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RESUMO

Neste trabalho foi concebido, desenvolvido e avaliado um sistema de espectroscopia
de lente térmica com deteccao por eclipse, para determinar a eficiéncia quantica de materiais
luminescentes. Agentes de contraste fluorescentes sdo explorados em diversas dreas da saude,
sendo usados na geragdo de imagens de microscopia celular e de tecidos, em diagndstico por
citometria e em biosensores Opticos. Na caracteriza¢do de materiais fluorescentes, a determinagdo
da eficiéncia quantica de fluorescéncia é de grande importancia. Para a obten¢do da eficiéncia
quantica de fluorescéncia de um material destaca-se a técnica de espectroscopia de lente térmica,
que ndo depende do uso de amostra de referéncia e que apresenta boa sensibilidade para avaliagcdo
de amostras com baixa eficiéncia quantica (< 80%). Esta técnica, que requer o uso de lasers com
poténcia de excitacdo da ordem de 10,0 mW, apresenta limitagdes na caracteriza¢do de amostras
com baixa concentra¢io de fluoréforos (< 1074M) (escrito de outra forma </0(-4)M). O novo
sistema de espectroscopia de lente térmica baseado no uso de um filtro espacial do tipo Eclipse,
apresentado nesse trabalho, supera essas limitacdes. Este novo sistema foi avaliado mensurando
a eficiéncia quantica de Rodamina 6G, validando a técnica com a obtencdo de valores reportados
na literatura. Neste trabalho também é apresentada a caracterizacdo da eficiéncia quantica dos
Pontos Quanticos de Telureto de Cadmio (CdTe) em fun¢do das seguintes varidveis: concentracao
do fluoréforo; pH da amostra; poténcia de excitagdo (por um ou dois fétons) da suspensao. A
introducgdo do filtro tipo eclipse no sistema de espectroscopia de lente térmica produziu um
aumento de ~ 14 vezes na sensibilidade do sinal de lente térmica de dois feixes no modo
descasado, e um aumento na sensibilidade da relagio sinal ruido de 300% no sistema de lente
térmica com um feixe. Também neste trabalho se estabelece requisitos direcionando a construgdo
de espectrometro de lente térmica portdvel, para uso por profissionais que nao possuam um

treinamento especializado em Optica.

Palavras-chave: Espectroscopia de lente térmica. Eficiéncia quantica. Fluorescéncia. Pontos

quanticos.



ABSTRACT

In this work an eclipse detection thermal lens spectroscopy system was designed,
developed and evaluated to determine the quantum efficiency of luminescent materials.
Fluorescent contrast agents are applied in various health areas, used in tissue and cell microscopy
imaging, cytometric diagnostics and optical biosensors. In the characterization of fluorescent
materials, determination of quantum fluorescence efficiency is very important. In order to obtain
the quantum fluorescence efficiency of a material, the thermal lens spectroscopy technique stands
out, which does not depend on the use of reference samples and presents good sensitivity for
evaluating samples with low quantum efficiency (< 80%). This technique, requires the use of
lasers with an excitation power of the order of 10.0 m ¥/, has limitations in the characterization
of samples with low concentration of fluorophores (< 1074M ) (otherwise <107(-4)M). The new
thermal lens spectroscopy system based on the use of an Eclipse type spatial filter introduced in
this work, overcomes these limitations. This new system was evaluated measuring the quantum
efficiency of Rhodamine 6G, validating the technique with values reported in the literature. This
work also presents the quantum efficiency characterization of the cadmium telluride quantum
dots (CdTe) as a function of the following variables: fluorophore concentration; pH of sample;
excitation power (by one or two photons) of the suspension. The introduction of the eclipse-
type filter into the thermal lens spectroscopy system produced an increase of ~ 14 times in
the sensitivity of the two-beam thermal lens signal in mismatched mode, and an increase in
sensitivity of the signal-to-noise ratio of 300% in the single beam thermal lens system. Also in
this work, requirements are set for the construction of a portable thermal lens spectrometer for

use by professionals who do not have specialized optical training.

Keywords: Thermal lens spectroscopy. Quantum efficiency, Fluorescence. Quantum dots.
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1 INTRODUCAO

Diversos avangos na ciéncia e na tecnologia estdo associados a capacidade de se
obter imagens de alta qualidade. Especificamente na drea da dptica biomédica, diferentes
técnicas Opticas permitem a obtencao de imagens de sistemas biolégicos. Desde a invengao
do microscépio, no século XVI, verifica-se a busca pela melhoria de qualidade das imagens.
Neste contexto, uma das formas de melhorar o contraste de imagens € com o uso de agentes de
contrastes, como moléculas fluorescentes ou estruturas espalhadoras de radiagdo. Em particular,
nanoestruturas de semicondutores, pontos quanticos (quantum dots) QDs, apresentam-se como
importantes agentes de contraste. Estes marcadores fluorescentes também encontram aplicagdes

em técnicas como citometria de fluxo, biossensoriamento € imunoensaios.

Os pontos quanticos possuem vantagens em relacdo aos agentes tradicionais de
diagnoéstico e marcagdo celular (moléculas fluorescentes e corantes) como: (1) permitem a
utilizacdo de um unico laser para excitar a luminescéncia das nanoparticulas, que podem
emitir em diferentes regides do espectro; (2) o efeito de fotodegradacdo da luminescéncia
¢ aproximadamente 100 vezes menor nos QDs do que nos corantes orginicos, permitindo
assim que as amostras sejam expostas a luz por um periodo longo de tempo mantendo-as com
maior intensidade de luminescéncia; (3) No uso de QDs o material biolégico a ser analisado
nao necessita fixacao, podendo ser marcado em cultura. Além disso, os QDs sdo eletrodensos,
permitindo localizag@o sub-celular das nanoparticulas por microscopia eletronica de transmissao
[1,2,3,4].

Ao se tratar de agentes de contraste fluorescentes, é de grande importincia a
caracterizacdo das propriedades Opticas destas nanoestruturas, para assim explorar da melhor
forma todo o seu potencial. Neste contexto, pode-se quantificar a capacidade de fluoréforos
emitirem radiacdo (fluorescéncia), pela eficiéncia quantica de fluorescéncia. A eficiéncia quéntica
ou rendimento quantico de fluorescéncia, 7, € definida como a razdo entre os fétons absorvidos
que foram convertidos em luminescéncia com respeito ao total de fétons absorbidos, ou seja, n =

(N° de fétons emitidos)/(IN° de fotons absorvidos).

As técnicas de caracterizagao da efici€éncia quantica de fluorescéncia, podem ser divididas
em duas classes: (1) técnicas absolutas de quantificag¢do e (2) métodos relativos de caracterizagao.
Dentre as técnicas relativas de caracterizagdo, a mais usada explora fluoréforos de referéncia
com eficiéncia quantica conhecida, usando um espectrofluorimetro para obter os espectros de
emissdo da referéncia e da amostra a ser caracterizada e assim efetuar quantitativamente uma
comparacao com o fim de obter o valor de 7 [5]. As técnicas absolutas diferem no fato de que
ndo precisam de um material de referéncia com eficiéncia quantica ja determinada. Estas técnicas
absolutas reduzem-se ao uso de esfera integradora e de espectroscopia de lente térmica. Em

particular, a espectroscopia de lente térmica, € baseada na andlise da absorcdo da energia de um
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feixe laser incidente na amostra. Esta absor¢do acarreta aquecimento local na amostra, o que
produz variacdes na frente de onda do feixe. Estas variacdes estdo relacionadas com a poténcia
absorvida, fato que permite a obtencdo de forma absoluta, da eficiéncia quantica do material em

estudo.

Assim, esta tese tem como objetivo principal o desenvolvimento e avaliagdo de um
novo sistema de espectroscopia de lente térmica com filtro espacial do tipo eclipse, esse
sistema serd aplicado na caracterizacdo da eficiéncia quantica de materiais luminescentes.
Consequentemente, o resultado desta tese poderd contribuir na avaliacao e desenvolvimento
de materiais luminescentes os quais podem ser aplicados para entender o comportamento e a
dindmica das moléculas em tecidos marcados, além da sua aplicacdo na obten¢do de diagndsticos

€ tratamentos nao invasivos.

Para conseguir esse fim, sdo necessdrias as seguintes fases: (1) Pesquisar e implementar as
técnicas de medi¢do da eficiéncia quantica de fluorescéncia; (2) Avaliar e implementar a técnica
de espectroscopia de lente térmica explorando o filtro espacial, para otimizacao da sensibilidade
da técnica; (3) Avaliar a eficiéncia quantica de diferentes marcadores fluorescentes explorando a
técnica de espectroscopia de lente térmica; e (4) Projetar um dispositivo de espectroscopia de

lente térmica portétil, para a caracterizagdao de materiais fluorescentes.

Esta tese apresenta ao leitor, no segundo capitulo, uma introdugdo a espectroscopia de
fluorescéncia, inserindo os conceitos e diferentes processos de emissdo da luz. Além disso, serdao

abordados neste capitulo alguns dos diferentes materiais fluorescentes existentes.

O terceiro capitulo mostra uma revisao das diferentes técnicas de avaliacao da eficiéncia

quantica de fluorescéncia existentes e aplicadas nesta pesquisa.

No quarto capitulo desta tese mostra-se os pormenores de um resultado importante desta,
que € o desenvolvimento do novo sistema de espectroscopia de lente térmica com filtro espacial
tipo eclipse. Esta modificacdo da técnica de lente térmica aumenta a sensibilidade do método,
permitindo a caracterizagio de amostras com concentragdes menores que 1074 M. O sistemas
desenvolvido foi avilado na caracterizacdo de Rodamina 6G e de QDs para caracterizar QDs de
Telureto de cddmio (CdTe).

Outro resultado desta tese € apresentado no quinto capitulo, avaliando a dependéncia da
eficiéncia quantica com o pH da suspensio de QDs. O controle do pH de suspensdes de QDs é
essencial nas aplicagdes biomédicas, porque € necessdrio que estes marcadores estejam com pH
neutro, para ndo danificar os sistema bioldgico no qual serd aplicado. Além disso € mostrado em

detalhes como manter e otimizar a eficiéncia quantica do fluor6foro com pH neutro.

Com a experiéncia obtida trabalhando com as técnicas de medicao de efici€éncia quantica,
¢ apresentado, no sexto capitulo, o projeto de um espectroscopio de lente térmica portavel e
de fécil uso, para a caracterizagdo de materiais fluorescentes. Este sistema poderd auxiliar a

pesquisadores e técnicos na avaliacdo e desenvolvimento de novos materiais fluorescentes.
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Finalmente no sétimo capitulo sdo apresentadas as conclusdes e perspectivas futuras,
destacando sucintamente os resultados obtidos na pesquisa e otimizacdes que podem ser aplicadas

ao dispositivo de espectroscopia de lente térmica.
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2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA: FUNDAMENTACAO E TECNICAS
DE CARACTERIZACAO.

O termo espectroscopia Optica refere-se a toda técnica que trata da interacdo de materiais
com as diferentes componentes do espectro eletromagnético. Mas para o desenvolvimento desta
tese, € de interesse a parte visivel do espectro eletromagnético, dos 400 nm (ou 750 THz) até
750 nm (ou 400 THz) [6]. Esse intervalo do espectro é facilmente detectado por nossos olhos,
devido a isto, essa parte do espectro eletromagnético recebe o nome de luz visivel, como é
frequentemente chamado. Existem dois tipos de fontes de luz: (1) fontes primdrias que emitem
luz prépria e (2) as fontes secundarias ou corpos iluminados que difundem a luz de uma fonte
primadria.

O presente capitulo € dedicado as fontes priméarias de luz, mais especificamente as que
geram luz pelo processo de emissdo por fluorescéncia. Neste capitulo serd apresentado o principio
da espectroscopia de fluorescéncia que € aplicada para a caracterizagdo Otica de materiais
fluorescentes. Também serd definido um parametro para quantificar a eficiéncia da emissao
desses materiais. Além disto serdo mencionados alguns dos diferentes sistemas moleculares e de

particulas que possuem o mecanismo de emissdo de luz por fluorescéncia.

2.1 EMISSAO DE LUZ

A emissdo de luz ou luminescéncia de qualquer sistema fisico acontece a nivel quantico,
quando na matéria os elétrons desta experimentam uma transi¢do eletronica entre seus niveis
de energia. Este tipo de mudanga na energia acontece quando os elétrons passam de um estado
excitado ou de maior energia para um nivel de menor energia (estado fundamental). Essa
passagem do elétron do nivel excitado para o fundamental, acarreta que tal diferenca de energia
entre os niveis devera ser liberada pelo elétron por processos nao radiativos e/ou decaimentos de

emissao em forma de radiacdo, esse dltimo processo € chamado de decaimento radiativo.

O decaimento radiativo pode ser realizado mediante diferentes processos de relaxagao,
com isto a luminescéncia é formalmente dividida em duas classes, Fosforescéncia e Fluorescéncia,
a diferenca entre esses dois processos € o tipo de estado excitado no qual o sistema esta no inicio
do decaimento radiativo. Nas seguintes secdes sao expostos os detalhes desses dois mecanismos

de relaxacao.

2.1.1 Fosforescéncia

A luminescéncia por fosforescéncia € devida ao decaimento radiativo desde um estado

excitado tripleto (77) para o nivel fundamental (singleto Sy).
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Figura 1 — Diagrama de Jablonski para a emissao por fosforescéncia
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Fonte: O Autor (2020).

A Figura (1) mostra pelo diagrama de Jablonski o esquema desta transi¢do. Essa transicio
tem uma probabilidade muito pequena de ocorrer (probabilidade reduzida por um fator de
1079), isto implica que o elétron estard no estado excitado durante uma fragdo considerdvel do
segundo, com taxas de emissdo da ordem de 10° até 1 s, Isto faz com que o tempo de vida da

fosforescéncia seja alto, tipicamente de milissegundos a segundos [7, 8].

A razao da probabilidade da transi¢do tripleto — singleto ser tdo pequena € a variagao
do spin do elétron, AS, entre os niveis excitado e fundamental ser um, AS = 1, fato que viola a
regra de selecdo do spin. Apesar disto € conhecido que a fung¢do de onda do estado tripleto 7}
contém alguma mistura dos estados singleto, principalmente do Sy, o que permite o decaimento

radiativo por fosforescéncia [9].

2.1.2 Fluorescéncia

O processo de emissao por fluorescéncia é devido a transicao do estado excitado singleto
para o nivel fundamental. E conhecido da mecinica quintica que esta transicdo satisfaz a regra
de selegdo AS = 0, sendo uma transi¢do permitida com taxas de emissdo da ordem de 10® s~
Isto acarreta que o tempo de vida média da fluorescéncia seja préximo a 10 ns [7, 8, 9], sendo

menor que o tempo de vida da emiss@o por fosforescéncia.

Na figura 2 pode-se observar as transi¢des energéticas entre o nivel de excitacao singleto
S; e o nivel base S, sendo a diferenca de energia entre estes dois niveis igual a energia do féton

emitido, ou seja:

Es; — Esg = AE = hv, (2.1)

onde h € a constante de Planck (h = 6,626 x 1073* I.s) e v a frequéncia do f6ton produzido na
emissdo [10]. A expressdo da equacgdo (2.1) indica que a energia deste sistema fisico esta
quantizada. Esse fato faz ser possivel medir ou calcular a frequéncia de luz emitida pelo
sistema. Para atingir o objetivo desta tese, é necessdrio conhecer mais sobre a espectroscopia de

fluorescéncia, € por isso que a proxima secao serd dedicada a essa espectroscopia.
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Figura 2 — Diagrama de Jablonski para a emissao por fluorescéncia
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2.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia também chamada espectrofluorometria ou
simplesmente Fluorometria, € uma técnica usada para estudar a emissao de luz pelo sistema

atomico ou molecular.

Em espectroscopia de fluorescéncia a luz emitida no processo de fluorescéncia é coletada
num espectrometro. Esse dispositivo separa e exibe a luz coletada em cada um dos comprimentos
de onda que a compdem, produzindo assim o chamado espectro de fluorescéncia que mostra a
curva da emissao de fluorescéncia. Como explicado anteriormente, o processo de fluorescéncia
depende da luz absorvida pelo material. Por causa disto pode-se dizer que esse espectro também
da informagdo sobre a absorcio que produz a fluorescéncia. E por isto que para obter um material
cuja absorcao produza a maior fluorescéncia, com respeito a sua energia, € importante conhecer
o espectro de absorcdo do material, e o tempo de vida médio do estado excitado do fluor6foro
que mostra com boa sensibilidade as interacdes do fluor6foro com seu ambiente e moléculas

proximas [7, 11, 12].

Define-se o tempo de vida médio de fluorescéncia, como o tempo caracteristico em
que um atomo ou molécula permanecem em seu estado excitado antes de retornar ao estado
fundamental [12, 10]. O tempo de vida médio da fluorescéncia pode ser representado pelo tempo
do decaimento da intensidade da fluorescéncia, que pode ser expressado como um simples

decaimento exponencial [10],

I = Ie ™, (2.2)

Iy € a intensidade inicial da fluorescéncia em ¢ = 0, e k é uma taxa constante na qual estdo

inclusas as taxas dos decaimentos radiativo e ndo radiativo, &, e k., respectivamente. Estas taxas



Espectroscopia de Fluorescéncia: Fundamentacdo e Técnicas de Caracterizagdo 27

podem ser escritas em termos do tempo de decaimento radiativo 7,., € do tempo de decaimento

nao radiativo 7,,., assim:

1 1 1
k:kr+knrz_+_:_7 (2.3)

Tr Tnr T

entdo, substituindo a equagdo (2.3) na equacao (2.2) obtem-se,

I =Ie . (2.4)

Esse tempo de vida total 7, pode ser obtido experimentalmente conhecendo o espectro de
fluorescéncia do sistema estudado e ajustando esse espectro a uma exponencial tedrica simples
decrescente (Eq. (2.4)) [10].

Sabendo que o tempo de vida radiativo, 7,, é inversamente proporcional a forca de
oscilador do momento de dipolo da transi¢ao envolvida no processo [10], € possivel conhecer a
taxa de decaimento radiativo. A partir destes dados € possivel obter informacao importante sobre

as propriedades quanticas do material fluorescente.

Um parametro importante que tem relacdo com o tempo de vida médio do nivel excitado
e as taxas de relaxacdo do material € a eficiéncia quantica da fluorescéncia, a qual serd o eixo

central de estudo ao longo desta tese.

2.3 EFICIENCIA QUANTICA

A eficiéncia quantica também nomeada de rendimento quantico, 7, é a razdo do nimero
de fétons emitidos pelo nimero de fétons absorvidos, tal como foi definida na introdugao deste

trabalho, que matematicamente pode-se escrever como:

n® de fotons emitidos

n (2.5)

ne de fétons absorvidos

A expressdo (2.5) pode ser rescrita usando as taxas de relaxacdo e os tempos de vida da equacao
(2.3), assim

ke T
—k'f"—i_k;TLT—TTLT—i_TT.

Ui (2.6)

Além disto verifica-se que na auséncia de decaimento nao radiativo a efici€éncia quantica é 1.
Quando isto acontece podemos concluir que o decaimento de elétrons do nivel excitado € devido

sO a processos radiativos.

Atualmente é possivel ter moléculas (fluoréforos) com eficiéncias quanticas proximas a

um, como Fluoresceina, Rodamina, etc.
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Materiais fluorescentes sdo de grande aplicagdo no campo da engenharia biomédica,
sendo usados como marcadores bioldgicos de diagnostico [10]. Devido a isso € de grande

importancia conhecer e caracterizar o rendimento quantico dos fluoréforos.

2.4 FLUOROFOROS

Atualmente existem varios tipos de fluoréforos, os quais podem ser classificados em dois

grupos; macromoléculas e nanoparticulas fluorescentes [7].

2.4.1 Moléculas fluorescentes

Em viérios casos a fluorescéncia acontece em moléculas aromaticas, como as que sao

apresentadas na figura 3.

Figura 3 — (a) Estrutura quimica de moléculas fluorescentes. (b) fluorescéncia de cada Fluoréforo de (a)
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Fonte: Adaptado de [7].

Um exemplo de molécula fluorescente € a quinina, que é um fluoréforo frequentemente
encontrado na natureza e estd presente na dgua tonica. Esta substancia quando € exposta a luz
do sol mostra um fraco brilho azul na superficie do recipiente onde for depositada [7]. No
caso da dgua tonica o brilho € devido ao fato da quinina ser excitada pela luz ultravioleta do
sol, induzindo o processo de fluorescéncia, e emitindo uma luz azul de comprimento de onda
proximo dos 450 nm [7]. Além deste existem muitos tipos de fluoréforos de grande importancia

em funcdo das suas aplicagdes especificas na engenharia ou na ciéncia.

A Fluoresceina e a Rodamina sdo outras duas moléculas que emitem uma luz de cor verde
e vermelho-laranja respectivamente. Estas macromoléculas sdo interessantes porque apresentam

eficiéncias quanticas elevadas, acima de 90 e 80 % respectivamente, dependendo do comprimento
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de onda de excitacdao usado sobre cada molécula [13], e sdo exploradas como marcadores

bioldgicos em microscopia, citometria de fluxo e em ensaios de imunofluorescéncia.

