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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vyvojem metody pro stanovovani dvoufotonovych absorpénich parametrd a jeji
naslednou aplikaci na novych latkach. V teoretické ¢ésti jsou popsany déje dvoufotonové absorpce, nej-
pouzivanéjsi metody ke stanovovani dvoufotonovych prifezd, podpofena resersi v oblasti dosud zkou-
manych molekul. Molekuly, kterymi se tato prace zabyva jsou Rhodamin B a Rhodamin 6G, které jsou
pouzity jako standardy pro vytvoreni metodiky méfeni a ovéfeni vyvinuté metody. Déle jsou zkouméany
Ctyfi derivaty Diketopyrrolopyrrolt (U24, U37, U49 a US0) v roztocich DMSO, toluenu, acetonu a chlo-
roformu. Pro vSechny latky byly experimentdlné zjiStény zékladni optické vlastnosti - absorpcni a emisni
spektra. Dvoufotonové absorpéni charakteristiky se podafilo ziskat pomoci pikosekundového laseru a me-
tody méfeni dvoufotonové excitované fluorescence (TPEF).

Srovnanim zjisténych TPA prifezi a TPA spekter Rhodaminu B a Rhodaminu 6G s publikovanymi
daty se podafilo ovéfit vytvorenou metodiku. Déle se prace zaméfuje na absorpéni a emisni solvatacni
déje vybranych novych Diketopyrrolopyrrold, z kterych lze usuzovat jejich dvoufotonové vlastnosti.
Nakonec jsou v praci diskutovana TPA spektra téchto novych chromofort.

Vysledkem préce je vyvinutd metoda méfeni dvoufotonovych vlastnosti pfipravend pro budouci vyuZiti.
Dosazené vysledky umoziiuji dalsi rozsahlejsi zkoumani molekul za pouZiti naméfenych standardi Rho-

daminu B a 6G a navazani na prizkum vlastnosti Diketopyrrolopyrroli.

ABSTRACT

This work deals with a development of a method for determination of two-photon parametres and its ap-
plication. The theoretical part includes a description of two-photon absorption processes, most frequently
used methods to determine two-photon cross sections and a summary of molecules researched to date
in the field. The molecules studied in this work are Rhodamin B and Rhodamin 6G in ethanol, which
are applied as standards for the implementation of the method. After that, Diketopyrrolopyrroles U24,
U37, U49 and U50 dissolved in DMSO, toluene, acetone and chloroform, are researched. Basic optical
characteristics - absoption and emission spectra were experimentally acquired for all the materials. Two-
photon characteristics were obtained using a picosecond laser and a Two-Photon Excited Fluorescence
(TPEF) method.

TPA cross-sections and TPA spectra of Rhodamin B and Rhodamin 6G were measured and discus-
sed. Subsequently, this work focuses on absorption and emission solvatation processes of the selected
Diketopyrrolopyrroles. These processes indicate their two-photon efficiency. Finally, TPA spectra of the
substances are discussed.

Contribution of this work is a developed method for measuring the two-photon characteristics suitable
for further use. The outcomes achived, enable extensive research of the Diketopyrrolopyrrols characte-

ristics with the use of the measured standards of the Rhodamin B and Rhodamin 6G.
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1 Uvod

Dvoufotonovou absorpci (TPA) poprvé teoreticky predpovédéla Marie Goépert-Mayer v roce 1931.
Tento predpoklad byl o par desitek let pozdéji potvrzen diky vyvoji laserovych zdroji zafeni, které jsou
pro TPA vhodné. JiZ od svého objeveni se TPA stala oblibenym néstrojem ve fotochemickych védach
k zjisténi excitanich energii stavli se zakdzanymi piechody [1].

V 90.1letech si TPA ziskala pozornost diky vyuziti ve dvoufotonové excitacni mikroskopii. Od té doby
vyznam této techniky v biologickych a medicinskych laboratofich narostl a nyni jsou dvoufotonové ex-
citaéni mikroskopy jiz komeréné dostupné. Vysoké prostorové rozliSeni a hlubsi pronikani zareni do
meékych tkani umoziiuje zobrazeni bunék v hlubsich vrstvich mozku, kiZe, slinivky bfi$ni a jinych
organt [2].

Oblasti vyuziti TPA se rozsitily s méfenim dvoufotonovych absorp¢nich spekter pro velké mnozstvi
konjugovanych molekul a vyuzivanim TPA jako prostiedku k aktivovani chemickych a fyzikélnich pro-
cest. Pfikladem takového procesu je dvoufotonova polymerace, kterd se stala velmi atraktivni metodou
pro vyrobu 3D mikro- a nano- struktur [3]]. Dal$i mozné aplikace TPA jsou napf. fotodynamickd terapie,
pouzivana k 1é¢eni koznich poskozeni, a tvorba 3D optickych paméti [4][5]].

Moderni metody zaloZené na multifotonové absorpci vyuzivaji femtosekundové lasery, avSak prak-
tické aplikace vyzaduji pouZivani levnéjsich laserovych zdroji zafeni. Témi jsou vétSinou diodové la-
sery emitujici zafeni okolo vlnové délky 800 nm. PouZiti téchto laserovych zdroji vyZaduje vyvoj latek
s velmi vysokou pravdépodobnosti, Ze dojde k dvoufotonové absorpci (vysoky TPA prufez). Latky
pouzivané v téchto technikach jsou Casto strukturné navrzeny k jednofotonovym procestim a poskytuji
nizkou dvoufotonovou odezvu. Stile existuje poptavka po novych latkach, které by mohly plnit funkci
dvoufotonovych fluorescencnich molekulovych barviv.

Tato préice se zabyva zjistovanim dvoufotonovych vlastnosti skupiny Diketopyrrolopyrrold, které
maji znany potencidl vykazovat vysokou TPA odezvu. Budeme u nich hledat korelaci mezi struktu-
rou a vyslednymi TPA vlastnostmi. Tyto souvislosti jsou nezbytné pro navrh a syntézu G¢innych TPA

barviv, které naleznou uplatnéni ve zmitlovanych aplikacich. [1]].



2 Teoreticka cast

2.1 Dvoufotonova absorpce

Dvoufotonové absorpce je proces, pfi kterém molekula nebo materidl soucasné absorbuje dva fotony.
Tyto fotony maji dohromady stejnou energii, kterd je potfebnd k dosaZeni excitovaného stavu v daném
materidlu pomoci jednofotonové absorpce (OPA). To znamena, Ze kazdy jeden foton m4 piiblizné po-

lovi¢ni energii (dvojndsobnou vinovou délku).
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Obrdzek 1: Energeticky diagram zobrazujici proces OPA a TPA. Délky Sipek jsou 1imérné energiim fotonii.

Teckované Sipky predstavuji mozné cesty deexcitace [0)].

Toto je schématicky znazornéno na Obréazku [T} kde z je zdkladni energetickd hladina molekuly a e je
nejnizsi excitovany stav molekuly. PferuSované Cary predstavuji vibraéni hladiny elektronovych stavi.
Za ptedpokladu, Ze je prechod dovolen vybérovymi pravidly procesu, miZe byt molekula excitovana do
stavu e absorpci jednoho fotonu, ktery ma stejnou energii jako je energicky rozdil mezi hladinami z a e
(tlusta Sipka na obrazku). Stejného stavu miZe byt dosaZeno i absorpci dvou identickych fotoni s po-
lovi¢ni energii. Po OPA nebo TPA molekula obvykle podstupuje rychlou (v fddu ps) vnitini konverzi do
energetické hladiny e (excitaci). Z této hladiny systém miZe zrelaxovat zpét do hladiny zakladni (v fadu
ns) a to zariveé ¢i nezafivé (teckované Sipky) nebo pres jiné procesy [6].

Pravdépodobnost absorpce fotonu molekulou je imérnd intenzité excitaniho zafeni. Zavislost mezi
poctem excitovanych molekul a intenzitou excita¢niho zafeni u OPA vyjadfuje vztah:

ny = aNgh—Iv, (D)

kde n; je pocet molekul excitovanych OPA v jednotce objemu materidlu za jednotku Casu, o je ab-

sorpéni priifez, N, je hustota molekul v zdkladnim energetickém stavu z, I je intenzita excitacniho zdroje
a hv je energie fotonu.

Pravdépodobnost soucasné absorpce dvou fotont je imérna Ctverci intenzity excitaéniho zateni dle

vztahu:

hv

kde ns je pocet molekul excitovanych TPA v jednotce objemu za jednotku Casu, ¢ je TPA absorpéni

2
ny = %62\/9 (I) , )

prifez pro foton s energii hv. Prefaktor % vyjadfuje, Ze jsou potieba dva fotony k excitaci jedné mole-

kuly. Z toho vyplyva, Ze k excitaci dochdzi pouze v mistech s velkou hustotou toku fotonti (napf. v misté



zacileni laserového paprsku) a nedochdzi k ni v ostatnich ozafenych mistech, na rozdil od OPA, kde
k excitaci dochdzi v celém ozafeném objemu. Diky tomu poskytuje TPA mechanismus, kterym mohou
byt aktivovany chemické nebo fyzikalni procesy s vysokym prostorovym rozliSenim. Tento fakt vychéazi
ze skutecnosti, Ze excitace se sniZuje s ¢tvercem vzdélenosti od mista zacileni paprsku [6]][7]]. Takto
vysokych hustot fotonti se dosahuje bud’ kolima&nimi Co¢kami nebo lasery. Je potfeba alespoii 1028 fo-
tont/cm? k dosaZeni excitovaného stavu [1]].

