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RESUMO

A Cumarina 6 tem sido utilizada como padrao espectroscopio pois apresenta alta eficiéncia
quantica de formacdo de estados singleto. As condi¢cOes externas/meio influenciam no valor
absoluto da eficiéncia e em outros parametros fotofisicos, mas a maioria dos artigos
publicados que utilizam os pardmetros do Cumarina 6 como padrdo espectroscopico, omitem
informagdes quanto ao solvente e a concentragdo. Neste trabalho foi feita a caracterizagéo
sistematica da Cumarina 6 em diferentes solventes e diferentes concentragdes calculando a
eficiéncia quantica de fluorescéncia pelo método comparativo e também a partir dos tempos
de vida do estado excitado. A forma dos espectros de absorcdo éptica e de fluorescéncia da
Cumarina 6 ndo apresentou alteracdo de forma na faixa de concentracdo trabalhada, no
entanto ocorreu perda de eficiéncia quantica de fluorescéncia. A dependéncia do
deslocamento de Stokes da Cumarina 6 em funcdo da polaridade dos solventes foi analisada
de acordo com a equacdo de Lippert Mataga. A dependéncia do tempo de vida de
permanéncia das moléculas no estado excitado e a eficiéncia quantica de fluorescéncia
permitiram o célculo das taxas de decaimento radiativo e ndo radiativo. O conhecimento dos
parametros fotofisicos dos padrdes de referéncia utilizados € de extrema importancia para o
calculo das propriedades fotofisicas de compostos inéditos. Além disso, promover o controle
dos processos fotofisicos de qualquer croméforo favorece projetar aplicacdes tecnoldgicas
para o croméforo organico. Os cromoforos como a Cumarina 6 possuem aplicacdo como
sondas fluorescente para investigacdo de polaridade do meio, para eficiéncia de reacGes
quimicas, rastreamento de nano drogas, fabricacdo de camadas ativas de células solares e

muitos outros processos fotdnicos

Palavras-chave: Fotofisica, Cumarina 6, espectroscopia Otica, eficiéncia quantica de

fluorescéncia, equacdo de Lippert-Mataga.



ABSTRACT

Coumarin 6 has been used as a spectroscopic standard because it exhibits high quantum
efficiency of single-state formation. The external/medium conditions influence the absolute
value of the efficiency and other photophysical parameters, but most of the published papers
using the parameters of coumarin 6 as a spectroscopic standard omit information regarding
the solvent and concentration. In this work, the systematic characterization of coumarin 6 in
different solvents and different concentrations was carried out by calculating the fluorescence
quantum efficiency by the comparative method and also from the excited state lifetimes. The
shape of the optical absorption and fluorescence spectra of Coumarin 6 showed no shape
change in the worked concentration range, however a loss of fluorescence quantum efficiency
occurred. The dependence of the Stokes shift of Coumarin 6 as a function of solvent polarity
was analyzed according to the Lippert Mataga equation. The dependence of the lifetime
residence time of the molecules in the excited state and the fluorescence quantum efficiency
allowed the calculation of the radiative and non-radiative decay rates. Knowledge of the
photophysical parameters of the reference standards used is of utmost importance for the
calculation of the photophysical properties of novel compounds. Moreover, promoting the
control of the photophysical processes of any chromophore favors designing technological
applications for the organic chromophore. Chromophores such as Coumarin 6 have
application as fluorescent probes for investigation of medium polarity, for efficiency of
chemical reactions, nano drug screening, fabrication of active layers of solar cells and many

other photonic processes.

Keywords: Photophysics, Coumarin 6, optical spectroscopy, fluorescence quantum

efficiency, Lippert-Mataga equation.
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1. INTRODUCAO

A caracterizacao fotofisica de moléculas nos permite identificar diversas propriedades
do material, tal como o espectro de absorcdo. A fluorescéncia nos permite identificar se a
substancia em questdo é potencialmente aplicada em tecnologias, como por exemplo, na
criacdo de dispositivos fotoelétricos. Uma das propriedades mais importantes nesse tipo de
estudo € a eficiéncia quantica de fluorescéncia, usada para indicar se o material ¢ um bom
formador de estado singleto. O calculo da eficiéncia quéntica de fluorescéncia de um
croméforos com propriedades inéditas é realizado por método denominado método
comparativo no qual se utiliza um padrdo espectroscopico com eficiéncia quantica conhecida
(reportada na literatura) sendo usual a Cumarina 6, que tem a eficiéncia quantica conhecida
0,78 quando excitado em 460 nm em Etanol [1]. Atualmente h& inGmeras moléculas de
referéncia (padrdo espectroscopico) sendo estudadas e cada uma dessas moléculas apresentam
propriedades diferentes entre si. Essa propriedade também depende do meio onde o material
esta dissolvido, dessa forma € de suma importancia fazer a caracterizacdo da mesma molécula
em solucdes com diferentes solventes e variadas concentraces.

Neste trabalho foram estudadas as propriedades fotofisicas do padrdo espectroscopico
organico Cumarina 6 amplamente utilizado como padréo espectroscépico para o calculo de
eficiéncia quantica de novos croméforos com propriedades ainda inéditas.

Os cromoforos/fluoroforos sdo compostos organicos utilizados para dar cor e/ou
conferir promover brilho em substancias, sendo comumente empregados em indudstrias de
cosméticos, celulose, téxteis, alimentos, mas atualmente também sdo empregados em terapia
fotodinamica para tratamento de cancer, na confec¢do de células solares como captadores de
radiacdo e na construcdo de sensores (ou ainda bio sensores) de dimensdes nanométricas e
sondas fluorescentes. As aplicacGes citadas relacionam-se com o fato dessas moléculas
possuirem croméforos conjugados permitindo ocorrer transicdes eletronicas em ampla faixa da
regido de radiacdes UV-VIS (associacdo com a cor dos materiais). A fotofisica molecular é a
area da ciéncia que procura compreender todos os processos envolvidos desde a absorcdo de
luz até a total desativacdo da molécula e para as aplicacBes citadas estdo envolvidos o0s
processos fotofisico monomoleculares e bimoleculares descritos por Jablonski [2]. No qual o
estado excitado de moléculas isoladas pode ser desativado: i) por diferentes vias tal como a
perda de energia por relaxacéo vibracional; ii) por emissdo de luz, processo de luminescéncia,

que ocorre em comprimento de onda ligeiramente mais longo que o comprimento de onda de



absorcao; iii) por formacdo de estados tripleto - Cruzamento Inter Sistema (multiplicidade de
spin diferente) que podem desativar por vibracdo ou emisséo de fosforescéncia. Na presenca de
um conjunto de moléculas, sejam elas da mesma espécie ou de espécies diferentes, ocorrem
novas vias de desativacdo: incluindo reacdo fotoquimica, formacdo de complexos de
transferéncia de carga, transferéncia de energia radiativa e ndo-radiativa, na qual a molécula
excitada transfere sua energia a outra molécula. O estado excitado serd desativado por
combinacdo dos mecanismos descritos, obedecendo a uma cinética associada aos tempos de
vida de cada um desses processos. O tempo que a molécula permanece no estado excitado,
tempo de vida de estado excitado, é proporcional ao inverso da soma de todas as taxas que
competem na desativacdo, ou seja, processos ndo radiativos e radiativos. A emissdo de
fluorescéncia corresponde ao processo radiativo, enquanto 0s processos nao radiativos
compreendem entre outros a formacao de estados tripletos, conversédo interna e transferéncia de
energia ressonante. Experimentalmente é possivel determinar o tempo de vida do estado
excitado singleto pela detec¢do de um foton emitido com relagdo ao foton incidente, usando-se
a técnica de espectroscopia resolvida no tempo com arranjo de contagem de fétons.