2.4.2 Pontos quanticos

Os pontos quanticos ou Quantum Dots (QDs) sdo nanoparticulas de escala nanométrica
com didmetros na ordem de 1 a 10 nm. Estes s@o constituidos de poucas centenas a poucos
milhares de 4tomos, exibindo propriedades 6pticas que sdo diferentes quando comparadas as
dos mesmos cristais em escala macroscépica [2, 14]. QDs vém cada vez mais sendo utilizados
para aplicacdes bioldgicas. Isso ocorre devido ao fato dos mesmos apresentarem consideraveis
vantagens em relacdo aos marcadores convencionais (principalmente aos corantes organicos
mencionados na sec¢ao anterior) para marcacao celular e diagndstico, tal como foi especificado

na introducdo desta tese [14, 1, 4].

Os QDs sao nanoestruturas complexas compostas de varias camadas como € mostrado
na figura 4, onde o nicleo da nanoparticula (NP) determina sua emissdo, a camada de passivagdo
determina a intensidade da emissao e a fotoestabilidade, e em alguns casos, existe uma camada
organica funcionalizante mais externa que determina a sua estabilidade quimica e o grau de
funcionalidade em rela¢do a marcagdo do sistema bioldgico de interesse.

Figura 4 — Ilustragdo de um nanocristal de semicondutor (QD) funcionalizado quimicamente para sua utilizagao
como marcador
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Fonte: Adaptado de [15].



Espectroscopia de Fluorescéncia: Fundamentacdo e Técnicas de Caracterizagdo 30

Dentro do contexto desta tese serdao usados pontos quanticos sem a camada
funcionalizante. Com o fim de caracterizar e avaliar as propriedades Opticas desses nanocristais,
no proximo capitulo serdo descritas detalhadamente algumas das técnicas mais importantes para

a obtencdo da eficiéncia quantica da fluorescéncia.
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3 TECNICAS DE AVALIACAO DA EFICIENCIA QUANTICA

O capitulo anterior, dedicado a espectroscopia de fluorescéncia, mostrou que a emissao
da luz pode ser causada pelos processos de fluorescéncia e fosforescéncia. A fluorescéncia tem
grandes aplicacdes na engenharia biomédica, como em andlises genéticas, sequenciamento de
DNA, diagnéstico médico, além das aplicagdes ja mencionadas na introducado desta tese, etc
[7]. Por causa dessas aplicacdes € importante caracterizar os fluoréforos, com a identificacdo de

espectros de fluorescéncia e a quantificacao da eficiéncia quantica (7).

Ao longo de décadas, cientistas tem gerado uma grande variedade de estudos
experimentais e tedricos que determinam a eficiéncia quantica de diferentes materiais
fluorescentes. Essas pesquisas também apresentam vdrias técnicas para caracterizar a efici€éncia

quantica, sendo que cada uma dessas apresentam vantagens e desvantagens.

Este capitulo pretende mostrar ao leitor quais sao as técnicas experimentais mais usadas
na atualidade, expondo os detalhes das técnicas e discutindo as condi¢des necessdrias destas para

avaliar a eficiéncia quantica de fluoréforos, tais como pontos quanticos em suspensoes.

Atualmente € possivel classificar as técnicas de avaliac@o da eficiéncia quantica em dois
grupos: (1) técnicas relativas e (2) técnicas absolutas. Essas duas técnicas serdo apresentadas nas

secdes seguintes.

3.1 TECNICA RELATIVA DE AVALIACAO DA EFICIENCIA QUANTICA DE
FLUORESCENCIA

Esta técnica é denominada relativa devido a que o resultado obtido ao aplicar este método
¢ relativo a uma amostra referéncia, essa amostra referéncia tem parametros e propriedade bem

definidas e conhecidas.

A técnica relativa de caracterizagdo da eficiéncia quantica tem seus fundamentos no
trabalho publicado em 1924 por Vavilov [16]. No trabalho de Vavilov € usado o 6xido de
magnésio como material de referéncia. Com o fim de explicar em forma mais didética a técnica
proposta por Vavilov para a obten¢do de 7, é apresentado o arranjo experimental da figura (5)
[17, 18].

Na figura (5) a fonte de luz A € originada de uma lampada de arco de merctrio. A luz
que vem de A é monocromatizada pelo filtro F, e focalizada pela lente L. sobre uma pequena drea
da superficie C. Na drea iluminada da superficie C é posicionada uma cubeta com o material
fluorescente, ou uma placa revestida com uma camada de 6xido de magnésio (MgO), sendo esta

a amostra de referéncia. O detector D € posicionado perpendicular a superficie frontal da cubeta.

Para analisar a teoria que modela a técnica de Vavilov mostrada na figura (5) e obter



Técnicas de Avaliacdo da Eficiéncia Quéntica 32

Figura 5 — Arranjo experimental da técnica relativa de caracterizacdo da eficiéncia quntica, usando uma amostra de
MgO como referéncia

Fonte: Adaptado de [19].

uma expressao para a eficiéncia quintica, € considerado que a drea excitada em C, tem uma
intensidade /. Quando € usado o material de referéncia em C, o nimero total de f6tons espalhados

por segundo, E,., é dado por

E, = IR, (3.1)

onde R ¢€ a refletancia da placa de MgO para o comprimento de onda de excitagdo. Quando é

substituido o MgO pela cubeta com a amostra fluorescente, a emissdo ., pode ser descrita por:

E,=1T,.n, (3.2)

sendo 7., o coeficiente de transmissdo da cubeta para o comprimento de onda de excitacdo, e 7

¢ a eficiéncia quantica da amostra fluorescente.

Ao considerar a emissdo da amostra como uma fonte pontual, isotrépica, pode-se dizer
que a intensidade da luz emitida na cubeta pela amostra é E, /4r. Assumindo que a luz vai
atingir o detector D, que o detector é pequeno e possui um angulo solido de deteccao (2, na

posicao do detector, com incidéncia normal da luz, obtém-se

TemQEx

4?2

N, = (3.3)

onde 71, é o coeficiente de transmissdo da cubeta para os comprimentos de onda dos f6tons
emitidos e, n, € o indice de refragdo do solvente para o comprimento de onda da emissdo. A

equacao (3.3), fornece o nimero de fétons por segundo, N,, que atingem a superficie do detector.
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E possivel ainda obter o nimero de fétons do espalhamento da superficie de MgO
no detector em termos de quantidades mensurdveis. Assumindo que o dispersor se comporta
como um refletor difuso ideal, pode-se usar a lei de Lambert para escrever a intensidade da luz

espalhada /(¢), em fungdo do Angulo ¢ com respeito a normal da superficie C [19]. Assim:

I(¢) = Ipcos(9) (0 < ¢ <7/2)
I(¢)=0 (r/2<¢<m). (3.4)

Integrando a intensidade sobre o espagco de uma esfera unitéria, é obtido o nimero total de fétons

por segundo espalhados pela superficie de MgO, tal como

2 /2
E, = / d@/ (Iy cos @) sin pdop = 1. (3.5)
0 0

Considerando que o detector que possui um angulo solido pequeno e normal a superficie,

obtem-se

QF,

™

Nr:Q[(]:

(3.6)

A equacao (3.6) fornece o nimero de fétons por segundo que atingem o detector.

Como a sensibilidade da maioria dos detectores depende do comprimento de onda, a
resposta obtida do detector serd a média da distribui¢ao espectral da luz que o atinge. Entao as
respostas do detector, usando a referéncia D, e a amostra fluorescente em analise D,, sdo dadas
por:

, [ SWIL.(V)dV
D, = C'K,QF,/r; K, = .
T C T 7»/7.(-, ' f ]T(V/)dyl 9 (3 7)
D, = C'K,QE,T., /4mn% K, = JSW) L )dv (3.8)

[ LW)dv

onde (V') é a distribui¢do espectral atingindo o detector, S(v') é a sensibilidade relativa do
detector para a radiagdo com energia v/, K é a média do detector para cada féton e C’ é uma

constante usada para converter a expressao a unidades absolutas.

Finalmente, combinando as equacdes (3.1), (3.2), (3.7) e (3.8) € obtida a expressdo que

quantifica a eficiéncia quantica de fluorescéncia

(K. (D, R\ ,
= (K) (DT) (TezTem> " G
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Na atualidade a técnica relativa que permite mensurar a eficiéncia quantica de um
fluor6foro usa uma variacdo da técnica original de Vavilov, substituindo o material dispersor
por um fluor6foro com eficiéncia quantica conhecida. Ao usar este fluoréforo de referéncia, as
amostras podem ser classificadas como opticamente densas e opticamente diluidas. Na primeira, a
maior parte da luz € absorvida quase que pontualmente, enquanto que, na segunda classe, a maior
parte do feixe de excitagdo surge (€ transmitida) ndo atenuada. Em concentracdes intermedidrias,
as medicdes dos dois tipos se sobrepdem e com as corre¢des adequadas produzem os mesmos
resultados. As expressoes usadas para a avaliacdo da eficiéncia quantica nesses dois tipos de

medi¢Oes serdo especificadas nas seguintes segdes.

3.1.1 Classe opticamente densa

Substituindo o material dispersor por uma cubeta com a solucdo opticamente densa de

um fluoréforo como referéncia, e usando as expressoes (3.7-3.9), obtem-se

K, D.\ (n?

A equagdo (3.10) da a eficiéncia quantica de um material fluorescente do tipo opticamente denso.

Esta equacgdo € aplicavel quando [19]:

* A luz absorvida produz uma fonte pontual no material de referéncia e na amostra a ser

caracterizada. Isto quer dizer que o detector vai observar o volume total luminescente.
* Os efeitos de reflexdo e transmissao sao iguais para as duas amostras.

* O indice de refracdo da referéncia e do material em estudo é assumido constante para toda

a banda de emissao destes materiais.

Além disso, este método estd restrito a solu¢des que podem ser excitadas com o mesmo
comprimento de onda, e devem ser conhecidos os espectros de emissdo das amostras e a
sensibilidade do detector [19].

Para evitar integracdes numéricas, o detector pode ser trocado por um contador quantico.

Usando o contador quantico apropriado, K./ K, = 1, reescreve-se a equacao (3.10) como:

D.\ (n?

Atualmente o contador quantico € substituido por um espectrometro para detectar a
emissao das amostras, desta forma as respostas do detector, D, e D,, na equagdo (3.10) podem
ser calculadas integrando as areas do espectro de emissdo da referéncia e da amostra que serd

caracterizada, respectivamente.
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3.1.2 Classe opticamente diluida

A caracterizagdo da eficiéncia quantica de fluoréforos do tipo opticamente diluidos € a
mais comumente utilizada, na avaliacdo desta classe de amostras € substituido o detector usado
por Vavilov por um espectrofluorimetro. Além disto, quando comparada esta técnica com suas
técnicas antecessoras, o uso da técnica relativa para amostras opticamente diluidas oferece uma

boa performance devido a alta qualidade dos espectrofluorimetros oferecidos no mercado atual.

Para obter a expressao da eficiéncia quantica deste tipo de amostras, é usado o fato destas
amostras obedecerem a lei de Beer. Lei que trata do comportamento da intensidade transmitida
apos a luz interagir com a amostra, mostrando que a radiag¢do absorvida ou transmitida por uma
determinada solu¢do depende da concentracdo do soluto e da espessura da solucdo. Pode-se

reescrever a Lei de Beer como:

I,B =1, (1—10"9), (3.12)

onde B € a fracao de luz absorbida pela amostra, /, € a intensidade do feixe incidente, o € o
coeficiente de absor¢do da amostra, e d é o caminho dptico. Em primeira aproximagao, usando a

expansdo em série de poténcias do exponencial da equagdo (3.12), tem-se que B € dado por:

B=1-[1-2,303ad + (2,303ad)® /2 + ...] ~ 2,303ad. (3.13)

Se a intensidade de luminescéncia para a referéncia e a amostra em andlise é proporcional
a [y B, podem ser usadas as expressdes de Vavilov e o desenvolvimento de Drushel, Parker e

seus colaboradores [20, 21]. Obtendo assim a expressao para a eficiéncia quantica

= () () G2) (5:) a1

onde /(\) € a intensidade da luz de excitagdo para o comprimento de onda A, n € o indice de

refracdo da solugdo para a luminescéncia. Substituindo a equacgdo (3.13) na equagao (3.14), é
obtida a expressdo (3.15), que € a equacdo mais usada por pesquisadores que aplicam esta técnica

com a ajuda de espectrofluorimetros [22]. Assim a eficiéncia quantica, 7,, de uma amostra é

= () () (G2) () a1

Na equagdo (3.15) A()\) é definido como a absorbincia da amostra para o comprimento

dada por:

de onda da luz de excitacdo. Note que o subindice r € usado para indicar os parametros do material

de referéncia, e o subindice x, € para indicar os parametros do material a ser caracterizado.
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Para aplicar as equagdes (3.14), (3.15) na avaliacdo da eficiéncia quantica, devem ser
levadas em consideragdo as seguintes suposicoes sobre a referéncia e a amostra que esta sendo

caracterizada:

A intensidade da luminescéncia € proporcional a uma fracao da luz absorvida.

Todos os fatores geométricos sao idénticos.

Os feixes de excita¢do sd0 monocromaticos.

As perdas por reflexdo sao iguais para as duas amostras

Os efeitos de reabsorcao e reemissdo sao despreziveis.

Toda a luz saindo da cubeta € isotrépica.

A pesquisa apresentada nesta tese avalia a técnica relativa para a classe opticamente
diluida, por ser esta a mais aplicada na atualidade. A tabela 1 lista alguns dos materiais usados
como referéncia. Esta tabela, além de informar a eficiéncia quantica, indica 0 comprimento
de onda de excitagdo \..., 0 qual corresponde ao comprimento de onda absorvido por estas

referéncias [7].

Tabela 1 — Eficiéncia quantica de fluoréforos de referéncia.

Composto Solvente Aeze (nm)  °C n (%)
Sulfato de quinina 0.1M H,SO, 350 22 57,7
366 - 53+£23
Fluoresceina 0.1M NaOH 496 22 95+3,0
Triptofano Agua 280 - 13+£1,0
Tirosina Agua 275 23 14+1,0
Fenilalanina Agua 260 23 24
Fenol Agua 275 23 144+1,0
Rodamina 6G Etanol 488 - 94
Rodamina 101 Etanol 450-465 25 100

Fonte: adaptado de [7]

Entdo, usando algum dos fluoréforos de referéncia da tabela 1 e mediante o uso de
espectrofluorimetros calibrados, pode-se obter a eficiéncia quantica relativa, segundo como foi
mostrado por J. N. Demas e G. A. Crosby, a partir da equagdo (3.15) conhecendo a eficiéncia
quantica de uma amostra de referéncia (7, [19].

A expressdo (3.15) ainda pode ser mais simplificada, com o fim de facilitar sua aplica¢ao

na caracterizagdo experimental da eficiéncia quantica, usando as seguintes fatos:
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1. A equagdo (3.12) pode ser reescrita como:

I,=1y(1—e7), (3.16)

onde /, € a intensidade da luz absorbida pela amostra, o € a secao transversal de absorcao
da amostra, C' é a concentragdo molar do fluoréforo e o produto oC'd é chamado de
densidade 6ptica (O D). A densidade dptica é proporcional a Absorbancia da amostra, que

¢ dada por:

A=0Dlogye ou A=eCd, (3.17)

onde € € o coeficiente de extingdo molar. Usando a expansao em series de Taylor do termo

exponencial na equacdo (3.16), obtém-se:

L=1(1-[1-0Cd+ (cCd)*/2+---]). (3.18)

Sendo /; a intensidade de fluorescéncia emitida pela amostra, ela pode ser escrita na

forma:

Iy =nl,. (3.19)

E possivel combinar as equagdes (3.18) e (3.19), e encontrar uma expressao que mostra
uma relacao linear entre a intensidade da emissd@o e a concentragdo do fluor6foro para a
classe opticamente diluida. Assim, assumindo que a densidade 6ptica do material € menor

que 0,1, tem-se:

Iy =nly(cCd). (3.20)

2. Como a intensidade da fluorescéncia e a concentragdo mostram ter uma dependéncia linear,
dependéncia que também ocorre com respeito a absorbancia da amostra, é possivel usar
vérias concentragdes para criar um grafico de /¢ vs C, posicionando no eixo vertical os
valores da intensidade de fluorescéncia, e no eixo horizontal as concentragdes respectivas

para cada uma das intensidades, tal como € apresentado na Figura (6).
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Figura 6 — Gréfico da drea do espectro de emissao em funcao da absorbancia para Rodamina 101
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Fonte: Adatado de [15].

Usando os pontos da figura (6) é obtido O coeficiente angular ou declividade da reta m,
dado por:

ALY L)
AAN) AN

Lembrando que na equagdo (3.15) o termo D = I e combinando as equagdes (3.15) e

(3.21)

(3.21), usando o fato que a intensidade de excitagdo /(\) é a mesma para as duas amostras,

pode-se reescrever a equacao (3.15), como:

2
0= (3> , (3.22)

my \ Ny

sendo m, o coeficiente angular obtido da curva para a referéncia, e m € o coeficiente

angular da amostra analisada.

Para aplicar este método, que usa a aproximagao de um comportamento linear da emissao
com respeito a concentragdo e a absorbancia, a densidade optica deve ter um valor pequeno, ja
que um valor de OD = 0, 2, na equagdo (3.20) introduz um error de aproximadamente 10%
nos resultados, quando comparados com a equacgao (3.16) sem aproximagao. Este resultado
sugere que a referéncia e a amostra a ser caracterizada tenham absorbancias menores a 0, 1 para
o comprimento de onda de excitagcdo. Outra alternativa, é usar um comprimento de onda de
excitacdo de 10 até 50 nm menor que o comprimento de onda da maxima absorcao, reduzindo

desse jeito a absorbancia da amostra.

Experimentalmente a medida da eficiéncia quantica relativa € realizada seguindo o

seguinte procedimento:



Técnicas de Avaliacdo da Eficiéncia Quéntica 39

1. Preparar vérias solugdes da amostra de referéncia com absorbancias menores que 0,1 (no

comprimento de onda que serd utilizado na excita¢do da luminescéncia desses materiais).

2. Obter o mesmo numero de amostras com o fluoréforo a ser analisado, com absorbancia

menor que 0, 1 no comprimento de onda de excitagao.

3. Determinar os valores de absorbancia para as solu¢des no comprimento de onda de

excitacao.

4. Usando um espectrofluorimetro, obter os espectros de emissdo (utilizando o mesmo

comprimento de onda de excitacio).

5. A partir dos espectros de emissao obter as dreas por baixo da curva e tragar um grafico das

areas em fungdo das absorbéncias, como mostra a Figura (6).

6. Gerar o gréfico do item anterior para a referéncia e para a amostra em estudo, e obter o

coeficiente angular ou declividade m da linha reta gerada pelos pontos do gréfico.
7. Substituir os valores obtidos nos itens anteriores na equagao (3.22).
Experimentalmente, para garantir que as medic¢oes estdo na regido linear, deve-se verificar
que as amostras criadas satisfacam que o grafico da area das curvas dos espectros de emissao em

func¢do das suas respectivas absorbancias seja linear. Isso é importante com o fim de confirmar

que nao existem efeitos de reabsor¢do nem de densidade Optica que interfiram nas medicoes.

3.2 TECNICAS ABSOLUTAS DE AVALIACAO DA EFICIENCIA QUANTICA DE
FLUORESCENCIA

As técnicas absolutas para a avaliagc@o da efici€éncia quantica tém como grande vantagem
sobre as técnicas relativas, a ndo necessidade do uso de uma amostra de referéncia. Assim
estas técnicas oferecem uma maior autonomia para a pesquisa de diferentes tipos de sistemas
fluorescentes. Nesta secdo sdo abordadas as técnicas absolutas da esfera integradora e da

espectroscopia de lente térmica.
3.2.1 Esfera integradora
Esta técnica € usada de preferéncia para os seguintes tipos de amostras [23]:

* Amostras com altos indices de refragao.

* Amostras que apresentam espalhamento.
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* Amostras que apresentam dificuldades na determinacdo angular da emissao, refletividade

e absorbancia.

* Amostras as quais o espectro de emissdao ndo se sobrepde com o espectro da luz de

excitacao.

A técnica da esfera integradora usa como elemento principal para sua aplicagdo uma
esfera oca com paredes internas revestidas de um material de reflexdo de forma difusa,
tipicamente sulfato de bério (ver Figura 7). Quando uma fonte fluorescente € inserida na esfera

integradora ideal, a radiac@o da luz € redistribuida isotropicamente no interior da esfera.

3.2.1.1 Esfera integradora com laser

A quantificagao da eficiéncia quantica de um fluor6foro mediante a esfera integradora,

excitando a amostra com um laser, € realizada em trés etapas:

1. Com a esfera vazia e o laser incidindo no interior desta, € detectada somente a luz do laser

no espectrometro, Figura 7 (a).

2. A amostra € posicionada no interior da esfera e o laser € dirigido a parede da esfera, Figura
7 (b). Neste caso a curva detectada pelo espectrometro vem da luz difusa que foi espalhada
pelas paredes da esfera e incide sobre a superficie total da amostra. Isso ajuda a prever

qualquer reabsor¢ao do material que esta sendo caracterizado.

3. Finalmente na terceira configuracdo experimental, o laser incide sobre a amostra no
interior da esfera, Figura 7 (c), orientando a amostra de jeito que a reflexdo do laser com a

superficie da amostra seja dirigida ao interior da esfera e nao volte pelo orificio de entrada.

