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RESUMO

Este projeto tem como objetivo a caracterizacdo e analise das propriedades fotoquimicas e
fotofisicas de um grupo de tetrafenilporfirinas contendo um ligante chalcona lateral diferente
para cada molécula no &mbito linear e ndo linear. Inicialmente, foram preparadas cinco solugdes
com as amostras nomeadas de CP1, CP2, CP3, CP4 e CP5 dissolvidas em dimetilsulfoxido
(DMSO). Foram realizadas analises dos espectros de absorc¢éo e fluorescéncia estacionaria
dessas amostras, e as eficiéncias quanticas de fluorescéncia foram determinadas pelo método
de Brouwer. O estudo de fluorescéncia resolvida no tempo permitiu a determinagdo dos tempos
de vida de fluorescéncia e da eficiéncia quéntica de formagéo de tripleto, em uma janela
temporal de nanossegundos, que puderam ser obtidos através de técnicas desenvolvidas pelo
Grupo da Fotbnica, com destaque para a tecnica de fluorescéncia induzida por duplo pulso
(DPF) que possibilitou a analise do cruzamento intersistema das amostras. Dessa forma, foi
possivel uma maior compreensdo da influéncia da estrutura quimica das moléculas nos

processos de relaxamento radiativo, ndo radiativo, e de cruzamento intersistema.

Palavras-chave: Espectroscopia, porfirina, cruzamento intersistema.
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1 INTRODUCAO
1.1 MOTIVACAO

A compreensdo das caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas de moléculas
fotossensibilizadoras tém se tornado cada vez mais relevante no &mbito cientifico. A capacidade
de absorcéo de luz leva a respostas distintas para cada grupo e variacdo de moléculas, resultando
inevitavelmente na criacdo de novas tecnologias com ampla aplicacdo em diversos setores,
incluindo engenharia e medicina. Nesse sentido, um grupo de fotossensibilizadores, conhecidos
como porfirinas, vem sendo amplamente estudados. Essa classe de moléculas ¢ identificada
pela sua estrutura molecular particular tetrapirrélica, que possibilita uma diversidade de
propriedades fotofisicas e fotoquimicas, quando grupo doadores ou aceitadores de carga séo
ligados ao anel principal (anel porfirinico). O sucesso dessa classe de moléculas foi evidenciado
com a implementacdo da Photofrin©*, ou porfimero sddico, em 1993 para o tratamento de
diversos tipos de cancer. Com isso, o interesse cientifico por essa classe de compostos tem
aumentado significativamente nas Ultimas décadas, impulsionando a busca por novos e
aprimorados fotossensibilizadores.

O uso desse farmaco inclui a terapia fotodinamica, a qual envolve a administracdo do
composto quimico no organismo, seguida da irradiacdo de luz no tecido oncolégico, no qual a
substancia se acumula. Ao interagir com a luz, sdo formadas espécies reativas de oxigénio, que
causam morte celular localizada, proporcionando uma alternativa minimamente invasiva
comparada a outros métodos disponiveis.? Além de seu uso na oncologia, a terapia fotodinamica
também se mostra extremamente relevante no tratamento de superbactérias®, uma vez que
aborda a problematica do uso excessivo de antibioticos. O uso indiscriminado de antibidticos
tem levado ao desenvolvimento alarmante de resisténcia bacteriana, tornando muitos
antibioticos tradicionais ineficazes.* Como o método de inativacdo bacteriana da terapia
fotodinamica se baseia na oxidacdo nao seletiva de biomoléculas por um agente reativo, ndo ha
a criacdo de resisténcia como ocorre com compostos que inativam ou impedem a reproducéo
da bactéria a partir de alvos especificos e de forma repetitiva ao longo de dias.

A eficacia de um composto nesse tipo de tratamento pode ser primeiramente avaliada
observando a dindmica do estado tripleto dessas moléculas porfirinicas ap6s a absorcéao da luz.
O estado tripleto possui um tempo de dura¢do longo, da ordem de microssegundos, permitindo
gue a energia armazenada nele possa interagir com outras moléculas. Uma dessas formas de

interacdo € a tripleto-tripleto e pode ocorrer entre uma molécula que foi excitada e passou por



cruzamento intersistema entre o estado excitado singleto e o tripleto e o oxigénio tripleto, como
é encontrado naturalmente. Essa interacdo pode gerar o oxigénio singleto altamente reativo,
responsavel por causar a morte celular, caracteristica que é explorada principalmente por
fotossensibilizadores de segunda geracgdo, como as porfirinas, que possuem alta capacidade de
cruzar para o estado tripleto devido ao grande acoplamento spin-érbita gerada pela ressonancia
em seu anel tetrapirroélico.