Os processos fotofisicos podem apresentar dependéncia com o ambiente externo (pH,
viscosidade, polaridade), também com presenca de outras moléculas (agentes supressores de
fluorescéncia) e em ambos 0s casos dependem de restricbes espaciais e orientacdo dos dipolos
elétricos envolvidos. Processos de desativacdo ndo radiativos (tal como a transferéncia de
energia de Forster) podem ser empregados para conduzir a energia radiativa captada em uma
regido do sistema a outros sitios de interesse. Em filmes, a disposicdo espacial
(orientacdo/estrutura) e condicGes de ancoramento das moléculas requerem que a teoria seja
reformulada para um mecanismo de interacdo dos dipolos com grau de liberdade reduzido [3].
O controle da eficiéncia de luminescéncia e dos processos de transferéncia de energia e/ou
carga sdo de fundamental importancia no desenvolvimento das areas de Eletrdnica Organica e
Biotecnologia. Se por um lado a migracdo da excitacdo eletrbnica desativa uma molécula
excitada fazendo-a perder eficiéncia de luminescéncia, por outro a migracdo pode conduzir a
energia aos sitios de conversao e armazenamento nas células fotovoltaicas da mesma forma que
operam as moléculas de clorofila no processo de fotossintese. O controle molecular das
estruturas e a arquitetura conferem aos materiais propriedades diferenciadas. Essa geracdo de
dispositivos combina diferentes materiais que apresentam interacdes especificas [4], sendo o
desafio atual o controle das propriedades éticas, eletrbnicas e estruturais desses materiais em

nivel molecular.



Uma das propriedades mais importantes nesse tipo de estudo é a eficiéncia quantica de
fluorescéncia, usada para indicar se o material € um bom formador de estado singleto. O
calculo da eficiéncia quéantica de fluorescéncia de um cromoforos com propriedades inéditas é
realizado por método denominado método comparativo no qual se utiliza um padrdo
espectroscopico com eficiéncia quantica conhecida (reportada na literatura) sendo usual a
Cumarina 6. No entanto como mencionado anteriormente esses parametros dependem da
influéncia do meio (quimica e fisicamente) a qual nem sempre € mencionada nos artigos de
referéncia.

2. FUNDAMENTAQAO TEORICA - FOTOFISICA MOLECULAR

As ondas eletromagnéticas sdo formadas por campos elétricos e magnéticos que oscilam

perpendicularmente entre si quando cargas elétricas sdo aceleradas. E possivel classifica-las de

acordo com seu comprimento e frequéncia [5]; a relacéo entre essas duas grandezas ¢ dada por:

Eq.(1)

=l

Onde:
A € 0 comprimento de onda [m]
c € a velocidade de propagacéo da luz no vacuo [m/s]

f éafrequéncia da onda [s™]

O comprimento de onda também € inversamente proporcional a energia de radiacéo,

dada de pela equacéo:
E = — Eq.(2)
Onde:

h é a constante de Planck [m2.kg/s]

O espectro eletromagnético é composto por ondas que variam de 104 m (raios gama) a
108 m (ondas de radio). E possivel que tais ondas interajam com a matéria de acordo com o
comprimento de onda e as caracteristicas quimicas estruturais da molécula. E sabido que cada
atomo possui valores discretos de energia a partir de um valor de energia minimo, chamado de
estado fundamental, So. Quando incide-se um feixe de radiagdo em uma molécula é possivel

que ela absorva e emita fétons fazendo com que os elétrons da nossa amostra passem de um



estado de energia para outro. Essas transicdes eletronicas sdo representadas no diagrama de

Jablonski como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Diagrama de Jablonski

Os niveis de energia Si1, S sdo chamados de niveis de energia do estado singleto, ja 0s
Ti1, T2, T3, sd0 chamados de niveis de energia em estado tripleto. No estado singleto
fundamental, So h& dois spins emparelhados no orbital (sentidos opostos), no estado singleto
excitado a um spin em cada um dos subniveis também em sentidos oposto; Ja no estado tripleto
excitado os spins estdo em sub niveis distintos mas com o mesmo sentido, como representado

na Figura 2.

| 1

Estado singleto Estado singleto Estado Tripleto
fundamental excitado excitado

Figura 2: Subniveis de energia no estado singleto e tripleto com representa¢do da orientagdo dos spins.

Havendo incidéncia de radiacdo na molécula é possivel que ocorra 5 "fendmenos",
representados na Figura 1, de interagdo entre luz e matéria sdo eles: Absor¢éo, fluorescéncia,

fosforescéncia, conversdo interna, relaxamento vibracional e cruzamento intersistema.



Na conversdo interna a molécula ir4 de um estado singleto excitado para outro estado
singleto excitado ou de um estado tripleto excitado para outro nivel de energia no estado
tripleto excitado, nunca de um nivel de energia no estado singleto para um em estado tripleto
ou de um estado tripleto para singleto. Na fosforescéncia a molécula ird de um nivel maior de
energia em estado tripleto excitado para o estado fundamental. No relaxamento vibracional a
molécula se manter4 no mesmo nivel eletrdnico de energia perdendo a energia vibracional. No
cruzamento intersistema a molécula ira de um estado singleto excitado para o estado tripleto
excitado e vice-versa.

A absorcdo e a florescéncia sdo as duas formas de interacdo entre luz e matéria, que
serdo tratadas neste trabalho. No processo de absorcdo a radiacdo eletromagnética que é
absorvida tem energia suficiente para que um elétron passe para um nivel mais energético que o
atual. A quantidade de energia que é absorvida ¢ denominada absorbancia. E possivel calcular a
absorbancia de um material utilizando a lei de Beer-Lambert, que da a seguinte relacdo entre

absorbancia e concentragéo:

A = —log (17") = ¢.cl Eq.(3)
Onde:
lo é a intensidade do feixe de luz da fonte;
| é a intensidade da luz transmitida;
[ € o comprimento do caminho Optico percorrido na cubeta;
c € a concentracdo molar da solucao;
¢ é 0 coeficiente de absorcdo molar, caracteristico do material e depende

do comprimento de onda;

No processo de fluorescéncia ocorre a emissdo de luz de um nivel de energia do estado
excitado singleto para nivel de energia no estado singleto de menor, e o elétron excitado nédo
muda a orientacdo de spin, continuando assim desemparelhado. A fluorescéncia sempre ocorre
de um estado de maior energia para um estado de menor energia, com emissdao de fotons, e
ocorre com maior frequéncia entre o primeiro estado excitado e o estado fundamental. Ela
ocorre em um processo de tempo de 10° s a 107s. Os comprimentos de onda no espectro de
fluorescéncia sdo sempre maiores do que os comprimento de onda do espectro de absor¢édo e
em muitos casos o0s dois espectro se sobrepdem em determinados comprimentos de onda, sendo

a curva de emisséo sempre a direita da curva de absor¢do, como mostra a Figura 3.
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Figura 3: Curva de Intensidade vs Comprimento de onda para os espectros de absor¢do e Emissdo de um
fluoroforo.

Na Figura 3 também se vé uma regido entre os maximos de fluorescéncia e absorbancia
chamada de deslocamento de Stokes, tal deslocamento é dado pela subtracdo do maximo de
fluorescéncia pelo maximo da absorcdo de uma mesma transicao eletronica [6]. O comprimento
de onda no valor maximo de absor¢do é o comprimento no qual deve-se excitar a amostra a fim
de se obter o espectro de fluorescéncia de forma a se calcular o deslocamento. O deslocamento
do grafico ocorre em razdo da perda de energia pela molécula, que ocorre durante o processo de
emissdo; sabendo que o comprimento de onda e inversamente proporcional a energia de
radiacdo como mostrado na equacdo 2, assim tem-se que o0 espectro de emissdo ira se deslocar
para comprimentos de onda maiores em relagdo ao espectro de absor¢do. O deslocamento
Stokes varia com a estrutura molecular do composto e com a polaridade do solvente quando em
solucéo. [7]

E possivel identificar se uma molécula é fluorescente ou ndo por meio de tal
deslocamento, além de obter informag6es sobre os estados excitados da molécula.