Depois de realizar estas etapas € possivel obter uma expressao para mensurar a eficiéncia
quéntica. Sendo que o produto do comprimento de onda, )\, vezes a intensidade, (), é
proporcional ao nimero de fétons em um intervalo especifico de comprimentos de onda [23],

pode-se definir:

L= / AM(Nd\;, P = / AT(V)dA. (3.23)

excitagao emissdo

Na equacdo (3.23) L é interpretado como a drea do espectro do laser, proporcional a quantidade
de luz de excitacdo (primeira etapa); e P € a drea por baixo da curva da fluorescéncia, a qual é

proporcional a luz emitida pela amostra.
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Figura 7 — Diagrama das trés configuracdes necessdrias para ponderar a eficiéncia quantica. (a) Esfera vazia. (b)
Amostra na esfera com o feixe incidindo sobre as paredes da esfera. (c) amostra na esfera com o feixe
incidindo sobre a amostra
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Fonte: O Autor (2020).

Na segunda etapa da técnica mostrada na Figura 7 (b), uma fracdo y da luz do laser é

dispersada pelas paredes da esfera e € absorvida pela amostra, este fato € descrito por:

Ly=L,(1—p), (3.24)

onde L,, L} sdo interpretados como as integrais das intensidades do laser nos experimentos a e

b, respectivamente.

Na terceira etapa da técnica apresentada na Figura 7 (c), uma fragdo, A’, da luz incidente
¢ absorvida pela amostra, e a fragdo (1 — A’) é refletida ou transmitida. E L, é interpretado como

a integral do pico laser na terceira etapa do experimento. Assim pode-se escrever L. como:

Le=L,(1—A)(1-p). (3.25)

Combinando as equagdes (3.24) e (3.25) é obtido o coeficiente de absor¢do A’,

r_ L.
A = (1 - L_b) . (3.26)

Note-se também que na segunda etapa, (b), o sinal detectado € composto pela dispersao
do laser mais a luz emitida apds a absorcao da dispersdo do laser. Entdo o numero de f6tons
que atingem o detector é dado por L, + P,. E na terceira etapa da técnica (c), uma fracao da
luz incidente € refletida pela amostra, outra transmitida e uma fracdo A’ é absorvida. Entdo a

contribui¢do da dispersdo laser medida pelo espectrometro € dada por:

(1= A)(Ly+ P,) . (3.27)
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Considerando também que a luz emitida devido a absorcdo do laser, 1L, A, também contribui
para a medicdo do espectro na terceira etapa (c) da técnica. Entdo a intensidade total no espectro

dessa etapa (c) € descrita por:

(Le+P.)=(1—-A)(Ly+ Py) + nL, A (3.28)
Substituindo a equagao (3.26) na equacao (3.28), € obtida a expressao para a efici€éncia

quantica da amostra, que € dada por:

_P-(1-A)PR
- LA '

Como exemplo, podem-se observar na Figura (8) os espectros obtidos ao aplicar esta

(3.29)

técnica, a uma solucio de QDs de CdTe/CdS-AMP, a qual registrou uma eficiéncia quéntica
n~ 3,5% [15].

Figura 8 — (a) Espectro do laser incidindo na cubeta somente com agua, (b) Espectro obtido com laser incidindo
na parede da esfera e a cubeta com uma solugéo de QDs CdTe/CdS e, (c) Espectro obtido com o laser
incidindo na amostra de QDs CdTe/CdS
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Fonte: Adaptada de [15].

Encerrando esta secdo, € importante ressaltar que a principal suposi¢ao deste modelo,
é que as dispersdes das diferentes partes da esfera contribuem igualmente para a medicao dos
espectros. Na técnica da esfera integradora também pode ser usado, como fonte de excitacido, um

diodo LED, como serd mostrado na secio seguinte.

3.2.1.2 Esfera integradora com LED

Uma outra forma de avaliar a eficiéncia quantica de fluorescéncia, usando a esfera

integradora, ¢ mediante o uso de um LED como fonte de excitagdo.

Quando € usado um LED como fonte de excitacdo, € aplicado o método de L. Mangolini
e seus colaboradores [24], sendo este método bem similar ao exposto anteriormente. Para
apresentar esta técnica, a Figura (9) ilustra os procedimentos necessdrios para mensurar a

eficiéncia quantica, seguindo os seguintes passos:
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1. Medir a intensidade espectral do LED, introduzindo numa cubeta o solvente usado, tal
e como € apresentado na curva azul da Figura 9 (a), onde esta medi¢do exibe o pico de

emissao em 390 nm do LED azul.

2. Introduzir a cubeta com a diluicdo contendo o material fluorescente na esfera integradora.
Neste caso o espectro (Linha vermelha) mostra uma redu¢@o no pico em 390 nm devido
a absorc¢do do fluor6foro, e um pico alargado posicionado aproximadamente em 800 nm

referente a luminescéncia da amostra (ver Figura 9).

3. Subtrair a intensidade espectral do item (1) com a intensidade espectral obtida no item (2).
Com isso € obtido o espectro que apresenta o pico da absor¢do e a banda de emissao do

fluoréforo, tal como € apresentado na curva verde da Figura 9 (b).

Figura 9 — (a) curva azul: medida da linha de base (emissdo do LED) medida sobre uma cubeta sé com o solvente.
Curva Vermelha: O espectro da amostra com a fotoluminescéncia e a redu¢@o na curva de emissio do
LED devido a absor¢ao da amostra. (b) Espectro da amostra menos o espectro da linha de base. (c)
Esquema dos fatores de importancia para as medi¢des com a esfera integradora

6 1
— 5t | — e 0~ e
© \ [ @
= 4T 390 nm LED \ S - 1_fm.Amostra
~af & _ . subtracdo 2~ ;
) pico de emisséo ‘| <
— 2 1-3+—
< da amostra em ‘ ¥
1f k ; 800 nm {-4
o kel | ! ) . 5 Defletor
‘ 400 600 800 1000 400 600 800 1000 - Detector
@ A (nm) (b) A (nm)

Fonte: Adaptada de [24].

z

Teoricamente, € introduzida uma pequena variacdo comparando com as equacoes
desenvolvidas para a esfera integradora usando um laser. J4 que somente uma fra¢do f do
fluxo de fétons de entrada do LED atinge a amostra, enquanto que (1 — f) se perde e ¢ dispersa
pelas paredes da esfera. Além disso, dos fétons que interagem com a amostra uma fragao A’ é
absorvida e a fragdo (1 — A’) é refletida ou transmitida. Supondo também que dos f6tons que
sofrem um ou vérios eventos de espalhamento, finalmente uma fragdo . € absorvida, enquanto

que (1 — p) sai da esfera de outra forma, é possivel escrever as equagdes:

Ly=f(1—=A)Ly+ (1= f)(1—p) Ly, (3.30)

P, =nfALy+n (1 — f) uLy. (3.31)
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Assumindo que ndo hd sinal de fluorescéncia na medida da linha de base, P, = 0, tem-se

P, — B,

—(Ls—Ly) & (32

e como todas as consideragcdes geométricas sao inclusas na medida da linha de base L, € possivel
a partir da equacdo (3.32) encontrar a expressao para a eficiéncia quantica usando um LED como

fonte de excitagdo da amostra [24]

Experimentalmente, usa-se um arranjo semelhante ao apresentado na Figura (10). Neste
arranjo a radiacdo do diodo LED pode ser introduzida na esfera integradora por médio de uma
fibra Optica [24]. Outra forma de incidir a radiacdo do LED € introduzindo o diodo LED em uma
das portas de entrada da esfera integradora. A radiacdo que estd dentro da esfera é coletada por

um espectrometro.
Figura 10 — Esquema do arranjo experimental da técnica de esfera integradora usando um LED

. Amostra

Esfera
Integradora

Espectrometro
P

Fibra optica

Fonte: O Autor (2020).

Continuando com a andlise das técnicas de caracterizacdo da eficiéncia quéntica, na
secdo a seguir serd discutida a técnica de espectroscopia de lente térmica aplicada na avaliacdo

da eficiéncia quantica.

3.2.2 Espectroscopia de lente térmica

A espectroscopia de lente térmica (ELT) € uma técnica de caracterizacdo que explora
o efeito de lente térmica (LT). Este ¢ um fendmeno transiente que surge quando a absor¢ao
da luz incidente na amostra produz um aquecimento localizado, modificando a densidade da
amostra em funcdo da temperatura no local da incidéncia do laser, e assim alterando seu indice
de refracdo. Isso implica que, o indice de refragdo n da amostra depende da temperatura, fato

que matematicamente pode ser descrito por:

n(T) =ng + (3—;) AT, (3.33)
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dn . ) }
onde a7 € o coeficiente termo-6ptico do solvente e AT € a variagdo da temperatura. Com o
aumento da temperatura local o indice de refracdo muda, e induz um efeito tipo lente 6ptica
na amostra [25, 26]. Desta forma a medi¢ao do sinal da LT € em esséncia uma determinagao

calorimétrica de gradientes de temperatura induzidos pela absorcao da luz [26, 27].

Experimentalmente, o aumento de temperatura local é gerado usando um laser de feixe

gaussiano, (continuum wave) cw, ou pulsado, focalizado na amostra.

Para produzir a lente térmica existem vdrios tipos de arranjos experimentais conhecidos,
os mais usados na atualidade sdo: lente térmica com um feixe, e lente térmica de dois feixes nos
modos casado e descasado. Nas proximas secoes serao discutidos os pormenores das técnicas de
um feixe e de dois feixes no modo casado, ja que foram as técnicas aplicadas para desenvolver

esta pesquisa.

3.2.2.1 Espectroscopia de lente térmica com um feixe

Na técnica de ELT com um feixe, como seu nome indica somente precisa-se do uso de

um unico feixe laser interagindo com a amostra, tal como € mostrado na Figura (11).

Figura 11 — Esquema geométrico da posi¢do do feixe no arranjo de LT com feixe tnico

Feixe de

Amostra

l. z e L
| g
Iris

Fonte: O Autor (2020).

A evolug@o espacial e temporal da variagdo de temperatura no meio AT'(r, t), pode ser
descrita pela equacgdo de transferéncia de calor [27, 28]. Essa variacao de temperatura produz
um efeito tipo lente (lente térmica), e quando o feixe se propaga pela amostra sua frente de
onda muda, Essa mudancga na frente de onda € modelada usando a teoria de propagacdo de feixe
gaussiano e difracdo de Fresnel. Dai, obtem-se o modelo teérico mais consistente do efeito da

lente térmica, desenvolvido por Sheldon e seus colaboradores [28], o qual descreve a intensidade
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no detector apds a criagdo da lente térmica na amostra, assim:

2
B 0. 2V
I(t)-[o{l 2tan <[9+V2] (%)+3+V2>} , (3.34)

onde /; € a intensidade do feixe parat = 0, e V' € dado por:

V=21 Zy=-2 (3.35)

Na equacao (3.35) Z, é o parametro confocal do feixe gaussiano, também chamado de
comprimento Rayleigh, wy € o raio do feixe na cintura. Considerando também a posi¢do onde
ocorre a cintura do feixe, como sendo a origem (z = 0) da coordenada z, Z é a posi¢do da
amostra, tal e como € apresentado na figura 11; ¢, € o tempo caracteristico de difusdo do calor
tc = wo/4D, e D = k/pCp é a difusividade térmica, p é a densidade volumétrica, C'p é o calor
especifico da amostra e x é a condutividade térmica. ¢ é o deslocamento de fase térmico, e sua

amplitude € dada por [28]:

_¢Pabs d_n
kX dT°

(3.36)

Na equacao (3.36), ¢ € a fracdo da energia absorvida transformada em energia térmica,
ou eficiéncia quntica absoluta ndo-radiativa; A o comprimento de onda do laser, dn/dT
€ o coeficiente termo-Optico, e P, a poténcia absorvida do feixe de excitacdo, dada por
Pys = P, (1 — e“"L), com « sendo o coeficiente de absorc¢do linear 6ptico no comprimento de
onda de excitagdo (\) e L o caminho ptico na amostra. Para materiais nao fluorescentes ¢ = 1

e em materiais fluorescentes ¢ < 1. O valor especifico de ¢ pode ser obtido por

A
p=1—n—no, (3.37)
{Aem)
onde, (Aerm) = [ AemdN(Aem)/ | AN (Aerm) é 0 comprimento de onda médio da emissdo e
dN (Aern) € 0 niimero de f6tons emitido por segundo em um incremento do comprimento de onda
centrado em \.,,. Definindo © = —0/ P, e ©g = (dn/dT’)/k\, e usando as equagdes (3.35) a

(3.37), é obtida a expressao da eficiéncia quantica de florescéncia dada por (3.38) [27]

_ O Aem)
n_<1—@0) T (3.38)

A partir da equagdo (3.38) pode-se obter o valor da eficiéncia quantica do material em
estudo. A Figura 12, apresenta uma curva tipica do sinal de LT. Ajustando a equacgdo (3.34) a
curva experimental de LT, obtem-se o valor de ¢. Usando as equacdes (3.36 e 3.37) € obtida a

eficiéncia quantica absoluta de materiais fluorescentes e sem espalhamento.
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Figura 12 — Curvas do efeito de lente térmica, experimental (traco cinza), e ajuste tedrico (linha rosa)

« SinaldelLT
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Fonte: O Autor (2020).

3.2.2.2 Espectroscopia de lente térmica com dois feixes no modo descasado

Na espectroscopia de lente térmica com dois feixes (LTD) sdo necessdrios dois lasers
interagindo com a amostra. Neste caso um primeiro laser, o de maior poténcia € usado para gerar
o efeito de lente térmica na amostra. Este laser também é chamado de feixe de bombeio ou de
excitacdo. O segundo laser de menor poténcia serd o encarregado de sondar o efeito de lente
térmica que foi criado pelo primeiro laser. Esse laser € comumente chamado na literatura de
feixe de prova ou sonda. Com esses conceitos mais claros, € possivel compreender facilmente o
esquema geométrico da posicao dos feixes de excitacdo e sonda que atuam na amostra, que sao

apresentados na Figura 13.
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Figura 13 — Esquema geométrico da posi¢do dos dois feixes no arranjo de LT de dois feixes no modo descasado
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Fonte: O Autor (2020).

O modelo tedrico na configuragdo de dois feixes, excitacdo e sonda, foi desenvolvido por
Shen e colaboradores [29]. Este modelo € consistente com o modelo para a configuracao de feixe
unico, inicialmente desenvolvido por Sheldon e colaboradores [28]. Seguindo o processo usado
por Shen, tem-se que a expressao analitica para a intensidade transmitida do feixe de sonda no

detector no modo descasado apds o feixe passar pela LT € dada por [29]:

2
0 2mV
I(t) =141 — ~tan* 3.39
(*) 0{ ztan ([(1+2m)2+v2}(%)+1+2m+v2>}’ (3-39)

onde [, € a intensidade do feixe de prova parat = 0, m = (w,/ Wez )2, Wp € Weg SA0 as cinturas

dos feixes de sonda e de excitacao respectivamente. E V' € dado por:

7 Zo Z\?
@)
Z[)p Z2 ZOp

considerando a posicdo da cintura do feixe de excitagdo como a origem da coordenada z, Z e Zs

, (3.40)

sdo as posicdes da amostra e do detector, respectivamente, tal como € apresentado na figura 13.
Z, € 0 comprimento Rayleigh do feixe de sonda, e a amplitude de 6 € similar a apresentada na
equagao (3.36) e dada por [28, 29]:

- _QbPabsd_n
RN, AT

(3.41)
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Com ), sendo o comprimento de onda do laser de sonda. Além disso as expressdes para
as eficiéncias quanticas ndo radiativa e de fluorescéncia podem ser dadas pelas equacdes (3.37) e

(3.38) respectivamente.

3.2.3 Espectroscopia de lente térmica com dois fotons

A emissdo de luz por fluorescéncia também pode ser gerada pela absor¢do de dois fétons.
Devido a isso € importante avaliar a eficiéncia quantica da fluorescéncia devido a absorc¢ado de
dois fétons. Para isto pode ser utilizada a espectroscopia de lente térmica com absorcdo de dois

fétons.

Com o fim de criar o efeito de absor¢do de dois fotons, focaliza-se um laser de alta
poténcia de pico, criando um ponto de alta intensidade na amostra. Essas condi¢des aumentam a

probabilidade de ter um processo multifotonico eficiente.

Para obter um modelo tedrico do efeito de lente térmica com dois fétons, Mauro
Falconiere usou como base o trabalho de Sheldon e seus colaboradores [28]. A partir disso
foi desenvolvido o modelo tedrico do efeito termo-6ptico com absor¢do multifotdnica [30]. Dito
modelo mostra o comportamento temporal da intensidade normalizada do feixe transmitido

através da amostra ao atingir o detector, dado por:

I(V,t) 0, 1 1 2qV
T = L ey tan &
Io(V,t) q (1+V2)at (2 +1) + V2] 35 +2¢ + 1+ V2

(3.42)

Na equacdo (3.42), q € o nimero de fétons envolvidos no processo de absor¢cao multifotonica,
V = Z/Zy, Zy é o comprimento Rayleigh e também é considerado o ponto focal do feixe de

excitacdo como a origem do eixo z (Z = 0).

Além disso o termo 0, € chamado de amplitude do deslocamento de fase térmico para o

processo de absor¢do de ¢ fétons, dado por:

qag LP?  dn

0, =p——"———|
! ¢/\q/£(7rw2)q_1dT

(3.43)

onde )\, é o comprimento de onda de excitagdo do feixe, L € a espessura da amostra, P € a

poténcia média incidente, e o, € a fracdo da poténcia absorvida pela amostra, dada por:
he\
g = gNAC (A—C) 7y (3.44)
q

Na equagdo (3.44), N4 é o nimero de Avogadro, C' é a concentracdo da amostra, c € a

velocidade da luz na suspensdo e o, € a se¢do transversal de choque de absor¢do de g-fétons.
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Note que, na equacio (3.43) para materiais nao fluorescentes ¢ = 1 e para materiais fluorescentes

¢ < 1, estando relacionado com a eficiéncia quantica de fluorescéncia por

N
q{Aem),

onde (), € 0 comprimento de onda médio de emissdo, a fragdo 1/q € considerada devido a

p=1-n (3.45)

que sdo absorvidos q-fétons para emitir um féton.

Devido a que nesta pesquisa € explorada a espectroscopia de lente térmica com absorcao

de dois fétons, pode-se re-escrever as equagoes (3.42 - 3.45) usando ¢ = 2, assim:

1(V;t) 0, 1 . 4V
T S i T oo b 3.46
L) 2 arvy) ™ \prvaEasyve) (3-46)
20(2LP2 dn
Oy = o7 3.47
? Aok (mw?) dT (3.47)
h
ay = 2N, C (—c> o3, (3.48)
A2
A2
p=1-—n (3.49)
2 (Aem)s

Para obter a eficiéncia quantica usando a equagdo (3.49) é necessdrio obter o valor de ¢
na equacdo (3.47), mas ¢ depende da se¢do transversal de choque de absorcao de dois fétons
[ver equacdo (3.48)]. Mas obter o valor de o5 pode ser laborioso e precisa da aplicagao de outras
técnicas. Entdo para solucionar este problema é dada uma solu¢do empirica com base no exposto
por Sheldon, Shen e A Cruz nas suas pesquisas para espectroscopia de lente térmica com um

foton [28, 29, 31], a partir disso a equagao (3.47) pode ser escrita assim,

2Pabs dn

— 3.50
)\2/1 dT’ ( )

b= ¢

sendo o termo P, a energia do laser absorvida por segundo pela amostra. Comparando a
equacao (3.50) com a equacdo (3.47) € obtida a seguinte expressao para a poté€ncia absorvida

pela amostra

P? dn

Poy. = anl— .
bs = 2l

(3.51)
Assim, tendo-se a poténcia absorvida obtida experimentalmente, pode-se determinar a
eficiéncia quantica de dois fotons.

Neste capitulo foram explicadas detalhadamente as técnicas mais usadas na avalia¢do da

eficiéncia quantica de fluoréforos. Além disto € proposta uma nova forma de obter a eficiéncia
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quantica de dois fétons, diferente a proposta na literatura [28], [29], [30]. Com a nova formulagdo
apresentada neste capitulo ndo € necessario ter o valor da se¢do transversal de choque de absor¢do
de dois fétons do soluto para obter a eficiéncia quantica de dois fétons. Também visando
aprimorar a técnica de espectroscopia de lente térmica o seguinte capitulo serd dedicado a expor
um novo sistema de espectroscopia de lente térmica. Este novo método mostra uma melhora na
relacdo sinal-ruido, fato que vai permitir o aumento na sensibilidade da técnica de espectroscopia

de lente térmica.
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4 NOVO SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA DE LENTE TERMICA COM FILTRO
ESPACIAL TIPO ECLIPSE

No capitulo 3, a espectroscopia de lente térmica foi apresentada. Esta é uma técnica
atraente para a medigdo da eficiéncia quantica de materiais com baixa luminescéncia ( 7 < 80%),
isto acontece porque € necessdrio que uma porcentagem da luz incidente seja transformada em
calor para criar o feito de lente térmica. Para materiais com alta eficiéncia quintica, uma pequena
parte da energia absorvida € convertida em calor, limitando a detec¢ao do sinal de ELT que
pode ser encoberto pelo ruido elétrico. O uso da técnica de ELT também nao ¢ atraente para
amostras com baixa concentracdo de fluoréforos (< 107%M) ou para o uso de baixa poténcia
(P < 8,0mW).

