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1. Resumo

Este trabalho teve como principal foco o estudo e a compreensdo das caracteristicas
fotoguimicas e fotofisicas de uma molécula de perileno sintetizada pelo Grupo de Polimeros do
IFSC. O estudo foi concentrado em boa parte na compreensao da dindmica de relaxacdo do estado
excitado em funcdo da mistura binaria de DMSO/agua em diferentes proporc¢des. Durante o periodo
regente do projeto de TCC foram estudados e compreendidos conceitos relacionados a
espectroscopia de absorcdo, emissdo e relaxamento via emissdo radiativa. Foi observado que o
carater protico dos solventes influencia no deslocamento dos espectros de absorcao e emissdo. Uma
dependéncia equivalente foi observada na medida de fluorescéncia resolvida no tempo para a
molécula em funcdo da proporcao de solventes. Ainda, medidas de fluorescéncia induzidas por uma
absorcdo simultanea de dois fotons foram feitas no intuito de se observar algum comportamento no
campo da Optica ndo linear. Esses resultados indicaram que, embora a molécula apresente uma
distribuicdo simétrica de cargas, a mesma apresenta uma certa probabilidade do primeiro estado
excitado ser permitido pela absorcéo de dois fotons. Os resultados preliminares obtidos mostraram
que a molécula tem alto potencial como corante fluorescente via absor¢do de um ou dois fétons, e o
principal resultado € que a eficiéncia quéantica de emissdo € maxima na mistura do perileno na
proporcao 7:3 dos solventes DMSO/agua, sendo esse valor da eficiéncia quantica de fluorescéncia
de aproximadamente 40%. A molécula estudada é uma candidata em potencial para aplicacfes

como uma sonda fluorescente para 0 mapeamento de tecidos bioldgicos.

2. Introducéo

O surgimento de lasers pulsados com pulsos com largura temporal ultracurtos tornou possivel
o desenvolvimento de técnicas de espectroscopia resolvida no tempo em que a resolucdo temporal
pode ser aumentada fortemente, levando os pesquisadores a obterem respostas temporais na escala
de picossegundos até nanossegundos. Essa evolucdo nas técnicas Opticas resolvidas no tempo
permitiram o estudo de processos fotoquimicos e fotofisicos extremamente rapidos, conhecidos
como processos rapidos ou ultrarrdpidos, como, por exemplo, a quebra e a formacao de ligacGes
quimicas induzidas por luz, transferéncia intramolecular de carga, transferéncia proténica no estado
excitado do material, cruzamento intersistema e outros mais. O ramo relacionado ao estudo que leva
a utilizacdo de tais técnicas € uma area nova dentro da espectroscopia, esta estuda conceitos como
transferéncia de energia, dindmica estrutural das ligagdes quimicas, e ligacdes de hidrogénio,

fotodegradacdo, entre outros [1]. Ainda o efeito da interacdo do solvente em uma molécula organica



é assunto de grande interesse na area de ciéncia dos materiais, as propriedades fotofisicas dos
materiais relacionadas ao relaxamento e a sua dependéncia com o0 meio, reorientacdo molecular e
interacdo com o solvente, o que resulta em alteracGes no momento de dipolo elétrico e cruzamento
intersistema, estdo diretamente relacionadas as propriedades da matéria. A polaridade do solvente
bem como as forgas intermoleculares que ocorrem durante a mistura soluto-solvente influenciam
nessa dinamica alterando significativamente os espectros de absorcao e emissdo, além da eficiéncia
quantica de fluorescéncia e a resposta temporal da fluorescéncia, podendo ser observadas a medida
que se tém diferentes solventes, ou uma mistura de solventes para diferentes proporc¢oes [2].

O foco principal desse trabalho foi estudar as propriedades fotofisicas de uma molécula de
perileno sintetizada pelo Grupo de Polimeros, essa molécula é nova e nenhuma propriedade
fotofisica tinha sido obtida até o presente trabalho. Além disso, essa classe de moléculas (perilenos)
sdo excelentes cromoéforos devido a sua estrutura molecular composta por anéis aromaticos e,
portanto, a relevancia desse estudo mostra as relacdes de transferéncia de carga interna na molécula,
e como essa vem a influenciar no processo de relaxacdo do estado excitado. Moléculas cromoforas
por apresentarem grupos doadores e receptores de elétrons distintos, sdao denominados ICT’s
(internal charge transfer) e sdo base de sensores e outros dispositivos optomoleculares como por

exemplo células fotovoltaicas, ou mesmo na determinacdo de diagndsticos médicos como o cancer,

como apresentado na Fig.1.
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Figura 1 — Detecgdo de cancer em um tecido humano pela técnica de random laser utilizando o corante Rodamina B para obten¢édo
de ganho médio (a) dois espectros de emissdo em um tecido saudavel (b) amostra de tecido saudavel (c)espectro de um tecido com
cancer (d) amostra de tecido com céncer. [Fonte: R. C. Polson and Z. V. Vardeny, "Random lasing in human tissues,” Appl. Phys.
Lett. 85, 1289-1291, 2004]

Neste trabalho foram empregadas técnicas de espectroscopia optica linear de absorcédo e
emissdo e ndo linear de fluorescéncia induzida pela absor¢do simultanea de dois fotons. Além disso,
a tecnica de fluorescéncia resolvida no tempo (FRT) foi usada para compreender as propriedades

fotofisicas da molécula organica dissolvida em dois diferentes solventes.