Relacionando a absorbéancia e a fluorescéncia do material é possivel obter rendimento
quantico relativo ou eficiéncia quantica relativa de luminescéncia (¢r) que é definida como a
razdo entre o numero de fétons emitidos e 0 nimero absorvido por um determinado material

sob excitacdo dptica, assim:



_ ( n.de foétons emitidos
dr = ) Eq. (4)

n.de fotons absorvidos

A eficiéncia quéantica de fluorescéncia relativa do fluor6foro pode ser calculada

utilizando a seguinte equagéo:

b= (otior) () (25) Eq. (5)

Tr

Na equacéo temos:
¢r = Eficiéncia quéantica de fluorescéncia do composto de referéncia;
AOna = absorbancia da amostra;
AO: = absorbancia da referéncia;
na = indice de refracdo do solvente da amostra;
nr = indice de refracdo do solvente da referéncia;
PLa = area sob o espectro de fluorescéncia da amostra;

PL; = area sob o espectro de fluorescéncia da referéncia;

A eficiéncia quantica de um material € determinada a partir dos valores absolutos,
porém em razdo das limitagdes experimentais utilizamos neste trabalho valores de referéncia

encontrados na literatura.

2.1 Tempo de vida do estado excitado e eficiéncia quantica de fluorescéncia

A molécula em um estado fotofisico (tal como So, Si* T1*) pode ser desativada por
diferentes vias radiativas e ndo radiativas. A probabilidade de desativacdo por um processo
dependera da taxa dessa desativacdo deste processo dividido pela soma de todas as taxas que
podem ocorrer. A fluorescéncia ocorre como uma desativacdo radiativa do estado singleto
(k3 ), a fosforescéncia é a desativacdo radiativa do estado tripleto (kt). Entre 0s processos ndo
radiativos (knr) estdo as conversdes inter sistema (Kisc,) converséo interna (kic), transferéncia de
energias intermoleculares como, por exemplo, transferéncia de Forster (Krorster).

Assim a eficiéncia quantica da fluorescéncia (¢r) pode ser representada pela razéo entre
a taxa de desativagéo radiativa do estado singleto ( k; ) e a soma desse processo com 0s demais

processos de desativacdo nao radiativos (k,,.) conforme a seguinte equagao:



K

O = Gk s =40
Sendo o tempo de vida do estado excitado singleto (z,) descrito por:
1
Eq.(7)

Te————
* (K + k)

Determinando experimentalmente o tempo de vida do estado excitado singleto (z5) com

a técnica de contagem de fétons singular com correlacdo temporal, TCSC (que seré apresentada

em detalhes adiante), e calculando a eficiéncia quantica usando o método comparativo, €

possivel estimamos a taxa de decaimento radiativo e ndo radiativo usando:

kﬁzq;—: e ks, =% Eq.(8)(9)

Ts

2.2 Dependéncia com o solvente

A polaridade, assim como outras caracteristicas quimicas e fisicas do meio, afeta as

propriedades fotofisicas de um fluoréforo. No entanto é extremamente complicado definir quais

efeitos acontecem, pois normalmente hd combinacéo de mais de um deles, tais como [8]:

Polaridade e viscosidade do solvente;

Taxa de relaxacdo do solvente;

Mudanca conformacional dos fluoréforos;

Transferéncia de carga interna;

Transferéncia de protons e reacdes do estado excitado;

Interacéo fluoréforo-fluoréforo (como formacao de excimeros, exciplexos);
Mudancas nas taxas de decaimento radiativos e nao radiativos;

Rigidez local do meio;

Normalmente a radiacdo emitida pelos fluor6foros ocorre em comprimentos de onda

maiores do que a radiacdo absorvida devido a uma série de processos dindmicos durante o

estado excitado. O solvente pode participar desses processos dinamicos contribuindo néo

somente com o tempo que o cromoforo se acomoda a configuracdo estavel do estado excitado,

mas também com o valor energético desse estado. Havendo o processo de “relaxa¢do do

solvente” sdo esperadas mudangas na forma espectral e/ou da posi¢do energética dos maximos

de emissdo e absorcdo. Conforme mostrado na Figura 4, os cromdforos nos estados excitados

exibem maior momento de dipolo (ue) em relagdo ao momento de dipolo do estado

fundamental (uc). A reorientacdo dos dipolos do solvente ocorre em virtude dessa mudanca no



momento de dipolo do fluoréforo excitado. Assim, nos solventes mais polares havera uma
maior perda de energia em virtude do processo de “relaxagcdo dos dipolos do solvente” (perdas
ndo radiativas) e consequentemente a energia de emissdo serd deslocada para a regido do
vermelho (red shift). O processo de “relaxagdo do solvente” também afeta o tempo de
permanéncia da molécula no estado excitado, pois muda a taxa de decaimento nao radiativo.
Inicialmente consideramos a molécula no estado fundamental rodeada por moléculas do
solvente em um equilibrio dindmico (solvatacdo). De acordo com o principio de Franck-
Condon os nucleos de um cromoéforo permanecem imdveis durante a transicdo eletrénica de
absorcdo, pois trata-se de um processo muito rapido da ordem de femtossegundos (102° s). Em
contraste, mesmo nesse intervalo temporal tdo curto, os elétrons no croméforo podem se
distribuir gerando um dipolo de estado excitado. Os processos de relaxagdo vibracional (VR) e
de conversdo interna (IC) que ocorrem imediatamente apos a absor¢do sdo independentes do
efeito de “relaxa¢do do solvente” porque essas transi¢des ocorrem em um periodo de tempo
mais curto (1072 s). Afetando assim o decaimento radiativo por fluorescéncia (107° s). O tempo
de permanéncia da molécula no estado excitado é da ordem de 10 ® s permitindo que ocorra a
“relaxacdo do solvente” que é um processo ndo radiativo da ordem de 107*°. O croméforo no
estado excitado fara entdo uma transicdo eletronica emitindo radiacdo por fluorescéncia (107°
s). Finalmente, o solvente relaxa ao redor do cromoforo no estado fundamental, resultando na

minima energia para a interacdo croméforo/solvente [8].
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Figura 4: Diagrama de Jablonski mostrando a mudanga dos niveis energéticos do estado excitado devido a
relaxacdo dos solventes mais e menos polares.



2.3 Relacao entre o deslocamento de Stokes (AV) e o parametro de polaridade do

solvente Af

A polaridade do solvente afeta o deslocamento de Stokes (também chamado de
deslocamento espectral) do fluor6foro, e apesar de muitos outros mecanismos também
produzirem o mesmo efeito na equacdo de Lippert-Mataga representa uma boa aproximacao
para o efeito de polaridade. Nesse modelo o fluor6foro ocupa uma cavidade esférica (notando-
se que se trata de um modelo ruim para moléculas alongadas) de um meio dielétrico continuo
(homogéneo) e o efeito do solvente depende da magnitude do momento de dipolo relacionada
com a distribuicdo de elétrons e também da orientacdo dos dipolos ambos do solvente. A
polarizabilidade do fluoréforo é desprezada e a direcdo do vetor momento de dipolo intrinseco
do croméforo nos estados fundamental (i) e excitado (uz) aponta na mesma dire¢cdo. Outras
interacdes solvente/fluoroforo tal como pontes de hidrogénio comuns em solventes aproticos ou
formacdo de estados de transferéncia de carga sao desprezadas nesse modelo assim os desvios
do diagrama de Lippert-Mataga pode indicar a ocorréncia desses efeitos.