Neste capitulo 4 é demonstrado e explorado o uso de um filtro espacial tipo eclipse
para otimizar a ELT, possibilitando um aumento na sensibilidade da técnica. Além disso
sdo apresentados os resultados obtidos ao aplicar esta nova técnica (ELT por eclipse) na

caracterizacdo de pontos quanticos.

4.1 FILTRO ESPACIAL

iais ou ma a iculos” u iti
Os filtros espaciais ou mdscaras sdo “obstadculos” usados para permitir a passagem de
certa regido de um feixe de luz. Geralmente, filtros espaciais sdo usados para corrigir aberracdes

em um laser, aberracOes que impedem que o feixe seja gaussiano [32].

Na otimizacdo da sensibilidade da espectroscopia de lente térmica, aqui € proposto o uso
de um filtro espacial que bloqueia a parte central do feixe permitindo a passagem de luz pelas
bordas de um disco. A luz que vem das bordas € focalizada por uma lente no detector. A Figura
14 apresenta a imagem de um feixe gaussiano antes (a) e apds (b) o uso do filtro espacial. Como
a imagem obtida apo6s o filtro € similar a de um eclipse solar, este tipo de mdscara recebe o nome

de filtro tipo eclipse.

Figura 14 — (a) Feixe gaussiano, (b) feixe depois de passar pelo filtro espacial tipo eclipse

Fonte: O Autor (2020).
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Ao serem coletadas as partes mais externas do feixe gaussiano, aumenta-se a detec¢ao
das variacdes de fase do feixe, comparado com a detec¢do da variacdo de fase quando € coletada
a parte central do feixe gaussiano apos o efeito da lente térmica. O aumento na sensibilidade com
um filtro tipo eclipse foi estudado primeiramente por Slaby [33, 34]. Bloisi e seus colaboradores
[35] observaram melhoras na razdo sinal/ruido da difracdo do feixe apds o eclipse, para as
técnicas de espectroscopia de lente térmica e de modulagdo de fase transversa através de um

filme ndo linear.

Esse tipo de filtro também foi introduzido na técnica de Varredura Z (Z-Scan), dando
origem a técnica de Eclipse Z-Scan (ver Figura 15) [36, 37]. Nessa técnica o filtro espacial
aumenta a sensibilidade nas medicdes do indice de refracdo ndo-linear. Foi obtida uma
sensibilidade para a identifica¢do de distor¢ao da frente de onda de A/300 para uma razdo
sinal/ruido =1 [37].

Figura 15 — Arranjo Experimental da técnica de varredura Z tipo eclipse
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Fonte: Adaptada de [38].

A técnica de varredura Z explora um arranjo experimental equivalente ao da
espectroscopia de lente térmica com e sem eclipse (ver Figuras 15 e 16).
Figura 16 — Arranjo Experimental da técnica de varredura Z
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Fonte: Adaptada de [38].
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Nesta técnica a amostra € deslocada ao longo do eixo focal da lente que focaliza o feixe
na amostra (dire¢do Z). A Figura 17 mostra parte do arranjo experimental e o sinal detectado no
fotodetector que explora a transmissao do feixe através da amostra, o sinal detectado € a energia

transmitida em fun¢do da posi¢ao da amostra.

Devido a intensidade da luz ser maior nas proximidades do foco onde a amostra esta
se deslocando. Essa alta intensidade aumenta a contribuicdo do termo ndo-linear da amostra,
alterando a propagac¢do, modificando a fase do feixe propagante. Essa modificagdo de fase estd

associada a uma alteracdo do perfil espacial do feixe, que € exibida na detec¢do, ver Figura 17.
Figura 17 — Técnica de varredura Z em uma amostra com ny < 0, mostrando a varia¢do de transmissdo pico vale
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Fonte: Adaptada de [38].

A descri¢do matemdtica da propagacdo de um feixe gaussiano focalizado em um meio
nao-linear foi inicialmente proposta por Gordon, Chenming Hu e seus colaboradores [27, 25].
Além disto pode-se usar a expressdo empirica de Xia e seus colaboradores para descrever a
variacao da luz transmitida pela amostra para o experimento de varredura Z com e sem filtro
do tipo eclipse. Nessa teoria ¢ analisada a variag@o de transmissdo pico vale na varredura AT,,.
Para isso a técnica de varredura Z usa dois detectores D, e D que coletam a intensidade da
variacdo da transmissao do feixe apds ele interagir com a amostra em funcao da posi¢ao Z da

amostra [36], para todas as posicoes Z.

Essa analise € feita com o fim de obter uma no¢ao do aumento da sensibilidade obtido ao

usar o filtro tipo eclipse, nas medicdes de vari¢do da luz transmitida pela amostra. As expressoes
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para o caso sem e com eclipse sdo [37, 38]:

AT, ~ 0,406 (1 — 8)0’25 |A¢| deteccdo iris sem eclipse, 4.1)
AT,, ~ 0,68 (1 — Sd)_0’44 |A¢| detec¢do com eclipse, 4.2)

onde |A¢| é a variagdo de fase do feixe, S é a transmitancia do feixe dada por: S =

1 — exp(—2r2/w?,), sendo w,; a cintura do feixe na posigdo da iris, e r, o raio de abertura
da fris [36].

Na equagdo (4.2), Sy € a transmitancia usando o eclipse, dada por: S; = 1 —
exp (—2r3/w?;), onde w,q é a cintura do feixe na posigdo do disco, € 74 é o raio do disco anteparo.
Com isto, pode-se notar que quando S; — 1 (disco maior, 0,995 < S; < 0,98) a sensibilidade
da técnica de varredura Z aumenta significativamente [37]. A Figura 18 exibe o comportamento
das variagdes da transmissdo do feixe AT <515 /T com respeito a transmitancia Sy, mudando

o tamanho do disco.

Figura 18 — Aumento da sensibilidade na detec¢do da variacdo da transmiss@o do feixe usando a técnica de eclipse
comparada com a técnica convencional em funcdo do tamanho do disco
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Fonte: O Autor (2020).

4.2 LENTE TERMICA POR ECLIPSE

Neste trabalho € concebido um novo método de espectroscopia de lente térmica, chamado
espectroscopia de lente térmica por eclipse (ELT-Eclipse), aumentando a sensibilidade na
obtenc¢do do sinal de efeito térmico. Nesta nova técnica € adicionado o modo de detecgcao
tipo eclipse, ou seja, € usada a méscara tipo eclipse, mencionada na secao anterior. Na técnica
de ELT-Eclipse, a luz que ultrapassa o filtro espacial é coletada usando uma lente convergente,

detectando assim a intensidade das laterais do feixe gaussiano, como € esquematizado na Figura
19.
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Figura 19 — Esquema da deteccdo tipo eclipse
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Fonte: O Autor (2020).

Ao analisar um feixe gaussiano, as variagdes em intensidade podem ser melhor
identificadas nas bordas do feixe, comparadas com as variagdes de intensidade que podem
ter o centro do feixe [34, 35, 36, 37]. Devido a isto, a sensibilidade da técnica de LT para

identificar variacdes de intensidade serd maior se a detec¢ao tipo eclipse for explorada.

Para avaliar este novo sistema, foram feitas medicdes de eficiéncia quantica da
fluorescéncia na Rodamina 6G, Rh6G, diluidas em etanol e foi registrada a razdo sinal/ruido

(S/R) das curvas de LT detectadas, como serd mostrado nas proximas secoes.

4.2.1 Lente térmica por eclipse com um feixe

Foi construido um sistema de lente térmica explorando um filtro espacial (modo eclipse
de deteccao). O arranjo experimental do sistema de lente térmica com um feixe € mostrado na
Figura 20. Nele € indicado o uso de um laser cw Nd: YAG (Compass 215M-20; Coherent, Inc.) de
532 nm de comprimento de onda de emissdo. As amostras fluorescentes usadas foram dilui¢oes
de etanol com Rodamina 6G (Rh6G) com concentracdes de 1072 até 10~7 M. As amostras foram
introduzidas em uma cubeta de quartzo com 1 mm de espessura (caminho 6ptico), d. A pureza
da Rodamina 6G utilizada foi de 99% e a do etanol de 99, 8%, sendo os dois da Sigma Aldrich
Co. O espectro de absorc¢ao foi obtidos em um espectrofotometro UV-Vis modelo Evolution
600B B (Thermo Scientific Inc). O espectro de emissdo foi obtido usando um espectrometro
modelo 1 R400 da Ocean Optics Inc. No arranjo experimental da ELT uma lente esféricas com
distancia focal f = 10 cm foi utilizada para focar o feixe de luz na amostra. A cintura do feixe
foi w ~ 15um. Também foi usado um chopper para controlar o tempo de exposic¢ao do laser

sobre a amostra (duty cycle = 0.05, frequéncia de rotacao: 200 Hz).
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Figura 20 — Arranjo experimental do sistema de lente térmica de um feixe com eclipse

(,' M1 L2 L1 -
Nd:YAG
Chopper 532 nm, cw

Amostra Filtro Iris

Fonte: O Autor (2020).

Para a detecc¢do tipo eclipse, foi usado um disco de 2,0 cm de didmetro, € uma lente
convergente de aproximadamente 7,0 cm de diametro posicionada depois do filtro espacial. Essa
lente coleta e direciona a luz ao fotodetector, permitindo a detec¢@o da parte externa do feixe
transmitido apds sofrer o efeito de LT. O fotodetector usado foi um fotodiodo de silicio modelo

BPW21R com o pico da resposta espectral em 565 nm.

O sistema de LT e o uso do filtro espacial foram avaliados obtendo o valor da eficiéncia
quantica para a Rodamina 6G e medindo a razao sinal/ruido (S/N) para a técnica de espectroscopia

de lente térmica (com e sem filtro espacial).

A Figura 21 mostra o sinal da lente térmica, quando a amostra estd nas posi¢des focal
e pés-focal, para a amostra com concentracio de 10~° M de Rh6G. Pode-se observar uma boa
diferenca entre os sinais obtidos nas duas técnicas [com eclipse - Figura 21(a); Sem eclipse
Figura 21(b)]. Para fazer este estudo, o osciloscopio para a captura do sinal de lente térmica foi
usado sem a op¢ao de médias do sinal detectado.
Figura 21 — Sinal de LT para a Rh6G em uma solu¢io de etanol com concentracdo de 1075, usando (a)

Espectroscopia de lente térmica com um feixe e (b) Espectroscopia de lente térmica com um feixe no
modo eclipse. Onde N e S indicam a amplitude do ruido e do sinal respectivamente
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Fonte: O Autor (2020).
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A curva mostrada na Figura 21 (b) estd invertida em relacdo a figura da curva 21 (a)
devido ao uso da lente convergente, L4, no sistema de LT-Eclipse. A poténcia 6ptica de excitagdo
do laser quando atinge a amostra era de 8 mW. Pelas figuras 21(a) e 21(b) pode-se notar uma
diferenca e otimizagdo da razdo S/N quando € usado o novo método de espectroscopia de lente

térmica com eclipse.

A razdo S/N foi avaliada no regime estaciondrio para t = 2,5 ms. A razdo S/R foi medida
para vdrias posicOes da mascara (diferentes valores das razdes dos diametros do feixe/filtro),
como € apresentando na tabela 2. Aqui é mostrada uma melhora de aproximadamente 300% da

nova técnica sobre a técnica usual.

Tabela 2 — Razdes sinal/ruido para tré€s diferentes razdes dos didmetros do feixe/filtro. Para a amostra de Rh6G com
concentragio de 10~ M

Feixe/filtro  sinal/ruido  sinal/ruido sinal/ruido

(Razdo dos (ELT-Eclipse) (ELT-com (ELT-

diametros) um feixe) Eclipse/LT)
1,5 1,38 2,32
1,54 1,74 0,59 2,93
1,56 1,47 2,48

Fonte: O Autor (2020).

Além do estudo da razdo sinal/ruido, foi avaliada a dependéncia da eficiéncia quantica
em func¢do da poténcia do laser de excitacio para as técnicas de lente térmica com e sem eclipse.
Observou-se que os resultados da medic@o de n foram iguais para as duas técnicas. Como o novo
sistema apresenta maior sensibilidade, serdo mostrados aqui apenas os resultados obtidos usando
a nova técnica ELT-Eclipse, ver Figura 22.

Figura 22 — Valores da eficiéncia quantica de fluorescéncia da Rh6G obtidos usando a técnica ELT-Eclipse, em
funcao de (a) a poté€ncia de excitacdo e (b) a concentracdo molar
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Fonte: O Autor (2020).
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Analisando os dados apresentados na Figura 22(a), pode-se notar que ndao hd mudancas
significantes na eficiéncia quantica com respeito a intensidade do laser de excitagcdo. Para este
estudo foram usadas poténcias de 4,2 mW ate 8,0 mW, ndo foi possivel usar poténcias menores a
4,2 mW porque o sinal de LT ndo era detectavel. Além disso a dependéncia da eficiéncia 77 com

respeito a concentracdo do fluoréforo, pode ser observada na Figura 22 (b).

Na Tabela 3 s@o exibidos os valores médios da eficiéncia quéntica ((n)) obtidos para
poténcias entre 4,2 mW e 8,0 mW. Também na Tabela 3 sdo comparados estes valores com

os valores j4 existentes na literatura que usaram diferentes técnicas de avaliagcdo da eficiéncia

quantica.
Tabela 3 — Valor médio da eficiéncia quantica para diferentes concentracdes de Rh6G.
Concentr¢ao de Rh6G (n) (%)
M) ETL-Eclipse (%) Outros autores (método, solvente)
1x10~* 84 77 (LT, metanol) [39], 89,5 (esfera
integradora, etanol) [40]
2x107° 87 87,5 (esfera integradora, etanol) [41]
2x1076 91 88 (etanol, esfera integradora) [40]
1x10~¢ 93 91 (esfera integradora, etanol) [41]

Fonte: O Autor (2020).

Analisando esta tabela pode-se notar também que a efici€éncia quantica diminui com
o aumento da concentracdo do fluor6foro. Pela Tabela 3 e Figura 22, nota-se uma queda
de aproximadamente 10% no valor obtido para eficiéncia quantica da Rh6G, quando sua
concentragdo aumenta de 1070 M (1 ~ 94%) para 10~* M ( ~ 84%). E possivel associar esta
diminuicdo na eficiéncia quantica a reabsor¢do da luz emitida pelos mondmeros fluorescentes
tipo-J, e pelos dimeros nao fluorescentes tipo-H [42, 43, 44]. Além disso, considerando a
constante de dimerizagcdo para a Rh6G em etanol (K; = 0,22) [43], pode-se estimar que a
concentragio de dimeros na amostra de maior concentragio (1 x 10~% M) foide C'd = 2,2 x 107
M. Assim, conclui-se que a queda na efici€ncia quantica pode ser principalmente atribuida aos
processos de reabsor¢cao dos mondmeros, 0s quais sao uma consequéncia da superposi¢ao dos

espectros de absorcao e emissao da Rh6G, como foi discutido nas referéncias [45, 46].

4.2.2 Lente térmica por eclipse com dois feixes

Como mencionado no capitulo 3, o uso de dois feixes laser na técnica de espectroscopia
de lente térmica possibilita maior sensibilidade quando comparado com o sistema de ELT com
um feixe. Nessa secdo € avaliado o uso de um filtro espacial tipo eclipse no sistema de lente

térmica de dois feixes.

O arranjo experimental desta técnica € apresentado na Figura 23. Para esta técnica, além

da montagem do sistema de lente térmica com um feixe, onde € usado um laser cw de 532 nm
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como feixe de bombeio, é utilizado um laser cw de HeNe com comprimento de onda 632,8 nm,
que passa pelo telescopio formado pelas lentes L7, de comprimento focal f; = 3,5 cm e por Lg
com foco fg = 10,0 cm. O laser de HeNe (feixe sonda) é focalizado na amostra pela lente L;
com comprimento focal f5 = 10,0 cm para examinar o efeito de lente térmica criado pelo laser
de 532 nm.

Figura 23 — Arranjo experimental da técnica de espectroscopia de lente térmica com dois feixes tipo eclipse
(ELTD-Eclipse)
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Fonte: O Autor (2020).

Os sinais normalizados da posi¢ao pos-focal usando a técnica usual de espectroscopia de
lente térmica com dois feixes, e lente térmica eclipse com dois feixes (LTD-E) sdo mostrados
nas Figuras 24 (a) e 24 (b), respectivamente, também € bom esclarecer que os sinais mostrados
foram adquiridos sem usar médias no osciloscopio.

Figura 24 — Sinal normalizado da LT do laser de sonda de HeNe (632 nm) que passa por uma amostra com
concentragio de 2 x 1075 M de Rh6G em etanol sendo excitada por um laser cw Nd: YAG (532 nm)
com 9 mW de poténcia. Sinal obtida usando (a) a técnica de lente térmica com dois feixes (LTD) e (b) a

técnica de lente térmica com dois feixes por eclipse (LTD-E). A imagem inserida em (b) ¢ uma imagem
do feixe de sonda antes e depois do filtro especial de frente de onda
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Fonte: O Autor (2020).
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Observando a Figura 24(a) e (b) pode-se notar um grande aumento no sinal de lente
térmica quando € usada a técnica de eclipse. Calculando a razdo sinal ruido S/R para os dois
sistemas e comparando-os, € obtido que a razdo S/R aumenta 14 vezes quando € usada a técnica

eclipse e uma poténcia de excitagdo de 9,0 mW.

Aqui foi realizado um estudo da razdo sinal ruido mudando a poténcia de excitacdo e o
diametro do filtro espacial para a Rodamina Rh6G com concentracdo de 2 x 1075 M. Na tabela
4 sdo apresentados estes resultados, para a melhor relacio entre o didmetro do feixe e o didmetro
do filtro. Também pode-se notar que a razdo S/R diminui de 14,1 a 11,9 quando a poténcia do
laser de bombeio aumenta de 9,0 mW (7,2 W/em?) a 11 mW (8,8 TW/cm?).

Tabela 4 — Razdo S/R entre a técnica de lente térmica com dois feixes tipo eclipse (LTD-E) e a técnica convencional
de lente térmica com dois feixes, para a amostra de Rh6G com concentragdo de 2x10~° M.

Feixe/filtro (Razao Poténcia de S/R
entre os Excitacao
diametros) (mW) LTD-E LTD LTD-E/LTD

11,1 23,5 2 11.9

9 27,3 1,9 14,1

7.1 16,3 1,7 9,8

1,54 6 15 1,5 10,2

4,2 6 1,9 3,2

34 5,4 1,6 34

2,7 4,1 1,1 3,8

Fonte: O Autor (2020).

Também foi avaliada a dependéncia da eficiéncia quantica da Rodamina Rh6G com a
concentragdo usando esta nova técnica. Foi obtido o valor médio da eficiéncia quantica n para
diferentes concentragcdes do corante. Esse resultado € apresentado na Tabela 5. Pode-se notar
que os valores de 1 diminuem com o aumento da concentracao. Além disto, sdo comparados
os resultados obtidos neste trabalho, com os resultados reportados na literatura por outros

pesquisadores.
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Tabela 5 — Valor médio dos valores da eficiéncia quantica para diferentes concentra¢des de rodamina Rh6G obtida
pelo método de LTD-E comparado com os valores reportados na literatura.

Concentragdo
Rh6G <n> (%)
M) LTD-E Outros autores (método, solvente)
1x10~4 84 77 (LT, metanol) [39], 89,5 (esfera integradora,
etanol) [40]
2x107° 87 87,5 (esfera integradora, etanol) [41]
2x1076 91 88 (esfera integradora, etanol) [40]
1x1076 93 91 (esfera integradora, etanol) [41]
2x1077 96 93 (fluorescéncia, etanol) [47], 95 (fluorescén-

cia, etanol) [45]

Fonte: O Autor (2020).

Nas Figuras 25(a) e 25(b) sdo mostrados os valores de 7 para a Rodamina em func¢do da

poténcia do feixe de bombeio, obtidos com e sem filtro espacial, respectivamente.

Figura 25 — Eficiéncia quantica da dilui¢do de rodamina Rh6G em etanol em funcdo da poténcia de bombeio.
Usando as técnicas (a) com e (b) sem o filtro especial tipo eclipse na espectroscopia de lente térmica

com dois feixes
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E importante notar que a presenca do filtro espacial possibilita mensurar a eficiéncia

quantica 1) de amostras com baixa concentraco de fluoréforos, tais como a amostra de 2 x 1077

M. Quando ndo é usado o eclipse, nio é possivel medir 7 para concentra¢des menores que 1076

M. Além disto a comparacdo entre os valores de 7, para concentragdes proximas a 10~° M, nas

Figura 25 (a) e Figura 25 (b), mostra a grande sensibilidade da nova técnica de eclipse lente

térmica com dois feixes, comparada com a técnica usual de dois feixes, permitindo mensurar

a eficiéncia quantica de amostras com concentragdes menores que 1x107% M. Além disso, a

técnica de dois feixes permite usar um laser de excitagdo com menor poténcia (2,7 mW). Isso

quando comparado com a poténcia usada nas técnicas de LT com um feixe e lente térmica com
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um feixe tipo eclipse, que foi de 4,2 mW.