3. Transicg0es eletronicas em moléculas
3.1.  Absorcéo

A medida de absorcdo de luz em moléculas organicas consiste na transicdo de um elétron
localizado em um orbital molecular que representa o estado fundamental para um orbital que
representa o estado excitado, utilizando-se para isso a energia dada pela absor¢do de um féton. No
ambito da espectroscopia relacionado a processos de ICT, na maioria dos casos, estuda-se 0S
orbitais moleculares relacionados ao HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest
unccupied molecular orbital) que estdo relacionados aos estados fundamental e excitado
respectivamente [3]. Uma molécula no estado excitado pode ainda relaxar para o estado
fundamental emitindo ou ndo fétons de acordo com a regra de Hund [4].

Experimentalmente a luz absorvida para um determinado comprimento de onda é dada pelas
medidas de absorbancia ou transmitancia (Eq. (1)), em que a transmitancia T é descrita pela razéo
de intensidades, lo/l, em que lo é a intensidade da luz que chega na amostra, e | € a intensidade da
luz transmitida pela amostra. Na Eqg. (1), d representa o caminho Optico que a luz percorre
(comprimento da amostra), ¢ representa a concentragdo de absorvedores (em Mol.L™?), no caso de
uma solucéo, e ¢ € o coeficiente de extingdo molar, expresso geralmente em Molt.cm™L.

A(D) =log® = e(D)dc (1)

Essa equacdo obedece a Lei de Beer-Lambert, que correlaciona a absor¢cdo de luz pela
matéria com o coeficiente de extincdo molar, comprimento da amostra e concentracdo de
absorvedores por unidade de volume, sendo 0 &€ uma quantidade Unica para cada composto a ser

analisado [4].

3.2. Fluorescéncia

O processo de fluorescéncia, ou emissdo de fotons, por uma molécula é descrito pela
relaxacdo do elétron, o qual estava no estado excitado, para o estado fundamental através da
emissdo de um quanta de energia. Esse processo € ilustrado por um diagrama de Jablonski, como
apresentado na Fig. 2, em que ocorrem 0s processos de absorcédo (seta azul clara), converséo interna
(seta sinuosa preta) e emissdo radiativa (seta amarela). No processo de absorcdo ja explicitado
anteriormente, as moléculas sdo excitadas no estado fundamental e atingem niveis mais altos de
energia, estados excitados. A partir de um estado excitado, a molécula pode relaxar para o estado
fundamental via um processo conhecido como conversdo interna (Cl), este, o qual é uma forma de

relaxac@o ndo radiativa, representa uma conversdo de energia em calor. Se a eficiéncia quantica de



fluorescéncia for diferente de zero, existe, além do CI, um novo caminho de relaxacao, conhecido
como canal radiativo. Nesse caso, as moléculas relaxam do estado S: para o estado Se emitindo
fotons. Relaxacdes entre os niveis vibracionais de cada estado também fazem parte dos processos
de relaxacdo, mas esses nao afetam as taxas entre uma relaxacdo entre estados eletronicos.
Normalmente, as relaxages vibracionais apresentam um tempo da ordem de 10— 100 s [5].
Sendo assim, quando a eficiéncia quéantica de fluorescéncia € diferente de zero, a relaxacdo de S:
para So € mediada pelos processos de conversdo interna e emissdo radiativa, processos que
competem entre si na relaxacdo molecular. A soma dessas duas taxas descreve 0 tempo de
fluorescéncia do cromaforo.
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Figura 2-Em (a) ¢é apresentado o diagrama de Jablonski representando os processos de absorgéo de luz (seta azul), emissdo ndo
radiativa (seta preta) e emissdo radiativa (seta amarela). [Fonte: elaborada pelo autor] Em (b) tem-se a representacéo dos processos de
absorcédo e emissdo de luz por uma molécula organica. [Fonte: A. Glogauer, “Sintese e caracterizagéo fotofisica de dois copolimeros
eletroluminescentes: um completamente conjugado e outro multibloco tendo como unidade cromoférica o fluoreno-vinileno-ferileno”
dissertagdo de mestrado 2004 Adaptada]
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De acordo com o principio de Frank-Codon, a emisséo fluorescente, ilustrada por b), ocorre
para um comprimento de onda (A) maior, ou seja, uma energia menor que a energia relacionada com
espectro de absorcdo de luz do material. Isso ocorre devido as perdas de energia durante 0s
relaxamentos vibracionais intra banda, como € ilustrado na Fig.2. Na Fig. 2b), o espacamento entre
0 pico menos energético da absor¢do (linha preta) com o maximo mais energético da fluorescéncia
(linha vermelha) é conhecido como desvio de Stokes [4]. Moléculas no estado excitado S; podem
permanecer nesse estado por dezenas de picossegundos a dezenas de nanossegundos dependendo do
tipo da molécula estudada e da sua interagcdo com o0 meio.

De forma quantitativa é possivel medir com uma grande precisdo o tempo de vida do estado
excitado para uma molécula bem como a sua eficiéncia quantica de fluorescéncia. Esses processos
podem ser observados através do monitoramento das taxas de decaimento radiativo, ou seja, na
forma de luz, e ndo radiativo, por outros métodos experimentais. Normalmente, a relaxacdo do

estado excitado para o estado fundamental apresenta um tempo caracteristico, conhecido como



tempo de vida de fluorescéncia (zf). Para um decaimento simples com um unico tempo
caracteristico, esse processo pode ser descrito pela Eq. (2) em que I(t) é a intensidade de
fluorescéncia observada em qualquer tempo, lo € a intensidade inicial da fluorescéncia medida no

tempo t = 0, t representa a coordenada temporal.