A equacdo de Lippert-Mataga apresenta uma relacao linear entre o deslocamento Stokes
(AV = v, — Vg ) do fluoréforo expresso em cm™ e o pardmetro de polaridade do solvente ( Af)
considerando também a mudanca no momento dipolar entre o estado fundamental e excitado.
Equacao de Lippert:

2Af
hca3

AV (cm™) = vy —vp = (Ug — ug)? + cte Eq.(10)
Na equacao de Lippert- Mataga a representa o raio da cavidade que o fluoroforo ocupa
no solvente (raio de Onsager), ug e g sao os momentos de dipolo do fluoréforo (expresso em
Debye) no estado excitado e fundamental respectivamente, h=6,6256x10? ergs (constante de
planck), c=3x108m/s (velocidade da luz no vacuo).
A orientacdo de polarizacdo do solvente ( Af ) é definida conforme equacéo a seguir e

depende do indice de refracdo (n ) e da constante dielétrica (x) ambos do solvente:

— 2_
Af_)(l n<-1

T 2k+1 2n2+1

Eq.(11)

ou quando o fluoréforo é polar:

Af = Eq.(12)



Assim devem ser medidos os comprimentos de onda reciprocos v, € Vg Nos maximos
dos espectros de absorcdo e emissdo respectivamente, para diferentes solventes (diferente
valores de «, ne Af). O diagrama de Lippert-Mataga (Av versus Af) seré obtido plotando o
deslocamento Stokes Av = v, — Vg No eixo das ordenadas e a orientacdo de polarizagdo do
solvente (Af) no eixo das abscissas. Calcula-se a partir da inclinagdo do ajuste linear a

diferenca nos momentos de dipolo causada pela excitacao eletronica, conforme equagéo:

2
hca3

inclinacio = (ug — ug)? Eq.(13)

3. CUMARINA 6

A Cumarina 6 & um composto natural encontrado em inumeras fontes vegetais como no
morango, na erva-doce, na canela, na castanha-da-india, no agrido e entre outros; 0 composto €
derivado do ciclo secundario dessas plantas e seu nome é dado em razdo arvore Dipteryx
odorata popularmente chamada de Cumaru (do tupi Kumaru) encontrada no norte do brasil,
suas sementes possuem cerca de 1% a 3% de cumarina [9]. Esse bio-corante tem alta
capacidade de fluorescéncia com emissdo entre os comprimentos de onda de 410 e 470 nm
[10]; em estado solido e em solucdo. Suas caracteristicas fotofisicas permitem que ela seja
amplamente utilizada em farmacos, cosmetologia e biotecnologia.

A Cumarina e seus compostos eram utilizados como flavorizantes pela industria
alimenticia, porém hoje sabe-se que as Cumarinas sdo compostos tdxicos, no qual pode causar
irritacOes e erupcbes na pele até mesmo a necrose. No Brasil seu uso como flavorizante é
proibido e sua utilizacdo é considerada adulteragdo do produto de acordo com o Decreto
namero 50.040, de 24 de janeiro de 1961, que dispGe sobre as Normas Técnicas Especiais
Reguladoras de Emprego de Aditivos Quimicos a Alimentos. [11][12].

As Cumarinas sdo classificadas como heterociclos e fazem parte do grupo de compostos
benzopironas, onde todos possuem um anel benzénico unido a uma pirona (anel heterociclico
de seis membros sendo um atomo de oxigénio e cinco atomos de carbonos com hibridizacao
sp?), podendo ser divididas em diversos subgrupos, de acordo com sua estrutura quimica:
Cumarinas simples, isocumarinas, furanocumarinas, piranocumarinas, biscumarinas,
triscumarinas e cumarinolignanas.

Atualmente sdo conhecidos mais de 1300 compostos cumarinicos, sendo eles organicos

e sintéticos, a formula mais simples é a CoHsO2 [11] representada na Figura 5a.
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Figura 5: Formula estrutural da (a) Cumarina; e da (b) Cumarina 6.

Nesse trabalho sera utilizado um composto organico conjugado derivado da Cumarina
com um grupo benzotiazolil, denominado de Cumarina 6 ou 6-Cumarina (nome IUPAC 3-(2-
Benzotiazolyl)-7-(diethylamino)cumarina). A Cumarina 6 tem formula molecular C20H1sN202S
e esta representada na Figura 5b. A Cumarina faz parte do subgrupo furabocumarinas e possui
estrutura triciclica com os seguintes pardmetros de rede a = 8,962 A, b = 11,136 A, ¢ = 8,922
A a =9514° f = 104,50° ¢ y = 86,74° [12]. A Cumarina 6 é conhecida e comumente
utilizada por possuir uma alta eficiéncia quéntica e sua principal aplicacdo hoje € no

desenvolvimento de dispositivos Opticos.

4. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi o estudo sistematico das propriedades fotofisicas
Padrdo Cumarina 6 em diferentes solventes e variando a concentracdo. Sendo feita a
determinacdo dos espectros de absorc¢do e fluorescéncia, o célculo do coeficiente de absor¢édo
molar, do deslocamento de Stokes, da Eficiéncia Quantica, dos tempos de vida do estado
excitado e das taxas de decaimento radiativo e ndo radiativo. Sendo possivel comparar com
resultados da literatura para um namero vasto de condi¢cbes Cumarina 6/solvente.

O projeto teve como objetivos especificos:

e Estudo das propriedades fotofisicas em diferentes solventes: Etanol, metanol,
acetonitrila, acetona, cloroférmio, diclorometano, THF, DMF.

e Estudo de absorbancia coletando os espectros de absorcdo dptica, determinando o
comprimento de onda maximo, calculando o coeficiente de absor¢do molar «.

e Estudo da fluorescéncia coletando espectro com excitacdo no comprimento de onda

mMaximo.



e Combinacdo dos resultados de absorcéo e fluorescéncia calculando a eficiéncia quantica
¢ em diferentes solventes e em diferentes concentragdes.

e Construcdo do diagrama de Lippert-Mataga a partir do deslocamento de Stokes Av.

e Obtencdo das curvas de decaimento de fluorescéncia, célculo dos tempos de vida.

e Calculo das taxas de decaimento radiativo e ndo radiativo.

5. TECNICAS E METODOS CARACTERIZACAO OPTICA

5.1 Espectroscopia de Absorgio Optica na Regido UV-Vis

Através da Espectroscopia de Absorcao Optica na regido do Ultravioleta e Visivel (UV-
Vis), é possivel caracterizar moléculas e ions em solugéo através de sua interagdo com a luz,
com o comprimento de onda no intervalo de 100 nm a 750 nm. Tal técnica consiste em medir a
quantidade de luz que é absorvida pela amostra e relaciona-la com a concentragdo da mesma. A
caracterizacdo de absorcdo Optica na regido UV-Vis em moléculas organicas depende da
presenca de um grupo croméforo [13].

A espectroscopia de absorcao utiliza a absorbancia e a transmitancia deduzidas por
Beer-Lambert para caracterizar o material com o uso de um instrumento que permita incidir um
feixe de luz com comprimentos de onda na regido UV-Vis e coletar as informacdes da amostra,
como por exemplo, a concentracdo de determinada substancia na amostra [14].

O instrumento utilizado para medir a absor¢do dptica é o espectrofotdmetro, sendo os
mais simples compostos por: uma fonte de radiagdo monocromatica, um detector, um

amplificador, um receptor de sinal e uma base para a solugdo. Esquematizado na Figura 6.

Fonte de Base para Amplificad Receptor
Luz ™ amostra [ ] DEIESDT g ordesinal || de sinal

Figura 6: Esquema basico de funcionamento de um espectrofotdmetro.

Neste trabalho utilizou-se o espectrofotbmetro UV-Vis da marca GENESYS modelo
10S Séries localizado no Laboratorio de Quimica Estrutural e Inorganica - LaQuEsl, professor
responsavel: Dr. Rodrigo de Souza Correa; do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Ouro Preto - UFOP.



5.2 Fluorescéncia Estacionaria

A fluorescéncia em estado estacionario é medida a partir da emissdo de fotons pela
amostra, sob irradiagdo com radiacdo eletromagnética constante. [15] A fluorescéncia ocorre
em um periodo de tempo entre 101° e 107 s, entdo assim que for incidido um feixe de luz a
solucdo ird fluorescer fazendo com que os elétrons voltem para o nivel energético do estado
estacionario. Através dessa técnica é possivel obter os espectros de emissdo e excitagdo da
amostra.