Além disto, foi analisado o comportamento da eficiéncia quantica em funcao da
concentracdo da diluicdo de Rh6G. A Figura 26 apresenta uma queda da eficiéncia quantica com
o aumento da concentragdo do fluor6foro, confirmando o fato obtido na técnica de eclipse lente
térmica com um feixe, da figura 22 (b).

Figura 26 — Eficiéncia quantica das suspensdes de Rh6G em etanol em fungdo da concentra¢do molar para diferentes
poténcias de bombeio, usando a técnica de eclipse lente térmica com dois feixes
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Fonte: O Autor (2020).

Nesta pesquisa, a intensidade mdxima do laser de excitagdo usado foi de 11x10° W /m?,
préxima ao valor de (= 10% W/m?) de saturagdo Gptica da maioria dos laser de corantes
[48, 49, 50]. Com essa intensidade pode ser garantido que o efeito detectado € térmico. Com isso
¢ possivel dizer que ndo hd presenca da saturacio Optica, essa saturacdo produz uma dependéncia
nao linear do sinal de lente térmica com a poténcia de bombeio, limitando a sensibilidade dos
efeitos fototérmicos. Assim para garantir isto € necessario que toda a energia térmica use os

canais de relaxacdo ndo radiativos para o solvente.

A presenca de ruido no sinal de lente térmica pode vir de vérias fontes tais como: (1) o
ruido da eletronica de deteccao, (2) o ruido devido as flutuagdes de intensidade do feixe e (3)
o ruido originado dos movimentos convectivos. Se o ruido eletronico for grande, o limite de
detec¢do do sinal de lente térmica vai ser reduzido, e os erros experimentais podem chegar a

ser considerdveis. Por isto, é mostrado na Tabela 4 que a razdo S/ R nas medigdes da eficiéncia
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quantica absoluta da Rodamina Rh6G pode ser melhorada em aproximadamente 1400%, quando

¢ usado o novo método de detecgdo tipo eclipse.

Concluindo, a nova técnica de obtencdo do sinal de lente térmica mostra uma maior
sensibilidade comparada com as técnicas atuais da literatura. O uso de filtros espaciais leva a
uma melhor sensibilidade na deteccao, e a possibilidade de caracterizar amostras fluorescentes

com concentragdes baixas. Além de permitir usar lasers de baixa poténcia.
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5 AVALIACAO DA EFICIENCIA QUANTICA DE PONTOS QUANTICOS

Os pontos quanticos ou quantum dots (QDs) fluorescentes de semicondutores, na
atualidade, vem sendo usados nas ciéncias bioldgicas, permitindo desde a identificacdo de
estruturas bioldgicas (células e tecidos) até o entendimento de processos dinamicos em células.
Nesse contexto, pode-se mencionar o uso de QDs em aplica¢des como: (1) geragdo de imagens
de microscopia de células vivas, tecidos e pequenos animais; (2) testes de fluoroimunoensaios
por citometria de fluxo; e (3) biosensores Opticos. Essas aplicagdes sdo exemplos que mostram
como estes marcadores fluorescentes sdo importantes para compreender mecanismos biologicos
[7, 10, 13, 2, 14].

Para a aplicacdo destas particulas em células vivas e tecidos, faz-se necessdrio o
controle/ajuste do pH da solucdo coloidal de QDs. Essa mudanca pode levar a perda da eficiéncia

de fluorescéncia dessas nanoparticulas.

Assim, este capitulo apresenta uma avaliacdo das caracteristicas de emissao de QDs de
CdTe sintetizados em meio aquoso, em funcao de diferentes pHs, usando a técnica desenvolvida

de espectroscopia de lente térmica de feixe unico por eclipse.

5.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Os pontos quanticos de CdTe foram sintetizados pelo grupo de pesquisa liderado pelas
professoras Adriana Fontes e Beate dos Santos do departamento de Biofisica e Radiobiologia e
do departamento de Farmdcia da UFPE, com adaptacdes do método desenvolvido por Andrade
e seus colaboradores [51]. As nanoestruturas foram produzidas adicionando teldrio reduzido
Te?~ em uma solugdo contendo Cd(C10,)? (Perclorato de Cddmio) com pH alcalino maior que
10 e na presenca do estabilizante Acido Mercaptosuccinico (AMS), com propor¢do molar de
5:1:6,2 Cd:Te:AMS. Todos os reagentes utilizados foram da Sigma Aldrich. A solugdo aquosa
de T'e?~ foi preparada a partir do teldrio metalico (7'¢%), e com pH alto, utilizando 100 ;L de
NaOH 2M e sob atmosfera inerte de nitrogénio. A reagdo procedeu por 5 horas em atmosfera
inerte, em constante agitacdo e aquecido a 80° C . Apds essa etapa, a suspensao foi diluida 1:6
(QD:Agua-v:v), com pH final 10,3 e absorbancia menor que 0,1 no comprimento de onda de 532

nm. A preparacao da solu¢iao de QDs nao faz parte das atividades desta tese.

O ajuste dos pHs foi realizado de duas formas: (1) com uma solugdo aquosa de agente
estabilizante AMS a 4, 9% (m/v), obtendo amostras com pHs: 9,8; 9,1; 8,4;7,3; 6,2 ¢ 5,3; e (2)
com HCl a 1M, e obtendo QDs com pHs: 9,1; 8,4 e 8,0. Todas as amostras tiveram a mesma

concentracdo de QDs (8,45 x 107" M), e particulas com diametro de 3,1 nm.
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5.2 DEPENDENCIA DA EFICIENCIA QUANTICA COM O pH

Para analisar a dependéncia da eficiéncia quantica com o pH dos coloides de QDs

estudados foi usada técnica de eclipse lente térmica com um feixe no modo eclipse.

A Figura 27 mostra os espectros de absor¢do da suspensdo de QDs de CdTe para
o pH original de 10,3. A figura apresenta um pico de absor¢do proximo dos 552 nm e de
emissdo proximo dos 610 nm, indicando um diametro médio de aproximadamente 3nm para
as nanoparticulas [52, 53]. Além disso usando a equagdo de Lambert Beer e o coeficiente de
extingdo proposto por Yu e seus colaboradores [54] foi estimada a concentracido dos QDs em 4,8
pumol /L, para a suspensdo original. Finalmente, para obter uma concentragio de 0,8 ymol /L,
foi feita uma dilui¢do da suspensdo original em dgua 1:6 (v/v), sendo essa a concentragdo usada
para esta pesquisa.

Figura 27 — Espectro de absorcdo (linha tracejada) e emiss@o (linha completa) da suspensido de QDs de CdTe,
Aexcilagﬁo = 532; 0 nm
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Fonte: O Autor (2020).

A mudanca de pH da suspensdo de QDs produz uma variacdo da emissdo das
nanoestruturas, levando a alteracdes na intensidade da radiacdo eletromagnética emitida, porém
nao modifica o perfil espectral da fluorescéncia. Este fato pode ser observado na Figura 28 que

mostra a varia¢do da emissao usando AMS para mudar o pH das amostras.
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Figura 28 — Espectro de emissdo de QDs de CdTe para os diferentes pHs, ajustados com AMS, Acxcitacio = 932, 0
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Fonte: O Autor (2020).

A Figura 28 exibe as mudangas no espectro de emissao dos coloides com diferentes pHs.
Essas mudangas indicam que a eficiéncia quantica deve mudar com respeito as variacdes de pH
das amostras. Isso foi verificado com a medi¢d@o da eficiéncia quantica das solugdes, explorando
a técnica de lente térmica por eclipse. A Figura 29 apresenta o sinal de lente térmica da amostra

com pH de 10,3 junto com seu respectivo ajuste tedrico.

Figura 29 — Sinal de LT (curva azul) e ajuste teérico (linha vermelha) para QDs de CdTe de pH = 10,3
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Fonte: O Autor (2020).

Pela técnica de Lente Térmica por Eclipse, foram obtidos os valores de eficiéncia quantica
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para cada amostra (diferentes valores de pH e diferentes dcidos). Esses valores sdo registrados
na Figura 30 e na Tabela 6.

Figura 30 — Eficiéncia quantica de fluorescéncia dos QDs para o pH ajustado usando AMS (estrelas) e HCI (pontos)
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Fonte: O Autor (2020).

Tabela 6 — Eficiéncia quantica de fuorescéncia dos QDs de CdTe em solug¢do com diferentes pHs, ajustados com o
AMS e HClL. Aexcitagao = 532 nm.

pH 5,3 62 73 7,9 8,4 9,1 9,8 10,3
(N)(%)AMS 68,49 67,5 61,58 - 52,44 50,93 52,5 50,65
(n)(%)HCI - - - 38,26 40,1 4545 - 50,65

Fonte: O Autor (2020).

Na figura 30, é possivel notar que as suspensdes com o pH modificado pela adi¢ao de
AMS tém sua eficiéncia quantica 7 com valores maiores que 50%. Também € possivel perceber,

que a reducdo do pH com AMS € acompanhada do aumento do valor da eficiéncia quantica.

Com a modificacdo do pH das suspensdes por adicao do HCI, verificou-se que a eficiéncia
quantica decresce com a diminui¢cdo do pH, resultado similar ao obtido por Pilla e colaboradores
[31]. Com o uso de HCI, ndo foi possivel determinar os valores da efici€éncia quintica em
suspensdes com pHs menores que 8,0 devido a instabilidade das amostras, que apresentaram
separacao de fase em menos de um dia apds a sintese das mesmas. O comportamento da queda
da eficiéncia quantica, observado na figura 30 com o uso de HCI, € atribuido ao fato do 4cido
provavelmente remover ou degradar a cAmada de passivacdo dos QDs, e consequentemente expor
defeitos de superficie e diminuir a eficiéncia da recombinagdo excitdonica elétron-buraco. No
caso do uso do AMS, acreditase que a camada de passivacdo € aprimorada, pois 0 AMS participa
ativamente da formacao desta camada, por meio da associagcdo dos grupos tidis junto a superficie

dos nanocristais, minimizando defeitos relacionados a vacancia de Te.
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Pode-se concluir que para aplicagdes bioldgicas, onde € necessério o uso de pH neutro
(préximo ao fisioldgico) em torno de 7,0, deve ser utilizado o AMS para o ajuste de pH das
suspensoes de QDs. Pois, além das amostras se manterem estdveis sem precipitacdo, apresentam
uma maior eficiéncia quantica, até mesmo quando comparadas com as amostras tendo o pH

original de sintese (10,3).

5.3 EFICIENCIA QUANTICA PARA ABSORCAO DE DOIS FOTONS

A avaliacdo da eficiéncia quantica dos QDs na absor¢do de dois fétons, mediante o
método de espectroscopia de lente térmica com eclipse, precisa para criar o efeito de absor¢do de
dois fétons, um laser pulsado focalizado na amostra fluorescente. Nesta pesquisa foi usado um
laser de femtossegundos de Ti: Safira (120 fs, 80 MHz), com comprimentos de onda sintonizaveis
de 680 até 1080 nm. Uma lente de 10 cm de distancia focal foi usada para focalizar o feixe do
laser na amostra. A intensidade da luz na amostra foi de aproximadamente 15,5 kW /cm?. Um
chopper mecanico, em 110 Hz e duty cycle de 0,05 também foi usado para modular o feixe laser.
E a amostra de pontos quénticos foi confinada em uma cubeta com 1 mm de caminho 6ptico. A

luz transmitida foi coletada por um fotodiodo conectado a um osciloscopio digital [55].

Para analisar a dependéncia da eficiéncia quantica com respeito a excitagdo nao linear, a
excitacdo com dois fétons foi feita para os seguintes comprimentos de onda: 730, 780, 830, 880,
930, 980, 1030 e 1080 nm.

As figuras 31 (a) e (b) apresentam a dependéncia de 1 em fun¢do do pH para varios
comprimentos de onda de excitacdo em duas formas complementares. O valor da eficiéncia
quantica dos QDs de CdTe, excitados com dois fétons, aumenta quando o pH da suspensao foi
reduzido de 10,3 (o pH original de sintese) para 5,3. Além disso € bom comentar que todos os
valores da Figura 31 tém desvio padrdo menor que 4%. Observando a Figura 31 (b), o mdximo
valor de 7 para os QDs de CdTe acontece no pH = 5, 3 e a eficiéncia quantica de dois fétons
aumenta em 25% quando diminui o pH da suspenséo. Esse fato é devido a otimizagéo da camada
de passivacao promovida pelo agente funcionalizante/estabilizante (AMS), como aconteceu
previamente na experiéncia de excitagdo com um féton [56]. Esta melhoria pode ser explicada
pelo seguinte fator: a camada de passivacdo dos QDs aumenta quando a suspensdo de QDs
de CdTe comeca a ser dcida. Em consequéncia, os locais de armadilha na superficie do CdTe
sao reduzidos e a eficiéncia quantica da fluorescéncia melhora [57]. Por esse motivo, o pH da
suspensao influencia na propriedade de emissao dos QDs para excitacdo por um ou dois fétons.
Dependendo da sintese empregada e da natureza do agente estabilizador, o ajuste do pH é uma

questdo importante para ser considerada [58, 59, 60].

A Figura 31 (a) mostra que a eficiéncia quintica de dois f6tons decresce quando o
comprimento de onda de excitacao ¢ mudando de 1080 até 730 nm. Como a Energia de Gap
(E,) dos QDs de CdTe € de 2,2 eV, o uso de luz infravermelha (730 - 1080 nm) pode levar
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a transi¢cOes envolvendo estados de energia a partir dos niveis 1S, — 15, (baixa energia) até
os niveis 1P, — 1P, [61]. O menor valor para 77 acontece quando as amostras sdo excitada
com o comprimento de onda de 730 nm [ver Figura 31 (a)]. A energia de dois fétons que
corresponde a este comprimento de onda € maior comparada com as transi¢des de menor energia.
Consequentemente, a alta energia da absor¢@o de dois fétons leva a uma diminui¢@o no tempo de
relaxamento de portadores de carga. Portanto, a taxa de recombinacao radiativa elétron-buraco
diminui, reduzindo o valor de n para os QDs. Deste modo, para atingir um maior valor de
eficiéncia quantica linear ou nao-linear, devem ser aplicadas excitagdes com comprimentos de

onda maiores.

Figura 31 — Dependencia da n de dois fotons em funcdo (a) do pH e (b) do comprimento de onda de excitagdao
(concentracdo de QDs fixada em 0,8 p M)
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Fonte: O Autor (2020).

O resultado, da dependéncia da eficiéncia quantica de dois fotons dos QDs de CdTe com
respeito ao comprimento de onda de excitagdo segue um comportamento similar ao descrito
por Hoy e seus colaboradores, que pesquisaram a excitagao de um féton dos QDs de CdSe na
regido visivel do espectro [62]. Eles mostraram que a absor¢do da energia de f6tons acima de £
poderia levar o elétron a acessar estados de armadilhas ndo emissivas, levando a recombinacao
ndo radiativa dos elétron-buraco e diminuindo a efici€éncia quantica da fluorescéncia [62]. Nesse
contexto, quando os estados excitados acima de £, sdo acessados, a reducdo da eficiéncia
quantica linear pode ser consequéncia de (1) a existéncia, além do limiar determinado de energia,
de um estado nao radiativo quase continuo mais alto que compete e aumenta o tempo de relaxagao
dos portadores de carga para os estados de menor energia e, subsequentemente, levando a uma
recombinacdo nao radiativa elétron-buraco, e/ou (2) a transferéncia dos portadores de carga

transmitidos para os agentes estabilizantes dos QDs.

A eficiéncia quantica denota uma propriedade intrinseca da nanoparticula luminescente,
independente da concentracdo de pontos quanticos da suspensdo que esta sendo caracterizada.

N3ao obstante, para altas concentragdes, podem existir processos, como efeitos de reabsor¢ao
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e densidade 6ptica, que podem acabar reduzindo a emissao da suspensao de pontos quanticos,

conduzindo a um erro na determina¢@o dos valores da eficiéncia quantica dos QDs.

A Figura 32 exibe a eficiéncia quantica de dois fétons em funcio da concentrag@o, quando
as amostras sdo excitadas no comprimento de onda de 980 nm, mantendo o pH = 10,3 constante.
Essa figura ndo mostra mudancas significantes nos valores da eficiéncia quantica, ao mudar a
concentracdo de QDs de 0,4 até 4,8 1M . Esse resultado € diferente do obtido com o processo de
excitagdo com um féton, devido a que os processos de absor¢ao multifotdnica estio restritos a
um volume pequeno, assim a influéncia dos processos de reabsor¢do podem ser despreziveis na
determinacao da eficiéncia quantica dos pontos quanticos.

Figura 32 — Eficiéncia quantica de dois fétons para diferentes concentra¢des de QDs. para o pH de suspensao fixo
em 10,3 e o comprimento de onda de excitacdo de 980 nm
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Fonte: O Autor (2020).

No entanto, devido ao equilibrio dos ligantes de adsor¢ao/dessor¢do e passivagdo, a
diluicao também pode influenciar nos valores da eficiéncia quantica. Com a diluicdo, se a
camada de passivagdo € 1abil, a dessorcao de ligantes da superficie dos QDs pode induzir uma
cobertura superficial incompleta, levando ao surgimento de mais armadilhas superficiais, as
quais extinguiram a recombinacdo radiativa do elétron-buraco [63]. Mas para o caso apresentado
nesta tese, a diluicdo nao muda os valores da eficiéncia quantica de dois fétons. Isto mostra que
os pontos quanticos usados sdo bem passivados. Assim, a avaliacdo da eficiéncia quintica em
funcdo da concentragdo de QDs também pode prover informacao sobre os processo de passivagdo

e ajudar a otimizar a quantidade de agentes estabilizantes aplicados a sintese do nanocristal.
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6 DISPOSITIVO DE ESPECTROSCOPIA DE LENTE TERMICA

Avaliar a eficiéncia quantica dos fluoréforos organicos e QDs fluorescentes, vem sendo
de grande importancia devido a ampla aplicabilidade que estes materiais tem em diferentes dreas
da ciéncia e da tecnologia. No entanto, as técnicas de medicao da efici€éncia quantica vém sendo
exploradas somente em laboratdrios especializados, por pessoal altamente qualificado em Optica,

limitando a avalia¢do de novos fluor6foros.

Neste capitulo € apresentado um projeto (em andamento) de um espectrOmetro de lente
térmica que pode ser manipulado por profissionais que nao precisam ter um amplo conhecimento

de engenharia, fisica e Optica.

Com a experiéncia adquirida com o desenvolvimento das técnicas de lente térmica no

laboratdrio, foi construido o projeto de um espectrometro de lente térmica portdvel e de facil uso.

6.1 ESPECTROMETRO DE LENTE TERMICA

O dispositivo para espectroscopia de lente térmica projetado nesta pesquisa € baseado no
sistema de lente térmica com um feixe, como descrito no capitulo 3. A Figura 33, serve para
esquematizar e apresentar quais sdo os elementos necessarios para a execugao da técnica, sendo
estes os principais componentes do espectrometro proposto.

Figura 33 — Arranjo de espectroscopia de lente térmica, especificando dentro do retadngulo os elementos principais
do dispositivo
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Fonte: O Autor (2020).

Gragas a eletronica atual € possivel utilizar os conversores analdgico/digital do Arduino
Nano para adquisi¢do dos dados que vem do fotodetector. As informagdes sdo transmitidas
serialmente para o computador, onde sdo plotadas no LabView. Usar o Arduino Nano ajuda a

diminuir o tamanho e custo de criacio e operagao do dispositivo.
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Para efetuar este projeto foram abordados os seguintes aspectos a ser solucionados:

Fonte de alimentacdo do sistema.

* Comunicagao serial Labview-Arduino.

Controle do chopper.
¢ Deslocamento da amostra.

* Deteccao tipo eclipse.

Fotodetector para deteccdo do sinal, sistema de adquisi¢dao dos dados.

Algoritmo para efetuar o cdlculo da eficiéncia quantica.

6.1.1 Projeto: Espectrometro de lente térmica

Em perspectiva, o espectrometro a ser construido tem as dimensdes e os componentes

apresentados nas Figuras 34 e 35, respectivamente.

Figura 34 — Design externo e dimensdes do espectrometro de lente térmica
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Figura 35 — Arranjo interno do espectrometro de lente térmica
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Fonte: O Autor (2020).

Entdo, o espectrometro de lente térmica vem equipado com:

Um laser cw como fonte de excitagao principal, o comprimento de onda de excitagdo ird
depender dos materiais que o adquirente for pesquisar, o que implicard ao usudrio informar

o comprimento de onda antes da aquisi¢dao do dispositivo.

* Lentes acrométicas convergentes L, € Lo que serdo usadas como telescopio para aumentar

e colimar o didmetro do feixe, com distancias focais de 3,5 e 7,0 cm, respectivamente.

Um chopper ou sistema alternativo, cuja funcdo é bloquear a luz durante alguns
milissegundos para criar o efeito transiente da lente térmica, este elemento deve estar

fixado no foco da lente L

Uma lente acromdtica e convergente L3 para focalizar o feixe na amostra a ser caracterizada,

com distancia focal de 10 cm.

Um transladador com porta amostra, que se deslocara desde a posicao préfocal até a

posicdo posfocal da lente Ls.

