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Resumo 
  

 A terapia fotodinâmica (PDT) é uma estratégia terapêutica pouco invasiva que 

assenta na administração de um fotossensibilizador (PS) e posterior irradiação do tecido 

alvo. A interação do PS fotoestimulado com o oxigénio molecular, presente no tecido 

alvo, origina espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem uma cascata de reações 

que culmina com a morte celular. 

 As propriedades fotofísicas e fotoquímicas do fotossensibilizador têm um papel 

importante na eficiência da terapia. A modulação destas propriedades através da 

alteração estrutural do PS permite o desenho de uma vasta gama de 

fotossensibilizadores com potencial aplicação clínica. Porfirinas e os seus derivados, 

clorinas e bacterioclorinas, são frequentemente utilizados como fotossensibilizadores 

na terapia fotodinâmica. 

 Nesta dissertação foram estudadas as propriedades fotofísicas e fotoquímicas de 

duas porfirinas (P10 e P11) e das bacterioclorinas correspondentes (LUZ10 e LUZ11). 

Para tal, recorreu-se a técnicas espectroscópicas como a fotólise por relâmpago e a 

adaptação desta técnica para a determinação do rendimento quântico de oxigénio 

singuleto. A complementação destas técnicas com calorimetria fotoacústica permitiu 

uma melhor compreensão das reações ocorrentes no sistema após fotoestimulação. 

 Em suma, as porfirinas estudadas apresentam, relativamente às 

bacterioclorinas, maior rendimento quântico de oxigénio singuleto e maior tempo de 

vida do estado tripleto. O relaxamento do estado tripleto das porfirinas é quase 

exclusivamente realizado pela transferência de energia para o oxigénio molecular, 

sendo pouco provável a ocorrência de mecanismos de transferência de carga. Nas 

bacterioclorinas, o relativamente curto tempo de vida do estado tripleto e baixo 

rendimento quântico de oxigénio singuleto sugerem a existência de mecanismos de 

transferência de carga significativos.
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Abstract 

 

 Photodynamic therapy (PDT) is a non-invasive therapeutic strategy based on the 

administration of a photosensitizer (PS) followed by the irradiation of the target tissue. 

The interaction between the photostimulated PS and molecular oxygen, present in the 

tissue, generates reactive oxygen species (ROS) that induce a cascade of reactions that 

end in cellular death. 

 The photophysical and photochemical properties of the photosensitizer play an 

important role in the efficiency of the therapy. The modulation of these properties 

through structural modification of the PS allows the design of numerous PS with 

potential clinical application. Porphyrins and its derivatives, chlorins and 

bacteriochlorins, are widely used as photosensitizers in photodynamic therapy. 

 In this dissertation the photophysical and photochemical properties of two 

porphyrins (P10 and P11) and their bacteriochlorin derivatives (LUZ10 and LUZ11) were 

studied. These properties were studied using spectroscopic techniques such as flash 

photolysis and its adaptation to determine singlet oxygen quantum yield. These 

techniques were complemented with photoacoustic calorimetry that allowed a better 

understanding of the occurring reactions after photostimulation. 

 In conclusion, the studied porphyrins present a higher singlet oxygen quantum 

yield and longer triplet state lifetime, relative to the bacteriochlorins. The quenching of 

porphyrins’ triplet state is almost exclusively done by energy transfer to molecular 

oxygen, as the charge transfer mechanisms are unlikely to happen. Bacteriochlorins, on 

the other hand, present shorter triplet state lifetime and lower singlet oxygen quantum 

yield, which suggests charge transfer mechanisms are significant in the quenching 

process.
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Abreviaturas 

𝑬𝒉𝝂 Energia do laser 

𝑬𝑺𝟏
 Energia do primeiro estado singuleto excitado 

ET Energia do estado tripleto 

𝑬𝝂𝒎𝒂𝒙
 Energia do máximo de fluorescência 

FFI Front face irradiation (Irradiação de face frontal) 

HO• Radical hidroxilo 

HOMO Orbitais moleculares ocupadas de maior energia 

ISC Cruzamento intersistema 

LUMO Orbitais moleculares não ocupadas de menor energia 

LUZ10 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina 

LUZ11 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina 

𝐎𝟐
•− Anião superóxido 

P10 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)porfirina 

P11 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)porfirna 

PAC Photoacoustic Calorimetry (Calorimetria fotoacústica) 

PDT Photodynamic Therapy (Terapia fotodinâmica) 

PS Photosensitizer (Fotossensibilizador) 

ROS Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio) 

S0 Estado singuleto fundamental 

S1 Primeiro estado singuleto excitado 

Sn Estado singuleto excitado no nível eletrónico n 

T1 Primeiro estado tripleto excitado 

Tn Estado tripleto excitado no nível eletrónico n 

1O2 Oxigénio singuleto 

EΔ Energia do oxigénio singuleto 

𝒇𝜟
𝑻  Eficiência de formação de oxigénio singuleto 
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ΔOD Variação de densidade ótica 

ε Coeficiente de absortividade molar 

εT Coeficiente de absortividade molar do tripleto 

τ1 Tempo de vida da primeira fração de calor libertada 

τ2 Tempo de vida da segunda fração de calor libertada 

τT Tempo de vida do estado tripleto 

φ1 Primeira fração de libertação de calor 

φ2 Segunda fração de libertação de calor 

φF Rendimento quântico de fluorescência 

φIC Rendimento quântico de conversão interna 

φT Rendimento quântico de formação de tripleto 

φΔ Rendimento quântico de oxigénio singuleto
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1.1 Terapia Fotodinâmica 

A utilização de luz na terapia remonta ao Antigo Egipto e aos povos chineses e 

indianos, que utilizavam a luz no tratamento de várias doenças como o cancro da pele e 

psoríase. Na Grécia Antiga, Herodotus, um ilustre médico, desenvolveu a Helioterapia 

que tinha como premissa que a exposição à luz solar era crucial para o tratamento de 

problemas de sáude.1 Porém, devido ao surgimento do cristianismo, estas técnicas 

foram abandonadas durante séculos. Já no início do século XX, o médico Niels Finsen 

acreditou a fototerapia como ciência, e os seus contributos na aplicação clínica desta 

técnica valeram-lhe o prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1903.1 

A terapia fotodinâmica (PDT) é uma técnica pouco invasiva já utilizada na área 

da dermatologia e no tratamento de alguns tipos de cancro.2,3 Esta terapia foi aprovada 

pela primeira vez em 1993 para o tratamento de cancro da bexiga, com a utilização do 

fotossensibilizador Photofrin.4 

Esta técnica consiste na junção de três componentes: um fotossensibilizador 

(PS), uma fonte de luz e oxigénio molecular presente nos tecidos alvo2-5, sendo que estes 

componentes por si só não são citotóxicos.6,7 Inicialmente o fotossensibilizador é 

administrado por via sistémica, tópica ou local. Após algum tempo de espera, para que 

seja permitida a distribuição do PS, segue-se a irradiação da área pretendida com um 

feixe de luz com o comprimento de onda adequado, o que provoca a absorção de fotões 

pelo PS levando à formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) e posterior morte 

celular através de apoptose ou necrose (figura 1.1).3,4,7 Os mecanismos de formação de 

ROS e as transições eletrónicas ocorrentes no PS são explicados no capítulo 1.2. 

Uma vantagem da terapia fotodinâmica no tratamento de cancro, em relação à 

cirurgia e à quimioterapia, é o facto de desencadear respostas imunitárias, a nível 

sistémico, que podem levar à diminuição do crescimento tumoral fora da zona do 

tratamento.8 
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Figura 1.1. Mecanismo de terapia fotodinâmica. No primeiro passo ocorre a interação da luz com o 

fotossensibilizador no estado fundamental, que, após a absorção de fotões, passa para o estado 

excitado. Neste estado, o PS interage com o oxigénio molecular, levando à formação de ROS, que 

causam morte celular. Adaptado de 2. 