O instrumento utilizado para obter os espectros mencionados é o espectrofluorimetro,
também chamado de fluorimetro, e seu principio de funcionamento consiste na excitagdo da
amostra por meio de um feixe de luz que passa por um monocromador de excitagdo e por um
filtro. Em um angulo de 90° com a amostra e o feixe de luz h4 um segundo filtro e um
monocromador de emissdo que manda um sinal para o detector e o transmite para uma interface

[16], esquematizado na Figura 7.
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Figura 7: Esquema de funcionamento de um espectrofluorimetro simples.

Em nosso estudo utilizou-se o espectrofluorimetro de marca Shimadzu modelo RF-
5301PC pertencente ao Laboratério de Materiais Optoeletrénicos (LAMOe) & Fotofisica
Molecular do Departamento de Fisica da UFOP.

5.3 Fluorescéncia Resolvida no Tempo

A técnica de caracterizacdo através da fluorescéncia resolvida no tempo consiste em

medir a intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo e medir o tempo que a molécula



permanece no estado excitado. Nessa técnica a amostra é exposta a pulsos de radiacbes
eletromagnéticas, diferente da fluorescéncia estacionaria que é exposta a um feixe de luz
continuo. O tempo de decaimento de fluorescéncia ocorre em uma escala de 10 segundos, o
que dificulta a medida do espectro uma vez que é necessario captar o sinal de dados
proveniente da amostra e armazend-la na mesma escala de tempo do decaimento de
fluorescéncia, a maioria dos equipamentos ndo conseguem captar e armazenar esse dado de
forma muito eficaz. No entanto é possivel fazer a analise do decaimento de tempo da
fluorescéncia através da contagem de fotons singular com correlagdo temporal, do inglés time
correlated single photon counting, TCSPC, tal técnica consiste em medir e detectar um foton
em um instante de tempo apds incidir um pulso de luz no comprimento de onda de excitacdo da
nossa amostra, depois de realizar a medida para uma sequéncia, com grande namero, de pulsos
de excitacdo é possivel plotar a curva de decaimento de intensidade de fluorescéncia. [17]

O instrumento utilizado para fazer a analise do tempo de vida é composto por: um
mddulo de frequéncia, um mddulo TCSPC, um polarizador de emissdo, um polarizador de
excitacdo, um monocromador, um detector, espelhos e lentes. E funciona da seguinte forma:
Primeiro acoplamos um médulo TCSPC e um mddulo de frequéncia do laser que sera utilizado,
0 pulso de luz que sai do lazer passa por uma lente e é direcionado para um polarizador de
excitacdo e um focalizador que incide o feixe na amostra, ao atravessar a amostra o feixe passa
por duas lentes coletoras e um polarizador de emissdo até chegar ao monocromador e em
seguida a unidade detectora que envia o sinal para 0 modulo TCSPC, que é transmitido para um
computador e interpretado por um software de analise especifico, geralmente do mesmo

fabricante do espectrdmetro. Esquematizado na Figura 8.
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Figura 8: Esquema de funcionamento do espectrémetro utilizado .



Utilizamos um espectrometro da marca Picoquant modelo Fluotime 200 (Figura 9),
pertencente ao LAMOe e ao Laboratdrio de Fotofisica Molecular do Departamento de Fisica da
UFOP, para realizar as medidas necessarias. Utilizamos como fonte de luz um laser de diodo
pulsado de 401 nm e frequéncia de pulso 40MHz. E o software usado para interpretar os dados
e fazer a andlise foi o Fluofit®. Depois de realizarmos as medidas de cada um das solucGes foi
medida a curva de decaimento de fluorescéncia do laser utilizado, para isso utilizamos uma
solucdo espalhadora e a curva obtida foi subtraida das curvas de decaimento obtidas para cada

uma das amostras. [21]

Figura 9: Espectrometro do LAMOe e Laboratério de Fotofisica Molecular do Departamento de Fisica da
UFOP.

6. MATERIAIS E METODOLOGIA

As atividades foram desenvolvidas de acordo com as etapas citadas abaixo:

12 ETAPA — Determinacéo de concentracao ideal da solucéo de trabalho.

Para a medida dos espectros de fluorescéncia e absorcdo, as solucBes devem ter
concentracdo cuja densidade Otica ndo sature o limite dos equipamentos. Apds testes
preliminares foi produzida uma solugdo matriz de concentragéo 2,283x10° mol.L™ em etanol.

Essa solucdo foi usada para obter as solucGes estoques, SE, com concentracao
1,8364x10° mol.L? para oito solventes sdo eles: acetona, acetonitrila, alcool etilico, alcool
metilico, cloroférmio, diclorometano, DMF, THF. A partir de cada uma das SE obteve-se seis
amostras de Cumaria 6 em solucdo, para cada um dos solventes, com a concentra¢do variando
de 0,37x10° mol.L"1 a 2,20x10® mol.L™.

28 ETAPA — Estudo da influéncia da concentracdo do croméforo em solugéo

Foram obtidos os espectros de absorcdo e os espectros de fluorescéncia e fluorescéncia
resolvida no tempo da Cumarina 6 nas oitos séries de solventes. Foi realizado o célculo da

eficiéncia quantica de fluorescéncia pelo método comparativo utilizando os dados da Cumarina



6 em concentracdo de 1,10x10° mol.L™? como padrdo de referéncia cuja eficiéncia quantica
quando excitada em 460 nm é de 0,78.[22]

3 ETAPA — Estudo da intera¢do do cromoforo com o solvente.

Utilizando se os maximos de absorcdo e fluorescéncia foi calculado o deslocamento de
Stokes Av e construido o diagrama de Lippert-Mataga.

48 ETAPA- Foram medidas as curvas de decaimento de fluorescéncia nas solucdes e
calculados os tempos de vida do estado excitado. Foi utilizada a técnica de fluorescéncia
resolvida no tempo com contagem de fotons isolados. Também foram calculadas as taxas de
desativacéo radiativas e ndo radiativas.

7. RESULTADOS

7.1 Determinacdo dos coeficientes de absor¢cao molar e eficiéncia quantica de
fluorescéncia da Cumarina 6 em funcao da concentracao e dos solventes.

Conforme descrito 22 ETAPA da metodologia foram obtidos os espectros de absorcao e
0s espectros de fluorescéncia da Cumarina 6 em acetona, acetonitrila, cloroférmio,
diclorometano, DMF, Etanol, metanol e THF. A Figura 10 apresenta na esquerda os espectros
de absorbancia e a direita os espectros de fluorescéncia da Cumarina 6 em Etanol em funcéo da
concentracdo. Os comprimentos de onda maximos de absorcdo e de fluorescéncia foram
destacados nos graficos. Em detalhes (inset grafico), tanto para absorcdo como para a
fluorescéncia foram destacados o comportamento linear das intensidades no maximo da banda.
Caso haja o interesse em analisar o perfil dos espectros e o comportamento linear nos oito

solventes consulte o Apéndice A.
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Figura 10: Espectros de absorg¢do (esquerda) e fluorescéncia (direita) da Cumarina 6 em solucéo etanol para
diferentes concentragdes. Em detalhe, a intensidade em fungéo da concentragdo. Resultados para os demais
solventes podem ser consultados no Apéndice A.



O valor do coeficiente de absorcdo &(A) no comprimento maximo de absorcdo foi
calculado fazendo-se o ajuste linear sobre o gréfico de absorbancia méxima em fungdo da
concentracdo. O ajuste y=A.x corresponde a lei de Beer-Lamber (Eq.3) sendo o coeficiente
angular A=¢(). [ para uma cubeta de [ =1cm. A Figura 11 representa o ajuste para 0S maximos
de absorbéancia da Cumarina 6 em etanol e os demais ajustes estdo representados no Apéndice

B. O valor do coeficiente de absorc¢éo () para cada solvente esta apresentado na Tabela 1.
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Figura 11: Ajuste linear da absorbancia da Cumarina 6/Etanol em fun¢&o da concentracéo.

Tabela 1: Coeficiente de absorgdo molar ¢ e Eficiéncia quantica ® da Cumarina 6 em fungéo do solvente.