—t
1(t) = Ip(0)e™ v

A compreensdo desses conceitos foram fatores determinantes para o processo de
caracterizacdo do objeto de estudo desse projeto, a analise detalhada desse tempo de fluorescéncia
em funcdo das misturas de solventes revelou um comportamento ndo esperado nas mudangas das
taxas dos processos radiativos e de conversao interna. Para uma maior confiabilidade na obtencao
desses tempos de fluorescéncia, foi empregado um método de analise de sinais, o qual forneceu

uma precisdo maior na determinacao do tempo verdadeiro. Esse método sera descrito mais adiante.

3.3. Fluorescéncia mediada via absorcao simultanea de dois fotons

Em 1931 foi proposto teoricamente por Maria Goppert-Mayer o conceito de absor¢édo
simultanea de dois fétons (A2F) [6]. O conceito da-se pela adi¢do de um nivel intermediario virtual
de energia (estado de interacdo ndo ressonante entre a luz e a matéria, ou seja, estado de
espalhamento), como ilustrado na Fig. 3 baseando-se na teoria quéntica da interacdo da radiacao
com a matéria. Esse processo é um fenémeno classificado como éptico ndo linear pois necessita de
altas quantidades de fotons por unidade de tempo. Nesse processo, dois fotons, cada um com a
metade da energia necessaria para transicionar o elétron do estado fundamental So para o estado
excitado S; sdo absorvidos simultaneamente (setas azuis claras) por uma molécula em um mesmo

evento quantico [7].
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Figura 3 - llustracdo de transi¢Oesentre distintos estados eletrénicos mediados pelos processos de absor¢do de um féton (seta
vermelha), dois fétons (setas azuis) e relaxacdo fluorescente (seta amarela) [Fonte: elaborada pelo autor]



A eficiéncia do processo de absorcdo de dois fotons é caracteristica de cada cromdéforo e
similar a espectroscopia de absor¢do de um foéton, mas com uma probabilidade muito menor de
acontecer. No entanto, para o processo de absorcao de dois fotons, quando esse é comparado com 0
de absorcdo de um foton, a taxa de transicdo do estado inicial para o estado final, aumenta com o
quadrado do numero de fotons incidentes sobre a amostra por unidade de area e por unidade de
tempo. Além de aplicagdes como a limitagdo dptica de poténcia de luz, terapia fotodindmica, e
microfabricacdo, a A2F € Util para estudar transicdes eletrénicas para estados cujas transi¢cGes por

um foton ndo sdo permitidas pela regra de selecéo de dipolo elétrico.

4. Materiais e Métodos

4.1.  Absorcao e emissao

A Fig. 4 ilustra a estrutura molecular do perileno com peso molecular de 706.7 g/mol e
férmula quimica CssH22N2010S2, a qual foi sintetizada no Grupo de polimeros do IFSC. A parte
central da estrutura formada por anéis aromaticos define uma alta rigidez a molécula de perileno,
caracteristica estrutural da molécula ja conhecida na literatura [8]. Nesse perileno, em especial, a
estrutura foi modificada possuindo radicais compostos de SOsH, 0s quais permitem uma maior
dissolucao de perilenos em solventes polares como a dgua e o Dimetilsulfoxido (DMSO), solventes
importantes em estudos biolégicos. Para um estudo detalhado das propriedades Opticas desse
croméforo, foram preparadas, em separado, duas solugdes de 7 ml utilizando a agua e 0 DMSO
como solventes, ambas solugdes com concentracgdo de 5.4 x 10* M. Em seguida nove solucdes de 1
ml cada, originadas a partir das duas primeiras, foram feitas através da mistura desses solventes em
diferentes proporc¢des, sendo essas de 9:1 até 1:9 DMSO/4gua respectivamente. Esse procedimento
foi repetido varias vezes, para medida diferentes e em diferentes dias.

Figura 4- Estrutura molecular do perileno. 4,4'-(1,3,8,10-tetraoxo-1,3,3a,5a,5b,7a,8,10-octahydroanthra[2,1,9-def:6,5,10-d'e'f’]
diisoquinoline-2,9-diyl) dibenzenesulfonic acid. [Fonte: elaborada pelo autor]

Ao final obtiveram-se onze soluges com concentragdo de 5.4 x 10 molar, as quais foram
feitas medidas de absorcéo estacionéria (UV-Vis) utilizando uma cubeta de quartzo com 2 mm de

comprimento afim de determinar os coeficientes de extingdo molar de cada solugdo. Para as



medidas de emissdo de fluorescéncia, um fluorimetro e uma cubeta de quartzo com 10 mm de
caminho oOptico foram utilizados. A excitagdo foi mantida fixa em 515 nm, dentro da banda de
absorcdo do material, e a emissdo, coletada perpendicularmente em relacdo a excitacdo, foi obtida
com uma varredura a partir de 520 nm até 900 nm. Em seguida foi calculada a eficiéncia quantica
de fluorescéncia (EQF) utilizando o mesmo equipamento e fazendo uso do método de Brower,
descrito pela Eq. (3) [9]:

[oFDAL £ ) | n?
[ Frepar— f) " e

(3)

¢f = ¢ref X

Em que, ¢rer € a EQF de uma amostra padrdo de referéncia, neste caso foi utilizada como referéncia
a Rodamina 6G dissolvida em agua em que o valor é de 96% [10]. As integrais descrevem a area
constituida pelos espectros de emissdo obtidos para as amostras de estudo e para a amostra de
referéncia, mantendo o equipamento nas mesmas condi¢des. Na equagdo, f = 1 — 1040,
representa a fungdo que leva em conta a quantidade de luz absorvida pelas amostras no
comprimento de onda de excitacdo (no caso, f ~ 0.4), e n séo os indices de refracdo dos solventes.
No caso da mistura de agua (n = 1.37) e DMSO (n = 1.47) foi considerado como indice de refracdo

o valor proporcional & quantidade de cada solvente na mistura.