Entretanto, obter informac@es sobre este estado especial ndo € simples devido a auséncia
de emissdo de sinal coletavel, tornando complexa a determinacdo de suas caracteristicas, o que
faz esse tipo de medida ser notavel, além de relevante. Consciente disso, o estudo das transicdes
eletronicas entre estados excitados de energia, e de sua dependéncia com a estrutura quimica
do composto, bem como destas com o0 meio, é importante para o entendimento e determinacdo
da eficacia da geracdo de oxigénio singleto (reativo), as quais sdo essenciais para determinar se
um composto possui as propriedades necessarias para 0 processo. Dada a variedade de
porfirinas ainda ndo avaliadas e sendo sintetizadas, além da importancia desse grupo de
moléculas na comunidade cientifica, hd um grande interesse em continuar a pesquisa destas,

tanto em termos de suas propriedades dpticas lineares e de suas dependéncias.

1.2 BASE TEORICA

Nesta secdo, serdo abordados 0s conceitos teoricos estudados envolvendo a espectroscopia
de absorcéo, espectroscopia de fluorescéncia estacionarias e espectroscopia de fluorescéncia
resolvida no tempo, necessarios para o entendimento da interagdo da luz com os as porfirinas
e, assim, na avaliacdo dos processos de transferéncia de energia que media a geracdo do
oxigénio reativo.

Primeiramente, 0 movimento de um elétron em um estado de energia para outro de diferente
energia € chamado de transicdo eletrénica. Ele ocorre em decorréncia da absor¢do de um foton
por uma molécula, que ao aumentar sua energia interna, precisa compensa-lo e o faz pelo salto
guantizado em energia para um elétron, o qual vai a um orbital molecular de maior energia a
partir de um orbital molecular de menor energia. Quando isso ocorre, é dito que a molécula
passou do seu estado fundamental de energia para um estado excitado.

Porfirinas apresentam dois tipos de bandas de absorcao notaveis em seu espectro localizado
no visivel, que advém especificamente da sua estrutura de seu anel central. O modelo de quatro
orbitais de Gouterman® explica que a sua banda de maior intensidade, chamada de banda de

Soret, representa a transicdo entre o estado molecular ocupado de maior energia, HOMO (au),



para o estado molecular desocupado de menor energia, LUMO (eg). As porfirinas naturalmente
possuem um estado HOMO+1 (azy), de energia muito proxima ao estado HOMO. A transicdo
de HOMO+1 para LUMO gera as bandas de menor energia, chamadas bandas Q. No caso de
porfirinas sem ligantes centrais (base livre), as bandas Qs séo atribuidas as transicdes b,, —
b,g € by, — bzg, que ocorrem dada sua simetria D,y . Essas transi¢des sdo um desdobramento
da transicéo a,, — e, de porfirinas com ligante central metalico (metaloporfirinas) de simetria
D,;,, dado que a remoc¢do do ligante e adicdo de H quebra a simetria da molécula. Essa
diminuicdo da simetria quebra a degenerescéncia do estado LUMO, o que gera o aumento do
namero de transigdes possiveis e, portanto, aumento do namero de bandas. A Figura 1 ilustra

as transicOes eletronicas mencionadas.
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Figura 1 - () Macrociclo tetrapirrélico de uma porfirina. (b) Transices eletrénicas principais na regido do visivel
em porfirinas.
Fonte: Adaptada de GOUTERMAN °,

O estudo da espectroscopia de absorcdo faz uso de uma lei que relaciona a absorbancia a
concentracdo da amostra em solucdo ¢, o caminho 6ptico percorrido pela luz () e a sec¢do de
choque de absorcdo molar (conhecido como absortividade molar £(1)). Essa lei é a de Beer-
Lambert®, descrita na Eq. (1) para quantificar a absorbancia da luz A(A) de uma molécula.

AQ) = el 1)

Em decorréncia da absorcdo de energia, a molécula estarda em um estado de maior energia.
Naturalmente a molécula tenderd a minimizar sua energia, emitindo luz ou realizando outros
dissipativos, e assim ocorre a relaxacdo da molécula, voltando para o seu estado fundamental
de energia. Existem diversos processos de relaxacdo que podem ocorrer, seja por relaxacées
ndo-radiativas como a conversao interna, relaxacao vibracional e cruzamento intersistemas
(conversdo em estados tripletos), ou por transi¢cbes radiativas como a fluorescéncia e
fosforescéncia.” O diagrama de Jablonski, representado na Figura 2(a), mostra a dinamica dos
tipos de relaxacdo que podem ocorrer, e a sua simplificacdo, na Fig. Figura 2(b), mostra as taxas

correspondentes para cada processo.
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Figura 2 - (a) Diagrama de Jablonski representando as possiveis transicoes entre os estados fundamental, singleto
e tripleto. (b) Diagrama de Jablonski simplificado contendo taxas referentes a cada tipo de transicéo.
Fonte: Adaptada de GOUTERMAN °.

Dentre os processos relaxativos existentes, a fluorescéncia possui 0 comportamento mais
simples de ser estudado, pois sua emissdo € de facil deteccdo, diferente de outros processos,
como os nao radiativos, que apresentam maior dificuldade de medicéo direta. Portanto, a analise
da fluorescéncia se mostra vantajosa, trazendo algumas caracteristicas da molécula a ser
estudada. Entre essas, € interessante a quantificacdo da eficiéncia quantica de fluorescéncia
(¢), definida pela fracdo de nimeros de fotons emitidos e numero de fotons absorvidos pela
molécula. Além dele, o espectro de emissdo de fluorescéncia no regime estacionario, sem
influéncia temporal, também se mostra relevante, pois ao analisar a quantidade de picos de
intensidade e o seu deslocamento, junto a outros fatores, pode-se compreender melhor o
comportamento caracteristico de uma molécula® e a sua interagdo com o meio.