Solvente £ (10™) Lmolt.cm? Eficiéncia ( ® = AD)
Acetona 88+3 0,78 £0,01
Acetonitrila 53,0+£0,9 0,76 £ 0,01
Cloroférmio 44,2 £ 0,2 0,91 +0,01
Diclorometano 91+6 0,91 +0,01
DMF 953+1,11 0,79 +£0,01
Etanol 56 +2 0,78 £ 0,01
Metanol 793 0,66 + 0,03
THF 38,1+16 0,85+ 0,02

A Figura 12 representa a eficiéncia quantica de fluorescéncia obtida pelo método

comparativo conforme Equacdo 5 utilizando-se os valores de absorbancia, integral do espectro



de fluorescéncia e indices de refracdo da amostra e da referéncia. Os valores para todas as
concentragcdes e solventes sdo apresentados no Apéndice C. Os dados da Cumarina 6 em
concentracdo de 1,10x10° mol/l foram utilizados como “referéncia” no calculo sendo a
eficiéncia quéantica de 0,78, quando excitado em 460 nm em Etanol. Os resultados mostram que
o valor de Eficiéncia Quantica ndo varia para os valores de concentracdo utilizados indicando
que ndo ha formacdo de agregados de Cumarina 6 nessa faixa de concentracdo. Na Tabela 1
também sdo apresentados os valores da eficiéncia quantica de fluorescéncia média para todos
os solventes. Os resultados de eficiéncia calculados para a amostra de mais baixa concentracéo
foram descartados, pois nessa condigdo 0s espectros ficaram com resolugcdo muito baixa

prejudicando significativamente os célculos.
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Figura 12: Comportamento constante da Eficiéncia Quantica de Fluorescéncia em funcdo da concentragdo para
diferentes solventes

Ressalta-se que os espectros de fluorescéncia foram obtidos com aberturas de 1,5 mm
de largura para o feixe de excitacdo da amostra e 3 mm para a coleta do feixe de emissdo em
baixa (LOW) intensidade para todos os solventes e todas as concentracGes. Esses parametros
controlam a intensidade coletada que sera plotada no eixo y do espectro. Como a intengdo desse
estudo € produzir um guia de parametros para uso da Cumarina 6 como padrdo
espectroscopico em mesmas condi¢es de novos materiais que serdo analisado, foram medidos
e catalogados (Apéndice D) os espectros de fluorescéncia também para outros slit nas
intensidades LOW e HIGH podendo-se prever as condi¢fes de medida que serdo sujeitos tanto

a amostra como o padrdo para que ndo ocorra a saturacdo dos detectores de emisséo.



7.2 Influéncia do comprimento de onda de excitacdo na determinacio da eficiéncia

quantica de fluorescéncia

Foi feito o estudo da eficiéncia quantica da Cumarina 6 em etanol para diferentes
concentragdes variando se os comprimentos de onda de excitagdo de 401 nm, 425 nm, 460 nm
e 485 nm a fim de verificar se a energia de excitacdo influencia a eficiéncia. O gréafico de
Figura 13 mostra as curvas de absorbancia das seis diferentes concentragbes e o
comportamento linear da absorbancia nos diferentes comprimentos de onda de absorcéo. Os
espectros de fluorescéncia das amostras nas seis concentracdes distintas foram obtidos para
cada comprimento de onda de excitacdo (espectros ndo mostrados na monografia). Os valores
da area sob o espectro de excitacdo, a absorbancia para cada amostra e a eficiéncia quantica de
fluorescéncia sdo apresentados no Apéndice E. O grafico mostrado na Figura 13 a direita
mostra que a eficiéncia quéantica, além de ndo depender da concentracdo na faixa estudada,
também ndo depende do comprimento de onda de excitacao.

Assim podemos dizer que a eficiéncia quantica de fluorescéncia média da cumarina 6
independente do comprimento de onda de excitacdo é de 0,78(5) com tolerancia de 5% para

esse método.
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Figura 13: Absorbancia da Cumarina 6 em etanol para diferentes concentracdes, em detalhe a linearidade da
absorbancia para essa faixa de concentragéo e diferentes comprimentos de onda de absor¢do e a direta a
eficiéncia quantica de fluorescéncia constante independente de concentracdo e do comprimento de onda de
excitagao.



7.3 Estudo da intera¢ao do cromoéforo com o solvente.

Conforme descrito na 3 ETAPA para o estudo da interacdo do croméforo com o
solvente. Utilizou-se 0os méaximos de absorcao e fluorescéncia para o calculo do deslocamento
de Stokes AV (

Tabela 2) e foi construido o diagrama de Lippert-Mataga (Figura 14) em funcdo da
orientagcdo de polarizagdo do solvente (Af) que apresentou comportamento linear. Indicando
que nas concentracdes utilizadas a influéncia polarizabilidade solventes é o fator mais
importante.

Os solventes proticos (metanol e etanol) também seguem a linearidade da equacdo,
portanto ndo ha evidéncia de formagédo de “ligacdes” de hidrogénio. Nesses solventes é possivel
que ocorra uma inversdo dos niveis de energia, em razdo dos atomos de nitrogénio e as
moléculas do solvente, por meio de ligagdes de hidrogénio. O que resultaria no descolamento
do espectro de AO, para o vermelho ou para o azul, gerando mudancas na simetria, da curva,
interferindo diretamente na intensidade de absorcéo e na eficiéncia quéntica de fluorescéncia.
Sendo, a eficiéncia quantica de fluorescéncia diretamente ligada ao espectro emissdo que pode
ter a energia do estado excitado alterada por ligacdes de hidrogénio e conseqiientemente um

deslocamento na curva de emissao.
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Figura 14: Diagrama de Lippert-Mataga para a Cumarina 6 em diferentes solventes



Tabela 2: Orientagdo de polarizacdo do solvente ( Af ) e deslocamento de Stokes (Av) para diferentes solventes

calculado a partir dos maximos de absor¢do Amax (AO) e de fluorescéncia Amax(PL) da Cumarina 6.

Solvente Af Amax(AO) Amax(PL) Av cmt

(nm) (nm) (tolerancia)

cloroférmio 0,152 464 490 1120 (10%)
THF 0,209 456 491 1378 (3%)
diclorometano 0,219 459 494 1402 (7%)
DMF 0,275 462 506 1882 (2%)
Acetona 0,285 454 498 1946 (4%)
Etanol 0,289 455 501 2018 (3%)
acetonitrila 0,306 454 501 2066 (2%)
Metanol 0,309 456 504 2089 (3%)

7.4 Determinacdo dos tempos de vida e taxas de decaimentos radioativas e nao

radioativas em funcdo da concentracdo e para diferentes solventes

A partir das medidas das curvas de decaimento de fluorescéncia (Figura 15) coletadas
por espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo (42 ETAPA) foi realizado o calculo dos

tempos de vida do estado excitado para as oitos séries de solventes apresentados na

Tabela 3. A excitacéo foi realizada com laser pulsado de 401 nm (apenas para a solugdo
em etanol, além da medida utilizando um laser pulsado de 401 nm, foi realizada uma segunda
medida utilizando um laser pulsdo de 485 nm) e coleta da emissdo no comprimento de onda de
méaximo de fluorescéncia para cada solvente. A

Tabela 3 também apresenta os calculos das taxas de desativacdo radiativas e ndo

radiativas utilizando se nas Equacdes 8 e 9.
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Figura 15: Curva de decaimento de fluorescéncia para os diferentes solventes. A excitagdo foi feita com laser
pulsado de 401 nm e a fluorescéncia foi coletada no comprimento de onda maximo de fluorescéncia de cada

solvente

Tabela 3: Eficiéncia quantica, tempo de vida do estado excitado e taxas de decaimentos radiativos e ndo
radioativos da Cumarina 6 em diferentes solventes.