4.2. Fluorescéncia resolvida no tempo — FRT

Para a realizacdo da medida de fluorescéncia resolvida no tempo, foi utilizado um sistema
laser pulsado, operando em femtossegundos. Nesse sistema tém-se um feixe laser que é dobrado em
frequéncia por um cristal gerador de segundo harménico do mesmo, sintonizando o comprimento de
onda em 515 nm. Esse laser é utilizado como feixe pulsado para excitar a amostra, o qual incide
sobre uma lente convergente de foco em torno de 12 cm que focaliza o feixe na amostra liquida que
se encontra em uma cubeta de 2 mm. O sistema, recentemente montado por nds, veja Fig. 5,
possibilita que a excitacdo dos compostos seja feita com pulsos ultracurtos, da ordem de 200
femtossegundos. O laser possui uma poténcia média maxima de 5W e taxa de repeticdo méxima de
60 kHz. Através do software do sistema pode-se controlar a frequéncia de repeticdo da excitacao e a
poténcia média, de modo a diminuir essa frequéncia e poténcia para que seja evitada possiveis
degradacdes do material. No caso da medida de FRT para o perileno, essa taxa de repeticdo foi de

1kHz e uma poténcia média 200 mW para todas as amostras.



Laser

Figura 5- Diagrama esquematico da técnica experimental de fluorescéncia resolvida no tempo que se encontra no Grupo de
Fétonica. [Fonte: elaborada pelo autor]

A fluorescéncia é coletada através de uma fibra 6ptica multimodo posicionada muito préxima
da regido excitada da amostra. Essa fibra dptica € posicionada perpendicularmente em relacdo ao
feixe de excitacdo para evitar a cotela da luz do laser e provavel queima e saturacdo do detector. O
sinal optico de fluorescéncia é direcionado pela fibra para um detector de silicio com resolugédo
temporal minima de 700 ps. O sinal elétrico produzido por este detector foi analisado e feito médias
durante 5 minutos por um osciloscépio digital de 1GHz de resolug&o, permitindo a visualizagdo em
tempo real do decaimento exponencial da fluorescéncia em funcdo do tempo, da qual foi
determinado o tempo de vida da amostra nas diferentes misturas. Por serem curtos os tempos de
vida obtidos, ou seja, da ordem temporal da resposta do detector, foi necessaria a utilizacdo do
método de convolucdo de sinais para que se pudesse obter com uma melhor precisdo a relaxagao
temporal da molécula nas onze diferentes misturas estudadas. A funcdo da convolucgdo de sinais,
apresentada na Eq. (4), em que Fmod representa o decaimento da fluorescéncia real da amostra sem
os efeitos das respostas eletrdnicas dos equipamentos é convoluida com a resposta elétrica do
sistema experimental, IRF completo (Instrument Response Function) [11]. Essa convolugdo produz
a curva experimental obtida pelo aparelho, Imod que é alongada temporalmente devido a resposta

temporal do sistema ndo ser instantaneo.

Imoa = Fmoa * IRF (4)
O processo de convolugdo é feito em um software elaborado por nds, em que sdo processados
os dados adquiridos do Imod € IRF, este Gltimo obtido através do espalhamento da luz do laser sem a
amostra. No programa, a resposta temporal do detector mais a resposta temporal do sistema
eletronico (cabo coaxial, osciloscdpio) é convoluida com uma funcdo tedrica formada por trés
exponenciais com tempos bem distintos, como mostra a equacao Eq.(5).Essa equacédo vai trazer a
mesma informacdo que a Eq.(2) citada anteriormente, no entanto dois novos parametros foram

adicionais e sdo necessarios apenas para ajustes de offset, para que se obtenha/desloque a fungéo

10



convoluida com a fungdo que descreve a fluorescéncia experimental (Imod) € assim o melhor ajuste

do decaimento exponencial.

-t -t —t

Ifluo = [y(0)e*ripido + Il(O)eﬁ + I,(0)e%tento (5)

Ainda no proprio programa, as amplitudes da funcéo, lo, I1 e I2, sdo ajustadas. A convolugdo
dessa funcdo com o tempo de resposta eletronicos do sistema de deteccdo sem a incidéncia do sinal
de fluorescéncia gera um ajuste o qual modela o sinal experimental da fluorescéncia. Sendo assim, a
melhor exponencial no ajuste, que reproduz a resposta experimental da fluorescéncia com o método
de convolucéo, fornecerd o valor de tempo de vida de fluorescéncia do material corrigido. A Fig.6
ilustra um exemplo do processo de convolugdo feita para se obter os tempos de vida de
fluorescéncia do perileno nas diferentes misturas de solventes. Nessa figura, os quadrados pretos no
detalhe do gréfico representam o sinal da referéncia eletrdnica do equipamento, ou seja, resposta
temporal do equipamento frente a incidéncia de um pulso laser com distribuicdo temporal
Gaussiana com largura total a meia altura (do inglés, FWHM) de 200 femtossegundos. A linha
vermelha é a combinacdo das funcbes exponenciais tedricas geradas pela Eq. (5). O importante do
grafico no detalhe Fig. 6 é mostrar o quanto o pulso de 200 fs € alargado temporalmente devido a
resposta do detector. Em outras palavras, o pulso de 200 fs passa a ter uma resposta eletronica de
aproximadamente 700 picossegundos a FWHM. Esse alargamento temporal reflete também em um
aumento “falso” dos tempos de vida de fluorescéncia obtidos experimentalmente, por isso do uso do