Apos estudar a molécula em um regime estacionario, é importante entender como a sua
intensidade de fluorescéncia se comporta no tempo apds excita-la com um pulso laser curto. No

instante inicial ap6s a excitagdo com um Unico pulso intenso, havera um numero Ng de

moléculas no estado excitado de energia. A variacdo da populacdo de moléculas no estado
excitado pode ser dada estudando o decaimento da populacdo em funcdo do tempo, descrito
pela Eq. (2).

N
d—tl = (kr + knr + kcis)Nsl (2)
sendo que as constantes k.., k,, e k. representam as taxas de decaimento radiativo, ndo-
radiativo e cruzamento intersistema, respectivamente, das moléculas no primeiro estado

singleto excitado. Resolvendo esta equacdo diferencial, obtém-se:

t

Ns, (t) = N, (0)e 7, (3)
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em que t € definido como tempo de vida de fluorescéncia, e representa uma simplificaco do

inverso da soma das taxas de decaimento:
_ 1
T e b+ Ko
Retornando a definicdo da eficiéncia quéntica de fluorescéncia, pode-se escrevé-la em

(4)

termos das taxas, em que ela sera a razdo da energia liberada pelo processo radiativo de
fluorescéncia e da energia total absorvida no estado singleto da molécula®, como descrito pelo
Eqg. (5):

— kr —
okt + ke

br ks (5)

Com os valores de ¢ e 7, conhecidos, e com a Eq. (5), € possivel recuperar a taxa radiativa.
Buscando finalizar a descri¢do dos processos relaxativos, explora-se a eficiéncia quantica

de formacdo de estado tripleto (¢p;), como € conhecida na literatura, que trata da taxa de

cruzamento intersistema do primeiro estado excitado singleto para o estado excitado tripleto, e

se da de forma similar a ¢,. No entanto, para obté-la se torna mais complicado, dado que esse

processo nao emite sinal, e, portanto, uma analise do preenchimento e esvaziamento dos estados
de forma mais profunda se torna necessaria.

Assim, considerando os equipamentos utilizados e a natureza das moléculas de porfirina, é
possivel simplificar o sistema incluindo apenas o estado fundamental (S,), 0 primeiro estado
excitado singleto (S;) e o primeiro estado excitado tripleto (T;), como presente na Figura 2(b).
Despreza-se as relacfes de estados energéticos mais altos devido a velocidade com que as
moléculas decaem deles para o primeiro estado excitado singleto, com um tempo de decaimento
de uma ordem inferior a picossegundos'®, em relagdo ao regime de tempo dos experimentos
realizados de nanossegundos. Da maneira analoga, despreza-se o decaimento dos estados
vibracionais do estado eletrdnico singleto em razdo do seu tempo ser inferior a picossegundos.
Além disso, o esvaziamento do estado tripleto, correspondente a taxa kg, também é
desconsiderado, pois a ordem de grandeza do decaimento do tripleto € muito maior que o regime
de nanossegundos que esta sendo trabalhado aqui, considerando entdo k; < k., kyy, Keis ™t

Dessa forma, monta-se as equacgGes de taxa:
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dnc;t(t) = —no()Wo1 + 11 (Ok, +ny Dk,
dn;t(t) =Ny, (t)Wm —Nnq (t)kr —nq (t)knr —ny (t)kcis (6)
dn’r(t) _

=M (O keis

Aqui, ny, n,; e ny refletem a razdo de moléculas presentes nos estados S, S; e T;
respectivamente, em que, a soma total desses valores resulta em 1. A variagdo da populagdo em
cada estado de energia pode ser representada a partir da derivada temporal de seu n respectivo.
Ao popular um estado, se soma determinado valor de n a ele, ao despopular, se subtrai tal valor.
Temos que nyW,, representa as moléculas que foram excitadas de S, — S;, 0s termos n, (t)k,
e n,(t)k,, correspondem aos decaimentos de S; — S, e n,(t)k,;s representa a transicdo de
S; = T;. Considerando 7, como definido na equacéo Eq. (4), as equacdes de taxa podem ser

escritas como:

dny(t) ny(t)
U(l)t = —noWo, + 1T —n (ks
dn, (t) ny ()
= — 7
g oWe m ()
dn,(t)
C;t = nl(t)kcis

Buscando resolver essas equacfes, supomos um sistema que ird receber um pulso laser de
largura temporal de ~1ps no tempo t = 0. Assumindo que os tempos de relaxacdo ocorrem na
ordem de nanossegundos, pode-se considerar que essa excitacdo pelo feixe luminoso ocorre
instantaneamente. Assim, durante a excitacdo ocorre apenas o efeito de absorcdo, como pode

ser visto em:

= no WO 1 (8)

Nos instantes seguintes iniciam-se os efeitos de relaxacdo, e o sistema segue:
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dng(®)  n,(6)

dt Tf —ny (t)kcis
dt - Tf

dn,(t)
C;t =N (t)kcis

Analisando o grupo de Eqg. (8), temos que a taxa de absor¢do WW,, é dependente da se¢do de
choque de absorcao, a,,, da molécula da transicdo S, — S;, assim como da energia hv do féton

responsavel pela excitacdo da molécula.

dny(t)

c(l)t = —noWo, "
jAthlo(t)_ Oo1 Atl(t) (10)
o Mo hv ),

Podemos considerar que a energia completa do pulso ira atingir a amostra, fazendo com

que, nesse instante, a integral da intensidade I(t) seja equivalente a fluéncia total (F) do pulso.

Atdno(t)_ Oo1
jo ne(t) _WF(t) (11)

ny(At) = exp (— %F)

Assim, pode-se definir a variacdo populacional como 6, = 1 — exp (—% p), sendo p =

1 e p = 2 correspondente a cada pulso laser de excitacdo. Visando a resolucao das equacdes
nestas condicdes, dividem-se trés momentos imediatos: (1) instante apds primeira excitacéo,
(2) instante antes da segunda excitacdo e (3) instante ap0s segunda excitacdo. Antes da primeira
excitacdo, considera-se que a totalidade de moléculas se encontra no estado fundamental,

portanto n,(0) = 1. Iniciando o processo de duplo pulso, temos no instante (1):

no(t;) =1-46;
nqi(t) = 6, (12)
nr(ty) =0

No instante (2), imediatamente antes do segundo pulso, no tempo t, = AT, as populacbes

serao:
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no(t2) = no(ty) + ny(ty) (1 — exp (‘A_>> 1—-¢7)

nq(t;) = nq.(ty) exp <_ i_:) (13)

nr(ty) = ny(ty) <1 — €xp (‘A_>> dr

Finalmente, no instante (3), imediatamente ap6s o segundo pulso:
no(t3) = ny(tx)(1 = 8;)
ny (t3) = ny(ty) + no(t;)6; (14)
nr(ts) = nr(tz)

A fluéncia, F,, contida em &,, pode mudar de um pulso em relagéo ao outro, necessitando
dessa separacdo. Essa diferenca deixa de ser relevante para fluéncias mais altas, pois hd um
limite de quanta luz as moléculas podem absorver realizando a transicdo de S, — S, que é
atingido ao excitar toda a populacdo do estado fundamental de forma a atingir um regime de
saturacdo. Logo, adicionar mais intensidade de luz ndo trard grandes alteracdes entre 0s pulsos.
Alem disso, nesse regime de alta fluéncia, tem-se §,, — 1.

Considerando que a intensidade de fluorescéncia tem proporcionalidade com a
( )

despopulagéo do estado singleto I, (t) o« & , esta que se relaciona com a sua populagéo na

dn4(t) n1(t)

forma —— , pode-se conectar as diferencas entre as intensidades dos pulsos e entre as

~ - I7-1% . . o
populagdes, definindo 7, = flzf = n,(t3) —ny(t;). Assim, pode-se isolar a eficiéncia
f

quantica de formacgéo de tripleto ¢ presente em n,(t;), de forma que as intensidades de

fluorescéncia se relacionem com a propriedade fotofisica buscada.

¢r=1- L AT
1—exp (—?> (15)

Portanto, a Eq. (15) permite determinar a eficiéncia quantica de formacdo de tripleto de
forma experimental se baseando na intensidade dos picos de intensidade do sinal da
fluorescéncia decaindo com o tempo. E importante ressaltar que a relagdo é vélida apenas para
um regime no qual a fluéncia do pulso laser é suficientemente grande a ponto de esvaziar todo

a populacdo do estado fundamental.
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2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho faz o estudo de 5 porfirinas inéditas, ainda ndo caracterizadas quanto
a algumas propriedades fotofisicas, inclusive a eficiéncia quantica de formacdo de tripleto.
Esses compostos foram sintetizados pelo Grupo de Quimica da Universidade de Aveiro,
Portugal, da Professora Maria Amparo Ferreira Faustino. Essas moléculas tem a sua base livre
e possuem um grupo fenil nas posicées 5, 10, 15 e 20, 0 que as torna pertencentes ao grupo de
tetrafenilporfirinas, e podem ser diferenciadas por seus ligantes laterais, derivados de chalcona,
localizados na posicdo 2 do anel central (veja Figura 3). Os grupos laterais se diferenciam a
partir do anel de cada derivado, possuindo as variacGes de um pirrol, fenil, fenil ligado a didxido

de nitrogénio e fenil ligado a metil e acetilpiridina.