 

 

1.2 Fotossensibilizadores 

1.2.1 Porfirinas 

 Uma das classes de moléculas mais utilizadas como fotossensibilizadores em 

terapia fotodinâmica in vivo é a classe das porfirinas.9,10 

Porfirinas são uma família de moléculas orgânicas que têm no seu núcleo um 

macrociclo tetrapirrólico ligados por grupos metino.11,12 Existem dois sistemas de 

nomenclatura para os macrociclos tetrapirrólico em questão. Um deles é o sistema de 

nomenclatura de Fisher13, em que os carbonos periféricos dos grupos pirrólicos são 

considerados posições β e são numerados de 1 a 8, e os grupos metino são considerados 

posições meso e identificados com as letras gregas α, β, γ e δ. O outro sistema de 

nomenclatura é o sistema da IUPAC14, que identifica os carbonos do macrociclo com 

numeração de 1 a 20, e os átomos de azoto de 21 a 24 (figura 1.2). 
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Figura 1.2. Identificação dos átomos do macrociclo tetrapirrólico de acordo com a nomenclatura de 

Fisher e IUPAC.13,14 

  

Um modelo que permite uma interpretação simples das transições eletrónicas 

que ocorrem nesta classe de moléculas é o modelo de Gouterman.15 Este modelo 

baseia-se nas duas orbitais moleculares ocupadas de maior de maior energia (HOMO) e 

nas duas orbitais moleculares não ocupadas de menor energia (LUMO). Em porfirinas 

de base livre, como a porfina (H2P) e 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (H2TPP), os dois 

hidrogénios ligados aos dois átomos centrais de azoto provocam uma distorção no 

macrociclo, o que leva a uma alteração de geometria de D4h para D2h. Nesta geometria, 

as orbitais HOMO obtêm a denominação de au e b1u, e as duas orbitais LUMO designam-

se b2g e b3g.11 Porém, em porfirinas metaladas, as duas orbitais HOMO mencionadas 

apresentam energias próximas o suficiente para serem consideradas degeneradas, e as 

orbitais LUMO têm energias ainda mais próximas (figura 1.3).11,16 Este fenómeno 

provoca interação de configuração dos estados eletrónicos e a sua desdobragem, o que 

origina um par de bandas Q (Qx e Qy) de baixa intensidade e energia, e um par de bandas 

B (Bx e By) de alta energia. Nas porfirinas estas bandas B aparecem geralmente como 

uma única banda muito intensa, denominada banda Soret.11,16 Em porfirinas de base 

livre, a distorção provocada pelos átomos de hidrogénio altera a degenerescência das 

orbitais b2g e b3g o que causa um split das bandas Q.11 
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Figura 1.3. Energias relativas das orbitais HOMO e LUMO de porfirinas.11,16 (Diagrama desenhado 

através do software Edraw Max®) 

 Alterações no macrociclo tetrapirrólico ou introdução de substituintes nas 

posições meso e β dão origem a derivados com diferentes propriedades fotofísicas, o 

que pode influenciar o comportamento como fotossensibilizador.17 A introdução de um 

átomo pesado potencia o cruzamento intersistema através do acoplamento spin-

orbital.18,19 Por outro lado, a introdução de átomos halogénios na posição orto de grupos 

fenilo, nas posições meso da porfirina, aumenta mais a formação do estado tripleto do 

que o seu decaimento.20 A adição de quatro grupos fenol, sulfónico ou sulfonamida nas 

posições meso confere um carácter anfifílico à porfirina, permitindo a modulação da 

solubilidade assim como a interação com membranas biológicas, o que potencia e 

facilita a sua aplicação como agente terapêutico.17,21  

 O primeiro fotossensibilizador aprovado para terapia fotodinâmica de vários 

tipos de cancro foi o Photofrin®, tendo sido aprovado nos Estados Unidos da América 

pela Food and Drug Administration e por mais de 40 países em 1995.22,23 

 

1.2.2 Bacterioclorinas 

 Como referido anteriormente, alterações no macrociclo das porfirinas podem 

originar derivados com características fotofísicas e fotoquímicas significativamente 

diferentes em relação à porfirina inicial. A redução de um grupo pirrol dá origem a di-
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hidroporfirinas ou clorinas. Uma segunda redução, no grupo pirrol oposto ao 

inicialmente reduzido, origina tetra-hidroporfirinas ou bacterioclorinas (figura 

1.4).11,16,24,25 

 

Figura 1.4. Estrutura dos macrociclos tetrapirrólicos de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas, 

respetivamente. 

 Esta redução do número de eletrões π do macrociclo de 22 para 20 e 18 não 

afeta significativamente os níveis de energia das orbitais LUMO, mas verifica-se um 

aumento sistemático das energias das orbitais HOMO, o que provoca a diminuição do 

HOMO-LUMO gap (figura 1.5). Com a alteração deste intervalo de energias, verifica-se 

uma intensificação e aumento do comprimento de onda da banda Q das bacterioclorinas 

para a região próxima do infravermelho e infravermelho, 720-850 nm.16,24–27 

 

Figura 1.5. Variação de energia das orbitais HOMO e LUMO de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas. 

Adaptado de 16. 
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 Tal como nas porfirinas, a introdução de grupos substituintes no macrociclo de 

bacterioclorinas pode alterar significativamente as suas propriedades fotofísicas e 

fotoquímicas. A introdução de grupos fenilo halogenados, nas quatro posições meso, 

confere uma maior fotoestabilidade, maior rendimento quântico de oxigénio singuleto 

e carácter anfifílico modulado às bacterioclorinas.28,29 

 Um exemplo de uma bacterioclorina utilizada como fotossensibilizador é a 

Redaporfin (também designada LUZ11)30, que já se encontra em ensaios clínicos (NCT: 

NCT02070432). 

 

1.2.3 Formação de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) 

 No seu estado fundamental, o fotossensibilizador está no estado singuleto, S0, 

com dois eletrões com spin oposto na sua orbital molecular HOMO. A excitação do PS 

com luz com o comprimento de onda adequado faz com que o PS absorva um fotão e 

um dos eletrões referidos passa para um estado de maior energia, Sn, e mantém o spin. 

No estado Sn, o eletrão rapidamente perda parte da energia por conversão interna até 

ao primeiro estado excitado singuleto, S1. Este estado, S1, tem um tempo de vida muito 

curto (nanossegundos), e a partir deste estado, o eletrão pode perder o excesso de 

energia, e regressar ao estado fundamental, por processos radiativos (fluorescência) ou 

por processos não-radiativos (conversão interna, cruzamento intersistema) através de 

libertação de calor. O processo de cruzamento intersistema implica a inversão de spin 

do eletrão, o que leva ao estado tripleto, T1. A inversão de spin referida trata-se de um 

processo “proibido” o que implicaria que a probabilidade de ocorrência seria muito 

baixa em relação a processos “permitidos”, porém, um PS eficaz consegue realizar o 

processo de cruzamento intersistema (ISC, do inglês inter-system crossing) com alta 

eficiência. No estado T1, o eletrão pode perder a energia em excesso através de 

fosforescência ou por interação com outra molécula no estado tripleto. O processo de 

fosforescência envolve inversão de spin, que, como referido anteriormente, é um 

processo “proibido”, e por este motivo o estado tripleto tem um tempo de vida mais 

longo, o que permite a interação com outras moléculas.7,16,22,31–33 
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 É no estado tripleto que ocorre a interação com o oxigénio molecular, que, no 

estado fundamental, se encontra no estado tripleto. Esta interação pode ocorrer por 

transferência direta de energia para o oxigénio molecular (reações de tipo II) dando 

origem a oxigénio singuleto, 1O2, uma espécie reativa de oxigénio responsável pela 

indução de stress oxidativo durante a terapia fotodinâmica. O PS pode também reagir 

através de reações do tipo I, nas quais ocorre transferência de eletrão para o oxigénio 

dando origem a radicais anião superóxido (O2
•−) e hidroxilo (HO•).7,16,22,31,32 A figura 1.6 

ilustra as transições referidas neste capítulo. 

 

Figura 1.6. Diagrama de Jablonski com os processos fotofísicos que ocorrem após a excitação do PS. (1) 

Absorção; (2) fluorescência; (3) conversão interna; (4) cruzamento intersistema; (5) fosforescência; (6) 

formação de radicais através de reações de transferência de eletrão; (7) formação de oxigénio singuleto 

através de transferência de energia para o oxigénio molecular. Adaptado de 22. 

 

 De acordo com Wilkinson, quanto menor for o potencial de oxidação, mais 

competitivas se tornam reações de tipo I, o que vai provocar a diminuição do 

rendimento quântico de oxigénio singuleto (φΔ) e aumentar a constante de quenching 

(kq) do PS.34–36 Devido à variação do intervalo energético entre as orbitais HOMO e 

LUMO, o potencial de oxidação ao longo da série de moléculas varia da seguinte forma: 

porfirinas > clorinas > bacterioclorinas16,30,37, o que sugere que as reações de tipo I serão 

mais significativas em bacterioclorinas do que em porfirinas. 
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 Fukuzumi et al37 verificaram a existência de outro tipo de processo, que ocorre 

quando o intervalo energético entre as orbitais HOMO e LUMO é menor do que a 

energia do tripleto. Nestas condições, pode ocorrer transferência de eletrão do estado 

tripleto do PS para uma outra molécula de PS no estado fundamental, formando o 

respetivo catião e anião. O anião do PS pode depois transferir um eletrão para o oxigénio 

molecular e produzir anião superóxido.37 

 

1.2.4 Características de um fotossensibilizador ideal 

 A compreensão do sistema e das transições e processos envolvidos na terapia 

fotodinâmica permitiu a formulação do perfil de um fotossensibilizador ideal. Sternberg 

et al32 definiu que um PS ideal deve apresentar uma absorção forte na zona do vermelho 

(> 650 nm), rendimento quântico de formação de tripleto (φT) alto com energia de 

tripleto (ET) superior a 94 kJ mol-1 (energia do primeiro estado singuleto excitado do 

oxigénio, EΔ), rendimento quântico de oxigénio singuleto alto (φΔ), baixa toxicidade no 

escuro, seletividade para tecidos tumorais, formulação simples, validade longa, 

eliminação (clearance) rápida, síntese fácil e possibilidade de síntese em grande escala.32 

 Estas características foram depois definidas mais detalhadamente38: o PS deve 

ter absorção forte entre os 700 e 800 nm, coeficiente de absortividade molar (ε), na 

região referida, superior a 105 M-1 cm-1, rendimento de fluorescência (φF) igual ou 

superior a 0.2, rendimento de formação de tripleto igual ou superior a 0.7, tempo de 

vida do estado tripleto (τT) igual ou superior a 100 μs, rendimento quântico de oxigénio 

singuleto superior a 0.5 e rendimento quântico de fotodegradação (φpd) inferior a 10-5. 