» Uma fris para coletar a parte central do feixe transmitido pela amostra.

O sistema de aumento de sensibilidade, caso seja necessario, serd dado pela detec¢do tipo
eclipse. Para isto € necessdrio um bloqueador tipo disco de 2,0 cm de didmetro e uma lente

convergente com distancia focal de 10 cm.

Um detector de semicondutor sensivel ao espectro do laser cw.
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* Um sistema de eletronica embarcada, que serd descrito com maiores detalhes na préxima

secao.

6.1.1.1 Eletronica do espectrometro de lente térmica

A eletronica de funcionamento, do sistema de controle e a aquisi¢do de dados do

dispositivo, € apresentada no diagrama de blocos da Figura 36.

Figura 36 — Diagrama de blocos da eletrOnica necessaria para o funcionamento do espectrometro de lente térmica
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Fonte: O Autor (2020).

O controle e a adquisi¢do dos dados sdo realizados por um Arduino Nano. Com esse
elemento € possivel adquirir o sinal do fotodetector de semicondutor, tarefa que para o sistema de
lente térmica em estdgio de laboratdrio € feita pelo osciloscopio. Por sua vez o Arduino também

pode controlar a poténcia do laser embutido no espectrometro.

6.1.1.2 Software e programacdo para o espectrometro de lente térmica

Para apresentar de forma mais clara, o sistema de controle e anélise de dados necessarios
para o funcionamento do espectrometro de lente térmica, a Figura 37 mostra o diagrama de

blocos da interacao entre os programas de controle e andlise de dados do dispositivo.
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Figura 37 — Diagrama de blocos da intera¢do entre os programas de controle e andlise de dados do dispositivo
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Fonte: O Autor (2020).

No Labview serd controlada a ativag¢do e poténcia do laser, além disso serdo mostradas
as curvas de lente térmica para cada posi¢do da amostra, tendo um controle para a aquisi¢ao
dos dados do sinal de lente térmica escolhido pelo usudrio. Os dados desse sinal de LT serdao
repassados para o Python, encarregado da andlise da informagao e célculo da eficiéncia quantica.
Finalmente o resultado € enviado ao Labview que ird apresentar o resultado na tela do computador

(ver Figura 37).

Em sintese o sistema de controle e operagdo deve apresentar os seguintes processos:

1. Ativagdo e controle de poténcia do laser.
2. Apresentar na tela do computador o sinal do efeito de lente térmica.

3. Controle para a aquisi¢cao do sinal de lente térmica escolhido pelo usudrio a partir da

observacao na tela do computador.

4. Conversao dos dados do efeito de lente térmica, transformando estes de analégicos em

digitais para serem salvos e posteriormente efetuar os calculos necessarios.

5. Apresentar o ajuste da curva tedrica (grafico) e o resultado da eficiéncia quantica da

amostra que esta sendo caracterizada.

Para resolver cada um dos itens mencionados anteriormente, o Arduino serd a interface
eletrdnica para comunicar com o laser e para a transformacdo dos dados de analégicos para
digitais. O controle do laser e a interface grafica usada para observar as curvas de lente térmica

serdo dadas pelo Labview, a andlise dos resultados sera ralizada em Python.

O algoritmo para a andlise dos dados € baseado no fluxograma apresentado na Figura 38.
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Figura 38 — Fluxograma do algoritmo de célculo da eficiéncia quantica
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O software ird solicitar ao usudrio os seguintes dados de entrada:

* Comprimento de onda de excitagao (Aczc).

» Comprimento de onda médio de emissao ({A¢y))-

Posicdo prefocal ou pésfocal da amostra (Z).

Indicar o solvente da amostra, j4 que o sistema tem uma base de dados com os parametros

dos solventes.

Poténcias antes e depois da amostra.

Depois do ingressar esses dados, o usudrio ird deslocar a amostra até a posi¢ao desejada
para ele adquirir os dados da curva de lente térmica, essa posi¢do serd monitorada pelo usudrio
na tela do seu computador pessoal. Com todos esses dados € possivel ao algoritmo (em Python)
efetuar o cdlculo requerido.

Inicialmente, serdo necessdrias duas interfaces graficas no Labview, com seus respectivos
programas de controle. Essas interfaces graficas com as quais o usudrio vai interagir sdo uma
para o controle do laser e a outra para a entrada de dados, monitoramento e resultado da medi¢ao

do espectrometro de lente térmica, estas interfaces sdo exibidas nas Figuras 39 e 40.
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Figura 39 — Interface grafica do sistema de controle do laser
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Figura 40 — Interface grafica do sistema de controle do espectrometro de lente térmica
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A construgdo do protétipo do dispositivo encontra-se em andamento no Laboratdrio de

Optica Biomédica e Imagens (LOBI), e sua execugdo estd sendo realizada com uma equipe de
alunos (Doutorado, Mestrado e inicia¢do), ja tendo sido desenvolvido o controle de poténcia do

laser via Arduino, captura de sinal de fotodetector por Arduino, controle de rotacao de Chopper

mecanico pelo Arduino e algoritmo Phyton para analise automdtica do sinal de lente térmica.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Nesta tese foi apresentada uma revisao das diferentes técnicas de avalia¢do da eficiéncia
quantica, fato que permitiu observar que algumas destas técnicas podem ser usadas para obter o
comportamento da eficiéncia quantica em fun¢do da concentragcdo, pH da amostra, comprimento
de onda de excitacdo, e absor¢ao de um e dois fétons. Além disto, a técnica de eclipse lente
térmica permite explorar outros parametros, tais como: gradiente de temperatura, eficiéncia
ndo radiativa, propriedades térmicas e Opticas do solvente e/ou do soluto, etc. Esses parametros
e caracteristicas dos materiais sdo de grande importancia para sua aplica¢do na ciéncia € na
tecnologia. Nas seguintes se¢des serdo apresentados, respectivamente, um pequeno resumo dos
resultados mais relevantes desta pesquisa e as perspectivas futuras que podem ser atingidas

usando esta pesquisa como uma base para o desenvolvimento de novos projetos.

7.1 CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver ou aprimorar um sistema de
caracterizacdo da eficiéncia quantica da fluorescéncia de materiais fluor6foros. Referente a
isso, foi realizada uma otimizagdo na sensibilidade da técnica de espectroscopia de lente térmica,
que deu origem ao novo método the eclipsing termal lens spectroscopy [55], o qual esta no
anexo A e foi publicado no jornal Optics Express. Esta nova técnica apresenta maior sensibilidade
na razao sinal-ruido (S/R). Esta otimizagao possibilita a medi¢cdo da eficiéncia quantica para: (1)
concentracdes baixas de fluor6foro, (2) amostras com 7 > 90 %, e (3) permite usar potencias

baixas de excitacao.

O aumento na sensibilidade foi atingido usando um filtro espacial de frente de onda,
tipo eclipse, que bloqueia a parte central do feixe e s6 permite a deteccdo das bordas. O
aumento na sensibilidade da razdo S/R é devido ao fato que as mudancas no perfil do feixe
sd0 mais perceptiveis nas bordas do feixe, comparadas com as do centro do feixe [37, 64]. Isto
proporcionou um aumento de ~ 14 vezes (1400%) na sensibilidade do sinal de LT de dois
feixes no modo descasado. No sistema de lente térmica com um feixe, obteve-se um aumento na
sensibilidade da relagdo sinal ruido de 300%, se comparada com a técnica usual de lente térmica

com feixe Unico.

Com a experiéncia obtida desta pesquisa, em técnicas de espectroscopia de lente térmica,
foi redigido um capitulo para o livro Quantum Dots: Applications in Biology, da Springer.
O capitulo publicado apresenta o protocolo, para a obtencao do rendimento quantico usando

espectroscopia de lente térmica com um feixe, explicado em detalhe no anexo C.

Outro resultado interessante, foi o resultado obtido ao avaliar a efici€ncia quantica de

QDs de CdTe usando a técnica de ELT-Eclipse, para diferentes pHs de suspensdo aquosa dos
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QDs, utilizando dois agentes de modificacdo do pH. Para modificar o pH foram usados como
agentes o dcido mercaptosuccinico (AMS) e o 4cido cloridrico (HCI). Desta investigagao foi
concluido que deve ser utilizado o agente de passivacao (neste caso o AMS) para o ajuste de pH
das suspensdes de QDs. Esse trabalho foi publicado no Journal of Luminescence, mostrando
parametros uteis para a aplicacdo destas nanoestruturas na biomedicina [56]. Os detalhes desse

trabalho sao mostrados no anexo B.

A espectroscopia de lente térmica com eclipse também foi usada para mensurar a
eficiéncia quantica dos pontos quanticos de CdTe com excitacdo por dois fétons. A técnica se
mostrou altamente sensivel, permitindo provar a influéncia do pH, concentra¢io e comprimento
de onda de excitag¢do no valor da eficiéncia quantica de dois fétons. Foi determinada a eficiéncia
quantica de dois fétons com diferentes comprimentos de onda de excitagcdo para suspensoes de
pontos quanticos variando seu pH (ajustando o pH com agentes estabilizantes). Foram obtidas
mudangas significantes nos resultados de 7 com dois fétons, de 27 até 75%. Além disso os
resultados apresentados nesta pesquisa mostram que a eficiéncia quantica de dois f6tons em
fungdo da concentragdo nao muda, isto indica que a sintese usada tem uma boa camada de
passivacdo. Com isto, € mostrado que ndo apenas a andlise espectral, mas também as avaliacdes
quantitativas dos pardmetros Opticos dos QDs, como a eficiéncia quantica, sdo fundamentais
para desenvolver novos nanomateriais sintéticos, e aprimorar estratégias de funcionalizacao,

aproveitando todo o potencial desses promissores nanocristais fluorescentes.

Finalmente, um outro resultado interessante desta pesquisa € o projeto em perspectiva da
criacdo de um espectrometro de lente térmica (prototipo). Ressalta-se que ndo existe no mercado
atual dispositivo semelhante. Este dispositivo contribuird para que a avaliagcdo e caracterizacao
de materiais fluorescentes seja realizada por profissionais que ndo possuam um conhecimento

especializado em fisica, dptica e engenharia.

7.1.1 Resultados publicados ou apresentados em eventos

Em sintese, com esta pesquisa se conseguiram as seguintes producdes cientificas:

» Artigos publicados em revistas cientificas:

1. Eclipsing thermal lens spectroscopy for fluorescence quantum yield measurement,
Opt. Express 21, 18592-18601 (2013).

2. A pH dependence study of CdTe quantum dots fluorescence quantum yields using
eclipsing thermal lens spectroscopy, Journal of Luminescence 174, 17-21, Junho
2016.

» Capitulo de livro:
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1. Quantum Dots: Applications in Biology da Springer Protocols, Humana Press, New
York, NY. Capitulo intitulado, Quantum Dots Fluorescence Quantum Yield Measured
by Thermal Lens Spectroscopy, 93-101, 18, Julho 2014.

» Prémio:

1. O poster intitulado, Caracterizacdo Optica de marcadores fluorescentes de CdTe
para geracdo de imagens: um estudo da dependéncia da eficiéncia quantica com
o pH. Recebeu o prémio como trabalho destaque no IX Simpdsio de lasers e suas
aplicagoes, evento produzido pela, optical society of america (OSA). Recife, 26 de
setembro de 2014.

» Trabalhos apresentados em eventos:

1. Poster do trabalho Improving Single-beam Thermal Lens Spectroscopy by wavefront
spatial filtering, apresentado no Spie photonics West 2013. San Francisco CA (USA),
fevereiro 2013.

2. Artigo e apresentacdo oral do trabalho, Avaliacdo da Eficiéncia Quantica da
Fluorescéncia de Quantum Dots de CdTe para Diagndstico: um estudo em funcao
do pH usando espectroscopia de lente térmica, apresentados no XXIV Congresso

Brasileiro de Engenharia Biomédica em 2014. Uberlandia, outubro 2014.

3. Apresentagdo de poster do trabalho, Caracterizacdo Optica de marcadores
fluorescentes de CdTe para geracdo de imagens: um estudo da dependéncia da
eficiéncia quantica com o pH. No IX simpdsio de lasers e suas aplicagdes. Recife,
setembro 2014

7.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras que tem como base a pesquisa apresentada neste texto, serao
divididas em duas classes: (1) as que atualmente estdo sendo iniciadas e serdo continuadas, e (2)

as que podem ser desenvolvidas em um futuro préximo. Na primeira classe temos:

* Confirmagdo do método empirico para a obtencdo da EQ de dois fétons sem precisar da
secdo transversal de choque do material. Aguardando reparo do laser de fentossegundos
do LOBI.

* Finalizar junto ao grupo de estudantes de Doutorado, Mestrado e iniciag@o, o protétipo do

espectrometro de lente térmica portatil projetado nesta pesquisa.
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Parte 2:

* Mensurar e avaliar as propriedades térmicas, tais como o gradiente de temperatura, em

nanoparticulas interagindo com um feixe laser.

* Futuras modificagcdes no dispositivo de ELT que permitirdo mensurar alguns parametros
importantes para a caracterizacdo de diferentes amostras, tais como: (1) variacdo da
temperatura quando a amostra € excitada com um certo comprimento de onda; (2) valor
da eficiéncia quantica ndo radiativa; (3) avaliacdo de ndo linearidades 6pticas usando a

técnica de varredura Z.
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Eclipsing thermal lens spectroscopy for
fluorescence quantum yield measurement
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Abstract: A modified spatial filtering method that improves the sensitivity
of single-beam and mode-mismatched thermal lens spectroscopy (TLS) for
fluorescence quantum yield measurement is presented. The method is based
on the detection of the external part of a laser beam transmitted by the
fluorescent sample (eclipsing detection mode). The experimental results
show that the signal/noise (S/N) ratio of the absolute quantum yield of
Rh6G can be enhanced up to ~1400% using the eclipsing detection mode on
the TLS experimental setup. The method was evaluated by measuring the
fluorescence quantum yield of varying concentration of ethanolic solutions
of Rhodamine 6G.
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OCIS codes: (140.6810) Thermal effects; (160.4760) Optical properties; (190.4870)
Photothermal effects; (350.6830) Thermal lensing.
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1. Introduction

Thermal Lens Spectroscopy (TLS) is a powerful and well-established tool for material
characterization. TLS can be applied to the measurement of analyte concentrations [1,2],
characterization of trace elements in gases [3], measurement of absolute absorption
coefficients [4], and spectrometry for liquid chromatography [5,6]. In particular, TLS has
been established as an accurate technique to evaluate quantum yield, diffusivity and thermal
conductivity of liquid and transparent solid media [7]. The first reports of the thermal lens
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effect were made by Gordon et. al [8] and by Leite et. al [9]. Since then, the TLS
experimental configurations have evolved (i) from intra to extra-cavities setups and (ii) from
the use a single-beam to a dual-beam excitation-probe detection mode, which is considered to
be the most sensitive extra-cavity configuration [10-12].

In the optical characterization of organic laser dyes, 1 is also an essential parameter on
laser threshold determination [13,14].The fluorescence quantum efficiency is the rate between
radiative and nonradiative processes occurring in luminescent materials. The techniques to
determine n can be classified into absolute and relative method [14-16].Earlier quantum
yields measurements based mostly in fluorometry were wrong mainly due to lack of care of
experimental conditions and suffered from the low resolution of the measuring instruments.
Therefore, TLS emerges as a technique which presents more accurate results for n values
when compared with methods that directly explore relative and absolute fluorescence analysis
[14-18], which involve the characterization of total light emitted by the sample or require
comparison between the emission of the unknown and standard sample [15,19-22]. The TLS
high sensitivity allows the evaluation of samples with low analyte concentration (10™"! mol/L)
or with low absorptivities of 107" cm™ [2,17]. In this sense, the TLS may be 100 times more
sensitive than methods that direct explore fluorescence analyses [2]. Using a suitable
experimental design, thermal lens techniques can detect variations of the refractive index
across the probe beam waist as small as 107, which corresponds to temperature variations of
10° °C in liquids [18]. Other techniques based on thermal processes, as photothermal
radiometry [23] and photoacoustic methods [21] can be used to determine the quantum yield
of fluorescent materials.

To determine n with the TLS technique, a Gaussian beam from a modulated cw or pulsed
laser is focused onto a liquid or solid medium containing fluorophores. After the absorption of
the excitation beam, the fluorophores at ground energy state are promoted to higher excited
states, from which they decay by radiative and nonradiative processes. The latter process
relies on the transference of heat to the host, heating it, and thus leading to a time-dependent
transverse spatial profile of the temperature AT(r,t) in the sample. The temperature gradient
AT(r,t) creates a refractive index gradient (dn/dT)normal to the beam axis. The resulting
gradient (dn/dT) produces a lens-like object, which is known as a thermal lens (TL). The
spatial and temporal evolution of AT(r,t) in the medium can be described by the heat transfer
equation [8,10,12].The diffraction theory predicted that when a probe laser beam propagates
through the TL, its wavefront changes. A consistent theoretical model for the TL effect based
on Fresnel diffraction approximations for excitation-probe configuration was developed by
Sheldon et. al [12] for both the mode-matched (also valid for single-beam scheme) and by
Shen et. al [11] for mode-mismatched conditions. Equation (1) is the analytical expression for
the intensity of probe beam reaching the detector in the mode-mismatched configuration [10].

2
-1 2mV

0
o| I——tan [ 5 ; ;
(1+2m)" 4V (2, /20) + 1+ 2m+V

I1=1

(1)

where I, is the intensity of the probe beam at t = 0, m = (wp/wex)z, w, and w,, are the beam
waist of probe and excitation beams in the sample, respectively. V is given by:

VZZ/ZOP+(ZOP/Zz)|:1+(Z/ZOP)2:|, (2)

where focus of the probe is considered the origin of z-axis. Z and Z, represent the sample and
the detector positions (see Fig. 1), respectively. Zgp is the probe beam Rayleigh range, ¢, is the
characteristic heat diffusion time ¢, =@, /4D, with D =k/pC, as the thermal diffusivity, p
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is the volumetric density, and Cp is the specific heat of sample. § is the thermal phase shift,
whose amplitude is given by Eq. (3) [10, 17].
6=— Pabs d_n, (3)
kA, dT

with ¢ being the fraction of absorbed energy transformed in thermal energy, also called the
absolute nonradiative quantum efficiency; 4, is the probe beam wavelength, « is the thermal
conductivity of solvent, dn/dT is the thermo-optic coefficient, and P, is the absorbed power
from excitation beam, given by Py = P, ( I—e”’L), where a is the linear optical absorption
coefficient at the excitation wavelength (A,) and L is the thickness of sample. For
nonfluorescent materials, ¢ = 1 and for fluorescent materials ¢ < 1, with

p=1-17, (4)
{An)

where (4,,)= I/imdN 4,0/ IdN (4,,) is the average emission wavelength and dN(4,,) is
the number of photons emitted per second in an incremental wavelength centered atA,, .
Defining ® =-6/P, and O, =(dn/dT) /k/ip [24], and using Eq. (3) and (4), the expression
to fluorescence quantum yield is [16].

n=[1—®ﬂj ), )

Probe beam

e

Fig. 1. Scheme of the geometric position of the laser beams in a dual-beam mode-mismatched
TL (DTL) configuration.

The use of a spatial filter to increase the TL sensitivity was first proposed by Slaby [25,26]
and by Bloisi et. al [27], who observed the enhanced of the S/N ratio of the diffracted beam.
The use of a spatial filter was also introduced in the Z-scan technique (Eclipse Z-Scan) to
improve the sensitivity in nonlinear refraction measurements [28]. As consequence of the
presence of the wavefront spatial filter, the transmitted beam appears like a solar eclipse. In
eclipse detection mode, significant intensity changes are expected to be measured in the wings
of the transmitted beam rather than near the center [28,29].

In this work, we present a modified detection mode for a single-beam and a mode-
mismatched TLS on quantum yield measurements that improves the sensitivity of the
technique. The proposed modified setup, detects only the external fraction of the transmitted
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beam by blocking the central part using a spatial filter. This mode is referred to as the
eclipsing detection mode.

To evaluate the modified system, we measured the fluorescence quantum yield of Rh6G
dye molecule in an ethanolic solution and recorded the (S/N) ratio of the detected beam. It is
known that, in addition to the background noise own of detector, the spatial noise due the
fluctuations of the beam intensity also contributes to the overall background signal. The
spatial noise originates from convective motions in the TL region and the laser’s instability. If
the background signal is large, the detection limit of TLS is reduced and the experimental
errors become considerable. We show that the S/N ratio during the measurement of absolute
quantum yield of Rh6G can be enhanced up to ~1400% when an eclipsing detection mode is
explored in the TLS experimental setup.

From here on, the new methodology will be referred to as Eclipse Thermal Lens (ETL)
and S-ETL or D-ETL when a single-beam laser or dual-beam (excitation-probe lasers).