NO2
QD _ D 0

CP1 CP2 CP3 CP4 CPS
Formula quimica: Cg HisNsO  Férmula quimica: Cg3Hy N, O Férmula quimica: CgyHzNs O,  Formula quimica: CgyHzgN,O  Férmula quimica: CgyHyN;O,
Peso molecular: 733,8750 Peso molecular: 744,8980 Peso molecular: 789,8950 Peso molecular: 758,9250 Peso molecular: 787,9230

CHs

Figura 3 - Estrutura molecular das amostras de tetrafenilporfirinas com ligantes derivados de chalcona
diferenciados na adi¢do do pirrol (CP1), fenil (CP2), fenil ligado a diéxido de nitrogénio (CP3), fenil
ligado a metil (CP4) e acetilpiridina (CP5).

Fonte: Adaptada de MOURA!%13,

O primeiro passo para a caracterizacdo das moléculas de interesse consiste no preparo
das solugdes de porfirinas a partir das massas moleculares dos compostos, como determinadas
em seus artigos de sintese.!?!® E realizada a dissolucio dos compostos no solvente
dimetilsulféxido (DMSO) utilizando uma balanca de precisdo e micropipeta para determinacéao
da massa do soluto e volume do solvente, e com o auxilio de um ultrassom e uma chapa
aquecedora para dissolucdo completa. Vale ressaltar que a concentracao foi mantida na ordem
de 10™°M, de forma a evitar a agregacédo do soluto, permitindo a confiabilidade das medidas.
A escolha do solvente se d& em razdo de ser um composto organico com baixa toxicidade e alta
miscibilidade com &gua, o que o torna favoravel para ampla aplicacdo com
fotossensibilizadores, além de que ele ndo possui absorcdo ou emissdo de fluorescéncia nos

comprimentos de onda a serem analisados e, portanto, ndo interfere na aquisi¢ao dos dados.
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2.1 ESPECTROSCOPIA ESTACIONARIA

Com as solugdes estoque preparadas, sdao realizadas medidas de absorcdo de luz das
amostras contidas em uma cubeta de quartzo fundido de caminho éptico [ = 2mm utilizando
um espectrometro comercial Shimadzu 1800 UV-Vis. O funcionamento do espectrometro
consiste na relacdo da luz de incidéncia (I,) monocromatica, formada a partir da associacao de
uma lampada e uma rede de difracdo, e da luz transmitida (/) pela amostra, que resulta na
absorbancia (A4) da solucdo. Sabendo que a solucdo obedece a lei de Beer-Lambert devido a
baixa concentracdo, pode-se obter a absortividade molar (&) da porfirina dissolvida em DMSO.

Para realizar as medidas de fluorescéncia no estado estacionario, foi utilizado um
fluorimetro comercial Hitachi F-7000 com as amostras inseridas em uma cubeta de quartzo de
caminho 6ptico [ = 1cm. Uma fonte de luz monocromatica excita a solucédo e o perfil de
emissao de fluorescéncia é captado perpendicularmente a fonte de emissdo. O comprimento de
onda de excitac¢do utilizado foi de A = 430nm, proxima ao comprimento de onda equivalente
a banda B de absorcéo das porfirinas, para que o sinal seja bem intenso, e foram coletadas as
curvas de fluorescéncia de 530nm a 900nm.

Visando obter os dados necessarios para proxima etapa, foi necessario realizar uma
segunda diluicdo das amostras para que seus valores de absorbancia no comprimento de onda
de excitacdo escolhido para captar a fluorescéncia, sendo este 4., = 525nm, sejam similares e
baixas, por volta de A = 0,1, procurando minimizar a reabsorcdo da luz emitida por elas
mesmas. A alteracdo do comprimento de onda de excitacdo em relacdo ao utilizado
anteriormente ndo muda o espectro de emissdo de fluorescéncia da amostra, concordando com
a regra de Kasha'*, e apenas diminui a sua intensidade devido a menor absorgdo em 525nm.
Dessa forma obteve-se novamente os espectros de absorcdo e de fluorescéncia, que serdo
utilizados para o calculo da eficiéncia quantica de fluorescéncia (¢y).

O calculo de eficiéncia quantica foi realizado com o método de Brouwer.® Ele consiste
na utilizacdo de uma molécula caracterizada previamente como referéncia, comparando-a com
a amostra de interesse. A referéncia utilizada foi a tetrafenilporfirina dissolvida em tolueno

(Tol), que possui a eficiéncia quantica de fluorescéncia em ¢;ef = 11%.'® A relacdo desse

método é definida pela Eq. (16).

fu FOD £y 72
) X X —
f7\0 Fref O\)d}\ fo\) nref

(16)
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Nela sdo utilizados os valores da absorbancia em A,, = 525nm para determinar f =
1 — 10~4Uex) representando a fragdo de luz ndo absorvida pela amostra neste comprimento de
onda. O espectro de fluorescéncia das amostras no intervalo de 630 — 900nm séo integrados
computacionalmente gerando F(A). Os indices de refracdo dos solventes sdo dados por n =