 

1.3 Técnicas de Quantificação de Propriedades Fotofísicas 

 Neste projeto são estudadas as propriedades fotofísicas e fotoquímicas de 

porfirinas e bacterioclorinas. Para tal recorreu-se a técnicas espectroscópicas e à 

calorimetria fotoacústica para determinar as referidas propriedades. 
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1.3.1 Fotólise por relâmpago 

 As contribuições de Norrish e Porter39,40 permitiram o desenvolvimento da 

técnica de fotólise por relâmpago, que rapidamente se revelou útil para o estudo de 

espécies transientes, como radicais ou estados eletrónicos excitados.41–43 O 

desenvolvimento do laser em 1960 impulsionou a importância da técnica devido à 

possibilidade de uma melhor resolução temporal numa escala ainda menor. De facto, 

atualmente, instrumentação que permite resolução temporal de nanossegundos e 

picossegundos é comum em laboratórios.43,44 

 Nesta técnica, inicialmente é medida a intensidade de luz, num comprimento de 

onda definido (com recurso a um monocromador), da lâmpada após atravessar a 

amostra (I0), através de um fotomultiplicador. De seguida, um pulso de laser, com 

comprimento de onda definido, excita a amostra. Parte do feixe de luz do laser é captada 

por um detetor (trigger) que informa o controlador para uma nova medida da 

intensidade de luz, após um intervalo de tempo t (It). A informação é transmitida para 

um osciloscópio, que por sua vez a transmite ao computador (figura 1.7).43–45 A lâmpada 

pode ser “pulsada”, aumentando a sua intensidade de modo a melhorar o sinal. 

 

Figura 1.7. Instrumentação utilizada na técnica de fotólise por relâmpago. Adaptado de 43. 
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 A absorção de transiente é obtida através da variação de absorção, ΔA (também 

denominada variação de densidade ótica, ΔOD), pela equação 1.143: 

∆𝐴(𝜆, 𝑡) =  ∆𝑂𝐷(𝜆, 𝑡) =  log
𝐼0(𝜆)

𝐼(𝜆, 𝑡)
 

(equação 1.1) 

 Com base nesta equação, para comprimentos de onda onde o estado 

fundamental absorve, o sinal irá ser negativo pois a intensidade de luz a alcançar o 

fotomultiplicador irá ser menor antes do pulso do laser. Por outro lado, se se trata de 

um comprimento de onda em que haja absorção por parte da espécie transiente, o sinal 

irá ser positivo. A emissão de fluorescência por parte da amostra após excitação irá 

provocar um sinal negativo devido à maior intensidade de luz a atingir o 

fotomultiplicador após o pulso.45 

 A possibilidade de adquirir sinais a comprimentos de onda diferentes e intervalos 

de tempo diferentes faz com que a fotólise por relâmpago seja uma técnica útil no 

estudo das propriedades fotofísicas de fotossensibilizadores, pois permite a análise do 

decaimento cinético do estado tripleto, e assim como a análise do espetro de absorção 

tripleto-tripleto.43,44 

 

1.3.2 Fosforescência de Oxigénio Singuleto 

 Na terapia fotodinâmica, as reações de tipo II desempenham um papel crucial na 

eficácia desta modalidade.22,31,46 Como referido anteriormente, estas reações ocorrem 

quando há interação direta entre o estado excitado tripleto do fotossensibilizador e o 

oxigénio molecular, que no seu estado fundamental trata-se de um tripleto, e tem como 

resultado a produção de oxigénio singuleto, 1O2 (ou O2 1Δg). A desativação do oxigénio 

singuleto envolve uma transição de spin o que resulta em emissão de luminescência na 

forma de fosforescência. Em 1976, Krasnovsky identificou pela primeira vez a referida 

luminescência com comprimento de onda característico 1270 nm47. A deteção de 

oxigénio singuleto através desta característica tornou-se numa metodologia padrão, 

desde então.48–50 
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 A instrumentação para a deteção de oxigénio singuleto e rendimento quântico 

de formação de oxigénio singuleto (φΔ) é semelhante à utilizada na fotólise por 

relâmpago, porém não requer a lâmpada responsável pela medição de absorção. O feixe 

do laser incide na amostra e a fosforescência provocada pelo decaimento do oxigénio 

singuleto é medida pelo fotomultiplicador após a seleção do comprimento de onda 

(1270 nm) ter sido efetuada pelo monocromador. O fotomultiplicador transmite a 

informação ao osciloscópio e este transmite ao computador. Esta instrumentação é 

sincronizada por um controlador e um trigger ótico, à semelhança da fotólise por 

relâmpago. 

 Para a quantificação do rendimento quântico de oxigénio singuleto é necessário 

medir a intensidade de fosforescência com diferentes energias relativas do laser, para 

construir um gráfico de intensidade de fosforescência em função da energia relativa do 

laser. De seguida, aplica-se um ajuste linear e retira-se o declive da reta (S, do inglês 

Slope) e compara-se com o declive obtido por uma referência, nas mesmas condições, 

através da equação 1.251–53: 

𝛷𝛥
𝐴 =  

𝑆𝐴

𝑆𝑟𝑒𝑓
 ×  𝛷𝛥

𝑟𝑒𝑓
 

(equação 1.2) 

Onde 𝛷𝛥
𝐴 e 𝛷𝛥

𝑟𝑒𝑓
 correspondem ao rendimento quântico de oxigénio singuleto da 

amostra e da referência, respetivamente, e SA e Sref correspondem ao declive da reta 

obtida por ajuste linear da amostra e da referência respetivamente. Esta equação 

apenas é válida quando as soluções da amostra e referência têm a mesma absorção no 

comprimento de onda de excitação. Caso contrário, é necessário fazer o ajuste da 

absorção. 

 

1.3.3 Calorimetria Fotoacústica 

 A calorimetria fotoacústica (PAC, do inglês Photoacoustic Calorimetry) resolvida 

no tempo foi introduzida por  Peters54,55. Nas suas publicações, revelaram a 

possibilidade de medições de tempos de vida de espécies transientes, assim como 



Capítulo 1: Introdução 

14 
 

medições da energia libertada na forma de calor por estas espécies. Esta técnica mede 

a libertação de energia, gerada por processos não-radiativos, após irradiação da 

amostra, o que permite calcular constantes de reação e entalpias de reação com valores 

de incerteza relativamente baixos.56,57 

 Na calorimetria fotoacústica, a amostra em solução é fornecida à célula, por 

intermédio de uma bomba, onde vai ser irradiada por um pulso de laser. A energia 

absorvida pela amostra é depois libertada por processos radiativos e não-radiativos. A 

libertação de energia por processos não-radiativos ocorre através da libertação de calor 

para o solvente, o que provoca uma expansão termoelástica do solvente. Esta expansão, 

se for frustrada por confinamento do espaço, gera uma onda de pressão (onda acústica) 

que se propaga para o exterior, onde é captada por um transdutor que transmite a 

informação em forma de sinal elétrico para um osciloscópio (figura 1.8).56,58–60 O sinal 

obtido com a amostra, denominado onda E(t), é analisado através da deconvolução com 

uma onda T(t), obtida através da medição da onda fotoacústica de uma referência 

fotoacústica, que tem como característica a libertação, sob a forma de calor, de toda a 

energia absorvida, dentro do intervalo de tempo do pulso do laser.59 

 A deteção da onda fotoacústica pode ocorrer perpendicularmente ao feixe do 

laser60 ou de forma colinear (FFI, do inglês front face irradiation).57,59 A técnica de FFI 

apresenta uma maior sensibilidade e resolução temporal do que a técnica de deteção 

perpendicular.59,61,62

  

Figura 1.8. Instrumentação da técnica de calorimetria fotoacústica com FFI. Adaptado de 43. 
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 Os processos que ocorrem após irradiação da amostra podem ser divididos em 

três categorias relativamente à sua análise por calorimetria fotoacústica, porém esta 

separação é dependente da natureza do transdutor e também do método de deteção 

(perpendicular ou FFI). Processos com tempos de vida superiores a 20 μs são demasiado 

lentos para serem detetados pelo transdutor. Processos com tempos de vida inferiores 

a 2 ns são considerados demasiado rápidos, porém é possível integrar o sinal de modo 

a obter a libertação de calor nesse intervalo de tempo. Os processos que ocorrem entre 

estes intervalos de tempo são resolvidos em tempo e fornecem informação não só da 

quantidade de calor libertada, mas também do tempo de vida das espécies transientes 

envolvidas.56,59 

 Após a irradiação, para além da energia libertada sob a forma de calor para o 

solvente, se ocorrer a formação de iões, a solvatação destes pode contribuir também 

para a onda fotoacústica. A calorimetria fotoacústica utilizando água como solvente 

permite a separação destas componentes, devido ao coeficiente de expansão térmica 

da água ser zero a 3.9⁰C. A comparação de sinais à temperatura ambiente e a 3.9⁰C 

permite separar a onda fotoacústica resultante da solvatação de iões da onda resultante 

da expansão térmica da água, dado que esta não ocorre a 3.9⁰C.63,64 Esta metodologia 

pode ser útil no estudo de fotossensibilizadores, pois estes podem produzir anião 

superóxido. 