método de convolucéo.
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Figura 6-Gréafico da convolugdo dos sinais para obtencdo do tempo de vida de fluorescéncia. A linha preta representa o resultado da

convolucdo, e os circulos vermelhos a curva experimental da medida da fluorescéncia. No detalhe, curvas representando a resposta

temporal do sistema devido ao espalhamento da luz do laser (quadrados) e a fungdo gerada com as trés exponenciais da Eq. (5).

[Fonte: elaborada pelo autor]

Ja a Fig. 6 apresenta o resultado convoluido (linha solida) das duas fungdes apresentadas no

interior da Fig. 6, a qual se ajusta a fluorescéncia (circulos vermelhos) obtida experimentalmente
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pelo sistema experimental. Sendo assim, na Eq. (5) a primeira exponencial de amplitude lo e com
tempo muito répido, alguns picossegundos, € usada para gerar um pequeno alargamento da resposta
temporal do detector devido a instabilidade e efeitos de oscilacdo eletrdnica. Esse tempo afeta
apenas em torno do maximo da curva, e em muitos casos nem € necessario. A segunda exponencial,
correspondente a amplitude 11, é a desejada de se obter, pois € responsédvel para nos informar o
tempo de vida da fluorescéncia “mais real” e suas variagdes devido a influéncia do solvente e das
misturas utilizadas na amostra de perileno. Por fim, tém-se a terceira exponencial de ordens de
grandeza temporal muito maior da do tempo de vida obtido e que é responsavel em corrigir ruidos e
acumulo de sinais de fundo do equipamento de medida que apresentem de tempos longos.
Normalmente, esse o tempo dessa exponencial € de muitos microssegundos, e a amplitude dessa

exponencial ¢ muito pequena, fornecendo um leve offset linear de fundo.

4.3. Fluorescéncia excitada via absorc¢do simultanea de dois fotons

Para a medida de fluorescéncia excitada por absorcdo de dois fétons, foi montado um aparato
experimental similar ao da medida de fluorescéncia resolvida no tempo. Nesse, foi empregado
como excitacdo da amostra 0 mesmo laser, mas agora, utilizando o comprimento de onda de 1030
nm (primeiro harménico), o qual é ndo ressonante por um féton com a banda de absor¢do do
perileno. A Fig.7 ilustra o diagrama do experimento modificado na parte de deteccdo da
fluorescéncia. O sistema de deteccdo usado na coleta dos espectros de emissdo foi um
espectrébmetro Ocean Optics de alta resolucdo. A fluorescéncia é guiada da regido excitada até o
espectrdmetro por uma fibra Optica. Os espectros de emissdo sdo coletados para diferentes poténcias
médias do laser, poténcia registrada com um medidor de poténcia comercial (Ophir). Essa medida
consiste em se obter espectros de emissdo fluorescente em funcdo da poténcia do laser e se obter
uma relacdo quadratica com a mesma. Sendo assim, varias poténcias do laser foram utilizadas nessa

medida afim de construir uma curva com varios pontos.

1030 nm —
Laser b_
E /Ocean Optics//

Figura 7- Diagrama esquematico da técnica experimental de fluorescéncia induzida por absorcéo de dois fétons, que se encontra no
Grupo de Fétonica. [Fonte: elaborada pelo autor]

Amostra
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5. Resultados e Discussdes

5.1. Espectros de Absorcéo e emissdo de Fluorescéncia

As primeiras medidas para se identificar as regides em que os estados excitados se localizam
sdo feitas através de medidas de absorcdo (linha preta na Fig. 8). Ao mesmo tempo, medidas de
fluorescéncia (linha vermelha na Fig. 8) podem ser executadas para se identificar a presenca de
canais de relaxacdo radiativos. Primeiramente, essas medidas foram feitas no perileno dissolvido
DMSO (Fig. 8(a)) e agua destilada (Fig. 8(b)), e assim pode-se determinar as janelas de absor¢édo e
emissao antes das medidas para as misturas binarias de diferentes proporcdes DMSO/agua, essas
apresentadas na Fig. 9. Os valores de absortividade molar para moléculas de perileno desse trabalho
sdo similares as encontradas na literatura, que sdo da ordem de ~34000 L mol~cm™ mas que podem
sofrer alteragcBes de acordo com o solvente utilizado [4] e os grupos laterais ligados a estrutura
central do perileno.

50000 F — 12
(a) DMSO —— Absorgio |

40000 |

30000

20000

10000

——Emissdo | g
—40.6
<404
402
0 L L L L 0.0
1.2
1.0
408
406
404
402
0 L 1 0.0
400 450 500 550 600 650

20000 | —— Absorcéo
®) 1,0 4

15000 Emissdo

10000

Absorptividade Molar (L Molcm™)
Fluorescéncia Normalizada

5000

Comprimento de onda (nm)

Figura 8 - (a) Espectros de absorgdo (linha preta) e emisséo (linha vermelha) para o perileno dissolvido em DMSO. (b) Espectros de
absorgdo (linha preta) e emissdo (linha vermelha) para o perileno dissolvido em agua.