Npuso = 1.479 € Nyop = Nppp = 1.497.1718

2.2 FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO
2.2.1 OBTENCAO DO DECAIMENTO DE FLUORESCENCIA

Para a determinacdo do tempo de vida de fluorescéncia, as amostras de interesse foram
diluidas e inseridas em uma cubeta de quartzo fundido de caminho 6ptico [ = 2mm. Foi
utilizado um laser Pharos pulsado com largura temporal da ordem de 200 femtossegundos, cujo
feixe fundamental é de A = 1030nm e a partir de um cristal gerador de segundo harmdnico
pode ser dobrado para A = 515nm, comprimento de onda utilizado no experimento. A amostra
foi excitada com esse feixe de luz apds ele ser focalizado por um conjunto de lentes e espelhos.
A emissdo de fluorescéncia da solucao foi coletada por uma fibra dptica e direcionada para um
fotodetector acoplado a um osciloscépio de 1 GHz, no qual é possivel observar o decaimento
da fluorescéncia no tempo em tempo real. Essa informacéo € entdo armazenada no computador
para pos-processamento. Foram coletadas curvas do decaimento da fluorescéncia no tempo com
a taxa de repeticdo do laser diferentes, 1Hz e 10Hz, ambas baixas, utilizando 90% de atenuacgéo
da poténcia maxima do laser, e a amostra foi posicionada de maneira a estar a uma certa
distancia da regido focal do feixe. Dessa forma, evita-se a degradacdo devido a intensidade do
feixe e a geracdo de efeitos ndo lineares do solvente.

O decaimento de fluorescéncia obtido pela técnica experimental ndo representa o
decaimento real devido a interferéncia eletrénica do equipamento. Portanto, € preciso a
obtencdo da funcdo resposta do equipamento, e para isso, foi realizada uma medida do
espalhamento de luz do feixe apds passar por um material de vidro fosco. Com as curvas da
funcdo resposta instrumental e do decaimento experimental da fluorescéncia, pode-se realizar
uma convolugdo de sinais'®, gerando a resposta temporal real. Essa convolugio pode ser
representada como:

Lyoa = Finoa * IRF, (17)
sendo I,,,,4 @ curva experimental, F,,,,4 @ funcdo tedrica sem a influéncia da resposta temporal,

ou seja, a curva de decaimento real da fluorescéncia, e o IRF a fungdo da resposta temporal do
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instrumento. O célculo da convolucdo de sinais foi feito de forma computacional, com um
software desenvolvido pelo Grupo da Fotbnica no LabView. Nele, obtém-se o decaimento do

namero de elétrons do estado excitado através de funcfes exponenciais.

2.2.2 TECNICA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA POR DUPLO PULSO

Visando a medida da eficiéncia quantica de formacao de tripleto (¢+), foi utilizado o
mesmo laser da técnica de fluorescéncia resolvida no tempo, com o comprimento de onda de
excitagdo 4 = 515nm. Configura-se o sistema laser de forma a liberar dois pulsos de 1ps por
ciclo, espacados temporalmente em 15ns entre cada um deles. A taxa de repeticdo do laser foi
mantida a 10Hz, de forma a minimizar os efeitos de fotodegradacéo limitando a poténcia que
sera recebida pela amostra. O aparato experimental também conta com um sistema de lentes
para controlar quanto de volume sera excitado dentro da cubeta de quartzo fundido, a qual
possui caminho dptico de [ = 2mm. O sinal da fluorescéncia provindo da amostra é captado a
partir de uma fibra dptica posicionada perpendicularmente ao feixe incidente, acoplada a um
filtro Optico responsavel por remover o comprimento de onda de excitacdo. Esse sinal é
direcionado a um fotodetector para finalmente ser observado em tempo real em um
osciloscopio, que mostrara um comportamento de duplo decaimento de fluorescéncia.?
Visando calibrar o sistema, é realizada a medida da poténcia do feixe de laser que incidira na
amostra a partir de um potenciémetro térmico. Essa configuracdo experimental pode ser

observada de forma esquematica na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

A . At Laser
== Filtro Medidor
PMT 3 de poténcia Graficos

N

Figura 4 - Aparato experimental para a medida de florescéncia induzida por duplo pulso, contendo laser de pulsos

Osciloscopio Aquisi¢do de dados

ultracurtos modelo PHAROS, medidor de poténcia, obturador de feixe (shutter), sistema de lentes,
filtro vermelho, fotomultiplicadora (PMT) e sistema de aquisi¢do de dados.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Utilizando o sistema devidamente calibrado, sdo realizadas véarias medidas para cada
amostra, aumentando a poténcia recebida pela amostra de passo a passo. Os dados obtidos por
essas medidas séo tratados a partir de um programa no software LabView, desenvolvido pelo
Grupo da Fotbnica. Devido a resposta instrumental do equipamento, uma convolugdo de sinais,
como a realizada para a técnica de decaimento de fluorescéncia de pulso Unico, também se faz
necessaria.