 

1.4 Proposta de Trabalho 

 Neste projeto é feita uma abordagem a técnicas que permitem a quantificação 

de propriedades fotofísicas e fotoquímicas de fotossensibilizadores.  

 A proposta de trabalho tem como objetivo a caracterização fotofísica e 

fotoquímica das bacterioclorinas 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-

metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (F2BMet ou LUZ11)30 e 5,10,15,20-tetraquis(2,6-

difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina (F2BOH ou LUZ10)65 e as suas respetivas porfirinas 

(F2PMet ou P11 e F2POH ou P10).17,66 
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 O primeiro passo consiste na quantificação do rendimento quântico de formação 

de oxigénio singuleto em etanol. O próximo passo envolve a caracterização dos estados 

transientes através da calorimetria fotoacústica. O terceiro passo consiste na 

determinação do tempo de vida do estado tripleto e do espetro de absorção tripleto-

tripleto, que permite calcular, em conjunto com o coeficiente de absortividade molar 

(ε), o coeficiente de absortividade molar do tripleto (εT). O último passo consiste numa 

experiência de calorimetria fotoacústica utilizando água como solvente, com o intuito 

de detetar a formação de anião superóxido através da onda provocada pela solvatação.  
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2.1 Fotossensibilizadores 

 Neste projeto estudaram-se quatro fotossensibilizadores diferentes: duas 

porfirinas e duas bacterioclorinas. A porfirina 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-

sulfofenil)porfirina (F2POH ou P10)1 foi sintetizada e disponibilizada pelo grupo de 

Catálise e Química Fina. A porfirina 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-

metilsulfamoilfenil)porfirna (F2PMet ou P11)2 e as bacterioclorinas 5,10,15,20-

tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina (F2BOH ou LUZ10)3 e 5,10,15,20-

tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (F2BMet ou LUZ11)4 

foram disponibilizadas pela Luzitin, S.A. As estruturas dos fotossensibilizadores 

encontram-se na figura 2.1. 

 

Figura 2.1. Estruturas dos fotossensibilizadores estudados. 

 

 Na P10 e LUZ10 (por uma questão de simplicidade, esta será a nomenclatura 

adotada ao longo desta tese), o grupo sulfónico nos grupos fenol confere um carácter 

hidrofílico, enquanto o grupo metilsulfonamida, presente na P11 e LUZ11, confere um 

carácter mais lipofílico.1,3–5 Os átomos de fluor nas posições orto dos grupos fenilo 
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potencia o cruzamento intersistema e aumenta o rendimento quântico de tripleto (φT).1 

Além disso, esses átomos fazem aumentar o potencial de oxidação favorecendo em 

particular a estabilidade das bacterioclorinas fluoradas. 

 

2.2 Espectroscopia de Absorção UV-Visível 

 Os espetros de absorção e medições de absorção para preparação das soluções 

foram obtidos num espectrofotómetro Shimadzu UV-2100 ou num espectrofotómetro 

Cary 5000 UV-Vis-NIR, utilizando cuvetes de quartzo com o percurso ótico de 1 cm. 

 

2.3 Rendimento Quântico de Oxigénio Singuleto 

 Para a quantificação do rendimento quântico de oxigénio singuleto, foram 

preparadas soluções, em etanol, dos fotossensibilizadores e de fenalenona, utilizada 

como referência (φΔ = 0.95)6. As concentrações das soluções foram acertadas de modo 

a obter valor de absorção de 0.3 a 355 nm. 

 A quantificação foi feita através da adaptação da instrumentação do 

espectrofotómetro de fotólise por relâmpago LKS.60 da Applied Photophysics. A 

irradiação foi feita por um laser Nd:YAG da Spectra-Physics Quanta-Ray GCR-130, com o 

comprimento de onda 355 nm, correspondente à terceira harmónica do laser. Um 

monocromador pbp 05-109 SpectraKinetic da Applied Photophysics foi utilizado para 

selecionar o comprimento de onda de emissão (fosforescência) a 1270 nm. O detetor 

utilizado foi um fotomultiplicador Hamamatsu R5509-42, com a voltagem definida para 

1595 volts e arrefecido a -80⁰C (193K). O sinal recolhido pelo fotomultiplicador foi 

transmitido a um osciloscópio TDS 3052B da Tektronix. Foi utilizado um filtro 10LWF-

1000-B da Newport, de modo a impedir a passagem de radiação para o detetor com o 

comprimento de onda inferior a 1000 nm. 

 Os decaimentos de fosforescência foram medidos para diferentes energias 

relativas do laser, sendo feita a média de três disparos para cada energia. Aos 

decaimentos obtidos, foi feito um ajuste exponencial de primeiro grau para retirar o 

valor dos fatores pré-exponenciais, os quais foram compilados num gráfico em função 
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da energia relativa do laser e ajustados linearmente. O declive da reta obtida através do 

ajuste linear foi utilizado para determinar o rendimento quântico de formação de 

oxigénio singuleto através da equação 1.2. 

 

2.4 Calorimetria Fotoacústica 

 Para as experiências de calorimetria fotoacústica, foram preparadas soluções, 

em etanol, dos fotossensibilizadores e da referência fotoacústica. A referência 

fotoacústica utilizadas foi o azuleno.7 As concentrações das soluções de 

fotossensibilizadores e referência foram acertadas para absorções entre 0.1 e 0.2 no 

comprimento de onda de excitação. Para as porfirinas, o comprimento de onda de 

excitação utilizado foi 582 nm. Para as bacterioclorinas, o comprimento de onda 

utilizado foi 685 nm com azuleno como referência. 

 A instrumentação utilizada corresponde à calorimetria fotoacústica com 

irradiação frontal, FFI, desenhada por Arnaut et al.8 As soluções de fotossensibilizadores, 

referência e solvente foram bombeadas separadamente, por intermédio de uma bomba 

Kloehn VersaPump, com fluxo de 1mL min-1 para uma célula com 0.11 mm de percurso 

ótico. A irradiação foi feita por um laser de nanossegundos Nd:YAG EKSPLA NL301G com 

o comprimento de onda selecionado através de um oscilador paramétrico ótico (OPO) 

EKSPLA PG 122/SH. A deteção da onda fotoacústica foi feita através de um transdutor 

de 2.25 MHz da Panametrics modelo A106S. O sinal foi pré-amplificado, por um pré-

amplificador ultrassónico da Panametrics, modelo 5676, e captado num osciloscópio 

DPO 7254C da Tektronix. Foram utilizados filtros de densidade neutra de modo a variar 

a intensidade do laser entre 100% e 25%, tendo sido feitas aquisições para quatro 

valores de intensidade. Para cada intensidade foram feitas quatro aquisições, sendo que 

cada aquisição corresponde à média de 200 ondas. A análise do sinal foi realizada 

através do software C-PAC – Universidade de Coimbra, desenvolvido por Schaberle  et 

al.9  

 Na célula, a amostra flui entre um espelho dielétrico, que protege o transdutor 

e minimiza o ruido10, e uma janela de quartzo. A separação entre o espelho e a janela é 
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feita com um espaçador em bronze, que define a espessura da célula. A espessura 

utilizada foi de 0.11 mm, que permite uma melhor sensibilidade.11 

2.4.1 Calorimetria Fotoacústica em Água 

 Para a realização de calorimetria fotoacústica em água, foram preparadas 

soluções em etanol dos fotossensibilizadores P10 e LUZ10 e da referência Bromocresol 

purple12 com absorções ajustadas para 0.6 no comprimento de onda 355 nm. 

 A instrumentação é semelhante à utilizada na subcapítulo anterior, com algumas 

adaptações. A excitação foi feita com a terceira harmónica do laser referido (355 nm) 

com recurso a espelhos dicroicos, não sendo utilizado o OPO. As ondas da referência 

foram adquiridas com a temperatura na célula a 6.0⁰C (279K), com recurso a um circuito 

de refrigeração da Julabo, modelo F30-C. De seguida, foi ajustada a temperatura da 

célula para 3.0⁰C (276K), temperatura na qual a não há geração de onda fotoacústica 

por parte da referência, devido ao coeficiente de expansão térmica da água ser zero a 

3.9⁰C (276.9K). Após este ajuste de temperatura, foi feita a aquisição de sinal do 

solvente (água), seguida da aquisição de sinal das ondas fotoacústicas dos 

fotossensibilizadores P10 e LUZ10. 

 

2.5 Fotólise por Relâmpago 

 Para as experiências de fotólise por relâmpago foram preparadas soluções, em 

etanol, dos fotossensibilizadores com absorção a 355 nm ajustada a 0.3. Numa fase final, 

foram também preparadas soluções de P10 e LUZ10 nas mesmas condições de absorção, 

mas com água como solvente. 

