparacion con las
especies hidratadas individualmente. Esta asociacién favorable, dirigida
entrépicamente, se aplica para moléculas totalmente no-polares, asi como a
segmentos de las moléculas anfipaticas. La etapa hidrofébica, sin embargo, es

necesaria pero no suficiente para explicar los parametros termodinamicos
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obtenidos experimentalmente en la gran mayoria de las reacciones de

asociacién a proteinas.

Los valores negativos de AG (Tabla 7.2) demuestran que el proceso de
asociacion ocurre espontaneamente. Los valores negativos de AH y positivos
para AS observados para los sistemas en estudio indican que el proceso de
asociacion presenta una contribucion tanto entalpica como entropica. Se puede
asumir, en funcion de los resultados, que interacciones de tipo hidrofébicas
juegan un rol importante en la uniéon proteina-ligando. Sin embargo, no se
puede descartar que interacciones de naturaleza electrostaticas estén
presentes, dado los pequenos valores de AH hallados y la carga de las

especies involucradas.

Estos resultados son concordantes con el analisis propuesto a partir de los
datos de quenching de fluorescencia de las proteinas (Figura 7.3), de los
cuales se desprende que el sitio de unién en el subdominio IIA seria el principal
sitio de asociacion de los complejos de Re(l) con ligando intercalador a la
albumina, estando involucrado en el proceso de asociacion el Trp-214, avido

por interacciones del tipo hidrofébicas.?%?

7.5.3 TRANSFERENCIA DE ENERGIA ALBUMINA-COMPLEJO

La importancia de la eficacia en la transferencia de energia en la bioquimica
esta dada por la utilidad que brinda para evaluar la distancia entre el ligando y

el fluoréforo en la proteina.

7.5.3.1 ANALISIS POR FRET

De acuerdo a la teoria de Férster, la transferencia de energia ocurrira segun:

(i) La orientacion relativa de los dipolos del donor y aceptor
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(i) El grado de solapamiento del espectro de emision de fluorescencia del
donor con el espectro de absorcion del aceptor y

(iif) La distancia entre el donor (albumina) y aceptor (Complejo de Re(l)).

El quenching de fluorescencia de albumina en presencia tanto de
[CIRe(CO)3(BCS)> como de [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], sugiere que la
transferencia de energia ocurre entre ambas especies (complejo-proteina) tal y
como lo sugiere la Figura 7.13, donde se muestra el solapamiento entre el
espectro de emision de la proteina (linea azul) y el espectro de absorcion del
complejo metdlico (linea negra) para los sistemas BSA-[CIRe(CO)3(BCS)*
(Figura 7.13a) y HSA-[CIRe(CO)3(BCS)]* (Figura 7.13b).

Intensidad de emision (U.A.)
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Figura 7.13. Solapamiento de los espectros de emision y absorcién para el sistema AIbl]mina-[CIRe(CO)g(BCS)]Z‘. a.
Espectro de emision para BSA, Cgsa = 1,5 x10-6 M (linea azul); y espectro de absorcion para [CIRe(CO)s(BCS)]*, Creq)
=1,5x 10-6 M (linea negra); T = 298 K, buffer fosfatos pH = 7,4; Aexc = 280 nm. b. Espectro de emision para HSA,
Cusa = 1,5 x10-6 M (linea azul); y espectro de absorcién para [CIRe(CO)s(BCS)]*, Cren = 1,5 x 10-6 M (linea negra),
bajo las mismas condiciones experimentales que en a.

Un comportamiento similar se puede observar en la Figura 7.14, donde se
muestra el solapamiento entre el espectro de emision de la proteina (linea roja)
y el espectro de absorcién del complejo metalico (linea negra) para los
sistemas BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s;(dcbpy)] (Figura 7.14a) y HSA-

[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] (Figura 7.14b).

La eficiencia de transferencia de energia, E, fue obtenida de acuerdo a la teoria

de Forster®®®

, usando la Ecuacioén 7.5. El parametro J se calculd a partir del
procesamiento de los datos adquiridos de los espectros de absorcién (complejo
de Re(l), C = 1,5 x10° M) y emisién (albimina, C = 1,5 x10° M)) en el rango de

300-500 nm (Figuras 7.13 y 7.14) para concentraciones equimolares ([donor] =
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Intensidad de emision (U.A.)

[aceptor]), haciendo uso del programa de Microsoft office Excel 2007. Usando
la Ecuacién 7.6, se determind la distancia Ry, usando los parametros, k* = 2/3,
n =133y ® = 0,13.2%%° | os parametros calculados para cada sistema se
listan en las Tablas 7.4ay b.
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Figura 7.14. Solapamiento de los espectros de emision y absorcion para el sistema Albumina-
[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)]. a. Espectro de emisién para BSA, Cgsa = 1,5 x10-6 M (linea roja); y espectro de absorcion
para [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], Crey = 1,5 x 10-6 M (linea negra); T = 299 K, buffer fosfatos pH = 7,4; Aexc = 280
nm. b. Espectro de emision para HSA, Cuysa = 1,5 x10-6 M (linea roja); y espectro de absorcién para
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], Creqy = 1,5 x 10-6 M (linea negra), bajo las mismas condiciones experimentales que en a.