A Figura 5 mostra dois exemplos de conjunto de dados de fluorescéncia por duplo pulso,
sendo em (a) apresentadas as curvas normalizadas da fluorescéncia resolvida no tempo para a
amostra duplamente excitada. Essas curvas sdo obtidas para diversas energias de pulso e em (b)
sdo representadas as duas curvas referentes a fluorescéncia da primeira e segunda excitacdo que

foram separadas pelo programa.
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Figura 5 - (a) Evolugdo do sinal de fluorescéncia normalizado induzido pelo primeiro e segundo pulso em funcéo
do tempo e da energia do pulso. (b) Evolugdo da intensidade de fluorescéncia para cada pulso em
funcgéo do aumento de energia do pulso.

Fonte: Elaborada pela autora.

A intensidade de fluorescéncia do segundo pulso sera sempre inferior a intensidade do
primeiro em razdo da populacdo deslocada do primeiro estado excitado e mantida no estado
tripleto durante o regime de tempo das medidas. A partir dessas curvas, € possivel calcular a

eficiéncia quantica de formacéo de tripleto ¢.
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3 RESULTADOS

Utilizando os procedimentos descritos na sessdo 2, as solucdes para as cinco porfirinas
foram preparadas e, em seguida, foram obtidas as curvas de absortividade molar e de
fluorescéncia normalizada de cada uma das amostras em DMSO, como pode-se observar na

Figura 6.
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Figura 6 - Espectros de absortividade molar (linha sélida), com aumento de 6x para regido de bandas Qs, € emisséo
de fluorescéncia normalizada (linha tracejada) em funcdo do comprimento de onda para as amostras

CP1, CP2, CP3, CP4 e CP5.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros de absortividade molar mostrados na Fig. 6 apresentam um comportamento
tipico de uma porfirina base livre. Uma banda de Soret (banda B) de um pico bem enunciado
em aproximadamente 425nm e quatro bandas Qs definidas, entre 500 e 700nm, podendo ser
vistas com maior distincdo no aumento de 6 vezes do sinal representado. Ja a emissdo de
fluorescéncia presente no mesmo grafico ilustra o comportamento tipico de porfirinas.

Observando os comprimentos de onda maximo para cada uma das bandas, € notavel que
ndo houve grande mudancga nesses valores entre as porfirinas estudadas, mostrando que o0s

ligantes de chalconas, mesmo sendo distintos entre si, ndo influenciaram significativamente no
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deslocamento das bandas. Entretanto, é possivel notar que as porfirinas apresentam um
alargamento espectral da banda de Soret e os valores da absortividade molar maximos (no pico
de Soret) diminuiram consideravelmente se comparados com a da tetrafenilporfirina, com um
valor de € = 5,34 x 10°M~1cm=1.2 Isso se deve ao fato de que os grupos de chalcona ligados
ao anel porfirinico diminuem a sua simetria.??

Os espectros de fluorescéncia foram pouco influenciados quanto a posicéo, isso pode
ser entendido pelo fato de que as bandas Qs também ndo sofreram influéncia significativa com
as chalconas, mantendo assim a emisséo de estados com aproximadamente mesma energia.
Entretanto a eficiéncia quantica de fluorescéncia (¢,), veja Tabela 1, apresentou valores
menores do que a tetrafenilporfirina base livre dissolvida em DMSO (13%)%, sendo de
aproximadamente duas vezes para a molécula CP3. As chalconas ligadas a porfirina podem ser
a causa principal da reducédo da ¢y. E conhecido que a estrutura molecular no rigida das
chalconas favorece o canal ndo radiativo de relaxagio, tornando-as ndo fluorescentes.?? No
presente caso, a adi¢do das chalconas as porfirinas provavelmente cria novas vias de decaimento
ndo radiativo se comparado a TPP de base livre sem grupos laterais.

Os tempos de vida de fluorescéncia (veja Tabela 1), obtidos das curvas de decaimento
de fluorescéncia da Figura 7, foram de aproximadamente 9 ns para a maioria dos compostos.
Entretanto para a CP3, esse tempo fica em ~3 ns, trés vezes mais curto. O grupo NO> presente

nessa amostra pode ser o responsavel pela diminuicéo tanto do valor da ¢, quanto do 7, como

ja foi observado em diversas ocasides na literatura.?* Essa extingdo da fluorescéncia e
encurtamento do tempo de vida pode ser, possivelmente, atribuido ao processo de transferéncia
de carga da porfirina para 0 NO: devido a sua alta eletronegatividade. A alta polaridade do
grupo NO> também pode impactar no processo de transferéncia de energia entre molécula e
solvente, visto que havera forte interagdo com o solvente polar criando um novo caminho de
decaimento ndo radiativo. A diminuicdo de ambos fatores € um forte indicativo de que a taxa

de conversao interna aumentou.
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Sinal de fluorescéncia normalizado

Tempo (ns)

Figura 7 - Curvas de decaimento do sinal de fluorescéncia em fungéo do tempo das amostras.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por fim, para a determinacdo da ¢ com a técnica de duplo pulso, exposta na sesséo
anterior, foram escolhidos como parametros para as medidas: passos de 5% entre cada poténcia,
variando-a de 10 a 80%, com esse limite superior para evitar a degradagdo da amostra. Com
isso, foram realizadas baterias, em diferentes dias, de duas aquisi¢cbes para cada passo de
poténcia, totalizando 30 curvas para cada amostra por dia de medida. O tempo de exposicao
para cada poténcia foi de 1s, fazendo com que a amostra recebesse 10 ciclos da repeticdo do
laser, ja que a frequéncia utilizada foi de 10Hz, e cada curva obtida € uma média desses ciclos.

