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Introducgao ao estudo da fluorescéncia

O presente capitulo tem por objetivo descrever e conceituar o fendmeno da
fluorescéncia e como o mesmo pode ser utilizado como ferramenta no estudo de
fenomenos moleculares. Para tal, os livros utilizados para a estruturagao desse

capitulo e do proximo capitulo foram (Lakowicz, 2006 ¢ Valeur 2002)

2.1

Introducgéo a fluorescéncia

As primeiras observagdes de subtancias que emitiam luz depois de expostos
uma fonte de luz excitatoria, carecia de explicagdes, entretanto nem a mecanica
newtoniana e nem tampouco a optica eletromagnética de Maxwell eram capazes
de explica-la. Primeiramente, era curioso que para todas as substancias estudadas
sO emitissem luz num comprimento maior que da luz excitatdéria, também carecia
de uma explicacdo dos mecanismos de emissdo luminosa, como também uma
conclusiva explicagdo do porqué de determinadas substancias eram
luminesncentes e outras ndo. Ademais, foi uma revolugdo a época a possibilidade
de reconhecimento de substancias pelos seus espectros de absor¢ao e ou emissao.

O professor Alexander Jablonski deu uma grande -contribui¢do ao
entendimento dos componentes que formam a matéria ao elucidar os fendémenos
de fluorescéncia e fosforescéncia de maneira simples, elegante e inovadora através
de um diagrama que leva o seu nome, que representa pedagogicamente os
processos de absor¢do de radiacdo eletromagnética (aqui, reprensentando a faixa
de comprimentos de onda UV-Visivel), conversdo interna, fluorescéncia,
cruzamento interssistemas e fosforescéncia.

Um tipico diagrama de Jablonski (Figura 2.1) representa os niveis
energéticos Sp, S; e S, correspondentes, respectivamente, aos niveis singletos
fundamental, primeiro e segundo estados eletronicos excitados; os estados

tripletos, representados por T;, T, T3 (primeiro estado tripelo excitado, segundo e
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terceiro, etc). A cada uma desses estados estdo associados estados vibracionais,

que sdo representados por numeros: 0,1,2,.., etc.
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Figura 2.1. Diagrama de Jablonski. (Retirada de Valeur; 2002).

Ha uma variedade de diagramas de Jablonski, entretanto ¢ comum a todos
representarem as transi¢cdes eletronicas como setas verticais (na Figura 2.1, as
transicdes eletronicas radiativas sdo representadas por linhas retas, ja as transigdes
provocadas por mecanismos nao radiativos sao representadas por setas
onduladas). E importante atentar ao fato de que a ordem de grandeza do tempo das
transi¢cdes correspondentes a absor¢do da luz ¢ de femtossegundos, tempo este
muito menor que qualquer outro processo €, sendo os nucleos muito massivos,
ndo apresentam um significativo deslocamento durante essa transi¢do (principio
de Franck-Codon).

O nivel energético fundamental (Sy) corresponde ao nivel mais populado
pelas moléculas em equilibrio termodindmico com reservatdrio térmico. A
absorcdo de radiacdo eletromagnética pode levar a molécula a um dos niveis
vibracionais de um dos estados singletos excitados S, S,, etc. E a partir de entdo,
a molécula retorna ao estado fundamental S, por diversos processos de

decaimento radiativo ou nao radiativo.
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211 Diferentes processos de decaimento

) Conversao interna

E uma transi¢io ndo radiativa entre dois estados eletronicos de mesma
multiplicidade de spins. Em solucdo, este processo ¢ seguido de uma relaxagao
vibracional até o nivel vibracional mais baixo do estado eletronico final, sendo o
excesso de energia vibracional transferido para as moléculas do solvente através
de colisdes. Esse processo faz com que moléculas que foram levadas, pela
absor¢ao de fotons, a um nivel vibracional eletronico acima do menor nivel
vibracional do primeiro estado singleto excitado (S;) relaxem até esse nivel. A
escala de tempo desse processo ¢ da ordem de grandeza de 10™° a 107! segundos.
E possivel que, a partir de S;, a conversdo interna leve a molécula até o estado
singleto fundamental, entretanto este processo ndo ¢ tdo eficiente quanto o que
leva a molécula dos singletos superiores até o S;.

o Fluorescéncia

E um processo de relaxacdo eletronica que leva a molécula do estado
vibracional mais baixo do primeiro nivel singleto excitado para o nivel energético
fundamental (S; — Sy), através da emissdo de radiacdo eletromagnética. Por esse
motivo, o espectro de emissdo ¢ independente da frequéncia da luz de excitagao.
Justamente porque depois de excitada, a nuvem eletronica relaxa por processos
nao radiativos até o nivel eletronico S;. Ademais, o espectro de fluorescéncia se da
sempre em comprimentos de onda maiores que da luz de excitacdo,
correspondendo a fotons de menor energia. Tal regra, denominada Regra de
Stokes (por seu pioneirismo ao observar este fato) estd de acordo com a
conservagdo da energia, visto que parte da energia obtida através da absor¢ao de
fotons € perdida por vibragao da rede.