 Foi utilizado o espectrofotómetro de fotólise por relâmpago LKS.60 da Applied 

Photophysics. A excitação foi feita pela terceira harmónica (355 nm) do laser Nd:YAG da 

Spectra-Physics Quanta-Ray GCR-130. O pulso da lâmpada foi efetuado com recurso ao 

03-102 Arc Lamp Pulser da Applied Photophysics e o comprimento de onda de absorção 

foi selecionado através de um monocromador pbp 05-109 SpectraKinetic da Applied 

Photophysics. O sinal foi captado por um fotomultiplicador da Hamamatsu, modelo 

R928, e transmitido para um osciloscópio da Tektronix, modelo TDS 3052B. 
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 Para o espetro de absorção tripleto-tripleto, foram recolhidos decaimentos em 

intervalos de comprimento de onda de 10 nm, entre 300 e 800 nm, sendo que a 

aquisição de sinal de cada comprimento de onda corresponde à média de cinco 

decaimentos. Para a determinação do coeficiente absortividade molar do tripleto (εT), a 

gama de comprimentos de onda analisada foi reduzida (300-550 nm para porfirinas) e 

os decaimentos foram recolhidos em intervalos de 5 nm, de modo a obter uma melhor 

resolução da zona do espectro pretendida. 

 O tempo de vida de tripleto dos fotossensibilizadores foi calculado através do 

ajuste exponencial de primeiro grau a decaimentos obtidos em vários comprimentos de 

onda. 

 

2.6 Coeficiente de Absortividade Molar do Tripleto 

 A determinação do coeficiente de absortividade molar do tripleto (εT) pelo 

método de depleção do singuleto13 baseia-se na relação entre o coeficiente de 

absortividade molar do singuleto (ε) e a variação de densidade ótica (ΔOD) através da 

equação 2.1: 

𝜀𝑇 =  𝜀 ×
𝛥𝑂𝐷𝑇

𝛥𝑂𝐷𝑆
 

(equação 2.1) 

Onde ΔODT corresponde ao fator pré-exponencial obtido pelo ajuste exponencial de 

primeiro grau a decaimentos correspondentes a absorção de tripleto (valores positivos 

no espetro de absorção tripleto-tripleto) e ΔODS corresponde aos mesmos fatores, mas 

para decaimentos onde ocorre depleção do estado singuleto (valores negativos no 

espetro de absorção T-T). 

 Foi necessário também o cálculo do coeficiente de absortividade molar. Para tal, 

para cada fotossensibilizador foram feitas três pesagens e diluições independentes 

resultando em concentrações entre 10-6 e 10-8 M. Os espetros de absorção foram 

obtidos num espectrofotómetro Shimadzu UV-2100 ou Cary 5000 UV-Vis-NIR. A 

representação gráfica dos valores de absorção, num comprimento de onda definido, em 
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função da concentração permitiu o ajuste linear cujo declive da reta corresponde ao 

coeficiente de absortividade molar, de acordo com a lei de Beer-Lambert (equação 2.2): 

𝐴(𝜆)  =  𝜀(𝜆)𝑙𝑐 

(equação 2.2) 

Onde A(λ) e ε(λ) correspondem à absorção e ao coeficiente de absortividade molar de 

um determinado comprimento de onda, respetivamente, 𝑙 corresponde ao 

comprimento do percurso ótico e 𝑐 corresponde à concentração de fotossensibilizador. 
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3.1 Espectros de Absorção UV-Visível 

 Os espectros de absorção UV-visível dos fotossensibilizadores P10 e P11 estão 

dispostos na figura 3.1. As soluções foram preparadas em etanol. 

Figura 3.1. Espectros de absorção UV-visível normalizados das porfirinas P10 e P11 em etanol. A gama 

de valores de comprimento de onda entre 450 e 675 nm encontra-se ampliada para melhor análise das 

bandas Q. 

 

 Nos espetros das porfirinas é visível o split das bandas Q, característico de 

porfirinas de base livre. Este split ocorre devido à distorção causada pelos átomos de 

hidrogénio ligados aos átomos centrais de azoto. A distorção altera a geometria de D4h 

para D2h e as orbitais b2g e b3g perdem a degenerescência verificada em porfirinas 

metaladas, que mantêm a geometria D4h. A banda B (Soret) destas porfirinas constitui 

apenas uma banda de grande intensidade, característica de porfirinas de base livre.1–4 

 Os comprimentos de onda de cada uma das bandas Q e B encontram-se na tabela 

3.1. 

Comprimento de onda (λ) / nm 

 B(0,0) Qy(0,0) Qy(0,1) Qx(0,1) Qx(0,0) 

P10 411 506 541 582 635 

P11 410 505 537 582 639 

Tabela 3.1. Comprimentos de onda do máximo de absorção das bandas B e Q das porfirinas P10 e P11 

em etanol. 
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Os comprimentos de onda obtidos para o máximo de absorção das bandas Q e B 

da P10 não estão de acordo com os valores obtidos por Pucelik et al4 nas mesmas 

condições. A razão das bandas Q também não é semelhante à obtida por Pucelik, nem 

é semelhante à razão das bandas Q de porfirinas halogenadas, como a P11. Este 

fenómeno pode ser um indicativo de agregação da porfirina.5 

 O espectro da P11 revela máximo de absorção das bandas Q e B em 

comprimentos onda semelhantes aos reportados por Dabrowski et al2. 

 Os espectros de absorção UV-visível das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 em 

etanol estão dispostos na figura 3.2. 

 

Figura 3.2. Espectros de absorção UV-visível normalizados das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 em 

etanol. 

 A diminuição do intervalo energético entre as orbitais HOMO-LUMO das 

bacterioclorinas, relativamente às porfirinas (figura 1.5), causa um efeito batocrómico 

(redshift) e intensificação da banda Q6–8. Nos espectros da LUZ10 e LUZ11, esta banda 

tem máximo de absorção para comprimentos de onda 742 e 743 nm, respetivamente. 

O split da banda Soret corresponde às transições mais energéticas, a2u→egy e a1u→egy.1 

 Os comprimentos de onda dos máximos de absorção das bandas B e Q 

encontram-se na tabela 3.2. 
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Comprimento de onda (λ) / nm 

 By(0,0) Bx(0,0) Qx(0,0) Qy(0,1) Qy(0,0) 

LUZ10 346 372 506 679 742 

LUZ11 346 372 505 679 743 

Tabela 3.2. Comprimentos de onda do máximo de absorção das ondas B e Q das bacterioclorinas LUZ10 

e LUZ11 em etanol. 

 Os comprimentos de onda no máximo de absorção das bandas B e Q das 

bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 estão concordantes com os valores reportados 

anteriormente.8–10 

 Em ambos os espectros surgem bandas na zona dos 410 e 650 nm. Estas bandas 

são indicativo de contaminação por clorina, formada através da oxidação da 

bacterioclorina.11 

 

3.2 Rendimento Quântico de Formação de Oxigénio Singuleto 

 O rendimento quântico de oxigénio singuleto foi obtido por comparação entre a 

fenalenona (referência, φΔ=0.95 em etanol12) e os fotossensibilizadores, em etanol, 

através da razão exposta na equação 1.2. O tempo de vida do oxigénio singuleto em 

etanol está no ordem dos microssegundos, entre 9.7 e 12 microssegundos.13,14 

 Os fotossensibilizadores e a referência foram excitados a diferentes energias 

relativas do laser e os seus decaimentos foram analisados. Os valores finais de 

rendimento quântico de formação de oxigénio singuleto correspondem à média de três 

experiências independentes. 

 A figura 3.3 mostra um dos decaimentos, e o seu respetivo ajuste exponencial, 

obtido com a referência fenalenona, e o ajuste linear obtido através do gráfico dos 

fatores pré-exponencias em função da energia relativa do laser. 
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Figura 3.3. Decaimento de fosforescência a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante 

da excitação a 355 nm da fenalenona (esquerda) em etanol e gráfico de fatores pré-exponencias em 

função da energia relativa do laser com ajuste linear (direita). 

 O ajuste linear do gráfico dos fatores pré-exponencias em função da energia 

relativa foi limitado a uma determinada energia relativa, de modo a evitar erros devido 

a saturação. 

 As figuras 3.4 e 3.5 mostram um exemplo de um decaimento e o gráfico de 

fatores pré-exponenciais em função da energia relativa do laser obtido através da 

excitação das porfirinas P10 e P11, respetivamente, assim como os seus ajustes. 

 

Figura 3.4. Decaimento de fosforescência a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante 

da excitação a 355 nm da porfirina P10 (esquerda) em etanol e gráfico de fatores pré-exponenciais em 

função da energia relativa do laser com ajuste linear (direita). 
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Figura 3.5. Decaimento de fosforescência a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante 

da excitação a 355 nm da porfirina P11 (esquerda) em etanol e gráfico de fatores pré-exponenciais em 

função da energia relativa do laser com ajuste linear (direita). 

 Para ambas as porfirinas o ajuste linear no gráfico de fatores pré-exponenciais 

vs energia relativa do laser foi limitado a um determinado valor de energia, de modo a 

evitar erros por saturação do fotossensibilizador, à semelhança do ajuste feito na 

fenalenona. 

 O mesmo processo foi realizado para as bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 e os 

decaimentos e gráficos estão dispostos nas figuras 3.6 e 3.7, respetivamente. 