Tabla 7.4a. Parametros obtenidos de acuerdo a la teoria de Forster para el proceso de asociacion Albumina-
[CIRe(CO),(BCS)*.

Parametros BSA-[CIRe(CO);(BCS)]? HSA-[CIRe(CO);(BCS)]?

J 1,19™ cm® I mol™ 1,79™ cm® I mol”
R, 2,57 nm 2,75 nm

E 0,377 0,392

r 2,79 nm 2,96 nm

Tabla 7.4b. Parametros obtenidos de acuerdo a la teoria de Forster para el proceso de asociacion Albumina-
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].

Parametros BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s;(dcbpy)] HSA-[BusN[(bpy)Re(CO);(dcbpy)]

J 1,82 x10™* cm® I mol™ 2,08 x10™ cm® I mol™
Ry 2,76 nm 2,82 nm

E 0,274 0,307

r 3,25 nm 3,23 nm

Se puede observar que cada valor de r es menor a 2R, y estos valores son r <
10 nm, indicando la fiabilidad de los resultados y que la transferencia de
energia desde la proteina (BSA o HSA) a cada uno de los complejos de Re(l)

ocurre con alta probabilidad.

159

(Lwd W).0Lx3



7.5.4 CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA
PROTEINA INDUCIDA POR LA PRESENCIA DE
[CLRE(CO)3(BCS)* Y [BUsN[(BPY)RE(CO)3(DCBPY)]

Cuando un ligando se une a una proteina globular, las fuerzas intermoleculares
responsables de mantener la estructura secundaria y terciaria pueden ser
alteradas, resultando en un cambio conformacional de la proteina.247 La
naturaleza de estos cambios depende de las condiciones experimentales y del

ligando.

Los resultados presentados en los puntos anteriores nos sugieren que el
microambiente en las vecindades inmediatas de los fluoréforos esta siendo
alterado en consecuencia concomitante con la union de los complejos
metalicos intercaladores en estudio. Podria entonces afirmarse que estén
ocurriendo cambios en la estructura de la proteina los cuales se veran
reflejados en los espectros de dicroismo circular. Los espectros de CD
registrados en la region del UV-lejano para BSA y BSA-[CIRe(CO)3(BCS)]* vy
BSA y BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] se muestran en la Figura 7.15.
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Figura 7.15. a. Espectros de CD para soluciones de BSA (linea negra) y BSA-[CIRe(CO)s(BCS)]* con una relacion
complejo-proteina (r) de 0,5 (linea roja), 1,0 (linea azul) y 2,0 (linea verde). Las concentraciones de las especies fueron
Cagsa = 5 x10° M Y Creqy = 1 x10° M; T = ambiente, buffer fosfatos pH = 7,4. b. Espectros de dicroismo circular para
soluciones de BSA (linea negra) y BSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] con una relacion complejo-proteina (r) de 0,5
(linea roja), 1,0 (linea azul) y 2,0 (linea verde). Las condiciones experimentales fueron las mismas que en a.

La apariencia general del espectro de BSA muestra, en ambos casos, dos
minimos intensos centrados alrededor de A = 222 y 208 nm, caracteristico de
proteinas que presentan estructura a-hélice. La forma de los espectros es

similar para BSA y los sistemas BSA-Re(l). Ya que estos espectros no difieren
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en intensidad, es decir, no hay una tendencia a medida que se hacen los
diferentes agregados de complejo de Re(l), podemos concluir que no hay
cambios espectrales notables que aseguren una modificacion importante de la

estructura secundaria de la proteina.
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7.6 CONCLUSIONES PARCIALES

Los experimentos y observaciones provistos en este Capitulo muestran que los
complejos de Re(l) en estudio interaccionan con albumina sea BSA o HSA,
presentando una notable afinidad por el sitio de unién ubicado en el subdominio
lA.

En esencia, se observa que la llegada del complejo metalico al sitio de union de
albumina afecta el microambiente que rodea a los fluoréforos presentes en la
proteina (Trp y Tyr), hecho que se manifiesta en los espectros de fluorescencia
para albumina en presencia de los complejos [CIRe(CO);(BCS)* vy
[BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)].