Mezi dalsi vyhody, vychézejici z této vlastnosti TPA, je omezeni fotovybéleni, které se diky tomu pro-
jevuje pouze v malém lokalizovaném objemu. Déle u technik, vyuZivajicich pozorovéni fluorescence po
aktivaci TPA, nedochazi k rozmyvani pozorovaného obrazu fluorescenci mimo ohniskovou rovinu. U mi-
kroskopie diky tomu dochdzi k zostieni pozorovaného objemu a neni nutné pouzivat prostorovou filtraci
fluorescencniho obrazu. Pro TPA v barvivech, ktera jsou pii OPA excitovdna UV zdfenim, postacuje in-
fracervené (IR) zéfeni (typicky 800 nm). Vyhoda vyuZiti IR zafeni spocivd v hlubSim pronikani zafeni
do biologickych médii, jelikoZ spada do oblasti vinovych délek, kde maji tato média nizkou absorpci.
Navic IR zédfeni poSkozuje tkdné méné nez vice energetické UV zafeni. Delsi vinové délky jsou také
mnohem méné rozptylovany pfi prichodu vzorkem nez svétlo v modré ¢asti spektra. JelikoZ vybérova
pravidla nejsou stejna pro jeden a dva fotony, mize byt TPA pouZita k zkouméani excitovanych stavi,
kterych nemiiZe byt dosaZeno jednofotonovou absorpci [8]][9].

K stanoveni t¢innosti TPA v daném materidlu pro danou vinovou délku slouZi dvoufotonovy absorpéni
prufez (TPA prifez). Odvozuje se z Lambert-Beerova zdkona. Lambert-Beertv zakon pro jednofotono-

vou absorpci ve tvaru:

I(z) = I,e ", 3)
se pro dvoufotonovou absorpci méni na:
Iy
I(z) = ——. 4
(z) 1+ Bexly @)

Absorpéni koeficient « se stava dvoufotonovym koeficientem 3 - TPA prifezem. V praxi se Casto
znadi pismenem § a je obvykle uvadén v jednotkach Goepper-Mayer (GM). 1 GM odpovida 10~%cm? -

s- foton™L.

2.2 Metody méreni TPA prurezu a spekter

Existuji dvé hlavni techniky méfeni TPA prifezii molekul. Prvni je zndma jako z-Scan a druhou je méfen{
fluorescencniho signdlu generovaného pti TPA zvand TPEF (two-photon excited fluorescence). Existuji

1 dal$i metody, které vSak nejsou pfili§ rozsitené.

2.2.1 Metoda z-Scan

Provedeni této metody zahrnuje pohybovani vzorkem po drdze laserového paprsku, méfeni intenzity
jeho zéfeni detektorem a vyneseni zdvislosti méfené intenzity na pozici vzorku podél osy z. Usporadani

experimentu Ize vidét na Obrazku
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Obrdzek 2: Uspordddni experimentu pri pouZiti metody z-Scan [10)].

PouZivaji se dv& rozevieni $térbiny, a to bud uzaviend nebo oteviend $térbina. V pfipadé uzavieni je
Stérbina umisténa tak, aby branila prichodu ¢ésti zafeni. Cotka soustied uje laser do bodu, za kterym
se paprsek opét pfirozené rozbiha. V této oblasti za ohniskem je umisténa Stérbina, kterou prochazi
pouze centrdlni ¢4st paprsku (obvykla transmitance 7' = 0,1-0, 5). Za Stérbinou se nachdzi detektor.
Nevyhodou pouZiti metody s uzavienou Stérbinou je citlivost na jakykoliv ohyb laserového paprsku,
ktery muze byt zptsoben vzorkem. To by mélo za nasledek, Ze by ¢ast zafeni, které by mélo dopadnout
na detektor, neprosla Sté€rbinou - a nebo naopak, na detektor by dopadalo vice zafeni, neZ by mélo.

Druhou moZnosti je sbér a detekce veSkerého zatfeni pro§lého vzorkem, ¢ehoZ se dosdhne odstranénim
nebo rozsitenim Sté€rbiny. V tom piipad€ je vystup pouze odrazem intenzity zafeni a mize byt pouZit
k méfeni TPA prafezi. U této verze je nevyhodou, Ze stanovené hodnoty TPA prifezi mohou byt
ovlivnény dal§imi dvéma efekty, které vedou k navySovani méfenych hodnot [10][L1].

Kdyz je Sté€rbina detektoru nedostate¢né Sirokd nebo pfili§ daleko od vzorku, miize se zafeni ztratit
vlastnim rozostfovanim nebo nelinearnim rozptylem. Dlsledkem je ptispévek navic k absorpci. Druhym
efektem je absorpce jiZ excitovanych molekul. Tomuto pfispévku lze zabranit pouZitim vinové délky,
kde je zanedbatelna OPA, aplikaci kratkych laserovych pulzli (< 1 ps) a nizké tempo jejich opakovani.

K dosazZeni deexcitace mezi jednotlivymi pulzy mize byt potiebna frekvence nizsi nez 1 kHz [[11]].

2.2.2 Metoda méreni dvoufotonové fluorescence (TPEF)

Tato metoda poskytuje pfimou informaci o Gc¢innosti TPA. Jeji pouZiti poprvé publikovali panové Xu
a Webb [12]]. Od té doby bylo vyvinuto nékolik jejich variant. Pokud je dostupny vhodny referencni
standard se zndimym TPA spektrem (TPA prifezy pro vice vinovych délek), je nejjednodussi pristup po-
rovnani spektra vzorku a spektra reference. Méteni je v§ak nutno provést s vybavenim shodnych vlast-
nosti za vyuZiti stejné metody.

Tato referenéni metoda automaticky odstrani mnoho proménnych. Neni nezbytné znat parametry ex-
citacniho zérenf{ jako jsou energie pulzu, trvani pulzu a rozloZeni intenzity v Case, ani zdvislost funkce
detektoru na vlnové délce. Tuto techniku optimalizovali Rebane, Drobizhev a jejich kolegové [13]].
Nedavno také publikovali ptfesné reference TPA spekter pro Siroky rozsah komeréné€ dostupnych bar-
viv [14].

TPEF experimenty vyZaduji pulzni laser typicky okolo 100 fs, i kdyZ, oproti z-Scan metodé, presnost
TPA priifezi neni prili§ zdvisla na Sifce pulzu [[15]]. Stejné jako pifi vétSing€ fluorescencnich méfeni je
potfebny zfedény roztok (s absorpci okolo 0,1), tudiz sta¢i malé mnozstvi materidlu. Pro tuto metodu

plati dvé omezeni. Nesmi byt aplikovana v ¢astech spektra s OPA absorpci a vzorek musi byt foto-
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luminiscenéni. Prvni z téchto omezeni plati obecné pro vSechny techniky méfeni TPA prifezi. Druhé
omezeni mizZe byt v nékterych piipadech prekonano sekundarnimi fotochemickymi procesy [7]].
V praxi se TPA prifezy stanovené metodou z-Scan ¢asto zdaji byt pfehnané v porovnani s hodnotami

stanovenymi metodou TPEF [16].

2.3 Latky s vysokymi TPA prufezy

Pro TPA se vyuZivaji predev§sim malé molekuly, jejichZ vSestrannost je vyhodnd pro studium biolo-
gickych systémi. Mohou byt jednoduse integrovany do bunék a detekovat dané cile. Navic vazebna afi-
nita, kinetika, excitacni a emisni vinové délky a lokalizace do specifické organely, mohou byt jednoduse
vyladény pouZitim zndmych postuptt navrhu struktury molekul.

Latky pro TPA jsou riznorodé. Vétsina z nich je odnozi béZnych fluorofori jako je Fluorescein a Ku-
marin, nebo spada do skupin fluorofort typu BODIPY nebo Rhodaminy, které jsou uzite¢né pro jedno-
fotonovou mikroskopii (OPM). Tyto l4tky vSak nejsou optimalizovdny pro dvoufotonovou mikroskopii
(TPM) - maji nizké TPA prifezy, které jsou limitujici pro jejich pouziti.

Pro integraci téchto latek do bunék a tkédni je vyhodné, aby byly rozpustné ve vodé. Déle by mély
selektivné detekovat pouze uritou latku. Aby byla selektivita moznd, TPA prifez by mél byt vétsi nez
50 GM, aby byl signdl, napf. pouze z organely, detekovatelny [17]. Dosazeni téchto TPA prifezu se
provadi pomoci prodlouzeni intramolekularni konjugace a posilenim donor-akceptorové interakce. Roz-
pustnost ve vodé muZe byt navysena redukovanim velikosti molekuly a zavedenim ve vodé€ rozpustnych
skupin.