Essas baterias foram feitas para determinar o desvio padréo do ¢.

Tabela 1 - Valores de eficiéncia quantica, tempo de vida de fluorescéncia e taxas de relaxagdo para as amostras
dissolvidas em DMSO.

Propriedade CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
¢ (%) 8,1+04 8,2+04 50+0,3 92+0,5 6,7+ 0,3
Ts(ns) 90+0,5 99+0,5 2,7%+0,1 8,7+04 84+04
¢r (%) 31+£2 261 10+ 1 31+£2 31+£2

k,.(us™) 9,0+ 0,7 8,3+0,6 19+1 10,6 £ 0,8 8,0+0,5
k.is(us™) 34+3 26 £ 2 37+ 4 36 +3 3713
k. (us™1) 68 +7 6716 310+ 10 68+ 6 74+ 6

Fonte: Elaborada pela autora.



24

Possuindo as medidas, o tratamento das curvas experimentais de dupla excitagéo foi
feito com a Eqg. (15), obtendo-se assim o valor de eficiéncia quantica de formagéo de tripleto
buscado. A partir desses valores, veja Tabela 1, conclui-se que a amostra CP3 é a que apresenta
a menor ¢,. J& as outras quatro amostras apresentam, dentro do erro experimental, valores
similares de ¢,. E interessante notar que o ¢, para a CP3, assim como o ¢r, €
aproximadamente 3 vezes menor que o das outras amostras, 0 que pode ser dado em razdo da
alta eletronegatividade do di6xido de nitrogénio presente na CP3.

Com a determinacdo dos parametros fotofisicos descritos anteriormente, torna-se
possivel determinar as taxas de decaimento radiativo (kr = ?) de cruzamento intersistema
f

~ .. ~ s 1
(kcis = ﬁ) e a dos processos ndo radiativos de conversdo interna (kn,, =—- k, — kcis).
f

f

Todos esses valores podem ser observados na Tabela 1. Nesta, € possivel ver que as taxas de
cruzamento intersistemas ndo s&o muito diferentes entre as moléculas. Entretanto, o que torna
0 ¢ para a CP3 muito menor que o das outras € 0 aumento exorbitante da taxa de relaxacéo
ndo radiativo, tornando esse o caminho preferencial de desativacao do primeiro estado excitado.
Esse aumento é dado em virtude do didxido de nitrogénio presente na extremidade da chalcona,
que desativa o fenil e meta-direciona os elétrons.?

Enqguanto a alta k,,,- ocorre para CP3, 0 mesmo néo € observado para CP4, que substitui
o0 dioxido de nitrogénio da primeira pelo grupo metil. Como o grupo metil € apolar, diferente
do grupo NO-, a amostra CP4 néo sofre 0 aumento da via de transferéncia de energia observada
na CP3. A porfirina CP2 é idéntica a CP3 e CP4 com excecéo de sua extremidade, que termina
no fenil, e assim como a CP4 possui caracteristica mais apolar. No entanto, diferenciando das
outras porfirinas, ela apresentou um pequeno decaimento na taxa de cruzamento intersistema,
0 gue pode significar uma diminuicdo do acoplamento spin-orbita do macrociclo tetrapirrolico
em razdo da proximidade com o derivado de chalcona.

Tendo em vista a notabilidade da molécula CP3 para relaxacdo ndo radiativa, pode-se
especular que ela seria uma forte candidata para terapia fototérmica®, um modelo de tratamento

similar a terapia fotodindmica, mas que se baseia na inativacao celular por calor.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Durante o decorrer do projeto, foi realizado o preparo de cinco amostras de
tetrafenilporfirinas com ligantes chalcona distintos, para que pudessem ser analisadas a sua
absorcdo, fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo. Estudando a absorcdo e
fluorescéncia estacionaria conseguiu-se calcular a eficiéncia quantica de fluorescéncia de cada
porfirina. Sabendo estes valores e obtendo os tempos de vida de fluorescéncia a partir da técnica
de excitacdo com multiplos pulsos de laser, foi possivel encontrar as taxas e tempos de
decaimento radiativo e ndo radiativo que indicaram uma preferéncia pelos processos nao
radiativos em todas as amostras. Utilizando uma técnica de fluorescéncia induzida por duplo
pulso (DPF) foi possivel determinar a eficiéncia quantica de formagdo de tripleto de cada
porfirina. A partir desse valor e dos outros dados obtidos, calculou-se as taxas de relaxagéo por
cruzamento intersistema e conversdo interna, que possibilitaram uma melhor analise para as
porfirinas estudadas, indicando a preferéncia de todas pelo decaimento ndo radiativo, com
destaque para CP3, que apresentou o maior valor dentre elas e com um estudo mais minucioso

pode se tornar um candidato para terapia fototérmica.
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