solvente eficiéncia tempo de vida ( Knr £ AKnr) (Kr £ AKr)
(D +AD) (TxAT)(s) (108 s?) (108 s?)
Acetonitrila 0,76 £ 0,01 2,517 + 0,005 0,954 + 0,013 3,02+ 0,04
Acetona 0,78 £ 0,01 2,517 + 0,002 0,874 + 0,011 3,10+ 0,04
Cloroférmio 0,91 + 0,01 2,447 + 0,009 0,368 + 0,004 3,72+ 0,04
Diclorometano 0,91+0,01 2,491 £ 0,015 0,361 + 0,005 3,65+0,5
Etanol 401 0,78 + 0,01 2,516 + 0,004 0,874 + 0,013 3,10+ 0,04
Etanol 485 0,78 £ 0,01 2,518 + 0,010 0,874 + 0,012 3,10+ 0,04
Metanol 0,66 + 0,03 2,339 + 0,015 1,45 + 0,07 2,82+0,13
DMF 0,79+ 0,01 2,329 + 0,003 0,902 + 0,015 3,39+ 0,04
THF 0,85 + 0,02 2,368 + 0,004 0,633 + 0,015 3,59 + 0,08

Observacéo: Os numeros acompanhando o Etanol 401 e Etanol 485, na coluna de solventes faz refencia ao comprimento de

onda em que

solugdes

exitadas. As demais

solucdes  foram

em 401



8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse estudo foi mostrado que o uso da Cumarina 6 como padrdo espectroscopico é
adequado nas concentragdes entre 0,735x10° mol.L™ e 2,20x10° mol.Lt. Concentragbes mais
baixas resultam em espectros muito pouco resolvidos aumentando a incerteza dos calculos,
portanto devem ser evitadas (motivo pelo qual os calculos obtidos a partir da primeira
concentracdo foram descartados). As concentracBes maiores também devem ser evitadas de
forma que os maximos de absorbancia ndo ultrapassem o valor unitario (AO<1), mesmo que as
fendas de excitacéo e de coleta de fluorescéncia possam ser ajustadas. Concentragdes mais altas
podem favorecer formacdo de agregados que ndo foram testadas neste trabalho.

Usado o método comparativo foram calculadas as eficiéncias quanticas da Cumarina 6
em diferentes solventes e esse resultado é constante ndo dependendo da faixa de concentracGes
estudada.

Nas concentracfes utilizadas, a influéncia polaridade solventes é o fator mais
importante, pois o diagrama de Lippert-Mataga tem comportamento linear tanto para o grau de
polaridade como para solventes proticos (sem evidéncia de formacgdo de “ligacdes” de
hidrogénio).

O tempo de vida de permanéncia da Cumarina 6 no estado excitado varia de 2,3 a 2,6
ns para os diferentes solventes. Mesmo com essa pequena variacao no tempo de vida do estado
excitado o calculo das constantes ndo radioativas apresentou maiores taxas predominante no
Metanol e Acetonitrila e o célculo das constantes radioativas apresentou maiores taxas para
cloroformio e diclorometano.

Do ponto de vista do uso da Cumarina 6 como padrdo espectroscdpico todos o0s
solventes sdo adequados e o catdlogo de parametros de intensidade de fluorescéncia é

fundamental para analises de novos materiais.
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10. APENDICES

10.1 Apéndice A - Espectros de absorcio (esquerda) e fluorescéncia (direita)
da Cumarina 6 diferentes solvente para diferentes concentra¢cdes. Em

detalhe, a intensidade em fun¢ao da concentracgao.
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Cumarina em Diclorometano
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10.2 Apéndice B -
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10.3 Apéndice C: Dados para o calculo de eficiéncia quantica de fluorescéncia
da Cumarina 6 em fun¢ao da concentracao para cada solvente.

¢ = Eficiéncia quantica de fluorescéncia;
AO = absorbancia da amostra;
n = indice de refracdo;
PL = érea sob o espectro de fluorescéncia;
Usados como referéncia os parametros de Cumarina com concentracdo de 1,10E-06
mol/l em etanol (n= 1,361), sendo PL=3263, AO=0,061 e a eficiéncia quantica descrita na

literatura como sendo 0,78.

Diclorometano DMF
AO AO
Conc (mol/l) [N PL (466nm) |¢ n PL (471 nm) |¢
3,67E-07 1,429 (1741 |0,031 - 1,429 (1199 |0,024 0,79

7,35E-07 1,429 |3108 0,055 0,9 1,429 12211 0,043 0,8

1,10E-06 1,429 14402 0,079 0,91 1,429 13191 0,064 0,8

1,47E-06 1,429 |5979 10,11 0,92 1,429 14028 0,084 0,79

1,84E-06 1,429 |7554 0,146 0,91 1,429 14823 0,104 0,78

2,20E-06 1,429 19404 0,191 0,91 1,429 |5531 0,122 0,78

Média ¢ 0,91 Média ¢ 0,79
Desvio Padréo 0,01 Desvio Padréo 0,01
Acetonitrila Cloroférmio
AO AO
Conc (mol/l) [N PL (460nm) (¢ n PL (465 nm) |¢

3,67E-07 1,344 11376 0,025 0,77 1,444 1958 0,017 0,9

7,35E-07 1,344 12252 0,041 0,76 1,444 11818 0,032 0,91

1,10E-06 1,344 |3155 0,06 0,75 1,444 12687 0,048 0,91

1,47E-06 1,344 14101 0,079 0,75 1,444 13562 0,064 0,92

1,84E-06 1,344 |5041 0,099 0,75 1,444 14322 0,079 0,92

2,20E-06 1,344 |5910 |0,119 0,75 1,444 15041 0,094 0,92

Média ¢ 0,76 Média ¢ 0,91
Desvio Padréo 0,01 Desvio Padréo 0,01
Metanol Etanol
AO AO
Conc (mol/l) [N PL (456nm) (o n PL (460 nm) |¢
3,67E-07 1,328 1423 0,032 - 1,361 |1110 |0,026 -




7,35E-07 1,328 |2609 |0,055 0,65 1,361 2280 |0,042 0,78
1,10E-06 1,328 3867 |0,083 0,66 1,361 3263 0,061 0,78
1,47E-06 1,328 |5119 (0,114 0,66 1,361 [4290 |0,084 0,77
1,84E-06 1,328 6095 |0,14 0,66 1,361 |5500 {0,109 0,78
2,20E-06 1,328 |7490 0,177 0,67 1,361 6104 0,123 0,78
Média ¢ 0,66 Média ¢ 0,78
Desvio Padrédo 0 Desvio Padréo 0,01
THF Acetona
AO AO (460
Conc (mol/l) [N PL (461nm) |F n PL nm) F
3,67E-07 1,407 949 0,018 - 1,359 |1570 |0,029 0,76
7,35E-07 1,407 |1727 0,03 0,86 1,359 3203 |0,059 0,78
1,10E-06 1,407 |2721 0,049 0,85 1,359 4533 |0,087 0,78
1,47E-06 1,407 |3131 |0,057 0,85 1,359 |5992 0,12 0,78
1,84E-06 1,407 |3945 0,072 0,86 1,359 |7121 0,147 0,77
2,20E-06 1,407 |4582 0,086 0,85 1,359 (8737 0,19 0,77
Média ¢ 0,86 Média ¢ 0,78
Desvio Padrédo 0,01 Desvio Padréo 0,01




10.4 Apéndice D - Catalogo de parametros de intensidade de fluorescéncia.
A seguir estéo os espectros de fluorescéncia da Cumarina 6 coletados em diferentes slits
e em resolugdes High e LOW. Para utilizar a Cumarina 6 como parametro espectroscopico na
analise de um novo material, planeje a concentracdo a ser usada, a abertura dos slits e a
sensibilidade do fluorimetro para coletar o espectro de ambos (amostra e padrdo) em mesmas

condicoes.
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Cumarina em Acetona

400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

€ =0,37.10"0 mon

1000

800 ~

600 ~

400 ~

200

SLIT (EX; EM) MODO
—(1,5; 1,5) LOW

%,.=460 nm ))
—(1,5; 3,0) LOW
)
.0)