Existuje mnoho zpusobt, jak délit dvoufotonové materialy. Kim a spol. se zabyvali latkami, které 1ze
vyuzit jako dvoufotonové sondy v TPM [17]. Rozdélili je podle cilového zaméfeni v téle na: (i) dvou-
fotonové sondy pro lysozomy a mitochondrie, (ii) sondy pro plazmatické membrény a (iii) sondy pro
kovové ionty, které ddle rozvedli.

He a jeho kolegové [18]] tyto latky rozdélili na zdklad€ jejich sloZeni na (i) organické molekuly, (ii)
organické kapaliny a kapalné krystaly, (iii) konjugované polymery, (iv) fullereny, (v) koordinacni a or-
ganokovové slouceniny, (vi) porfyriny a metaloporfyriny, (vii) nanocastice a nakonec (viii) biomolekuly
a jejich derivaty.

Pro potteby této prace bylo zvoleno déleni vychdzejici z dalsi prace Kima a spol. [19]. Jejich rozdéleni
na zdkladnég stavby molekul, bylo vybrdno pro jeho uZsi zaméteni na malé organické molekuly, kterymi
se tdto prace zabyva. Dalsim z divoda bylo, Ze nepojednava pouze o latkach pro TPM, ale i pro jiné

aplikace. Hodnoty TPA prifezu, jenz Kim a spol. shrnuji, byly naméfeny metodou z-Scan.

2.3.1 Dipolarni molekuly

Jedn4 se o molekuly typu donor-m-akceptor (D-m—A). NejslibnéjSimi mezi publikovanymi molekulami,
pro aplikaci v zobrazovacich metodach, se zdaji byt benzopyranové derivaty (Obrézek [3)). Jejich TPA
prifezy jsou d, = 140 GM, J§, = 270 GM, 6. = 350 GM. Tyto latky vykazuji dostate¢nou rozpustnost
ve vodé, vysokou fotostabilitu (1, = 2100 s) a po zavedeni do bunék a dvoufotonové absorpci vykazuji

silnou fluorescenci. Zdokonaleni jejich vlastnosti se dosahuje pouzitim siln€jSiho elektronového donoru.
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Obrdzek 3: Nékteré dipoldrni benzopyranové derivdty

COOMe

2.3.2 Kvadrupolarni molekuly

Vv,

Nejfrekventovanéjsi strukturni motivy materidlt pro TPA jsou D-n-D, D-A-D a A—m—A kvadrupdly
obsahujici fenyl, bifenyl, dihydrofenantrenyl a anthracenyl jako jadro a C=C vazby jako mustky konju-

gace.

Derivaty Stilbenu U téchto derivati se hodnoty TPA prufezd, pii prodluZovani konjugace vinyle-
novymi skupinami, zvysSuji azZ do § = 1300 GM pro latku obsahujici 5 vinylenovych skupin (Obrazek
Ml). Kdyz se konjugace prodluzuje styrylovou skupinou, hodnoty § se znaéné& navySuji. To indikuje,
Ze styrylova skupina je v dvoufotonovych materidlech kvalitnéj$i konjugacni mustek nez vinylenova
skupina (viz Obrézek [},). Methoxy skupina v zdkladni struktufe ¢ sniZuje, CN skupina hodnoty znaéné
zvySuje. KdyZ byl donor zménén z NBus na NPhy doslo ke sniZeni §. Nejvyssi hodnoty se dosdhlo u latky
na Obrézku 5] Diky intramolekuldrnimu pfenosu naboje pies zna¢nou délku molekuly je § = 5300 GM
[L9].

Derivaty Fluorenu, Dihydrofenantrenu a Antracenu Fluorenové a dihydrofenantrenové derivaty
jsou uplatiiovany jako zdklad dvoufotonovych struktur diky moZnosti prodlouZeni konjugace bez naruSeni
jejich planarity. Dvoufotonova absorpce fluorenovych derivatu je citlivd na zmény rozpoustédla a pH. Na
Obrézku [0] je struktura fluorenu jehoz ¢ = 3760 GM.

U derivati antracenu se hodnoty § snizuji po navdzani fenylovych substituentti. Po navazani 9,10-
CN skupin se naopak znacné zvySuji. Pfipojenim fenylu a zarovenl CN skupin se hodnoty zvysi aZ na
hodnotu & = 5530 GM (Obrazek [7). Vyhodou antracenovych derivatd je, Ze vykazuji vysoké TPA

prifezy v Sirokém rozsahu vlnovych délek.

Diketopyrrolopyrroly Diketopyrrolopyrroly (DPP) jsou jedna z nejpozde€ji objevenych organickych
skupin. Diky své relativné jednoduché syntéze, vysoké termo- a foto- stabilité a nerozpustnosti ve vétSiné
rozpoustédel, se DPP zaclenily do mnoha primyslovych aplikaci. Jejich derivaty se vyuZivaji jako bar-
viva pro laky, plasty, nebo jako slozka polovodiCovych zafizeni, solarnich ¢lankd a organickych diod
emitujicich zafeni. Jsou typické svou jasné Cervenou barvou. Viz absorpéni spektra na Obrazku 8| [20].
Nedavno na sebe tato barviva upoutala pozornost pro své aplikace jako dvoufotonovd barviva pro
dvoufotonovou mikroskopii. Témito latkami se zabyva i tato prace, a proto jim bude vénovana vetsi

pozornost.
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D2=NBU2/NPh2
_s Ry =R, =H/MeO/CN

(a) Derivét stilbenu obsahujici 5 vinylenovych (b) Derivat stilbenu se styrylovou skupinou

skupin

Obrdzek 4: Derivdty stilbenu

Obrdzek 6: Derivdt fluorenu

Obrdzek 7: 9,10-CN Derivdt anthracenu s navdzanymi fenylovymi skupinami
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Obrdzek 8: Absorpcni spektra DPPs v pevné fdzi (teckované spektrum) a v roztoku DMSO (nepierusované spek-
trum) [20]

Derivaty thiofenu a squarainu Hodnoty § pro tyto latky jsou pro A < 700 nm porovnatelné nebo
vEtsi neZ u stilbenovych derivati obsahujicich styrylovou konjugaci. D-A-D squarainova barviva jsou
nejicinnéjSimi dvoufotonovymi heterocyklickymi fluorofory.

Molekula na Obrazku [9] vykazuje 6 = 33000 GM. Tato neobvykle vysokd hodnota je pfisuzovéna
vysokému dipélovému momentu. Zménou na strukturu A—-D-A nebo A-D-D-A se TPA prifezy snizi
[L9].

Obrdzek 9: Derivdt Squarainu

2.3.3 Oktupolarni molekuly

Prvni sérii oktupolarnich molekul, které vykazovaly zna¢né TPA prifezy naméfili B.R.Cho a kolegové
[21]]. U litky na Obrazku[I0}, vlevo s navdzanymi NMes skupinami naméfili § = 197 GM. U nésledujici
latky prodlouZili konjugaci styrylovou skupinou a s navazanymi NEty substituenty ziskali 6 = 1390 GM.
Poté tuto hodnotu navysili zménou skupiny z NEt2 na NPhy, kde § = 2480 GM.

Dalsi prodluzovani konjugace na n = 2 k navyseni hodnot nevedlo — pravdépodobné kvili zborceni
struktury. Pro latku na Obrazku se ucinnost priblizila az k vysokym hodnotdm derivatd squaraing.

Yy s

K obdrZen{ vyssich TPA prufezil tedy vedlo zavedeni elektron-akceptornich skupin.
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Obrdzek 10: Oktupoldrni molekuly

2.3.4 Diketopyrrolopyrroly

Ziklad struktury DPP 2,5-dihydropyrrolo[4,3- c]pyrrolo-1,4-dion 1ze vidét na Obréazku|[I 1] IT-konjugovany
prakticky rovinny bicyklicky dilaktam obsahuje ve struktufe elektronové donory (N—H) a elektronové
akceptory (C=0) [22] [23].

Obrdzek 11: Zdkladni struktura Diketopyrrolopyrrolu

Jadro DPP je bézn€ substituované v pozici 3 a 6 fenylem (DPP(Ph)s3) nebo thienylem (DPP(Th)2). Oba
substituenty zvySuji w-delokalizaci a vytvéreji silné m — 7 interakce s jddrem DPP. Po pfipojeni poldrnich
substituntd na fenyl, ¢i thienyl, viz pozice X a Y na Obrazku[12],, na tyto dva derivity se ziskaji latky
pouzivané jako aktivni Casti v organickych elektronickych zafizenich. Elektronové donory i akceptory
v para-pozici fenylové skupiny vedou k bathochromnim posuniim emisnich i absorp¢nich spekter.