Existe uma diferenca visivel nos espectros de absorcdo do perileno em DMSO e agua puros.
Com relagdo aos gréficos das Fig. 8 e 9, é possivel notar que os espectros de absorcdo sofrem
alteracdes tanto na sua forma como no seu valor de absortividade molar, tendo seus valores
aumentados monotonicamente desde 20000 L mol* cm™ quando dissolvidos em agua pura até
42000 L mol™ cm™ em DMSO puro. Em relagdo a forma, é possivel notar que as réplicas de fonons
do espectro de absor¢édo da Fig. 10, observadas para 0 DMSO puro, véo diminuindo, e uma banda
alargada vai surgindo a medida em que se aumenta a proporcdo de agua. Essa alteracdo comeca a
ser mais significativa a partir da quantidade de 70% de proporcdo DMSO/agua, em que existem
duas bandas de mesma amplitude. Uma das causas dessa alteragdo espectral pode estar associada

com a maneira que os diferentes solventes se ligam a molécula de perileno.
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Figura 9 - Espectros de absorcdo (linha preta) e emissdo (linha vermelha) para o perileno dissolvido em diferentes proporgdes
DMSO/4gua. No interior do gréfico estdo especificadas a porcentagem de DMSO para cada solugéo.

A fluorescéncia, representada pelas linhas vermelhas, apresenta uma forma que é pouco
alterada com a mistura de solventes. Dessas curvas, é possivel observar um leve deslocamento para
o vermelho com o aumento da proporcao de dgua, remetendo a um deslocamento Stokes (A1) ou
(A7). Quando se compara a diferenca entre 0 comprimento de onda do méximo da fluorescéncia
com o comprimento de onda da banda de menor energia do espectro de absorcdo, se observa um
aumento de (AA)com a propor¢do de DMSO. Esse solvatocromismo descreve uma alteracdo da
energia entre o estado fundamental e o estado excitado devido & modificagdo da constante dielétrica
do meio e rearranjo das cargas na molécula. Esse fendbmeno ocorre quando se tém diferentes
polaridades para os solventes utilizados, nesse caso, 0s espectros de absor¢cdo e emissdo para uma
mesma molécula podem sofrer deslocamentos em comprimentos de onda de até centenas de
nanémetros. Quando esse deslocamento é para o vermelho, tem-se um red-shif (Stokes) e para o
azul um blue-shift (anti-Stokes). A Fig. 10 apresenta o desvio de Stokes em termos da funcéo
Osanger, essa descrita pela Eq. (6). O comportamento observado sugere uma leve mudanga da
energia potencial elétrica em torno do perileno devido a alteracdo da constante dielétrica do meio,

alterando as energias entre os estados fundamental e excitado.
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F(n,§) =2 (6)

E—1 n? -1
26+1 2n%+ 1]
Em que, ¢ é a constante dielétrica do solvente, no caso das misturas binérias a proporcdo da
constante dielétrica de cada um, e n representa o indice de refrac&o.

O interessante dessa solvatacdo, é que existe uma saturacdo do efeito a partir de 70% de
DMSO, em que a interacdo entre os dois solventes parece ndo alterar mais a distribui¢do de cargas
do perileno. Essa perturbacdo do meio na molécula, por exemplo, altera as taxas de decaimento,
aumentando ou diminuindo os tempos de decaimento radiativo e ndo radiativa de energia, citados

anteriormente. Essas possibilidades serdo discutidas posteriormente.

800
[ e Desvio de Stokes
700 | 6 & 1
<] o,
600 | 9,
e 500 F
€ - ;.
5 £
= 400 F 6.
<] .
300 F .
N
200 F 0
100 , L L L , ,
0,52 0,54 056 058 060 062 0,64 0,66
F(n.é)

Figura 10 —Desvio de Stokes em funcdo da Funcdo de Polaridade de Osanger. A linha tracejada ilustra uma regido em que o
comportamento € linear.

O comportamento de saturacdo, em altas proporcdes de DMSO, pode indicar uma condigdo
em que o DMSO preferencialmente solvata o perileno nas camadas de primeiros vizinhos, isolando
o perileno da &gua. Esse fato pode estar relacionado com a energia de interacdo do DMSO com a
molécula de perileno ser menor do que com a dgua. A medida que a quantidade de agua na solucao
é aumentada, esse passa a ter um desvio de Stokes. Neste caso, dois processos de interacdo entre a
molécula de perileno e os solventes passam a competir, as forcas intermoleculares do DMSO com o
perileno (tipo dipolo elétrico) e as ligacdes de hidrogénio da dgua com o perileno. Essa competicdo
entre interagdes com os diferentes solventes pode fazer com que os graus de liberdade para
possiveis modos vibracionais da molécula, aparentemente rigida, sejam alterados. O
comportamento linear indicado pela linha tracejada no gréafico é caracteristico dos efeitos
solvatocromicos e, quando possui coeficiente angular negativo diz respeito ao momento de dipolo
da molécula. Neste caso, 0 momento de dipolo elétrico permanente da molécula no estado

fundamental é maior que 0 momento de dipolo elétrico permanente no estado excitado.
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5.2. Fluorescéncia resolvida no tempo — FRT