—(30 1,5) LOW

—— (3.0 5,0) LOW
——(5,0; 3,0) LOW
——(5,0; 5,0) LOW
——(5,0; 10,0) LOW
——(10,0; 5,0) LOW
——(1,5; 1,5) HIGH
—— (1,5, 3,0) HIGH
——(3,0; 1,5) HIGH

450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

400

Fluorescéncia (u.a)

Fluorescéncia (u.a)

Fluorescéncia (u.a)

6

Cumarina em Etanol € =2,20.10"" mol/l

1000
800 -
600 -
400
200
04
400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Cumarina em Metanol C= 2,20.10'6 mol/l
10007 ., =456 nm SLIT (EX; EM) MODO
—(1,5;1,5) LOW
i —(1,5; 3,0) LOW
e ——(3,0; 1,5) LOW
——(3,0; 3,0) LOW
. ——(5,0; 3,0) LOW
a0 ——(3,0; 5,0) LOW
——(5,0; 5,0) LOW
4004 ——(1,5; 1,5) HIGH
200
04
400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Cumarina em Acetona C= 2,20.10'6 mol/l
15 =460 SLIT (EX; EM) MODO
1000 #exc nm (15:1,5)LOW
——(1,5; 3,0) LOW
i —(3,0; 1,5) LOW
600 ——(3,0; 3,0) LOW
——(3,0; 5,0) LOW
6004 —(5,0; 3,0) LOW
——(1,5; 1,5) HIGH
400+
2004
04
350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)



Fluorescéncia (u.a)

Fluorescéncia (u.a)

Fluorescéncia (u.a)

Cumarina em Acetonitrila C = 0,37,10'6 mol/l

1000 5 =460 SLIT (EX; EM) MODO
1 =ee —(1,5; 1,5) LOW
900 —(1,5; 3,0) LOW
800 - ——(3,0;3,0) LOW
——(5,0; 3,0) LOW
700 ——(5,0; 5,0) LOW
——(10,0; 5,0) LOW
600 ——(10,0; 10,0) LOW
—(3,0; 1,5) LOW
500 ——(3,0; 5,0) LOW
4004 ——(5,0; 10,0) LOW
—(1,5; 1,5) HIGH
3004 ——(1,5; 3,0) HIGH
——(3,0; 1,5) HIGH
2004 ——(3,0; 3,0) HIGH
100
04
T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
: . _ -6
Cumarina em Cloroformio C =0,37.10 = mol/l
s %, =465 nm SLIT (EX; EM) MODO
——(1,5;1,5) LOW
—(1,5; 3,0) LOW
800 ——(3,0;1,5) LOW
——(3,0; 3,0) LOW
——(3,0; 5,0) LOW
600 ——(5,0; 3,0) LOW
——(5,0; 5,0) LOW
——(5,0; 10,0) LOW
4004 ——(10,0; 5,0) LOW
——(1,5; 1,5) HIGH
——(1,5; 3) HIGH
200+ ——(3,0; 1,5) HIGH
——(3,0; 3,0) HIGH
0
T T T T T T L T T
400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Cumarina em Diclorometano C = 0,37.10'6 mol/l
10009,  _466 nm SLIT (EX; EM) MODO
9004 —(1,5;1,5) LOW
—(1,5;:3,0) LOW
800 - ——(3,0,3,0)LOW
700 - —(5,0; 3,0) LOW
—(5,0; 5,0) LOW
600 ——(10,0; 5,0) LOW
500 ——(3,0; 1,5) LOW
—(3,0; 5,0) LOW
400 ——(1,5; 1,5) HIGH
] ——(1,5; 3,0) HIGH
e (3,0; 3,0) HIGH
200
100
0

400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Fluorescéncia (u.a)

1000 4

800 +

600 ~

400

200+

Fluorescéncia (u.a)

Fluorescéncia (u.a)

Cumarina em Acetonitrila C =2,57.10°

6 mol

04

% =460 nm
c

A
ex:

SLIT (EX; EM) MODO
——(1,5;1,5) LOW
——(1,5; 3,0) LOW
——(3,0; 1,5) LOW
——(3,0;3,0) LOW
——(3,0; 5,0) LOW
——(5,0; 3,0) LOW
——(5,0; 5,0) LOW
——(1,5;1,5) HIGH
——(1,5: 3,0) HIGH
——(3,0; 1,5)HIGH

350

400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

Cumarina em Cloroformio C = 2,20.10'6 mol/l

1000
900
800+
700+
600
500
400 ~
300+
200+
100

0-

SLIT (EX; EM) MODO
——(1,5;1,5) LOW
——(1,5;3,0) LOW
——(3,0;1,5) LOW
——(3,0;3,0) LOW
——(3,0;5,0) LOW
——(5,0; 3,0) LOW
——(5,0; 5,0LOW
——(1,5;1,5) HIGH
—— (1,5, 3,0) HIGH
——(3,0; 1,5) HIGH

460 450 560 S&ISO 660 650 760 750
Comprimento de onda (nm)

6

Cumarina em Diclorometano C =2,20.10" mol/l

1000 4

800

600+

400 +

200+

SLIT (EX; EM) MODO
——(1,5,1,5) LOW
——(1,5;3,0) LOW
——(3,0;3,0)LOW
——(5,0;3,0)LOW
——(5,0; 5,0) LOW
——(3,0;1,5) LOW
——(3,0;5,0)LOW
: 1,5) HIGH

% =466 nm
exc

400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)



10.5 Apéndices E - Dados para o calculo de eficiéncia quantica de

fluorescéncia da Cumarina 6 em fun¢do da concentracio para ETANOL com

diferentes comprimentos de onda de excitacgao.

Etanol Etanol Etanol Etanol
AO (460 nm) AO (410 nm)
slits 1,5/3,0 slits 1,5/1,5
Conc (mol/l) [N PL low n PL High
3,67E-07 1,361 (1110 0,02 0,77 {1,361 |1418,818 [0,0073 0,65
7,35E-07 1,361 (2280 0,042 0,78 (1,361 |2849,138 |0,01325 0,72
1,10E-06 1,361 (3263 0,061 0,78 (1,361 |4072,762 |0,01765 0,78
1,47E-06 1,361 (4290 0,084 0,77 {1,361 |5728,004 |0,02366 0,82
1,84E-06 1,361 |[5500 0,109 0,78 {1,361 |7160,095 |0,03064 0,8
2,20E-06 1,361 |6104 0,123 0,78 (1,361 |8218,676 |0,0343 0,83
Média 0,78 Média 0,77
Desvio Padrao|0 Desvio Padrao 0,07
1% 9%
Etanol Etanol Etanol Etanol
AO (460 nm) AO (425 nm)
slits 1,5/1,5 slits 1,5/1,5
Conc (mol/l) [N PL High n PL High
3,67E-07 1,361 (9551 0,0245 0,72 11,361 (4180,236 |0,0178 0,66
7,35E-07 1,361 (17826 0,04175 0,81 11,361 |[7923,252 |0,02843 0,79
1,10E-06 1,361 (24676 0,06108 0,78 11,361 [11085,21 |0,04102 0,78
1,47E-06 1,361 (35691 0,08378 0,84 11,361 |(15777,52 |0,0562 0,82
1,84E-06 1,361 |42245 0,10907 0,79 11,361 |18985,62 |0,07253 0,78
2,20E-06 1,361 |47241 0,12309 0,79 11,361 |(21528,6 |0,082 0,79
Média 0,79 Média 0,77
Desvio Padrao|0,04 Desvio Padrao |0,06
5% 7%
AO (485 nm)
slits 1,5/1,5
Conc (mol/l) [N PL High
3,67E-07 1,361 |3694,776 |0,0084 0,76
7,35E-07 1,361 |6844,689 |0,01439 0,83
1,10E-06 1,361 |9649,566 |0,02169 0,78
1,47E-06 1,361 |14939,79 |0,03071 0,86
1,84E-06 1,361 |16720,46 |0,03906 0,77
2,20E-06 1,361 |19216,51 |0,04399 0,79
Média 0,8

Desvio Padrao

0,04

5%
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