Jednoducha alkylace dusikovych atomi (Obrézek [12},) vede ke znanym zméndm vlastnosti ziskané
slouceniny. N-substituované DPP vykazuji vysokou rozpustnost, jejiZ pti¢inou je nemoZnost N-substituo-
vanych DPP derivatd formovat vodikové miistky. Rozdil je znacny. I maly substituent, jako je methyl,
znaéné zvysi rozpustnost. Mimo zménu rozpustnosti zptisobuje N-substituce DPP i zna¢né zmény op-
tickych vlastnosti a to ze dvou pficin.

Prvni pficinou je, Ze nové substituenty maji skoro vzdy vliv na elektronovou hustotu dusikovych
atomd, které jsou hlavni soucasti chromoforu DPP. Druhou pficinou je zvyseni stérického efektu na aro-
matickych substituentech v 3. a 6. pozici DPP, které mtize vést k jejich rotaci mimo rovinu chromoforu.
[I-konjugace mezi ¢astmi molekuly jsou tim oslabeny. Takto vzniklé ihly, mezi sttedem DPP a arylovymi

skupinami v N-alkylovaném DPP, mohou byt redukovany, kdyz fenylové skupiny na pozicich 3 a 6 jsou

16



(a) 3,6-substituovany difenyl DPP (b) N-alkyl substituovany DPP derivat

Obrdzek 12: Mozné substituce DPP

nahrazeny mensimi arylovymi substituenty (furan, thiofen). Tyto derivaty jsou aplikovany v oblastech
jako napt. molekularni elektronika, fotovoltaika, elektroluminiscence [22][24]].

Polarnimi substituenty modifikované DPP, diky elektron-donorovym aromatickym substituenttim a kva-
drupolarni struktufe, vykazuji pomérné silnou TPA. Prvni méfeni DPP derivatd provedl] Yang a spol. [25]].
Pouzili DPP; (Obrézek|[I3],) jako poCdte¢ni materidl a z néj pies dal$i reakce syntetizovali DPP; (Obrazek
[13},) a DPP3 (Obrézek [14). Jsou to D-A-D barviva obsahujici fenylaminové substituenty jako donory

elektronu.

CgHq7

(b) DPP,

Obrdzek 13: DPP s poldrnimi substituenty

Maximalni hodnota TPA prtifezu DPP; je 110 GM (hodnoty TPA prifezi v této kapitole jsou méfeny
metodou TPEF a mohou mit tedy znacné niz$i hodnoty neZ ty zjisténé metodou z-Scan). Pro dipolarni
chromofory je obvykle vinovd délka maxima TPA dvakrat vlnovd délka OPA maxima. Takovato souvis-
lost neni pozorovana u kvadrupoldrnich centrdlné symetrickych barviv jako jsou DPP;, DPP; a DPP3,
které podléhaji jinym kvantovym vybérovym pravidlim pro OPA a pro TPA. Pro centrdlné symetrické
chromofory se excitace pres TPA objevuje ve vySsich excitovanych stavech nez pfi OPA, a proto je TPA
maximum situovédno v kratSich vlnovych délkich nez je dvojndsobek OPA maxima.

DPP; vykazuje své TPA maximum pii A = 700 nm. Vnesenim donornich substituentd do struktury
DPP; vznikaji D-A-D barviva, kterd obvykle vedou k bathochromnim posunim absorp¢niho a fluo-
rescenéniho maxima a zna¢nému narustu v TPA intenzité. Hodnota dvoufotonového absorpéniho priifezu

pro DPP; je 6 = 1200 GM. ProdlouZeni fetézce chromoforu o dalsi 2 benzenové kruhy u DPP3 ovsem
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Obrdzek 14: DPP5

nezpusobi dalsi navySeni TPA prifezu, naopak se TPA prifez snizi na § = 930 GM. Duvodem je
pravdépodobné slabd konjugace mezi benzenovymi kruhy v bifenylovych jednotkach kvili stérickému
branéni.

DPP3 mé vétsi kvantovy vytéZek, a proto kdyZ porovname kolik absorbované energie je vyuZito jako
fluorescence je ucinnost DPPy a DPP3 téméf stejnd. DPPy md vSak jednodusSsi strukturu a niZs$i molarni
hmotnost, a proto se pouZiva castéji.

Bolze a jeho kolegové [26]] syntetizovali sérii polarnich DPP derivati vcetné nékterych sloucenin
rozpustnych ve vodé€. Nejvyssi TPA prifez z nich vykazovalo barvivo DPPy, jehoZ strukturu lze vidét
na Obrazku[13), a to 6 = 950 GM. Toto barvivo miZe byt pouZito pro znaceni Zivych bun&k pfi TPM.
Nicméné kvili nizkému kvantovému vytéZku jsou potiebné vysoké energie laseru k obdrzeni vhodné
kvality obrazu.

Diky tomu jsou vhodnéj§i malé polarni DPP: DPP5 (Obrazek [16],) a DPPg (Obrazek [16},). I pfes jejich
nizké hodnoty TPA prifezu (6§ = 150 GM) vykazuji ve vodé obé barviva silnéjsi fluorescenci. Kdyz
byla barviva DPP5; a DPPg pouZita pro zabarveni bunck pii TPM, energie laseru mohla byt pétkrat niZsi
v porovnani s DPP, [23].

O(CH,CH,0);Me
O(CH,CH,0);Me

O(CH,CH,0);Me

Obrdzek 15: DPP,

Marek Grzybowski a Daniel T. Gryko v roce 2015 publikovali dvoufotonové vlastnosti skupiny di-
acetall a od nich odvozenych cyklickych barviv DPP [23]]. Pro derivaty cyklickych barviv DPP s fe-
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(a) DPP; (b) DPPs

Obrdzek 16: Malé poldrni DPP

nylovymi, thienylovymi a benzofurylovymi skupinami, nepfekrocily TPA prifezy 225 GM. Lepsich
vysledki (6 = 740 — 4500 GM) dosahli navazanim arylovych skupin, které 1ze vidét na Obrazku

a) R = CH,CH,0CH3, X = Br
b) R= C8H17, X =Br
¢) R = CH,CH,0CH3, X = N(CgH4OMe),

d) R= C8H17, X= N(C6H4OM9)2

Obrdzek 17: Zdkladni struktura cyklickych barviv DPP a mozné derivdty

Cyklizace diacetali DPP na odpovidajici polycyklicka barviva zpisobuje snizeni v hodnotach TPA
prirezid. Avsak jelikoZ maji vysoké kvantové vytézky, tak uc¢innost (pomér TPA prifezu ku kvantovému
vytézku) téchto cyklickych barviv je obdobnd nebo i vyssi. Cyklizace také zpisobuje zna¢né bathochrom-
ni posuny v OPA i TPA maximech pro vSechna zkoumana barviva. Pro tyto vlastnosti a pro vysokou
ucinnost TPA v oblasti vinovych délek, kde zafeni pronikd hloubéji do tkdni, vyhodnotili Grzybowski
a Gryko tyto latky jako slibnd TPA barviva.

Relativné vysoké hodnoty TPA prifezu (6 = 3200 GM), byly také zméfeny pro D-A-D kvadrupolarni
barvivo, které sestava z DPP jednotky jako akceptoru elektroni, ktery je spojeny pies acetyleny s dvéma
amino-porfyrinovymi jednotkami, které maji povahu elektronovych donor. Vyznacuje se velkou roz-
pustnosti v polarnich i nepolarnich rozpoustédlech [27]].

Dalsi nedavna studie popisuje dvoufotonové vlastnosti tif D-A—D DPP derivat obsahujicich amino-
substituované furany a benzofurany jako donory elektront [28]]. Tyto slouceniny jsou svym TPA prifezem
srovnatelné s DPPy derivitem zkoumanym Yangem [25], av§ak maji vétsi kvantové vytéZzky a tedy
i u¢innost. U DPP; (Obrazek dosahly hodnoty TPA prifezu az 3000 GM. V kombinaci s relativné
vysokym kvantovym vytéZkem je toto nejicinéjsi dosud zndmy DPP derivat.

K t€mto v§em zminénym malym molekuldm derivatd DPP v této kapitole, jsou znamé i DPP polymery

vykazujici vysoké TPA prifezy [29] [30].
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Obrdzek 18: DPP+

2.3.5 Dalsi vyznamné molekuly

Mezi dal$i vyznamné molekuly patfi napt. derivaty porfyrinu. Porfyrin je vyhodnd zdkladni TPA struk-
tura, jelikoZ je planarni a ma vysoce m-konjugovanou strukturu. Diky jeho dlouhé dob€ Zivota tripletniho
stavu byvaji jeho derivaty pouZivany ve fotodynamické terapii [31]].

Kdyz se mezi sebou porfyriny propoji tak, aby se eliminovalo stérické brdnéni a dosdhne se vysoké
planarity, hodnoty prtfezti dosdhnou az § = 93600 GM. Tyto hodnoty ovSem mohou byt u derivatt
porfyrint navySeny prispénim jednofotonovych procest.