Utilizando o método de convolugdo de sinais, foi possivel determinar com uma melhor
precisdo as variagoes nos tempos de vida de fluorescéncia z, da molécula de perileno para os dois
solventes, DMSO e agua, bem como para as misturas binarias em diferentes proporcdes dos
mesmos. A Fig.11 (a) ilustra o comportamento do tempo de vida de fluorescéncia, (quadrados
pretos) e o comportamento da EQF, ¢, (circulos vermelhos), ambos em funcdo da porcentagem de
DMSO na solugdo. A EQF (foi determinada pelo método de Brower, esse descrito na secéo 4.1.
Observa-se um comportamento ndo linear de ambas as medidas com o aumento da proporcéo de
DMSO. O valor maximo obtido para o tempo de vida de fluorescéncia encontra-se em 3.4 £ 0.2 ns
para uma solucdo de 30% DMSO/agua, enquanto que o maximo da EQF foi de 40%, obtido na
proporcdo de 70% DMSO/4gua. Essa diferenga de comportamento esta relacionada aos canais de
relaxac@o do estado excitado para o estado fundamental, que podem ser radiativos (emitindo luz) ou
via conversdo interna. As equacdes 7 e 8 mostram como os dados relativos aos canais de retorno do

estado excitado podem ser determinados uma vez conhecidos 7 e ¢y.

¢r=-—L(7) e + 298

Trad Tfluo Trad Tci

1 1

Com essas equacOes, os valores dos tempos de vida radiativo (7,.44) € Via conversdo interna (t.;)
foram calculados e sdo apresentados na Fig. 11 (b), em especial, como taxas de decaimento (k),

sendo essas 0 inverso dos respectivos tempos de vida.
(a) (b) ) 10 20 30 40 50 o 0 80 90 100

Radiativo
06F | Néo Radiativo L

7;(ns)

S) O X7y

K, x 10°(s")

04t [ 410 =

410 [

" 1 L L " " " " Pil P
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentagem de DMSO (%) Porcentagem de DMSO (%)
Figura 11 - (a) Medidas de tempo de vida de fluorescéncia (quadrados pretos) e eficiéncia quantica de fluorescéncia (circulos
vermelhos) em fungéo do perileno dissolvido em diferentes proporges DMSO/agua. (b) Taxas de decaimento radiativo (preto) e ndo
radiativo (vermelho).

Nota-se que 0s processos sdao preferencialmente via conversao interna. O maior valor dessa
taxa de conversdo interna é encontrado para o perileno em DMSO puro. Ainda pode ser observado
no grafico da Fig. 11 (a), entre as porcentagens de 10 e 60 % DMSO/agua, que o tempo de vida de
fluorescéncia permanece em torno de 3 ns, sem uma variagdo muito significativa, entretanto os

valores de ¢y, nesse mesmo intervalo, aumentam monotonicamente. Esse comportamento pode ser
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relacionado com a Fig. 11 (b), em que a taxa ndo radiativa (barras vermelhas) apresenta uma leve
diminuicdo de seu valor, indicando que os processos de relaxacdo radiativa comegam a ser mais
significativos (barras pretas). A taxa radiativa aumenta monotonicamente exercendo influéncia no
processo do aumento da eficiéncia quantica. A partir de 70% DMSO/agua, 0S processos nao
radiativos aumentam novamente, seguidos ainda pelo aumento da taxa dos processos radiativos, o
que indica que o tempo total da fluorescéncia diminui, chegando a um valor minimo na proporgao
100% DMSO/agua. Esses resultados mostram que as propor¢des em torno de 70% DMSO/agua séo
as melhores para aplicacdes como LASER randémico.

Uma hipétese acerca do comportamento ndo linear das propriedades fotofisicas da molécula
de perileno pode ser explicada pela dindmica de interacdo entre os solventes DMSO e &gua. Por se
tratarem de dois solventes de carater polar a miscibilidade dos mesmos é extremamente elevada na
temperatura ambiente, e a medida em que se mudam as proporcdes dos solventes misturados
mudam-se as interacBes do tipo ligacbes de hidrogénio entre eles e entre o cromdforo. Sabe-se que a
agua ¢é doadora e aceitadora de ligacdes de hidrogénio enquanto que 0 DMSO é apenas aceitador.
Em solugbes com uma porcentagem maior que 50% de DMSO, tém-se uma molécula de agua
ligada para duas moléculas de DMSO [12], enquanto que para solucdes onde a agua prevalece em
maior proporcdo, os oxigénios provenientes da molécula de DMSO irdo agir como aceitadores de
ligacbes de hidrogénio para hidroxilas (OH). Ainda assim havera ligacdes agua-agua em maior
quantidade. No final, para cada proporcdo de DMSO em &gua, se tera um carater distinto de
interacdo desses com o cromoforo.

O interessante é observar o comportamento da taxa de decaimento radiativo com a
porcentagem de DMSO/agua. Essa cresce com o aumento da propor¢cdo de DMSO. Um modelo
fenomenoldgico simplificado para descrever o comportamento dessa taxa com as propor¢des dos
solventes foi feito e 0 mesmo apresenta uma boa concordancia com os valores experimentais. Esse

modelo leva como condi¢es iniciais os valores das taxas radiativas para os solventes puros k;‘gga e

kpae© normalizados por coeficientes que séo fungdes das proporgdes molares, %M gyq € %Mpuso,

dos solventes e uma constante K que define a dependéncia desses coeficientes com os solventes.