 

Figura 3.6. Decaimento de fosforescência a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante 

da excitação a 355 nm da bacterioclorina LUZ10 (esquerda) em etanol e gráfico de fatores pré-

exponenciais em função da energia relativa do laser com ajuste linear (direita). 
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Figura 3.7. Decaimento de fosforescência a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante 

da excitação a 355 nm da bacterioclorina LUZ11 (esquerda) em etanol e gráfico de fatores pré-

exponenciais em função da energia relativa do laser com ajuste linear (direita). 

  

Os declives das retas resultantes do ajuste linear no gráfico de fatores pré-

exponenciais em função da energia do laser foram comparados com o declive da 

referência e com o seu valor tabelado de rendimento quântico de formação de oxigénio 

singuleto, através da equação 1.2. Os rendimentos quânticos de formação de oxigénio 

singuleto obtidos para o fotossensibilizadores estudados estão dispostos na tabela 3.3. 

 

Fotossensibilizador φΔ 

P10 0.73±0.09 

P11 0.62±0.09 

LUZ10 0.36±0.04 

LUZ11 0.43±0.08 

Tabela 3.3. Rendimento quântico de formação de oxigénio singuleto e erro associado dos 

fotossensibilizadores estudados em etanol. 

 Os resultados obtidos estão de acordo com resultados publicados para estes 

fotossensibilizadores.3,4,9,10,15 As bacterioclorinas apresentam valores de rendimento 

quântico de oxigénio singuleto inferiores aos das porfirinas. De acordo com 

Wilkinson16,17, a produção de oxigénio singuleto aumenta à medida que o potencial de 

oxidação aumenta, porque para valores de potencial de oxidação baixos as reações de 
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tipo I tornam-se mais competitivas com as reações tipo II. A bacterioclorina LUZ11 

apresenta um valor relativamente baixo de rendimento quântico de oxigénio singuleto, 

porém apresenta uma fototoxicidade elevada10, que pode ser uma evidência da 

ocorrência de mecanismos de transferência de carga (reações de tipo I). 

 

3.3 Calorimetria Fotoacústica 

 A deconvolução das ondas fotoacústicas obtidas, através do software 

desenvolvido por Schaberle et al18, fornece informação acerca das frações de libertação 

de calor (φ1 e φ2) e os respetivos tempos de vida (τ1 e τ2). A primeira fração de libertação 

de calor, φ1, ocorre num intervalo de tempo muito rápido (τ ≤ 1 ns) e corresponde à 

libertação de energia não-radiativa através dos processos de conversão interna entre o 

estado singuleto excitado Sn e o primeiro estado singuleto excitado (S1), conversão 

interna entre S1 e o estado fundamental S0 (φIC), cruzamento intersistema entre S1 e o 

primeiro estado tripleto T1 (φT) e o relaxamento vibracional dos estados formados por 

fluorescência (ΔEr). A segunda fração, φ2, corresponde à transferência de energia de T1 

para oxigénio e ao cruzamento intersistema entre T1 e S0 (figura 3.8). Porém, este último 

processo, como se trata de uma transição de spin “proibida”, é demasiado lento para 

ser observado no transdutor utilizado (2.25 MHz). 

 

Figura 3.8. Diagrama de Jablonski simplificado, com as frações de energia libertada sob a forma de calor, 

φ1 e φ2. Ehv corresponde à energia de excitação. Adaptado de 19. 
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 A equação correspondente à primeira fração de libertação de calor pode então 

ser deduzida (equação 3.1): 

𝜙1𝐸ℎ𝜈 =  (𝐸ℎ𝜈 − 𝐸𝑆1
) +  𝜙𝑇(𝐸𝑆1

− 𝐸𝑇1
) + 𝜙𝐼𝐶𝐸𝑆1

+  𝛥𝐸𝑟𝜙𝐹 

(equação 3.1) 

Onde Ehv corresponde à energia de excitação e φF corresponde ao rendimento quântico 

de fluorescência. Com base nas equações 3.2 e 3.3, 

1 =  𝜙𝐼𝐶 + 𝜙𝐹 + 𝜙𝑇 

(equação 3.2) 

𝐸𝑆1
=  𝐸𝜈𝑚𝑎𝑥

+  𝛥𝐸𝑟  

(equação 3.3) 

a equação 3.1 pode ser simplificada e organizada em ordem a ETφT (equação 3.4): 

𝐸𝑇𝜙𝑇 = 𝐸ℎ𝜈(1 − 𝜙1) − 𝜙𝐹𝐸𝑣𝑚á𝑥
 

(equação 3.4) 

onde 𝐸𝑣𝑚á𝑥
 corresponde à energia do máximo de fluorescência.20 A segunda fração, 

corresponde à transferência de energia para o oxigénio e pode ser deduzida (equação 

3.5): 

𝜙2𝐸ℎ𝜈 = 𝜙𝑇(𝐸𝑇1
− 𝐸𝛥)𝑓𝛥

𝑇 

(equação 3.5) 

onde EΔ corresponde à energia do estado singuleto do oxigénio (EΔ=22.5 kcal mol-1) e 𝑓𝛥
𝑇 

corresponde à fração de estados tripletos que sofre quenching pelo oxigénio e forma 

oxigénio singuleto. Para bacterioclorinas, a equação 3.5 é apenas uma aproximação, 

pois é necessário ter em conta os mecanismos de transferência de carga (𝜙𝐶𝑇).1 

 A aquisição das ondas fotoacústicas foi feita em quatro intensidades de energia 

do laser diferentes (100, 81, 50 e 33%) e as respetivas frações de libertação de calor 

foram incluídas num gráfico em função da intensidade do laser. O valor final de φ1 foi 

extrapolado para o valor zero de intensidade de energia de modo a evitar erros por 
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absorção transiente-transiente.20 O valor final de φ2 foi obtido através da média de 

todos os φ2. 

3.3.1 P10 

 As soluções de P10 e azuleno (referência) foram preparadas em etanol e a 

absorção foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitação. O comprimento de 

onda de excitação utilizado foi 582 nm (banda Qx da P10). A figura 3.9 mostra um 

exemplo da análise de uma onda fotoacústica obtida, normalizada e corrigida com a 

onda do solvente (onda O), assim como os ajustes à onda da referência (onda T) e à onda 

do fotossensibilizador (onda E). 

 

Figura 3.9. Painel superior: deconvolução da onda fotoacústica resultante da excitação a 582 nm da 

porfirina P10, através da onda da referência (azuleno) e corrigida com a onda do solvente (etanol). 

Painel inferior: resíduos do ajuste à onda E. 

O tempo de vida das frações de libertação de calor foi fixado: τ1=1 ns e τ2=633 ns 

(tempo de vida do estado tripleto da porfirina P10, subcapítulo 3.4). A grande variação 

nos resíduos é indicativa de um ajuste não ótimo, que pode ser uma evidência de 

agregação da porfirina. A figura 3.10 mostra o gráfico dos valores de φ1 em função da 

intensidade do laser. 
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Figura 3.10. Gráfico dos valores de φ1 em função da intensidade do laser, com ajuste linear. 

O gráfico da figura 3.10 permite extrapolar o valor φ1 = 0.46. A inclusão dos 

valores publicados φF = 0.04 e 𝐸𝑣𝑚á𝑥
 = 40.50 kcal mol-1 (energia do comprimento de onda 

do máximo de fluorescência, 706 nm)4, e do valor da energia de excitação  Ehv = 49.13 

kcal mol-1 (582 nm) na equação 3.4 permite obter o resultado ETφT = 24.70 kcal mol-1. 

De acordo com Silva et al19, a energia do estado tripleto de porfirinas deverá ser entre 

33 e 36 kcal mol-1. A substituição destes valores no produto obtido resulta no intervalo 

de valores prováveis de rendimento de tripleto 0.69-0.75. 

A média dos valores da segunda fração de libertação de calor resultou em 

φ2=0.17±0.04. A resolução da equação 3.5 com este valor de φ2 e com um valor médio 

de φT, 0.72, permite fazer uma estimativa da fração de estado tripleto que sofre 

quenching pelo oxigénio, o que resulta em 𝑓𝛥
𝑇= 0.97±0.07. Sabendo que φT𝑓𝛥

𝑇=φΔ, 

obtém-se φΔ = 0.70, que é concordante com o valor obtido por fosforescência. Porém, 

este resultado é fruto de muitas aproximações, o que lhe confere um elevado erro 

associado. 

3.3.2 P11 

 As soluções de P11 e azuleno (referência) foram preparadas em etanol e a 

absorção foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitação 582 nm (banda Qx da 

P11). A figura 3.11 mostra o exemplo de uma deconvolução das ondas resultantes. 
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Figura 3.11. Painel superior: deconvolução da onda fotoacústica resultante da excitação a 582 nm da 

porfirina P11, através da onda da referência (azuleno) e corrigida com a onda do solvente (etanol). 

Painel inferior: resíduos do ajuste à onda E. 

 O tempo de vida das frações de libertação foi fixado: τ1=1 ns e τ2=461 ns (tempo 

de vida do estado tripleto da P11, obtido no subcapítulo 3.4). Os resíduos do ajuste da 

onda E (P11) são relativamente baixos e constantes, o que indica um bom ajuste. O 

gráfico de φ1 em função da intensidade do laser encontra-se na figura 3.12. 