Dal$imi vyznamnymi molekulami jsou Rhodaminy patfici do skupiny fluoronovych barviv. Jejich
zdkladni struktura je zndzornéna na Obrézku[19] PouZivaji se jako barviva a jako laser-zesilujici médium.
Jejich velikou vyhodou jsou dobie prozkoumané jednofotonové i dvoufotonové optické vlastnosti. Diky
tomu jsou Casto vyuzivané jako standardy pro méfeni metodou TPEF.

Pravé témito optickymi vlastnostmi se zabyvali napf. Xu a Webb [12], ktefi metodou TPEF a femto-
sekundovym laserem, stanovili TPA prifez Rhodaminu B v methanolu pfi 691 nm na 6 = 194 GM a pfi
1050 nm na § = 20 GM. Pro Rhodamin 6G v methanolu pak stanovili pfi 700 nm hodnotu § = 150 GM
[32]. Rhodaminy se také zabyvali napi. Makarov, Drobizhev a Rebane [14], ktef{ méfili jejich TPA spek-
tra a srovnali své hodnoty s TPA prifezy Rhodaminti z mnoha zdroj - riizné koncentrace a rozpoustédla.

Jimi naméfené hodnoty byly ve shodé s témi od Xu a Weba [12].

cl

Obrdzek 19: Zdkladni struktura Rhodaminii

Dal$imi zajimavymi molekulami jsou napf. derivaty trifenylaminu, jejichZ TPA se zvétSuje s rostoucim
poctem vétveni aZ k hodnoté § = 796 GM [333]. VSechny nasledujici derivaty dosahovaly podobnych
hodnot. Déle Paracyclofany a multi-anulenové systémy u kterych se dosahuje hodnot TPA prifezi okolo
800 GM [134] [35].
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3 Experimentalni ¢ast

Cilem této prace bylo nalézt souvislosti mezi chemickou strukturou léatek a jejich nelinedrné optickymi
vlastnostmi, zejména dvoufotonovou absorpci (TPA). V této praci byla pro charakterizaci TPA vyuZivana
metoda méfeni fluorescence excitované dvéma fotony (two-photon excited fluorescence, TPEF). Protoze
$lo o nové feSenou problematiku, bylo zapotfebi nejprve sestavit experimentdlni zafizeni (Kapitola 3.2),
otestovat jeho funk¢nost a nalézt vhodné podminky pro méfeni TPA (Kapitola 4.1). Po vytvofeni meto-
diky méfeni byly charakterizovany Ctyfi nové materidly na bazi difenyl-diketo-pyrrolo-pyrrold, u kterych
byla systematicky ménéna chemicka struktura tak, aby bylo mozné zjistit vliv polarnich substituentd na
TPA. Pro lepsi pochopeni zjisténych vysledkt a detailnéjsi diskusi byly dale charakterizovany zakladn{

optické charakteristiky - absorpéni a emisni spektra a kvantové vytézky fluorescence v rtizné polarnim

prostiedi.

3.1 Materialy a pristroje

Pro ovéfeni metody a vytvofeni metodiky méteni TPA bylo vyuZito latek Rhodaminu B a Rhodaminu
6G od firmy Sigma-Aldrich. Jejich struktury Ize vidét na Obrazku [20].

HsC

(a) Rhodamin B (b) Rhodamin 6G

Obrdzek 20: Struktura Rhodaminu B a Rhodaminu 6G

Latky, které se dale zkoumaly, a jejichz optické vlastnosti dosud nebyly experimentalné stanoveny,
jsou Diketopyrrolopyrroly U24, U37, U49 a U50, které byly syntetizovany ve Vyzkumném tstavu or-
ganickych syntéz a.s.. Na Obrdzku [21| a Obrazku [22] 1ze vidét jejich struktury. Litka U24 predstavuje
zakladni N-subsituovany skelet difenyl-diketo-pyrrolo-pyrrolu. Latka U37 je substituovand nesymet-
ricky. Jeden fenyl mé v para poloze elektronové donorni (oznacovana jako push, D) skupinu (piperidin),
zatimco druhy obsahuje elektronové deficientni CN skupinu (oznafovand jako pull, A). Tato litka tak
prestavuje chromofor typu A2-A1-D, kde Al je vlastni pyrrolopyrrol, ktery ma sam elektronové ak-
ceptorni charakter. Latka tedy obsahuje dvé akceptorni skupiny o rtizné sile. Latka U49 je na obou feny-
lech substituovana elektronové deficientnimi CN skupinami a tvofi tak chromofor A2-A1-A2. Posledn{
latka U50 je substituovand pouze na jednom fenylu elektronové donornim piperidinem. Tato struktura
tak predstavuje chromofor typu D-A (push-pull).

Vsechna jednofotonova absorpéni spektra v této praci byla naméfena pomoci spektrometru Varian

Cary 50. Pouzité koncentrace roztokl odpovidaly maximdalni absorbanci A ~ 1.
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NC

N—CH2CO0C,Hs

(a) U24 (b) U37

Obrdzek 21: Struktura U24 a U37

N—CH2COOCH5
HsC,00CH,c—N

(a) U49 (b) USO

Obrdzek 22: Struktura U49 a U50
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Emisnfi a excitaéni spektra, spolu s kvantovymi vytéZky, byla pro Rhodamin B a 6G naméfena spek-
trofotometrem Horiba FluoroLog. Jednofotonovd emisni spektra a vS§echny dvoufotonové charakteristiky

Diketopyrrolopyrrold byly naméfeny aparaturou popsanou v nasledujici kapitole 3.2.

3.2 Pristroj pro méreni dvoufotonovych charakteristik

Schéma experimentalniho uspofddani je zobrazeno na Obrizku Pro naSe méfeni byl pouZito piko-
sekundového laseru Ekspla PL2143A. Tento laser je typu Nd:YAG - aktivnim materidlem je izotropni
krystal Yttrium Aluminium Grandtu (Y34;5012) dopovany ionty neodymu (Nd3*). Laser je pulsni, se

zdkladni frekvenci 10 Hz a délkou jednoho pulsu 30, 0 + 0, 3 ps. Maximalni{ energie a stabilita pulsu jsou

- ?W

pro vybrané vlnové délky uvedeny v TabulceI]

CCcD

Obrdzek 23: Schéma mérent, kde: L - laser, OPG - opticky parametricky generdtor, P - polarizdtor, U - uzdvérka,
MO - mikroskopicky objektiv, V - vzorek, S - spektrograf a ICCD detektor.

Tato prace se zaméruje na zjisténi TPA spekter, k ¢emuz je zapotiebi mit moZnost spojité ménit vino-
vou délku excitacniho zafeni. K ziskdni poZadovaného paprsku bylo pouZito optického parametrického
generdtoru OPG PG401-SH od firmy EKSPLA. Délka vystupniho pulsu z OPG je 20-30 ps s energii
pfiblizné 10 mJ. Rozsah laditelnych vinovych délek je 210 — 340 nm a 370 — 420 nm pro vystupni
paprsek polarizovany vertikdlng, a 420—-680 nm a 740 — 2300 nm pro paprsek polarizovany horizontalné.

Na Obrazku lze vidét zavislost energie vystupniho laserového paprsku z OPG na jeho vlnové
délce. Intenzita excitatniho paprsku je nastavovdna pomoci otocného polarizitoru. Pomoci zévérky je
paprsek zastaven a na vzorek je poustén pouze v piipadé méfeni, coz snizuje vybélovani (fotodegradaci)
l4tky. Paprsek je ddle usmérnén pomoci dvou zrcitek a pred vstupem do kyvety kolimovan pomoci

mikroskopického objektivu.

Tabulka 1: Parametry laserového pulsu

A Maximalni energie (mJ) | Stabilita (% )
1064 nm 50,4£0,5 1,5
532 nm 29,5+0,4 3
355 nm 19,0£0,5 5,0

V kyveté dojde k vyvoldni fluorescence, kterd je soustavou mimoosych parabolickych zrcadel soustie-

déna do spektrografu Andor Shamrock typu Czerny-Turner 0, 303 m, f/4, ktery je spojen s ICCD detekto-
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Obrdzek 24: Vystupni energie OPG

rem Andor i-Star model DH740-18U-03. Cel4 aparatura je automatizovana a ovladana pomoci specialné

vytvofeného software.

4 Vysledky a diskuze

Pro zjisténi vlivu zmény chemické struktury na TPA bylo nejprve nutné zavést metodu méreni. Aby
bylo mozné aplikovat metody pro zjisténi TPA dcinnosti, bylo déle potfeba nalézt vhodné podminky
méfeni, zejména vhodné koncentrace roztokt a vhodnou intenzitu laseru, aby se eliminovali nezadouci
jevy jako jsou saturace vzorku, reabsorpce, tvorba dimeri a agregatd a pfiliS maly nebo velky signal na
detektoru. Vyuzili jsme k tomu dobie prozkoumané latky Rhodamin B a Rhodamin 6G. Po zavedeni
a ovéfeni metody byly méfeny, stanovovdny a diskutovdny jejich dvoufotonové absorpéni vlastnosti.
U zkoumanych latek, kterymi jsou DPP - U24, U37, U49 a US50, se navic fesily solvatacni déje a jejich

korelace mezi strukturou molekul a dvoufotonovou absorpci.