2. Experimental Details

The experimental setup for TLS used to evaluate the quantum yield of Rh6G is shown in Fig.
2. The excitation beam was a modulated frequency-doubled cw Nd:YAG laser (Compass
215M-20; Coherent, Inc.) emitting at 532 nm. The fluorescent samples for TL experiments
were ethanolic solutions of Rh6G with concentrations between 10~ and 10”7 M. The samples
were enclosed into a 1 mm optical length quartz cuvette. Two additional samples for
fluorescence characterization were prepared, 5 x 10~ and 1 x 10~ M. Both, the Rh6G (dye
content 99%) and the ethyl alcohol (puriss. P.A. > 99.8%) were provided by Sigma Aldrich
Co., with the Rh6G being used without further purification. The acquisition of absorption
spectra was performed using a UV-Vis spectrophotometer model evolution 600 BB (Thermo
Scientific Inc.). The emission spectra were acquired by a spectrometer model HR400 (Ocean
Optics Inc.). To focus the excitation beam onto the Rh6G samples, spherical lenses were used,
with a f = 10cm lens used in the single-beam and a f = 15cm lens used in the mode-
mismatched configuration). The excitation beam waist at the sample was ~15 pm in S-ETL
and ~20 pm in the D-ETL mode-mismatched configuration. In the D-ETL setup a HeNe laser
(632.8 nm) was used as the probe beam. It was focused on the sample in a counter-
propagating direction, establishing an angle of =3.5° with the excitation beam. The red laser
power at the sample was 1.1 mW. The probe beam diameter at the sample was measured as
approximately 56 um. A chopper was used to control the excitation the laser exposure time on
the sample (duty cycle = 0.05, rotation frequency: 200 Hz for the S-ETL configuration and 20
Hz for the mode-mismatched configuration). The difference in the chopper frequencies
implies an increase of an order of magnitude in the transient time of TL signal in the
excitation-probe mode mismatched configuration. This longer time to detect of TL signal can
be explained as a consequence of how fast the effect is created and how long a measurement
is performed. In the conventional single-beam TL the same laser is used to create and measure
the TL effect, resulting in characteristic transient time. In the mode-mismatched
configuration, the probe’s diameter is larger than the excitation beam (2.8, in this experiment),
resulting in the increase time needed for the system to reach steady-state [30].

A convergent lens was positioned just after to the wavefront spatial filter to collect and
direct the light to the photodetector, allowing for the detection not only of the diffracted beam
but also the external part of transmitted beam, increasing the TL signal. The photodetector
used to measure the TL signal scanned by both the green and red lasers was a silicon
photodiode model BPW21R with spectral response peak at 565 nm, its low performance at
632 nm reduce the sensitivity of the dual-beam TLS technique.
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Fig. 2. Experimental setup for S-ETL/D-ETL method. L; and L; (f= 3.5 cm), L, (f = 25 cm),
L; and Ly (f =10 cm), Ls (f = 15 cm), L¢ (f = 20 cm) are spherical lens; M;, M, and M; are
aluminum mirrors; D is a silicon photodiode.

3. Results and Discussions
3.1. single-beam configuration

We measured the values of 1 of Rh6G and the S/N ratio of the TL signal using the S-ETL and
the traditional single-beam TL methods. Figure 3 shows the transient signals (focal and post-
focal) due to the thermal effect in a sample of 107 M of Rh6G measured using single-beam
TLS [Fig. 3(a)] and when a spatial filter was used [Fig. 3(b)]. No averaging was performed on
the oscilloscope detected signals. The signal in Fig. 3(b) appears inverted with respect to Fig.
3(a) due to convergent role of lens L,. The optical power of excitation beam was 8 mW. The
inset in Fig. 3(b) is a digital image of transmitted beam. Comparing Figs. 3(a) and 3(b),
clearly, we can observe an enhanced in the S/N ratio when the S-ETL method is used. The
S/N ratios were evaluated at a stationary regime (t = 2.5 ms). S/N values were measuring
assuming different values for the beam waist (at the filter position)/wavefront filter diameter
ratio as shown in Table 1. An enhanced of ~300% on the S/N ratio was observed by exploring
the S-ETL method when compared with its respective values obtained by the conventional
single-beam TL.

12
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512 =
® 8
- ®
g 1o 5 08
o -
S ®
.__l 0.8 ' ’—_1 =y
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Fig. 3. TL signal from a 10 M of Rh6G in ethanol solution obtained by (a) single-beam TL
and (b) S-ETL methods. The inset image in (b) is a digital image of excitation beam after the
wavefront filtering. N and S indicate noise and signal respectively.
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Table 1. Signal/noise ratios for three different beam/filter diameters ratio. The Rh6G
concentration was 10™° M and the excitation power was 8 mW.

beam/filter signal/noise signal/noise signal/noise
(diameters (ETL) (single-beam TL) (ETL/TL)
ratio)
1.50 1.38 232
1.54 1.74 0.59 2.93
1.56 1.47 248

The dependence of n as a function of the excitation power using the S-ETL and the
traditional single-beam TL methods was also evaluated. Figure 4(a) shows the excitation
power dependence of 1, obtained by the S-ETL method, for a 10" M of Rh6G. No significant
change of the fluorescence quantum yield value was observed at excitation powers between
4.2 and 8.0 mW. Below 4.2 mW, the TL signal was not detectable. In this study, the
maximum power density of excitation laser was ~11 x 10° W/m?, closed to the value (=10°
W/m?) for optical saturation in the majority of laser dyes [31-33]. The optical saturation
produces a nonlinear dependence of TL signal with the excitation power limiting the
sensitivity of photothermal effects. To guarantee the sensitivity of TLS in Rh6G solutions is
necessary to ensure the full transference of thermal energy from nonradiative decays to the
solvent. The TL signal was faint for Rh6G concentrations lower than 10 M. Table 2 shows
the mean values of quantum yield (<n>) obtained considering excitation powers between 4.2
and 8 mW. In Table 2, the <n> values obtained here, with the S-ETL method, are compared
with those reported in the literature using different methods. Table 2 also shows that the
measured quantum yield values decrease as concentration of the dye increase. The 1
dependence with dye concentration can be better observed in Fig. 4(b). A decrease of ~10% in
the quantum yield was measured when the Rh6G concentration increase from 107° M (1
~94%) to 10 M () ~84%). Evaluating the samples fluorescent spectra, a red shift (up to 12
nm) of the emission peak was observed as the dye concentration increased, which can be
attributed to reabsorption of light emitted by monomers and by fluorescents (J-type) and non-
fluorescents (H-type) dimers [34-36]. Moreover, considering a dimerization constant for
Rh6G in ethanol as K, = 0.22 [35], we estimate that dimers concentration in our most
concentrated sample (1 x 107 M) was Cyq = 2.2 x 10~ M. Therefore, the observed decrease of
the quantum efficiency can be mainly attributed to reabsorption processes of monomers,
which are a consequence of the overlaps between absorption and emission spectrum of Rh6G,
as discussed in reference [37,38].
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Fig. 4. Fluorescence quantum yield values of Rh6G obtained by S-ETL method as a function
of, (a) the excitation power and (b) its molar concentration.
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Table 2. Mean values of quantum yield values for different Rh6G concentrations
obtained by S-ETL methods.

Rh6G concentration <> (%)
M) S-ETL Other authors (method, solvent)
1x10™ 84 ~77 (TL, methanol) [39], 89.5 (integrating sphere, ethanol) [40]
2x107° 87 ~87.5 (integrating sphere, ethanol) [21]
2x10° 91 ~88 (ethanol, integrating sphere) [40]
1x10° 93 ~91 (integrating sphere, ethanol) [21],

3.2. Dual-beam configuration

In this section, the dual-beam mode-mismatched TL (DTL) configuration exploring the
eclipse detection mode (D-ETL) is evaluated. Figures 5(a) and 5(b) respectively, show the
normalized postfocal TL signal measured with and without the presence of the wavefront
spatial filter. No average was performed on the oscilloscope detected signals. A large
increment in the TL signal is observed when the eclipse is used. The eclipse detection mode
provides 14-fold increase in the ratio S/N of the DTL signal, when the beam excitation power
was 9 mW. Table 3 shows the S/N values obtained at different power excitations of the
Nd:YAG laser. The Rh6G concentration was 2 x 10~ M. Note that the ratio S/N is reduced
from 14.1 to 11.9 when the power of laser beam was increased from 9 mW (7.2 W/em?) to 11
mW (8.8 W/cm?), due probably to detector saturation.
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Fig. 5. Normalized TL signal of a HeNe probe beam (632 nm) passing through a sample of 2 x
10~ M of Rh6G in ethanol solution when excited by 9 mW from a cw Nd:YAG laser (532
nm). Signal obtained using (a) dual-beam mode mismatched TL (DTL) and (b) D-ETL method.
The inset image in (b) is a digital image of the probe beam, before and after the wavefront
filter.

Table 3. Ratio S/N between the D-ETL and the conventional DTL techniques. The Rh6G
concentration was 2 x 10 M.

beam/filter Excitation Power S/N
(diameters ratio) (mW) D-ETL DTL D-ETL/DTL
11.1 23.5 2.0 11.9
9.0 27.3 1.9 14.1
7.1 16.3 1.7 9.8
1.54 6.0 15.0 1.5 10.2
4.2 6.0 1.9 32
34 54 1.6 34
2.7 4.1 1.1 3.8

The dependence of quantum yield of Rh6G with the dye concentration was also observed
using D-ETL. Table 4 shows the medium values of n for different Rh6G concentrations. One
can note that n values decrease as the dye concentration increases. Moreover, the obtained
values agree very well with those reports by others authors.
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Table 4. Mean values of quantum yield values for different Rh6G concentrations
obtained by D-ETL method compared with those obtained by other authors

Rh6G concentration <n> (%)
M) D-ETL Other authors (method, solvent)
1x10™ 84 ~77 (TL, methanol) [39], 89.5 (integrating sphere, ethanol) [40]
2x107° 87 ~87.5 (integrating sphere, ethanol) [21]
2x10° 91 ~88 (ethanol, integrating sphere) [40]
1x10° 93 ~91. (integrating sphere, ethanol) [21],
2x 107 96 93 (fluorescence, ethanol) [41], 95 (fluorescence, ethanol) [37]

Figure 6(a) and 6(b) show 1 values for Rh6G versus the excitation power, obtained with
and without the use of the wavefront spatial filter, respectively. Note that in the presence of
spatial filter, it was possible to measure values to 1) of samples with concentration of 2 x 107
M. Without spatial filter, no 1 values were obtained for Rh6G concentrations bellow 107 M.
The comparison between the 1 values, for concentrations ~10~ M, in Fig. 6(a) with those in
Fig. 6(b), shows that the greater sensitivity of D-ETL method allows measure n with a laser
power 1.6 times lower (2.7 mW) than using S-ETL or single-beam TL method (4.2 mW).
Figure 7 shows values of 1 as a function of Rh6G concentration. Fluorescence quantum yield
decrease as the Rh6G concentration increase, as observed in the S-ETL [Fig. 4(b)].
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Fig. 6. Fluorescence quantum yield of Rh6G dissolved in ethanol as function of excitation
power. Measurements performed (a) with and (b) without a wavefront filter in the dual-beam
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4. Conclusions

A modified method for thermal lens spectroscopy called of Eclipse Thermal Lens (ETL) was
used to measure the quantum yield of Rh6G solution. By using a wavefront spatial filter, the
sensitivity in the TL detection was increased by a factor of ~3 in the traditional single-beam
TL technique and by ~14 in the dual-beam mode-mismatched configuration. The larger
sensitivity and the low excitation powers required on the presented method allow the
evaluation of quantum yield reducing photoblenching and optical saturation effects.
Moreover, the TL technique, with the eclipse detection mode, is of special interest for the
evaluation of fluorescence quantum yield at low concentration of fluorophore, whose
quantum efficiency is large, condition where the thermal effects are not well pronounced,
reducing the performance of conventional TL methods.
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In this study we evaluated the absolute fluorescence quantum yield (@) of hydrophilic CdTe QDs in
function of different pHs, modified from the alkaline to acid, by using two different chemicals com-
pounds, the mercaptosuccinic acid (MSA-the stabilizing agent of the QDs synthesis) or hydrochloric acid
(HCI). The pH control of QDs suspensions is essential for the use of fluorescent nanoparticles in biological
systems. We used the eclipsing thermal lens spectroscopy technique to determine the absolute fluor-
escence quantum yield values. The results showed variations on the @ values as a function of the pH,
which allowed a better understanding of QDs emission characteristics, establishing parameters for their
use in biomedical applications such as optical images of biological systems, immunoassays, flow cyto-
metry, biosensors and others.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In life sciences, the development and characterization of new
materials are of great importance, specifically those that enable
their innovation and improvement for purposes related to biolo-
gical process comprehension, diagnosis and therapies. In this
context, fluorescence based techniques such as microscopy for
imaging living cells, tissues and small animals; flow cytometry;
fluoroimmunoassay and optical biosensors [1-4], which explore
fluorescent probes, have been shown to be important tools to
understand biological mechanisms [5]. Fluorescent probes allow
the development of fluorescence based assays with high sensi-
bility, which can provide the identification and quantification of
biomolecules with high specificity. Among the fluorescent probes,
the Quantum Dots (QDs) present valuable advantages, which have
allowed us to enjoy the full potential of fluorescence. QDs are
fluorescent colloidal nanocrystals composed by semiconductor
materials, with dimensions ranging from 2 to 10 nm, which pre-
sent unique optical properties, as: (1) broad absorption bands,
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Prof. Moraes Rego, s/n, 50670-901 Recife, PE, Brazil.
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0022-2313/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

allowing the excitation of multiple QDs' colors by a single light
source. This advantage is also interesting for experiments with
QDs as FRET (Forster Resonance Energy Transfer) donors for
minimizing the possibility of direct excitation of the acceptor [6];
(2) high resistance to photobleaching, approximately 100 times
higher than organic fluorophores, allowing to follow in time sev-
eral long and lasting biological processes, and (3) narrow emission
spectra, permitting multiplex analysis [7-9]. Due to these special
properties, QDs have been applied as fluorescent probes for
molecular, cellular and in vivo imaging; cytometry and fluor-
oimmunoassays; for biosensors and also, more recently, as pho-
tosensitizers in photodynamic therapy (PDT) [10].

QDs have a complex structure where the core, responsible for
the fluorescence emission, is coated with a passivation layer that
offers the photostability and provides the quality of the emission
of these nanocrystals. Besides, hydrophilic QDs present a functio-
nalization layer conferred by the stabilizing agents that contains
chemical functional groups, which also allow QDs conjugation
with biomolecules. The bioconjugation provides specificity to the
optical fluorescence techniques, leading to particular interactions
between QDs and biological systems. The conjugation can be
performed by adsorption or by covalent bound. In order to apply
bare QDs or conjugated QDs, it is always required adjustments of
physical and chemical conditions, as temperature and pH, in order
to have nanocrystals suspensions appropriated for biological
applications [11]. It is known that these adjustments, especially for
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conjugation, can modify the fluorescence efficiency of these
nanocrystals [12]. These changes can be quantified by absolute
fluorescence quantum yield (@) measurements, which evaluate
the efficiency of fluorophores to emit radiation [13].

Fluorescence quantum yield is defined as the ratio of the
number of emitted photons by the number of absorbed photons by
a fluorophore. There are still few works that evaluate changes in
absolute quantum yields and they are usually related to hydro-
phobic QDs [14,15]. Moreover, different techniques have been
explored to measure fluorescence quantum yield. These techni-
ques can be classified into absolute and relative method [15,16].
Briefly, relative techniques, that compare fluorescence emission
spectra, use reference materials with known quantum yield values
to quantify the fluorescence efficiency of a new sample. The need
for reference materials limits the use of relative methods. Besides,
absolute methods, exploring integrated sphere or thermal lens
spectroscopy (TLS), can directly provide quantum yield quantifi-
cation without the use of standard samples. In particular, TLS
emerges as a technique which presents more accurate results for
@ values when compared with methods that directly explore
relative and absolute fluorescence analyses [16,17].

This study aimed to evaluate the absolute fluorescence quan-
tum yield of Cadmium Telluride (CdTe) QDs, synthesized in aqu-
eous medium, according to different pHs adjusted by the addition
of mercaptosuccinic acid (MSA) or hydrochloric acid (HCI), which
are two chemical compounds usually explored on the pH control
of QDs suspensions [18,19]. For example, the pH of hydrophilic
QDs soon after the synthesis is usually around 10.0, the pH of
biological samples is around 7.0 and the pH to perform covalent
conjugation by using the most applied coupling agents, EDC and
Sulfo - NHS (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide and
N-hydroxysulfosuccinimide sodium salt), is around 6.0 [20]. CdTe
QDs are the most used hydrophilic nanocrystals for biological
applications.

In order to calculate the @ values for the samples, we used the
thermal lens (TL) spectroscopy in single-beam configuration and
eclipsing mode detection (S-ETL), which joins the higher sensi-
tivity of the eclipsing mode (when compared to conventional TL
modes) with the more accurate results of @ provided by TL
techniques (when compared to other methods that explore rela-
tive and absolute fluorescence analysis) [21,22]. These results can
provide a better understanding of processes that modify the QDs’
emission characteristics, when the pH values of the suspension is
changed, helping to establish parameters and specific limits for
improving their applications in life sciences.

2. Experimental procedures
2.1. Samples preparation

CdTe QDs were synthesized in aqueous medium with adapta-
tions of the method described by Andrade and co-authors [19].
Briefly, QDs were prepared by adding reduced tellurium, Te?~, in a
solution containing Cd(ClO4), (cadmium perchlorate) at pH > 10 in
the presence of MSA, which acts as stabilizing and functionalizing
agent, in a molar ratio of 5:1:6.0 Cd:Te:MSA. The reaction pro-
ceeded for 5h at 80 °C, in inert atmosphere and under constant
stirring. All reagents were obtained from Sigma Aldrich. The Te?~
aqueous solution was prepared by reducing metallic tellurium
with NaBH, at a high pH (using 100 pL of NaOH, 2 mol L~ 1), also
under heating and in inert nitrogen atmosphere. Finally, the sus-
pension was diluted in a proportion of 1:6 (QDs:Water - v/v),
resulting in samples with a final pH=10.3 and absorbance less
than 0.1 at the wavelength of 532 nm.

Two groups of samples were prepared. A first group with the
pHs adjusted by the addition of the stabilizing agent, MSA (4.9%),
obtaining samples with pHs: 9.8; 9.1; 8.4; 7.3; 6.2 and 5.3. A sec-
ond group of samples with pHs: 9.8; 9.1; 8.4 and 8.0, with values
adjusted using HCl (1 molL~1!). All samples were prepared to
reach equal molar concentrations, and therefore the samples
absorbance remains the same for all pH values. All samples were
prepared and analyzed in quintuplicate, for each pH suspension.

2.2. Thermal lens spectroscopy

When a laser beam travels through an absorbing sample, the
illuminate region suffers a local increase of its temperature, which
is generated by energy absorption followed by a non-radiative
energy decay in the material. The last process produces a sample
heating that in turn induces localized changes in its refractive
index (n). The localized changes in n result on an optical lens
behavior of the sample, known as thermal lens (TL) effect [13,23].

In order to create the TL effect, the light from a Gaussian beam
laser is focused on an absorbing sample and the temporal intensity
dynamics of the transmitted beam is evaluated. The most accep-
table theoretical model that explains the TL effect in a single-beam
configuration is based on a Gaussian beam propagation theory and
Fresnel diffraction. The model was developed by Sheldon and
collaborators [24]. The analytical expression for the temporal
behavior of the intensity of transmitted beam is:

2
0 2V
I=lg{1—2tan " | ————=— 1)
0{ 2 ([9+V2](§;)+3+V2>}

where Iy is the beam intensity at t=0, @ is the thermal phase shift
and V is given by

2
v=>4 (z—R> {1+(5) } @
ZR %) ZR
Considering the position of the beam waist as the origin of the z
coordinate, z is the position of the sample and z, is the distance of
the sample to the photodetector; zg is the Rayleigh length; ¢ is the
characteristic heat diffusion time, given by t.= @,.x/4D, being D=x/
pCp the thermal diffusivity, p is the volumetric density and Cp the
specific heat of the sample and w., the excitation beam waist.
The amplitude of @, in Eq. (1), is determined from Eq. 3:

7(/’Pabs @

0= kAex dT @

being ¢ the fraction of absorbed energy converted in thermal
energy, also called absolute nonradiative quantum yield; A is the
excitation wavelength; « is the thermal conductivity of solvent; dn/
dT the thermo-optic coefficient and P,y is the laser power absor-
bed by the sample, which is obtained from Pgps=Pex (1-™*%), a is
the linear absorption coefficient at the excitation wavelength (Aey),
P, the incident excitation power and L is the optical path length of
the sample.

The nonradiative quantum yield, ¢, for fluorescent materials is
given by.

Aex
(Zem)

Thus, the @ of the sample can be obtained analyzing the
temporal dynamics of the laser beam that passes through the
sample, determining the power absorbed (P,s) and by using Egs.
(1), (3) and (4).

p=1-P
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2.3. Experimental set-up

QDs suspensions were characterized by UV-vis electronic
absorption spectroscopy (Shimadzu, model 1800 UV-vis). After
the pH adjustment, the emission spectra for all QDs systems were
immediately obtained using Aexc=532 nm, excitation slit of 15 nm
and emission slit of 2.5 nm, in a fluorescence spectrofluorometer
(PerkinElmer, LS55).