 

Figura 3.12. Gráfico dos valores de φ1 em função da intensidade do laser, com ajuste linear. 
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 A extrapolação para o valor zero de intensidade do laser resulta em 

φ1=0.41±0.02. A resolução da equação 3.4 com este resultado e com os valores 

publicados (φT=0.71, φF=0.049 e 𝐸𝑣𝑚á𝑥
=43.72 kcal mol-1)2,10 dá a energia do estado 

tripleto da P11, ET = 37.92±1.4 kcal mol-1. Este valor está um pouco acima dos limiares 

anteriormente referidos19. 

 A média dos valores da segunda libertação de calor foi φ2=0.22±0.04. A 

substituição deste valor na equação 3.5, em conjunto com a energia do estado tripleto 

obtida, resulta em 𝑓𝛥
𝑇= 0.99. Este valor indica que praticamente todos os estados 

tripletos sofreram quenching por parte do oxigénio, formando oxigénio singuleto. Este 

resultado está de acordo com Wilkinson16,17, dado que, dos derivados porfirínicos, as 

porfirinas têm o maior potencial de oxidação, logo as reações de tipo II vão ser 

predominantes. 

3.3.3 LUZ10 

 As soluções de LUZ10 e azuleno (referência) foram preparadas em etanol e a 

absorção foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitação 685 nm. A figura 3.13 

mostra um exemplo da deconvolução da onda gerada.   

 

Figura 3.13. Painel superior: deconvolução da onda fotoacústica resultante da excitação a 685 nm da 

bacterioclorina LUZ10, através da onda da referência (azuleno) e corrigida com a onda do solvente 

(etanol). Painel inferior: resíduos do ajuste à onda E. 
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 O tempo de vida das frações de libertação de calor foi fixado: τ1=1 ns e τ2=285 ns 

(tempo de vida do tripleto, subcapítulo 3.4). O elevado e inconstante resíduo do ajuste 

à onda E é indicativo de um mau ajuste, que pode ser provocado pela agregação da 

bacterioclorina. 

 

Figura 3.14. Gráfico dos valores de φ1 em função da intensidade do laser, com ajuste linear. 

 A figura 3.14 mostra o gráfico obtido com os valores de φ1 em função da 

intensidade do laser. Verifica-se um erro significativo nas medições feitas a cada 

intensidade e o valor de φ1 para intensidade 33% não segue a linearidade esperada. Isto 

pode ser devido a fenómenos de agregação. 

 O φ1 obtido a partir da extrapolação para o zero foi φ1=0.53±0.03, e a 

substituição deste valor na equação 3.4, em conjunto com os valores publicados 

(φF=0.023 e 𝐸𝑣𝑚á𝑥
=38.38 kcal mol-1)15, resulta no produto ETφT=18.74 kcal mol-1. De 

acordo com Silva et al19 a energia do estado tripleto de bacterioclorinas deve estar 

compreendida no intervalo 26-27 kcal mol-1. A substituição destes valores no produto 

obtido resulta no intervalo provável de rendimento de tripleto φT=0.69-0.72. Porém, 

devido ao elevado erro existente nesta experiência, estes valores não são fidedignos. 

 A média dos valores da segunda libertação de calor obtida foi φ2=0.05±0.03. A 

substituição, na equação 3.5, deste valor e de um valor médio de φT, 0.71, resulta em 

𝑓𝛥
𝑇= 0.80±0.12, e através deste valor obtém-se φΔ = 0.57, valor que não é concordante 
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com o obtido por fosforescência. Este valor apresenta um erro associado muito elevado, 

devido às várias aproximações feitas. 

3.3.4 LUZ11 

 As soluções de LUZ11 e azuleno (referência) foram preparadas em etanol e a 

absorção foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitação 685 nm. A figura 3.15 

mostra um exemplo de deconvolução da onda gerada. 

 

Figura 3.15. Painel superior: deconvolução da onda fotoacústica resultante da excitação a 685 nm da 

bacterioclorina LUZ11, através da onda da referência (azuleno) e corrigida com a onda do solvente 

(etanol). Painel inferior: resíduos do ajuste à onda E. 

 

 O tempo de vida das frações de libertação de calor foi fixado: τ1=1 ns e τ2=216 ns 

(valor tabelado do tempo de vida do estado tripleto da LUZ1110). O ajuste apresenta um 

resíduo relativamente baixo, indicativo de um bom ajuste. 

 Os valores de φ1 foram agrupados num gráfico em função da intensidade do laser 

(figura 3.16) e foi feita a extrapolação para a intensidade de energia zero do valor de φ1. 
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Figura 3.16. Gráfico dos valores de φ1 em função da intensidade do laser, com ajuste linear. 

 O elevado erro associado a cada intensidade do laser pode ter ocorrido por um 

erro experimental ou por flutuações da energia do laser ao longo da aquisição. Os 

valores de φ1 não apresentam uma boa linearidade como seria de esperar (fenómeno 

que também acontece no estudo da LUZ10, subcapítulo 3.3.3) e uma causa possível 

poderá ser o desgaste dos espelhos de densidade neutra que são utilizados para variar 

a intensidade do laser. Ainda assim, a resolução da equação 3.4 com o valor extrapolado 

φ1=0.38±0.06 e com os valores publicados10 φT=0.65, φF=0.138 e 𝐸𝑣𝑚á𝑥
=38.38 kcal mol-

1, resulta na energia de tripleto ET=31.67 kcal mol-1, valor que excede o intervalo 

energético definido por Silva et al19. 

  A média dos valores da segunda libertação de calor resulta em φ2=0.09±0.03. 

Este resultado apresenta também um erro significativo e a sua aplicação na equação 3.5, 

em conjunto com o resultado obtido de energia de tripleto, resulta em 𝑓𝛥
𝑇=0.63 e 

posteriormente φΔ = 0.41 que é concordante com o valor obtido por fosforescência. 

 Estes dois resultados obtidos não são fidedignos devido ao elevado erro 

associado e à não-linearidade dos valores de φ1. O valor obtido para a energia do estado 

tripleto diverge do valor publicado por Arnaut et al10, 26±2 kcal mol-1, logo não é 

possível tirar conclusões desta experiência acerca da fração de estado tripleto que sofre 

quenching pelo oxigénio, dando origem a oxigénio singuleto (𝑓𝛥
𝑇). 
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3.3.5 Calorimetria Fotoacústica em Água 

 As soluções de P10 e LUZ10 foram preparadas em água milli-Q e a absorção foi 

ajustada a 0.6 no comprimento de onda de excitação 355 nm. Foi também preparada 

uma solução de Bromocresol purple (referência) com a mesma absorção a 355 nm. As 

ondas fotoacústicas obtidas encontram-se na figura 3.17. 

 

Figura 3.17. Ondas fotoacústicas resultantes da excitação a 355 nm de Bromocresol purple a 6⁰C 

(verde), LUZ10 a 3⁰C (azul) e P10 a 3⁰C (vermelho), em água mili-Q. 

 Nas ondas apresentadas, existe contaminação do sinal até, aos dois 

microssegundos, sensivelmente, resultante da má eficiência do espelho dicroico em 

refletir o comprimento de onda 355 nm. 

 Esta experiência foi realizada com intuito de detetar a formação de iões (como o 

anião superóxido) através de reações de tipo I. A formação de iões em água é seguida 

da solvatação dos mesmos, o que pode provocar contração ou expansão do solvente, 

que resulta numa onda acústica se a solução estiver confinada. Era esperada uma 

diferença significativa nas ondas geradas pela LUZ10 e P10, visto que, devido ao 

potencial de oxidação, as reações de formação de iões (tipo I) seriam pouco prováveis 

de ocorrer através da excitação da P10. Porém, as ondas adquiridas não apresentam 
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diferenças significativas entre elas, mas verifica-se diferença de fase em relação à onda 

da referência fotoacústica (onda gerada apenas por libertação de calor para a água), o 

que pode corresponder a variação do volume estrutural resultante do relaxamento do 

estado tripleto. 

3.4 Fotólise por Relâmpago 

 Para as experiências de fotólise por relâmpago, as soluções dos 

fotossensibilizadores foram preparadas em etanol, com a absorção ajustada a 0.3 no 

comprimento de onda de excitação 355 nm. A variação de densidade ótica (ΔOD) ou 

absorção (ΔA) foi medida na gama 300-800 nm. 

 

Figura 3.18. Sobreposição dos espectros normalizados de absorção de singuleto e absorção transiente 

da P10 (esquerda) e P11 (direita) em etanol. 

 Nos espectros de absorção transiente, as bandas positivas correspondem à 

absorção do estado tripleto T1 para um estado tripleto Tn. As bandas negativas resultam 

da depleção do estado fundamental aquando da absorção.21 Nos espectros das 

porfirinas estudadas (figura 3.18), as bandas positivas encontram-se nos intervalos de 

comprimento de onda 300-350 e 430-490 nm. 

 A figura 3.19 mostra a sobreposição dos espectros de absorção transiente e 

absorção do estado singuleto das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11. 
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Figura 3.19. Sobreposição dos espectros normalizados de absorção de singuleto e absorção transiente 

da LUZ10 (esquerda) e LUZ11 (direita) em etanol. 

 Nas bacterioclorinas estudadas, as bandas correspondentes à absorção 

transiente-transiente mais significativas ocorrem na zona 380-410 e 770-800 nm. 