4.1 Vyvoj metody
4.1.1 Metoda zjisténi TPA prufezu

TPA prifezy Rhodaminu B a Rhodaminu 6G byly ziskdny méfenim fluorescenc¢niho signdlu genero-
vaného dvoufotonovou absorpci pfi jedné vinové délce a pfi riznych energiich laseru. Timto zptisobem

Ize ziskat dvoufotonovy emisni prifez d7pg, ktery je linedrné imérny TPA prifezu d7p 4 dle vztahu:

dTPE = NOTPA &)
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Konstantou proporcionality 7 je dvoufotonovy fluorescencni kvantovy vytézek fluorescence dané latky.
Vzhledem k tomu, Ze excitovany stav je stejny pfi jednofotonové i dvoufotonové excitaci, je tento fluo-
rescencni kvantovy vytéZzek mozné ziskat i méfenim fluorescence pri OPA. Tento piedpoklad byl oveéren
pomoci srovnéni fluorescence excitované jednim a dvéma fotony. Kvantovy vytézek byl pro Rhodamin

B a Rhodamin 6G zméfen — spole¢né s dal§imi charakteristikami (viz Tabulka [2).

Tabulka 2: Moldrni absorpcni koeficienty a kvantové vytéZky Rhodaminu B a Rhodaminu 6G

Latka Moldrni absorpéni koeficient €y (I-cm~*- mol~!) | Kvantovy vyt&zek (%)
Rhodamin B 112000 4 2000 64+ 3
Rhodamin 6G 102200 + 300 84,4+0,4
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Obrdzek 25: Normované srovndni jednofotonové emise Rhodaminu B a 6G v ethanolu (1076 mol-1=') a dvoufoto-

nové emise Rhodaminu B a 6G v ethanolu (10~ mol-171).

Na Obrazku [25] 1ze vidét, Ze si jednofotonovd a dvoufotonovd emisni spektra odpovidaji, tudiz lze
dvoufotonovy kvantovy vytéZek fluorescene povazovat za rovny jednofotonovému.
V rovnici [6] [32] je dvoufotonovy emisni prifez nového fluoroforu dan do souvislosti se zndmymi

experimentalné zjiSténymi parametry.

5 5 csTp SNEW MSTD
TPE(NEW) = OTPE(STD) 5 (6)
CNEW SSTD MNEW

Tyto zahrnuji dvoufotonovy emisni prifez zndmého kalibraCniho standardu (07pg(sTp)), koncentrace
zkoumaného (cygw ) a kalibraéniho (csrp) roztoku, index lomu rozpoustédla zkoumaného (nygw)
i kalibracniho (ng7p) roztoku a smérnice zdvislosti F' = f (P2) (rovnice [7) zkoumaného (Sygw)

a kalibra¢niho (Ss7p) roztoku.

4.1.2 Nalezeni vhodnych podminek pro méreni

Rovnice |§I vychdzi zejména z piedpokladu, e smérnice zavislosti F' = f(P?) vyjadiuje Cist& z4vislost

dvoufotonové absorpce. Je tedy nutné nalézt vhodné experimentalni podminky, které tento predpoklad
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vystihuji. Jako kritické se ukdzalo nalézt vhodnou koncentraci. Pro nalezeni vhodnych koncentraci roz-

tokl bylo potfeba experimentalné stanovit zakladni optické vlastnosti Rhodaminu B a Rhodaminu 6G,

na kterych byla provedena prvni méfeni a interpretace vysledkd. byla zméfena jejich absorp¢ni, excitaéni

a emisni spektra (Obrézek [26) - maxima uvedena v Tabulce [3]- aby je bylo mozné srovndvat se spektry

dvoufotonovymi.
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Obrdzek 26: Normovand absorpéni, excitacni a emisni spektra Rhodaminu B a 6G (1076 mol-1=1) v ethanolu.

Tabulka 3: Vyznamné vinové délky Rhodaminu B a Rhodaminu 6G

Latka Amaz absorpéni (nm) | A4, €xcitaéni (nm) | Ap,q, emisni (nm)
Rhodamin B 545 542 569
Rhodamin 6G 530 529 552

Pri pfili§ nizkych koncentracich miize byt mnozstvi molekul v roztoku malé, miize tedy dochazet k sa-

turaci vzorku (fotonil je vice neZ molekul) a také k neméfitelnosti signalu piistroji. Naopak pfti vysokych

koncentracich dochézi v roztoku k tvorbé dimerti a agregatd, ¢imz se méni koncentrace absorbujicich

molekul.
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Obrdzek 27: Zavislost integrované dvoufotonové emise F na intenzité laseru P (hodnoty v Fddu stovek uJ) Rho-

daminii B a 6G (107 mol-171) v ethanolu s vloZenou zdvislosti F na P2.

Nejdrive byla postupné navySovana energie laseru, a v kazdém kroku byla tato energie zméfena. Pro
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kaZdou energii bylo také zmétfeno emisni spektrum vyzafené po dvoufotonové excitaci. Toto spektrum
bylo nasledné integrovédno a vznikl4 zavislost integrované dvoufotonové emise F' na intenzité laseru P
byla vynesena do grafu. Pro Rhodaminy B a 6G o koncentraci ¢ = 107% mol-17! je tato zavislost vidét
na Obrazku [27] Lze pozorovat, Ze z4vislost neméla poZadovany tvar, a proto byla koncentrace navysSena

na ¢ = 10~* mol-1-1. Namé&fenou zavislost 1ze vidét na Obrézku@
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Obrdzek 28: Zdvislost zintegrované TPA emise F na intenzité laseru P (hodnoty v Fddu jednotek pJ) Rhodaminu B

a 6G (10~ mol- 1Y) v ethanolu s vloZenou zdvislosti F na P2.

U takto vysokych koncentraci se objevila - v porovnéni s Obrazkem [26] - nezadouci deformace tvaru
emisnich spekter, diky zp&tné aborpci emitovaného zafeni. Na Obrézku [29)je 3D diagram znézortiujici
zdvislost tvaru emisniho spektra na koncentraci Rhodaminu 6G [36]). Je zde patrné, Ze od koncentrace
pfiblizné 10~° g- ml~! zplsobuje jeji dal$i navySovani Cerveny posun maxima emise a jeho intenzita se

znaéné snizuje.
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Obrdzek 29: Emisni spektra Rhodaminu 6G ve vodé pii riiznych koncentracich (prevzato z [36)]).
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Rozdil spekter je zplsoben tvorbou dimert nebo agregati molekul [37]. Tvorba dimert ovliviiuje
rozloZeni elektronl a nasledkem jsou zmény optickych vlastnosti - emise okolo 600 nm. Pfi nizkych
koncentracich jsou molekuly izolované od ostatnich, jsou plné solvatované a emisni maximum je okolo
560 nm.

Pro zjisténi vhodné koncentrace pro stanoveni TPA priifezd bylo pfipraveno 5 roztokid Rhodaminu 6G
a Rhodaminu B o koncentracich ¢ = 1 - 107° mol-1=! a7 4 - 104 mol-1~!. Byla zméfena jejich emisni
spektra excitovand OPA (Obrizek . Uz pfi koncentraci ¢ = 1 - 1075 mol-1~! dochézelo k posunu
maxima spektra o 2 — 4 nm k vyS$§im vlnovym délkdm. Stejny jev byl pozorovan i v piipadé excitace
molekul pomoci TPA (Obrézek [31).
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Obrdzek 30: Normovand emisni spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G v ethanolu pro riizné koncentrace 1-107°

mol-1=* —3-10~* mol-171.
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Obrdzek 31: Normovand dvoufotonovd emisni spektra Rhodaminu B v ethanolu pro riizné koncentrace 1 - 107

mol-I=1 =3 -10* mol-I71.

Z provedenych experimentt je ziejmé, Ze pro zjisténi TPA prufezu je nutné pracovat s vys$simi kon-

centracemi molekul (kvadraticky charakter zavislosti fluorescence na intenzité excitaéniho laseru), které
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ale vede k deformovanému fluorescenénimu spektru. Optimalnich podminek tedy nelze dosdhnout pouze
pomoci zmény koncentrace. Pro dal§i mé&feni byla vybrdna koncentrace ¢ = 1 - 10~° mol-1~%, u niZ byl
posun maxima emise nejnizsi, a dale byly hledany dal$i moZnosti, jak reabsorpci zamezit.

Po nalezeni vhodné koncentrace bylo zapotfebi eliminovat jev reabsorpce. ProtoZe absorpce zéreni je
piimo Umérnd nejenom koncentraci, ale i délce optické drahy, kterou zieni urazi v absorbujicim médiu
(Lambert-Beerv zdkon) byla reabsorpce sniZena pouzitim kyvety o velikosti / = 0,1 cm. Emitované
zafeni tedy urazi od mista excitace polovinu této drdhy. Tento postup se ukazal byt vyhovujici a v dalSich

experimentech byl vZdy vyuZivén.