The experimental scheme to evaluate the quantum yield of the
CdTe nanostructures is shown in Fig. 1. Single beam eclipse TL was
explored due to its high sensitivity and set-up simplicity. As
excitation source it was used a CW laser (Nd: YAG; Compass
215M-20, Coherent Inc.) emitting at 532 nm. QDs suspensions
were placed in a glass cuvette with L=1 mm. A lens (L3 in Fig. 1) of
10 cm of focal length was used to focus the laser beam on the
sample. A chopper was used to control the laser exposure time on
the sample (duty cycle=0.05, frequency=110 Hz). An opaque cir-
cular mask blocking the central region of the propagating beam
was placed between the sample and the detector to increase the
sensitivity of the TL technique [21]. The incident laser power on
the samples was maintained in 9 mW, the spot size of the incident
laser beam (wey) was 5 mm, the Rayleigh length (zg) was 1.1 mm
and the detector was placed 65 cm (z) from the sample, and that
sample was placed at z~1.16 mm. Typical values for the para-
meters dn/dT, Cp, k and p can be found in the literature [25].

3. Results and discussions

Fig. 2 shows the absorption spectra of the CdTe QDs suspension
used in the experiments at the original pH of 10.3. One can
observe the first absorption peak at about 552 nm, indicating an
average diameter of approximately 3 nm for the nanoparticles
[26,27]. Furthermore using the Beer-Lambert equation and molar
coefficient extinction proposed by Yu et al. [28], it was estimated
the QDs concentration as 4.8 pmol L~ ! for the original suspension.
After dilution in water at 1:6 (v/v), the final concentration used in

/ E, L, L .
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Chopper 532 nm, cw
L,
\ ——J—< >(z
\ : D
E, L Sample Mask

Fig. 1. Experimental scheme of the thermal lens arrangement in the eclipsing
mode. Ly, Ly, L3 and L, are biconvex lenses; M;, M, are aluminum mirrors; D is the
photodetector, the black circle represents a spatial mask.
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Fig. 2. Absorption (dashed line) and emission (full line) spectrum of CdTe QDs
suspension. Aexc=532 nm.
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the experiments was 0.8 pmol L~ . The adjustment of the pHs, by
using HCI or MSA, did not change the absorption spectra.

The QDs maximum emission peak was about 604 nm at origi-
nal alkaline pH and the full width half maximum (FWHM) was
approximately 58 nm, at A.x.=532 nm. Fig. 3 shows the emission
spectra of the QD suspension with different pH values. When HCl
was applied on the sample pH adjustment (see Fig. 3a) a sig-
nificant change on the QDs emission was observed. By lowering
the sample pH, from 10.3 to 7.9, with HCl an 8.7 times reduction of
the emission peak was observed (Fig. 3a). Fig. 3b shows the QD
emission spectrum for two different pH obtained using MSA. One
can observe a slightly change of the spectrum peak intensity and a
blue shift, about 7 nm, probably indicating an improvement of the
QDs passivation layer.

The analyses of the fluorescence emission spectra showed that
adjustments on the pH of QDs suspensions induce changes on the
fluorescence properties of the nanostructures. Fig. 4 shows the
behavior of the integrated emission intensity (that is proportional
to quantum yield) for samples with pH adjusted by MSA and HCL.
When the suspension pH was reduced by using HCI, we observed a
decrease on the QDs emission intensity. In Fig. 4 one can identify a
decrease about 7.5 times of the QDs emission, when the pH was
changed from 10.3 to 7.9 for HCl samples. Moreover, when the pH
was adjusted to a value smaller than 7.9 with HCl, the QDs sus-
pension precipitated. Two main processes are accounted for this
observation: the increase in the acid solution, by adding H* ions,
which induces the removal of the nanocrystals stabilizing/passi-
vation layer (1) and decreases the negative charge of QDs surface
(2). By lowering the sample pH using MSA, the integrated emission
intensity of the QDs suspension increased.

On the evaluation of the fluorescence quantum yield, the
eclipsing TL spectroscopy was explored. Fig. 5 shows a typical
result obtained by the thermal-lens technique. In Fig. 5 one can
observe a temporal behavior of the collected light on the TL
experimental arrangement. The transient behavior of the light
intensity reaching the photodetector indicates the shaping of the
thermal lens in the sample. The red curve represents the theore-
tical fit adjusted to the experimental data, by using the Eq. (1).
With the theoretical fit adjustment we were able to obtain a
fluorescence quantum yield value for all samples used.

Fig. 6 shows the variation of quantum yield values when the pH
was adjusted with MSA (stars) or HClI (circles). By adding MSA to
the sample, @ changes from ~62% to ~68% were obtained with
pHs going from 7.3 to 5.0. When the MSA was used, the QD pas-
sivation layer was improved. MSA participate actively in the for-
mation of this layer, by the association of thiol groups on the
nanocrystals surface, minimizing the defects related with unpaired
Cd?* ions. Furthermore, using the MSA solution to pH adjustment
the samples remained stable and without precipitation. The
fluorescence quantum yield values present an uncertainty of
approximately 5%, rising mainly from the fitting adjustment of Eq.
(1) on the TL experimental curves. A ~10% change was also
observed by evaluating the integrated emission intensity, for the
same pH range. Moreover, suspensions with pH higher than 7.5 are
less fluorescent. MSA samples with high pH are expected to con-
tain emitting and non-emitting nanocrystals and therefore the @
values presented are smaller (~50%). In this case, for non-
homogeneous samples, the values of Fig. 6 should be considered
as collective scale @, rather than an individual quantum yield, due
to the TL spectroscopy limitations. TL spectroscopy and fluorescent
intensity analysis techniques are more appropriated for homo-
geneous samples [29].

When the samples pHs were changed using HCl, the @ values
decreased. Pilla et al. reported similar behavior using hydrophobic re-
dispersed CdSe/ZnS QDs [14]. By adding HCl for pH adjustment,
stronger population inhomogeneities, consisted by the presence of
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higher amounts of low fluorescent as well as non-fluorescent nano-
crystals, can be achieved. Moreover samples, adjusted with HCl and
with pH equal or lower than 79, showed flocculation and phase
separation one day after the pH adjustment. This behavior is attributed
probably to the remotion or degradation of the QDs stabilizing/passi-
vation layer by the HCl, and consequently defects on the surface was
exposed, reducing the efficiency of the electron-hole recombination
and also the suspension stability. Therefore, for those inhomogeneous
samples, the fluorescence intensity method and TL spectroscopy are
limited showing a high discrepancy in their results (Figs. 6 and 4).

4. Conclusions

It is well known the expanding use of QDs in biological applications.
When these nanocrystals are applied in biological systems a special
care must be taken to the experimental procedures performed on

C. Estupifidn-Lopez et al. / Journal of Luminescence 174 (2016) 17-21
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Fig. 6. Quantum yield of CdTe QDs whose pH was adjusted with MSA (stars) or HCl
(circles).

different pH regimes of the original systems (usually obtained and kept
at pH> 10 for hydrophilic procedures). A neutral pH (close to the
physiological) or acid pH (for bioconjugation) will be imposed to the
nanocrystals suspension and their optical properties may vary greatly
from their original description. We observed significant changes on the
fluorescence quantum yield of CdTe QDs by adjusting the suspension
pH using HCl or MSA. The absolute quantum yield of CdTe QDs was
measured using the TL technique in the eclipsing mode and the QDs
fluorescence spectra were also analyzed. We showed that stabilizing
agents should be preferred for adjusting the pH QDs suspensions,
leading to a stable suspension with a high quantum yield. Moreover, the
results allow a better understanding of the pH effects on the emission
characteristics of QDs, establishing parameters for their use in biome-
dical applications.
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Chapter 7

Quantum Dots Fluorescence Quantum Yield
Measured by Thermal Lens Spectroscopy

Carlos Estupiinan-Lopez, Christian Tolentino Dominguez,
Paulo E. Cabral Filho, Adriana Fontes, and Renato E. de Araujo

Abstract

An essential parameter to evaluate the light emission properties of fluorophores is the fluorescence
quantum yield, which quantify the conversion efficiency of absorbed photons to emitted photons. We
detail here an alternative nonfluorescent method to determine the absolute fluorescence quantum yield of
quantum dots (QDs). The method is based in the so-called Thermal Lens Spectroscopy (TLS) technique,
which consists on the evaluation of refractive index gradient thermally induced in the fluorescent material
by the absorption of light. Aqueous dispersion carboxyl-coated cadmium telluride (CdTe) QDs samples
were used to demonstrate the Thermal Lens Spectroscopy technical procedure.

Key words Quantum dots, Fluorescence, Quantum yield, Thermal lens, Optical properties

1 Introduction

During the last two decades, thanks to the progress in wet
chemistry, highly luminescent semiconductor nanocrystals or
quantum dots (QDs) have been achieved [1, 2], then, in order to
evaluate the application and validation of new fluorophores for
applications in life and material science, a complete spectroscopic
characterization is requires. In this sense, an essential parameter in
the comparison and in the determination of the optical quality of
QDs is the fluorescence quantum yield or quantum efficiency (@)
[3-5]. For example, the optical properties of QDs are dependent
of'its size and physicochemical properties [6], and therefore a real-
istic knowledge of @, allows optimize the synthesis parameters of
these functional fluorophores. The fluorescence quantum efhi-
ciency is defined as the ratio of the number of emitted photons
divided by the number of absorbed photons occurring into lumi-
nescent materials. From @it is possible to determine the analytical
sensitivity from the fluorophore side using the expression

Adriana Fontes and Beate Saegesser Santos (eds.), Quantum Dots: Applications in Biology, Methods in Molecular Biology,
vol. 1199, DOI 10.1007/978-1-4939-1280-3_7, © Springer Science+Business Media New York 2014
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B=®;x&(A), where Bis the fluorophore’s brightness and e(/) is
the molar absorption coefficient at the excitation wavelength. @,
also is important for the calculation of the efficiencies of fluores-
cence resonance energy transfer (FRET) processes [7].

Different techniques have been used to measure this quantity,
depending on whether the fluorophore is in solution or in solid
phase. These techniques can be classified into absolute and relative
method [8-10]. Earlier quantum yields measurements based
mostly in fluorometric methods were wrong mainly due to lack of
care on the experimental conditions and suffered from the low
resolution of the measuring instruments, as review by Demas and
Crosby [8]. In that context, Thermal Lens Spectroscopy (TLS)
emerges as a technique that presents more accurate results for @,
measurements when compared with methods that directly explore
relative and absolute fluorescence analysis [8—12], which require
an accurate measure of total light emitted by the sample or involve
a careful comparison between the emission of the unknown and
standard sample [9, 13-16]. Lens Spectroscopy was introduced by
Gordon etal. [17] and by Leite et al. [ 18] in 1960s, and since then
it has been established as a powerful tool for material characteriza-
tion. In recent years, TLS technique has been used to evaluate
fluorescence quantum vyield, diffusivity, and thermal conductivity
of liquid and transparent solid media showing precision and high
sensitivity [19, 20], for scattering samples other techniques are rec-
ommended (see Note 1).

The TL method is based on the principle of energy conserva-
tion. So if P, and P, are the incident and transmitted power of
excitation beam, respectively, then the absorbed power P, is the
sum of the luminescence emission power P; and the thermal power
transformed to heat P,, consequently
L, =L,+P +b, =L, +D, (1)

Defining the transmission ratio T= P,,,/ P;, and the absorbance
A=1-T. The absorbed power is given by

Al)in = Pﬂbs (2)

In order to measure @,using the TLS technique, a modulated
Gaussian laser beam is focused onto a host containing fluorophores
and the transmitted light, at the center of the beam profile, is
detected in the far-field. By absorption of the excitation laser beam,
the fluorophores at ground energy state are promoted to excited
states, from which they decay by radiative and nonradiative pro-
cesses. The latter process relies on the transference of heat to the
host, heating it, and thus leading to a time-dependent transverse
spatial profile of the temperature A7{7, ¢) in the sample, creating a
refractive index gradient (dz/d7) normal to the beam axis.
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Fig. 1 (a) Scheme of the geometric position of the excitation beam for quantum yield measurement using TLS,
D is a photodetector, w, the beam waist, and L the sample thickness. (b) TLS signal evolution for sample at the
prefocal, focal, and postfocal position

It produces a lens-like object, the so-called thermal lens effect
[20]. The thermal lens evolution as a function of time can be eval-
uated by monitoring the light intensity measured by the far-field
photodetector (Fig. la). A typical signature of the TLS signal,
measured with an oscilloscope, is presented in Fig. 1b, with the
sample at positions z= —zg (prefocal), z=0 (focal), and z= zx (post-
focal). Here zz is the Rayleigh length (see Note 2).

The analytical expression for the time dependence of the light
beam reaching the detector is shown in Eq. 3 [21].

I=1, l—gtaufl il (3)
2 [9+V?](r, / 2)+3+V

where I, is the intensity of the beam at z=0. V'is given by:

V:z/zR+(zR/zz)[1+(z/zR)2] (4)

Where the focus of the excitation beam is considered the origin of
z-axis (z=0). The parameters z and z, represent the sample and the
photodetector positions (Fig. 1a), respectively. ¢, is the characteris-
tic heat diffusion time given by t,=w. /4D, with D=(k/p) Cp as
the thermal diftusivity, p is the volumetric density, and Cp is the
specific heat of sample and w,, is the excitation beam radius mea-
sured at the sample position. Typical values for these parameters
can be found in the literature for different solvents (Table 1). The
parameter 6 is the thermal phase shift.

The thermal phase shift can be obtained by fitting the experi-
mental result with Eq. 3. Moreover the thermal phase shift, 8, can
be associated to the fraction of absorbed light energy transtormed
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Table 1
Physical parameters for some solvents

Sample  -dn/dTx10* (K") GCp(kJ/kgK) «(W/mK) p (kg/m)

Water 0.8 [21] 4.18[25]  0.609 [24] 995.7 [22]
Ethanol 3.9 [21] 2.46[26]  0.171[24] 785.1[23]
Methanol 3.9 [21] 253[27]  0.202[24] 786.5[23]

in thermal energy, also called the absolute nonradiative quantum
efficiency, ¢, as shows Eq. 5 [11, 28].

oP, dn
O=—a. ar &)

where A, is the excitation beam wavelength, « is the thermal con-
ductivity of solvent, dn/d T is the thermo-optic coefficient of sol-
vent and P, is the absorbed power from excitation beam, given by
P,= P, (1-¢e°L), where P, is the excitation power, a is the linear
optical absorption coefficient at the excitation wavelength, and Lis
the thickness of sample. In the TL experiment P, can be calcu-
lated directly measuring P, and P,,, ¢ using Eq. 1 (see Note 3).
Typical values for x and d»/d T are shown in Table 1.

For nonfluorescent materials, ¢ =1 and for fluorescent materi-
als ¢ <1. Fluorescence quantum yield and the absolute nonradia-
tive quantum efficiency are related by Eq. 6.

lﬁx
p=1-0, A (6)

Where (Aem) = [Aemd N(Aem)/ JAN(Aem) is the average emission wave-
length and d N(4.,) is the number of photons emitted per second
in an incremental wavelength centered at A.,. Therefore, fluores-
cence quantum yield can be determined by monitoring the thermal
lens evolution in the sample. Figure 2 shows the theoretical fit of
Eqs. 3 and 4 adjust to postfocal TL signal obtained for CdTe QDs
aqueous suspension, synthesized using the method reported in the
literature [29, 30].

From the fit adjustment, the thermal phase shift (6) was calcu-
lated, and using Egs. 5 and 6, the fluorescence quantum yield of
CdTe QDs was determined. In Table 2 the calculated quantum
yield for two CdTe QDs samples are shown.

It is important to be aware that reabsorption processes due to
the superposition between the absorption spectra and emission
spectra in more concentrated samples can change the measured @,
value (see Note 4). Excitation wavelength, sample pH, thermal
conductivity of solvent are also relevant parameters for the fluores-
cence quantum yield determination.
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Fig. 2 Theoretical fit of Eq. 1 adjusted to postfocal TL signal of a CdTe QDs sam-
ple excited with A¢, =532 nm

Table 2
Mean values for fluorescence quantum yield (<&, >) of CdTe QDs
measured using TLS. Other important values are also listed

Sample Absorbance P;? (mW) P> (MW) <iem>(NM) <®p> (%) o° (%)

S1 0.68 11.7 9.9 547.7 71.1 4.5
S2 0.07 11.8 10.9 538.6 89.0 35

2P, is the laser power before the sample
®P,,. is the laser power after the sample
‘o is the standard deviation

2 Materials

Typical TLS experimental setup /materials to measure fluorescence
quantum vyield is shown in Fig. 3.

1. UV-Vis spectrophotometer for absorbance measurements
(e.g., spectrophotometer model Evolution 600 B, Thermo
Scientific, Inc.).

2. Spectrometer for emission spectra acquisitions (e.g., spectrom-
eter model HR4000, Ocean Optics, Inc.).

3. Continuous wave (CW) laser, power>15 mW. Example:
Frequency-doubled (532 nm, cw) Nd:YAG laser (Compass
215M-20; Coherent, Inc.).

4. Spherical lenses, L; and L, (telescope), forming a telescope to
expand the laser beam (se¢ Note 5).
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Photodetector

Pinhole

Chopper

Translation stage

Fig. 3 Experimental scheme to measure the fluorescence quantum yield of CdTe QDs. L,, L,, and L; are
spherical lens

5. Variable frequency Chopper to modulate the laser beam, con-
trolling the excitation time on the sample. Example: Modulation
with duty cycle=0.05 and rotation frequency=50 Hz.

6. Convergent lens, Lz, to focus the beam onto the sample.
Example: 10 cm focal lens.

7. Manual or motorized linear translation stage, use to better
place the sample within the Rayleigh length of laser beam.

8. Pinhole, placed in a far field (>80 cm) from the sample, allow-
ing the transmission only of the central part of the beam. The
diameter of the pinhole should ~1 % of the beam diameter.

9. Silicon photodiode placed after of the pinhole (se¢ Note 6).
10. Digital oscilloscope.

11. A quartz cuvette, with thickness smaller than the Rayleigh
length after lens L;. Example: 1 mm thick cuvette for 1.5 mm
Rayleigh length (see Note 6).

12. QDs suspensions with absorption lower than 0.1 at the laser
wavelength of the experiment (sec Note 4).

3 Methods

1. Measure the absorbance and emission spectra of sample using
a spectrophotometer and a photoluminescence spectrometer,
respectively. In the absorbance measurements may be neces-
sary dilute the sample and use a cuvette of 1 cm of optical
length (see Note 4).

2. Place the sample at the prefocal or postfocal position (z=~ —zx
or zg). At those positions, one can observe the highest change
in the oscilloscope signal (Fig. 1b).



Capitulo de Livro

110

Quantum Yield Measured by Thermal Lens Spectroscopy 99

. Observe the time evolution of the detected signal shown in the

oscilloscope. If necessary, minimize the rise time of signal (see
Note 7).

. Record the time evolution of the detected signal sometimes to

confirm that the shape and intensity of the TL signal remains
constant over the time (sec Note 8).

. Fit the experimental curve using Eqgs. 3 and 4, and calculate

the thermal phase shift value, 6.

. Use Eq. 5 and the obtained value of 8 to determine the absolute

nonradiative quantum efficiency, ¢. To perform this procedure
the excitation wavelength, the thermal conductivity of solvent,
and the thermo-optic coefficient of solvent should be known.

. Use Eq. 6 and the obtained value of ¢ to determine the sample

fluorescence quantum yield. To perform this procedure the
average emission wavelength should be calculated.

. Use the equation ()= [Aend N(Aem)/ JAN(Aew) to calculate

the average emission wavelength integrating over all emission
spectrum.

4 Notes

. TLS is only convenient to measure the quantum efficiency of

transparent samples. For scattering samples, we suggest use the
integrating sphere method.

. Obtain the Rayleigh length from using the expression

Zr=nWe* /A, Where A is the excitation wavelength and
Wo=fAe/ (wm) with w, being the minimum laser beam waist
and w; is the beam waist before L; and fis the focal length of
L;. Both w, and w; can be measured using the knife-edge tech-
nique [31].

. When measure P, and P,,, using an optical power meter hav-

ing a photodiode sensor, ensure to select the correct wave-
length (laser excitation wavelength). Note that to obtain the
correct values of P, and P, the power loss due to reflection
in the faces of cuvette must be discounted (~4 % per face).
After using the Eq. 1, P, can be calculated as Py, = P;,— P,

. After to fill the cuvette with the QDs solution, wait for some

minutes to stabilize the sample, measure the absorption and
emission spectra at least twice at intervals of 5 min to confirm
that spectra intensities remain constant over time. Spectral
changes suggest aggregation and reabsorption processes; in
this case, dilute the sample and repeat the procedure.

. Make sure that Rayleigh length is larger than the cuvette

length, because it is necessary ensure that laser beam cross
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section remains at least constant throughout the cuvette.
Occasionally, it is necessary to expand the beam laser to obtain
the condition zx > L. If necessary, substitute the lens L; and L,
by other lens having different focal lengths until obtaining the
required condition.

. Use an appropriate photodiode to detect the TL signal.

Example: If the excitation laser emitted at 532 nm, you can use
a photodiode model BPW21R with maximum spectral response
at 565 nm.

. In order to obtain the real TL signal, ensure that the Chopper

is at focal point of lens L; and verified that rise time of TL sig-
nal in the oscilloscope is <40 ps. Move the Chopper parallel to
beam laser trajectory until to minimize this value.

. The TL signal in the oscilloscope must be recorded at least 5

times; consequently an equal number of 8 values will be
obtained. The better value of @ is obtained considering the
average value over all the data values.
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