 O tempo de vida do estado tripleto foi obtido através do ajuste exponencial dos 

decaimentos em vários comprimentos de onda (figura 3.20). 

 

Figura 3.20. Exemplo de um decaimento obtido por fotólise por relâmpago com excitação a 430 nm da 

porfirina P11 em etanol, com ajuste exponencial. 

 Os valores finais de tempo de vida do estado tripleto foram obtidos a partir da 

média de três experiências independentes e foram agrupados na tabela 3.4. 
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Fotossensibilizadores Tempo de vida do tripleto (τT) / ns 

P10 633±47 

P11 461±52 

LUZ10 285±7 

LUZ11 253±41 

Tabela 3.4. Tempo de vida dos estados tripletos em etanol dos fotossensibilizadores estudados, como 

média de três experiências independentes. 

 O tempo de vida do estado tripleto obtido para a LUZ10 está de acordo com o 

resultado obtido por Luz9 (289 ns), e o obtido para a LUZ11 também está de acordo com 

o publicado por Arnaut et al10 (216 ns). Por outro lado, o tempo de vida obtido para a 

P11 está um pouco diferente do valor publicado (389 ns)10 mas está dentro do erro 

associado. 

 Os tempos de vida do estado tripleto das porfirinas são significativamente 

maiores que os tempos de vida do estado tripleto das bacterioclorinas, o que significa 

que o estado tripleto das bacterioclorinas sofre mais rapidamente quenching pelo 

oxigénio. Porém, o rendimento quântico de oxigénio singuleto é superior nas porfirinas, 

o que implica a existência significativa de mecanismos de transferência de carga 

(reações de tipo I) no relaxamento do estado tripleto das bacterioclorinas. 

 

3.5 Coeficiente de Absortividade Molar do Tripleto 

 Para o cálculo do coeficiente de absortividade molar do tripleto (εT) das 

porfirinas, inicialmente foi calculado o coeficiente de absortividade molar do estado 

singuleto (ε) para o comprimento de onda correspondente à banda Soret (410 nm). Os 

valores de ε foram obtidos com recurso à lei de Beer-Lambert (equação 2.2). Os gráficos 

com o valor de absorção a 410 nm em função da concentração permitem calcular o 

declive da reta resultante do ajuste linear, que corresponde ao valor de ε para o 

comprimento de onda 410 nm (figura 3.21). 
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Figura 3.21. Gráficos de absorção a 410 nm em função da concentração, com ajuste linear, para as 

porfirinas P10 (esquerda) e P11 (direita) em etanol. 

 Os coeficientes de absortividade molar obtidos foram 1.99 x 105 M-1cm-1 para a 

P10 e 3.58 x 105 M-1cm-1 para a P11. A porfirina P10 apresenta um ε relativamente baixo 

e é possível observar no gráfico a saturação da solução com o aumento da concentração. 

Este resultado é mais uma evidência da ocorrência de agregação deste 

fotossensibilizador quando o solvente utilizado é etanol. 

 Para calcular εT, foi feita mais uma experiência de fotólise por relâmpago, mas 

avaliando apenas o intervalo de comprimentos de onda de interesse (300-550 nm), com 

maior resolução (medições feitas em intervalos de 5 nm). Para tal foram preparadas 

soluções dos fotossensibilizadores em etanol com a absorção ajustada a 0.3 no 

comprimento de onda de excitação 355 nm. 

 

Figura 3.22. Espectros de absorção transiente com excitação a 355 nm das porfirinas P10 (esquerda) e 

P11 (direita) em etanol. 
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 Dos espectros de absorção transiente obtidos é possível calcular o coeficiente de 

absortividade molar do tripleto, através da equação 2.1 (tabela 3.5). 

Fotossensibilizadores ΔODS ΔODT εT x 103 (M-1cm-1) 

P10 0.09 0.028 62.6 

P11 0.132 0.039 104 

Tabela 3.5. Variação de densidade ótica e coeficiente de absortividade molar do tripleto para 

as porfirinas P10 e P11 em etanol. 

 Os valores de εT e ΔODT apresentados na tabela 3.5 correspondem ao 

comprimento de onda do máximo da banda positiva obtida na gama 430-490 nm (435 

nm para a P10 e 450 nm para a P11). O valor de ΔODs foi obtido no comprimento de 

onda 410 nm. Este resultado é útil pois permite obter o rendimento quântico do estado 

tripleto por comparação com a benzofenona.22,23 
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 Ao longo desta dissertação, foram utilizadas diversas técnicas e métodos de 

determinação de propriedades fotofísicas e fotoquímicas, de maneira a estudar estas 

propriedades num conjunto de porfirinas e bacterioclorinas difluoradas. 

 A porfirina P10 (F2POH) e a bacterioclorina derivada, LUZ10 (F2BOH), têm na sua 

estrutura um grupo sulfonil que lhes confere solubilidade em água.1,2 Porém, a 

dissolução destes fotossensibilizadores em etanol revelou-se extremamente difícil, 

verificando-se alguns fenómenos de agregação, como por exemplo o alargamento das 

bandas Q no espectro de absorção UV-visível da porfirina P103, e a saturação visível no 

gráfico absorção vs concentração aquando o cálculo do coeficiente de absortividade 

molar da P10. Estes fenómenos podem ser responsáveis pela contaminação de alguns 

resultados obtidos. Por outro lado, a porfirina P11 (F2PMet) e a bacterioclorina derivada 

LUZ11 (F2BMet) apresentam um grupo metilsulfonamida na sua estrutura que lhe 

confere um carácter mais hidrofóbico, relativamente aos fotossensibilizadores 

anteriores.4,5 

 Dos fotossensibilizadores estudados, a classe das porfirinas apresentou o maior 

rendimento quântico de formação de oxigénio singuleto, sendo o maior rendimento 

obtido pela P10. Esta diferença é esperada, pois nas bacterioclorinas as reações de tipo 

I (mecanismos de transferência de carga) são competitivas com a formação de oxigénio 

singuleto (reações de tipo II), o que não acontece nas porfirinas devido ao seu potencial 

de oxidação relativamente alto.6,7 Os baixos valores de rendimento quântico de oxigénio 

singuleto em conjunto com o, relativamente, curto tempo de vida do estado tripleto e 

elevada fototoxicidade publicada5,8,9, sugerem que os mecanismos de transferência de 

carga nas bacterioclorinas estudadas têm um papel significativo nos processos de 

quenching do estado tripleto e na fototoxicidade. 

 As experiências de calorimetria fotoacústica permitiram calcular o intervalo 

provável de rendimento quântico do estado tripleto da P10 (0.69-0.75). Apesar da 

possível agregação, estes valores compreendem o rendimento quântico de tripleto de 

porfirinas semelhantes, como a P11 (φT = 0.71) e a TPP (φT = 0.73)5. Para a LUZ10, 

também foi calculado apenas o provável intervalo de rendimento quântico de tripleto 

(0.69-0.72), que está próximo do publicado para bacterioclorinas semelhantes, como a 

LUZ11 (φT = 0.65).5 Para a P11, a calorimetria fotoacústica permitiu fortalecer a ideia de 
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que as reações de tipo I são pouco prováveis neste tipo de porfirinas e o quenching do 

estado tripleto é realizado essencialmente pela transferência de energia para o oxigénio 

(𝑓𝛥
𝑇= 0.99). 

 De acordo com Jori10, um fotossensibilizador ideal deve apresentar uma 

absorção forte entre 700 e 800 nm com ε> 105 M-1cm-1, φΔ > 0.5 e φT ≥ 0.7. As 

bacterioclorinas estudadas apresentam a banda Qy entre 742 e 743 nm, com ε entre 40 

e 140 x 105 M-1cm-1, e o rendimento quântico do estado tripleto aproxima-se de 0.75,8,9 

o que vai de acordo com os intervalos definidos. Porém, o valor de rendimento quântico 

de oxigénio singuleto não atinge o intervalo definido. Por outro lado, as porfirinas 

estudadas apresentam valores de rendimento quântico de oxigénio singuleto superiores 

a 0.5 e rendimento quântico do estado tripleto a rondar 0.75, mas não absorvem na 

região 700-800 nm. 

 A experiência de calorimetria fotoacústica em água não permitiu tirar 

conclusões. Porém, a deteção de formação de anião superóxido através de PAC é uma 

ideia que suscita interesse, dado a natureza económica da técnica. É então necessário, 

no futuro, uma otimização instrumental do método utilizado, de modo a que seja 

possível esta deteção dos produtos de reações de tipo I. 

 No futuro, seria de interesse a determinação dos rendimentos quânticos de 

formação do estado tripleto através do método de depleção do estado singuleto11,12, 

utilizando os valores calculados do coeficiente de absortividade molar do tripleto. Ao 

obter este rendimento, seria possível o cálculo da energia do estado tripleto da P10 e 

da LUZ10, através das experiências de calorimetria fotoacústica. Seria também de 

interesse a realização de experiências de Ressonância Paramagnética Eletrónica (EPR, 

do inglês Eletronic Paramagnetic Resonance) de modo a detetar as espécies reativas de 

oxigénio (ROS) como o anião superóxido e o radical hidroxilo. O uso de sondas 

fluorescentes específicas para a deteção de ROS é outra técnica que poderá ser 

interessante utilizar para estudar a evolução do sistema após a fotoestimulação. 
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