4.1.3 Nalezeni dat odpovidajicich TPA

Smérnice pro dosazeni do rovnice 6 musi byt vypocitana pouze z té ¢dsti méfené zdvislosti F' = f(P?)
(vyfezy v Obrdzku [28), kterd odpovidd dvoufotonové absorpci. Z méfené zdvislosti bylo tedy nutné
tuto oblast vybrat. Pfi nizkych intenzitdch laseru nemusi byt emise piistrojem méfitelnd, nebo muize
byt hustota toku fotont nizkd a nebude dochazet k TPA. Naopak, pfi vysokych intenzitadch laseru midze

dochazet k saturaci odezvy vzorku nebo riznym interakcim mezi excitovanymi molekulami.

F=P? . a—logF =2 logP+loga (7

Pro zjisténi, kterd data odpovidaji TPA, tedy nejsou ovlivnéna vySe zminénymi anoméliemi, byla
vynesena zdvislost logaritmu emise F' na logaritmu intenzity laseru P (Obrazek [32)) a vybréna takova

oblast, jejiz smérnice se nejvice bliZi hodnoté 2. Tato hodnota vyplyva z rovnice
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Obrdzek 32: Zdvislost logaritmu TPA emise F na logaritmu intenzity laseru P Rhodaminu B a 6G (10~* mol-1"1)

v ethanolu.

4.1.4 Vysledky optimalizace podminek

Zjisténé TPA prifezy pro Rhodamin B a Rhodamin 6G vypoctené ze zavislosti pii optimalizovanych
podminkach jsou: d7pp(p) = 7+ 2 GM a drppeag) = 4 = 1 GM. Nalezené publikované TPA prifezy
odpovidajici nasim podminkam, kterymi jsou: metoda TPEF, rozpoustédlo - ethanol a pouZiti pikosekun-
dového laseru o A ~ 1024 nm je pro Rhodamin 6G d7pgea) = 3,6 £ 0,5 GM [14]. Hodnoty pro Rho-
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Obrdzek 33: Normovand absorpcni dvoufotonovd spektra Rhodaminu B a 6G — srovndni s literaturou [I14]].

damin 6G v danych intervalech shoduji. Pro Rhodamin B nebyly nalezené hodnoty, odpovidajici nasim
podminkam, které by bylo moZzné srovnat.

Déle byla zméfena TPA spektra, kterd jsou zobrazena na Obrazku V tomto obrdzku jsou po-
rovnidna naméfend TPA spektera se spektry publikovanymi [[14]. TPA spektra zji§téna v této praci a spek-
tra ziskand z literatury si tvarové odpovidaji. Mirné odchylky mohou byt zptlisobené kolisanim stability
laserového pulsu (viz Tabulka T)).

Na Obrézku [34]1ze vidét srovnani jednofotonovych a dvoufotonovych absorpénich spekter Rhodaminu
B a 6G. Pro vizudlni srovnani jsou spektra vynesena na stejné Skdle vlnové délky, ale pro jednofotonové
spektrum byly vinové délky vynasobeny dvéma. Osa x obsahuje vinové délky nalezici dvoufotonové
absorpci. Vybérova pravidla pro jedno a dvoufotonové optické prechody se lisi, a proto se lisi i jejich
absorp¢ni spektra. K jednofotonové absorpci dochdzi ve vysSich vinovych délkdch nez u dvoufotonové
absorpce. Takové spektralni rozlozeni indikuje, Ze nejnizsi jednofotonové dovoleny excitovany stav je

dvoufotonové zakdzany a naopak vyssi excitovany stav je dovoleny pouze dvoufotonovou excitaci.
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Obrdzek 34: Srovndni OPA a TPA absorpcnich spekter Rhodaminu B a 6G v ethanolu

30



4.2 Charakterizace novych materiala - DPP

Diketopyrrolopyrroly predstavuji zajimavou skupinu latek pro optické aplikace zejména pro jejich dobrou
fotostabilitu, relativné jednoduchou syntézu a modifikaci struktury, kterd vede k velké zméné optickych
vlastnosti. Je tak mozZné pfipravit Sirokou Skdlu litek, které maji poZadované vlastnosti pro konkrétni
pouziti. Zatimco vliv riznych substituentd na absorpci a fluorescenci je jiz znam relativné dlouho, TPA
je u této skupiny latek zkoumana pomérné kratce. Proto je v této ¢asti vliv nékterych substituentd na TPA
zkoumén.

Derivaty Diketopyrrolopyrroltl jsou v teoretické Cdsti zafazené do kvadrupolarnich latek. Je ovSem
potiebné podivat se na kazdou molekulu zvlast a prozkoumat jeji charakter, aby bylo moZzné interpre-
tovat naméfend data. Nejdiive se zkoumaly jejich jednofotonové optické vlastnosti a nésledné i jejich

dvoufotonova absorp¢éni spektra.

4.2.1 Jednofotonové optické vlastnosti

Molekula U24 ma strukturné symetrické usporddani typu D—m—A—m—D. Fenyly zde vystupuji jako slabé
donory elektront a jadro DPP jako jejich akceptor. Latka se tedy jevi jako kvadrupolédrni. Fenyly jsou
v§ak v porovnani s dal§imi polarnimi substituenty pouzitymi v této praci pomérné slabé.

Nizk4 polarita latky se projevuje jako mald zména optickych vlastnosti pfi zméné polarity prostredi.
Na Obrazku jsou normované absorpéni a emisni spektra latky v rozpoustédlech o rizné dielek-
trické konstanté (solvatochromie). Je zde patrné, Ze tato litka se tedy z hlediska optickych vlastnosti
neda zafadit mezi kvadrupoldrni nebo dipolarni latky. Jak 1ze vidét na Obrédzku [35], neni u ni pozorovan

solvatochromismus, absorpce ani fluorescence.
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Obrdzek 35: Normovand absorpcni a emisni spektra ldtek U24 a U37

Molekula U37 je strukturné nesymetrickd a je typu A—mr—A—n—D. Kyano skupina —C'N zde vystupuje
jako elektronovy akceptor a pyperidinova skupina jako donor. U této molekuly tudiZ prevazuje dipolarni
charakter - jeji rozloZen{ elektrond je hustéjsi smérem ke kyano skupiné - a na jeji elektronové rozlozZeni
bude mit vliv polarita rozpoustédla. To lze vidét na Obrazku [35},, kde pozorujeme malou absorpéni

solvatochromii a vyraznéjsi fluorescencni solvatochromii. Celkové nejvétsi posun emisnich maxim je

mezi toluenem a DMSO - ¢ini 49 nm.
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Tabulka 4: Solvatacni efekty na optické vlastnosti U37

Rozpoustédlo | 645 (nm) | S, (nm) | Stokesdv posun (cm 1) | Dialektrickd konstanta
DMSO 540 670 3593 46,7
Toluen 526 621 2908 2,38
Aceton 524 650 3699 20,7
Chloroform 535 634 2919 4,81

V Tabulce [ jsou shrnuty tyto posuny a jsou zde zdroven uvedeny dialektrické konstanty danych roz-
poustédel. Mlizeme vidét, Ze velikost posunu emisniho spektra stoupa s polaritou rozpoustédla.

Molekula U49 je strukturné symetricka a je typu A—m—A—-m—A. Z hlediska optickych vlastnosti se sila
elektronovych akceptort nelisi natolik, aby dochéazelo k vyrazné&jsi solvatochromii, a proto je molekula
nepoldrni a neprojevuje se u ni ani absorpcni ani excitani solvatochromismus, coZ lze vidét niZe na
Obrazku [36],.
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Obrdzek 36: Normované absorpini a emisni spektrum U49 a U50

Struktura molekuly U50 je nesymetricka typu D—m—A—7—D. Tento kvadrupoldrni motiv je pfevazen
tim, Ze fenyl je slaby donor a nezapojuje se tak pfiili§ do polarity molekuly. Pouze mirné oslabuje
pfevazujici dipolarni charakter vznikly mezi sttedem DPP a piperidinovym donorem. Diky této pola-
rit€ se u této molekuly projevuje solvatochromismus (viz Obrézek [36},), ktery 1ze v malé mife vidét
u absorpénich a viditeIn&ji u emisnich spekter. Absorpéni a emisni maxima jsou uvedena v Tabulce [5
Nejvétsi rozdil emisnich maxim mezi chloroformem a toluenem ¢ini 27 nm, a je tedy mensi nezZ u U37,

kde byl dipolarni charakter silnéjsi. U této latky nebyl pozorovan trend vétsiho posunu spektra pii vetsi

polarité rozpoustédla.

Tabulka 5: Solvatacni efekty na optické viastnosti U50

Rozpoustédlo | 645 (nm) | S, (nm) | Stokesdv posun (cm™1) | Dialektrickd konstanta
DMSO 520 597 2480 46,7
Toluen 509 610 3253 2,38
Aceton 497 592 3229 20,7
Chloroform 514 583 2303 4,81
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Podle literatury lze z jednoduSe zjistitelnych jednofotonovych absorpCnich a fluoresencnich spekter
ziskat pfedstavu o dvoufotonové ic¢innosti kvadrupolarnich latek [38]]. To mizZe byt vyhodné pro prvotni
vybér a design molekul.