Como ha podido demostrarse, la asociacidon esta guiada por factores
mayormente entalpicos para el sistema BSA-[CIRe(CO)3(BCS)]* y mayormente
entrépicos para el sistema HSA-[CIRe(CO)s(BCS)]*, mientras que para los
sistemas BSA/HSA-[BusN[(bpy)Re(CO)s;(dcbpy)] la asociacion tiene una
contribucion mayormente entropica. Estos resultados permiten asumir que las
interacciones de tipo hidrofébicas gobiernan el proceso de unién dando mayor
fuerza a lo argumentado para los resultados provistos por la técnica de
fluorescencia. Posterior a la asociacion hidrofébica, interacciones de tipo
electrostaticas se harian presentes. Por otro lado, los estudios de dicroismo
circular nos permiten inferir que el proceso de unidon sobreviene sin

modificaciones estructurales importantes en la proteina.
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8 CONCLUSIONES GENERALES

Se sintetiz6 con éxito un nuevo complejo de Re(l) de formula
BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], que presenta estructura zwitteridnica y tiene una
buena solubilidad en agua, el cual se caracterizd por 'H NMR, FTIR y ESI con

resultados satisfactorios.

El complejo BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] presentd 3 valores de pKa los cuales
se obtuvieron por estudios de espectroscopia UV-Vis en funcién del pH vy

estudios quimiométricos.

Se realizaron estudios de luminiscencia estacionaria y resuelta en el tiempo,
calorimétricos y también calculos TD-DFT del complejo [CIRe(CO)3(BCS)J?, los
cuales revelaron que sus propiedades fotofisicas estan lideradas por la

interaccion entre los estados MLLCT e IL.

Por estudios sobre la generacion de oxigeno singlete, se pudo determinar que
el complejo [CIRe(CO)s(BCS)]* generdé 'O, con rendimientos cuanticos altos
(&y ~ 0.5 en CH3CN) gracias al quenching de luminiscencia de *MLLCT por
%0,. Por otro lado, en soluciones acuosas, debido a la hidrélisis del complejo
[CIRe(CO)3(BCS)]?, el comportamiento fotofisico de este se ve alterado por el
reemplazo del Cl por la molécula de H,O en la esfera de coordinacion del
metal. La contribucién de la luminiscencia de caracter *MLLCT al ®emicae y el
estado IL gobierna el comportamiento fotofisico. Una consecuencia directa es

que no se genera 'O, en solucién acuosa.

Ademas, la variacién del pH de la solucion para el complejo [CIRe(CO)s(BCS)*
, modifica las propiedades fotofisicas de este mediante el cambio de las
cantidades relativas de las especies [CIRe(CO)3(BCS)]*, [(OH)Re(CO)s(BCS)*
y [(H20)Re(CO)3(BCS)]. A pHs altos (entre 10 y 7) prevalecen las especies
[(OH)Re(CO)3(BCS)* y [CIRe(CO)3(BCS)]* y la luminiscencia del complejo es
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dominada por el estado IL del ligando coordinado BCS, mientras que en el
rango de pH entre 7 y 2 se produce un importante incremento del rendimiento
cuantico de luminiscencia ®em = 0,067 (casi unas 6 veces comparado con el
®en a pHs entre 10 y 7) y la especie predominante se convierte en
[(H20)Re(CO)3(BCS)T.

Re-an y Re-pyr son excelentes fotosensibilizadores para la generacién de

oxigeno singlete.

Se pudo determinar que en los complejos de Re(l) de naturaleza [Ls-CO»-

Re(CO)sL], Re-an y Re-pyr, el estado excitado responsable de la generacion de

oxigeno singlete, por la ruta de transferencia de energia al oxigeno molecular,
3

es “IL.

Los datos calorimétricos combinados con los datos de fluorescencia y
rendimiento cuantico de produccidn de oxigeno singlete para los complejos
estudiados completaron el balance de energia correspondiente a la ecuacion:
E.= ®cmiEemi + QB4 + OgEx:.

Tanto BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)] como [CIRe(CO)s(BCS)]> mostraron que
pueden interaccionar con tanto con albumina BSA como HSA, presentando una
notable afinidad por el sitio de unién ubicado en el subdominio [IA. Ademas, se
observa que la llegada del complejo metalico al sitio de unidn de albumina
afecta el microambiente que rodea a los fluoréforos presentes en la proteina
(Trp y Tyr), hecho que se manifiesta en el cambio de intensidad en los
espectros de fluorescencia para albumina en presencia de los complejos
[CIRe(CO)3(BCS)]* vy [BusN[(bpy)Re(CO)s(dcbpy)], lo que los hace posibles

candidatos en su aplicacién en TFD.

Como se pudo observar, los procesos de asociacion estudiados estan guiados
por factores tanto entalpicos como entropicos y las interacciones hidrofébicas
gobiernan el proceso de unidén complejo-proteina sin afectacion de la estructura

a-hélice de esta ultima.
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