Esse modelo € apresentado na Eq. (9):

total _ agua DMSO
krad - %Méguakrad + %MDMSOkrad (9)
K(1-%DMS0) %DMSO
Em que, %M, = e %M = .
que, %Mgua o Mpso %DMSO+K(1-%DMS0)

%DMSO0+K(1-%DMSO)
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Na Figura 12, sdo apresentados os resultados simulados atraves da Eq. (9) para diferentes
valores de K. Nota-se uma boa concordancia quando K = 2, mostrando que o canal de relaxamento
radiativo segue um padréo proporcional a alteracdo do meio em torno do perileno, o que néo foi
possivel observar no relaxamento ndo radiativo. Essa via de relaxamento € mais complexa e um
modelo simplificado equivalente ao apresentado na Eq. (9) ndo consegue descrever 0 processo
como um todo.
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Figura 12 — Comportamento da taxa radiativa com a propor¢do de DMSO em &gua (circulos). As linhas solidas séo as simulagdes
fenomenoldgicas obtidas com a Eq. (9) para quatro diferentes valores de K.

De uma forma mais qualitativa, a alteracdo das taxas de decaimento pode ser entendida pelo
fato de que a energia do estado excitado pode ser influenciada no seu valor pela alteracdo da
constante dielétrica do meio. Em uma mistura de solventes, pode ser possivel encontrar uma
distribuicdo de moléculas solvatadas por diferentes propor¢cdes dos mesmos, 0 que pode implicar
em pequenas alteracdes da geometria da molécula e consequentemente pequenas variagdes do valor

de energia do estado excitado.

5.3. Fluorescéncia mediada via A2F

Uma vez conhecida as propriedades dpticas lineares dessa molécula em misturas de solventes
e visando aumentar o possivel espectro de aplicacdes da mesma, foram feitas medidas de absor¢éo
de dois fotons determinadas através da emissdo fluorescente. Essas medidas tiveram como intuito
identificar absorcédo instantnea de dois fotons na regido em que a molécula é transparente, visando
uma possivel aplicacdo para biomarcadores fluorescentes. Além disso, uma comparagdo entre o
comportamento da fluorescéncia induzida pela A1F e A2F foi feita.

A Fig.13 (a) ilustra, em um gréafico log-log, a dependéncia da intensidade de fluorescéncia
induzida pela absorcdo de dois fotons com a energia do pulso laser, obtida com o aparato
experimental descrito na se¢do 4.3. Os valores de S representam o coeficiente angular do ajuste

linear dos dados experimentais, uma vez que a taxa de transicdo do estado fundamental para o
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estado excitado aumenta com o quadrado do nimero de fétons incidentes sobre a amostra estudada.
Na Fig.13 (a), pode ser observado que as retas possuem aproximadamente a mesma inclinacéo,
proximo a f = 2. No gréfico, cinco diferentes propor¢des de solucdo de perileno em DMSO/agua

foram expostas e em todos 0s casos se observa 0 mesmo comportamento quadratico.
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Figura 13 - Em (a) se observa a dependéncia da intensidade de fluorescéncia com a energia do pulso laser, e em (b) é apresentada
uma comparagdo dos comportamentos da fluorescéncia induzida por A1F e A2F.

A Fig. 13(b) apresenta o comportamento da fluorescéncia induzida via absorcdo de dois
fétons em funcdo da mistura de solventes. A menos de uma normalizacéo pela secdo de choque de
absorcdo de dois fotons (ndo determinada até o presente momento), pode-se observar que a
tendéncia é similar a eficiéncia quantica de fluorescéncia. 1sso, como é de se esperar, indica que a
eficiéncia quantica independe da forma que o material é excitado, via um ou dois fétons,

respeitando a regra de Kasha.

6. Conclusdes e Consideracodes Finais

Neste trabalho foi realizado o estudo da caracterizagdo de uma molécula orgéanica de perileno
afim de compreender as propriedades fotofisicas e os processos de distribuicdo de carga desse
cromoforo. Para uma caracterizacdo oOptica linear, espectros de absorcdo e fluorescéncia foram
medidos e analisados em funcdo de uma mistura de solventes. Através dessas medidas foram
determinadas as eficiéncias quanticas de fluorescéncia e os tempos de vida da fluorescéncia. Com
relacdo a medida de EQF, foi obtido um valor maximo de 40% para uma propor¢do de 70%
DMSO/agua. No caso do tempo de vida de fluorescéncia, e os resultados mostraram que o carater
prético dos solventes influenciou de forma distinta os as taxas de relaxacdo radiativa e ndo
radiativa. Tanto para as medidas de EQF quanto para as de fluorescéncia resolvida no tempo, foi

observado um comportamento ndo linear a medida em que a proporcdo da mistura era alterada.
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Com isso, pode-se descrever um modelo fenomenoldgico aproximado para relacionar as taxas
radiativas diretamente com as fracGes molares de cada solvente, mostrando uma boa concordancia
com os valores experiemtais. I1sso mostra, de forma qualitativa, que a energia do estado excitado
pode ser influenciada pela alteracdo do meio ao qual se encontra o material. Por ultimo, foi feita
uma caracterizagdo Optica ndo linear atraveés da medida de fluorescéncia via A2F, em que foi
demonstrado que o estado excitado também é acessado via uma A2F. Uma comparagdo qualitativa
entre a EQF de A1F e A2F mostrou uma similaridade entre ambas as medidas.

O trabalho tem carater promissor devido a alta miscibilidade do perileno com solventes
polares de cunho biologico. Um estudo mais profundo em éptica ndo linear sera feito afim de trazer

mais informagdes sobre a estrutura molecular e a dindmica de relaxagéo.
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