Molekuly nevykazujici absorpéni solvatochromismus a vykazujici silny fluorescen¢ni solvatochro-
mismus, znatelny jiz v lehce polarnich rozpoustédlech, budou mit pravdépodobné nizké TPA priifezy.
Kvadrupolarni molekuly, vykazujici fluorescenéni solvatochromismus pouze ve vysoce polarnich roz-
poustédlech, je budou mit vétsi a nejvétsi TPA prifezy by mély vykazovat chromofory bez zndmek
solvatochromismu.

Po aplikaci této teorie na nami méfené latky zjistime, Ze by nejvétsi TPA prufezy mély mit latky U24
a U49, avsak jelikoz je u nich kvadrupolarni charakter - pro ktery je platnd tato teorie - velmi slaby, tak
je to nepravdépodobné. VEtsi TPA prifezy se ocekavaji u molekul U37 a U50, kde se alespon ¢aste¢né

kvadrupolérni charakter vyskytuje, ¢emuz odpovidaly i vE&tsi intenzity méfené fluorescence v pribéhu

méfeni.

4.2.2 Dvoufotonova absorpce DPP

Na Obrazcich [37)a[38|jsou zobrazena srovnani jednofotonovych a dvoufotonovych absorpénich spekter.

P1i jejich vyhodnoceni navdZzeme na praci Pawlickeho a jeho kolegti [7]).
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Obrdzek 37: Srovndni OPA a TPA absorpcnich spekter U24 a U37 ve vybranych rozpoustédlech

Pawlicki zde popisuje existenci dvou rozdilnych excitaénich hladin pro jednofotonovou a dvoufoto-
novou excitaci, pokud se jedna o centralné¢ symetrické kvadrupolarni molekuly. Dvoufotonova excitaéni
hladina se vyskytuje ve vys§ich energiich, a proto se jeji absorpéni pasy vyskytuji v niz§ich vlnovych
délkéich (jak bylo napf. pozorovdno u srovndni OPA a TPA spekter Rhodaminu B a Rhodaminu 6G na
Obrazku [34). V pfipadé nesymetrickych dipoldrnich molekul existuje pouze jedna hladina pro jednofo-
tonovou i dvoufotonovou excitaci. Absorpéni spektra jednofotonové i dvoufotonové absorpce pak maji
stejnd maxima.

Molekuly U24 a U49, jak jiz bylo uvedeno, nelze povazZovat za kvadrupolarni ani dipolarni. Lze u nich
vSak pozorovat mirny bathochromni posun. U24 vykazuje nejvétsi posun od OPA spektra v chloroformu
- 122 nm. U49 vykazuje nejvétsi posun v roztoku DMSO. Rozdil TPA U49 v DMSO a OPA spekter je

58 nm.
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Obrdzek 38: Srovndni OPA a TPA absorpcnich spekter U49 a U50 ve vybranych rozpoustédlech

U molekul U37 a U50 pfevazuje dipolarni charakter, diky ¢emuZ na né& Ize aplikovat uvedenou teorii

[7]. Vidime, Ze jsou OPA a TPA spektra téméf identickd. Hladina pro jednofotonovou a dvoufotonovou

excitaci je tedy stejnd. Z hlediska dvoufotonové absorpce u téchto latek prevazuje spiSe dipolarni nez

kavadrupolarni charakter. Mirné rozdily mohou byt zplisobené solvatatnimi déji.
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5 Zaveér

Cilem této prace bylo, pomoci metody méfeni fluorescence generované dvoufotonovou absorpct, zjistovat
dvoufotonové absorpéni vlastnosti molekul Diketopyrrolopyrroli a hledat souvislosti mezi témito vlast-
nostmi a jejich strukturou. S takovymi znalostmi bude v budoucnu moZné navrhnout molekuly s vyhodny-
mi dvoufotonovymi (TP) vlastnostmi.

JelikoZ §lo o doposud nefeSenou problematiku, bylo nejdiive nutné sestavit experimentalni zafizeni
a nasledné vypracovat metodiku méfeni. Pro jeji zavedeni bylo potieba nalézt vhodné podminky méfeni.
Experimentdlné byly stanoveny zdkladni optické vlastnosti Rhodaminu B a Rhodaminu 6G. Na téchto
latkach byla také provedena prvni méfeni TPA a interpretace vysledkd. Vhodna koncentrace pro méfent,
tedy takovd, aby nedochédzelo k tvorbé dimerli a agregdtii a zdroveni, aby byl signdl méfitelny a ne-
dochdzelo k saturaci vzorku, je u RhodaminG ¢ = 1 - 107 mol-1~!. Pro eliminovéni reabsorpce je
vhodné pouzivat kyvetu [ = 0, 1 cm. Nakonec je potfeba eliminovat data, kterd neodpovidaji teorii TPA.

Po optimalizaci podminek a vybéru dat odpovidajicich TPA se pomoci uvedenych vypoéta podarilo
ziskat jejich TPA prifezy. TPA prifezy pro Rhodamin B a Rhodamin 6G vySly drppp) = 7+ 2 GM
adrpgea) = 4 £ 1 GM. Vypotitané hodnoty odpovidaly hodnotdm nalezenym v literatuie. Nésledn€
byla dspésné naméfena TPA spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G, ktera tvarové odpovidala spektrim
ziskanych z literatury. Z toho lze vyvodit, Ze jsou pouzité postupy a vypocty spravné.

Déle byla porovndna OPA a TPA spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G. Z tohoto srovnéni 1ze pozo-
rovat, ze zatimco jednofotonové byl dovolen pouze nejnizsi excitovany stav, dvoufotonové byl dovolen
predevs§im vySsi excitovany stav, coZ se projevilo vyssi absorpci v oblasti kratSich vinovych délek nez
pfi jednofotonové absorpci.

Dile byla diskutovana struktura molekul Diketopyrrolopyrrolt - U24, U37, U49 a US0 a jejich ab-
sorpcni a emisni solvatochromismus - z experimentalné zjisténych jednofotonovych absorpcnich a emis-
nich spekter v rozpoustédlech o rtizné dialektrické konstanté. Podle teorie pro kvadrupolarni mole-
kuly, by mély vétsi TPA prufezy vykazovat symetrické molekuly U24 a U49, u kterych se neproje-
vil posun spekter pri zméné rozpoustédla. Avsak pro jejich velmi slaby kvadrupolarni charakter se to

N P4

nepiedpokldda. Intenzivnéjsi TPA spektra by mély vykazovat nesymetrické molekuly U37 a U50, které
vykazujf silnéjsi polarni charakter.

Nakonec bylo provedeno srovnani jednofotonovych (OP) a TP absorpcnich spekter. U molekul U24
a U49 byl pozorovan mirny bathochromni posun TPA spektra, ktery je disledkem existence dvou rozdil-
nych excita¢nich hladin pro OP a TP pfechod. U molekul U37 a U50, nebyl, pro jejich prevaZujici
dipolérni charakter, pozorovén rozdil mezi OP a TP ptechody.

Vysledkem prace je vyvinutd a optimalizovand metoda pro méfeni dvoufotonovych charakteristik
latek. Také se podafilo charakterizovat modelové materidly - Rhodamin B a Rhodamin 6G, které jsou
vhodné jako standardy pfi studiu novych funkénich materialti pro TPA aplikace. Nakonec byly disku-
tovany TP vlastnosti a ofekdvané velikosti TPA prifezi vybrané skupiny DPP, na jejichZ vyzkum lze

navazat.
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Seznam pouzitych zkratek

DPPs
ICCD
IR
OPA
OPG
OPM
TPA
TPEF
TPM
Uv

Diketopyrrolopyrroly

Intensified Charge-Coupled Device
Infrared

One-Photon Absorption

Opticky Parametricky Generator
One-Photon Microscopy
Two-Photon Absorption
Two-Photon Excited Fluorescence
Two-Photon Microscopy
Ultraviolet

41



	Úvod
	Teoretická cást
	Dvoufotonová absorpce
	Metody merení TPA prurezu a spekter
	Metoda z-Scan
	Metoda merení dvoufotonové fluorescence (TPEF)

	Látky s vysokými TPA prurezy
	Dipolární molekuly
	Kvadrupolární molekuly
	Oktupolární molekuly
	Diketopyrrolopyrroly
	Další významné molekuly


	Experimentální cást
	Materiály a prístroje
	Prístroj pro merení dvoufotonových charakteristik

	Výsledky a diskuze
	Vývoj metody
	Metoda zjištení TPA prurezu
	Nalezení vhodných podmínek pro merení
	Nalezení dat odpovídajících TPA
	Výsledky optimalizace podmínek

	Charakterizace nových materiálu - DPP
	Jednofotonové optické vlastnosti
	Dvoufotonová absorpce DPP


	Záver