) Cruzamento intersistemas.

E um processo de transi¢do eletronica ndo radiativa que leva a nuvem
eletronica do estado S; até um estado tripleto T;. Seguem-se entdo outros
processos que relaxam o sistema até o nivel vibracional, conforme o diagrama da

Fig. 2.1.

. Fosforescéncia

E um processo de decaimento radiativo que leva a nuvem eletronica do

estado vibracional 0 do primeiro nivel tripleto ao nivel singleto fundamental (T,
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— Sp). Tanto o cruzamento intersistemas, quanto a fosforescéncia sdo transi¢des
proibidas, pois nao respeitam a multiplicidade dos spins. Essa transi¢ao se torna
possivel, por causa do acoplamento spin-orbita. E de suma importancia lembrar
que esses diferentes processos competem entre si, € em geral sdo mais eficientes
em relaxar a nuvem excitada. A fosforescéncia pode ser otimizada em baixas
temperaturas e/ou num meio rigido. As escalas de tempo caraceristicas desses

processos sao mostradas mais abaixo.

Processo Tempo caracteristico (s)
Absor¢ao 10"
Relaxac¢do vibracional 102 - 101
Tempo de vida do estado excitado S, 101° - 107
Cruzamento intersistema 101°-10*®
Conversdo interna 10" - 107
Tempo de vida do estado excitado T; 10° - 10°
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Figura 2.2. Esquema dos diferentes processos de relaxamento de uma moléculas excitada.
(Valeur, 2002).
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21.2 Tempos de vida e rendimentos quanticos.

Todos os processos de decaimentos descritos acima estdo associados a taxas
de decaimento (k), que sdo tipicas de cada molécula e das condigdes em que a
mesma se encontra. Na realidade o tempo de vida e o redimento quantico (que
serdo discutidos nesse capitulo) sdo caracteristicas marcantes de um fluoréforo.

Basicamente os decaimentos s3o divididos entre: radiativos (r) e nao
radiativos (nr), também as transi¢des singleto-singleto serdo representadas por (k°)
e transi¢des que violem a multiplicidade dos spins por (k').
- k% taxa de emissdo de fluorescéncia.
- k%.: taxade conversdo interna do estado S; — So.
- kis: taxa de cruzamento interssistemas

Para o decaimento desde um estado tripleto T, para um estado fundamental.
T;— Sotemos:
- k"}: decaimento através da emissio de fotons (fosforescéncia).
- anr: cruzamento intersistemas, decaimento ndo radiativo.

Suponhamos que, numa soluc¢do, uma espécie fluorescente de concentragdo
[A] seja excitada por um pulso de luz extremamente rapido. Isso significa que o
seu tempo de duragdo ¢ muito menor que os inversos das taxas de decaimento
envolvidas. Depois da absor¢dao dos fotons, e da devida relaxacao (conversao
interna) até o primeiro estado singleto excitado, temos que a concentra¢do de
moléculas no estado excitado S; serd ['A’]. Por analogia com o decaimento
radioativo, temos que a taxa de despopulagdo do estado excitado, ou a taxa de
decaimento para o estado fundamental, pode ser descrita com a equacao
diferencial dada por:

o
=LAk 2.1)

Dai segue que a solucdo dessa equacdo serd do tipo:

[4¥]=['4*], exp(TiJ 2.2)

N

onde ['4*], ¢ a concentragdo de moléculas no estado excitado no tempo ¢ =0 e T;

¢ o tempo de vida do estado excitado S, dado por:
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A intensidade de fluorescéncia instantanea, ir, que se segue apds a absorcao
de um pulso muito curto de luz, tem a sua evolugdo governada por uma equacao
similiar a mostrada acima, pois temos que a ir num certo tempo t é proporcional a
populacdo do primeiro estado singleto excitado (S;). Através uma analise
dimensional, ¢ possivel perceber que a constante de proporcionalidade ¢ a propria
taxa de decaimento radiativo, de maneira que:

ip (1) = k! [ A¥]= k] ['4¥], exp| —— (2.4)
T

S
sendoi, (t) a intensidade de fluorescéncia instantanea, a qual diminui segundo a

exponencial acima.

O tempo de decaimento de fluorescéncia 7, define uma janela temporal

em que se pode observar a dindmica do sistema. Na realidade o tempo de vida
pode ser definido como o tempo em que a molécula permanece no estado excitado
em analogia ao decaimento radioativo.

O tempo de vida de uma molécula ¢ independente da frequéncia da luz de
excitagdo (ha exceg¢des). Como os mecanismos de conversdo interna sdo muito
rapidos (para moléculas em solugdo), a emissdao de luz se da do primeiro nivel
singleto excitado para o estado fundamental S; — Sy

O rendimento quantico de fluorescéncia® , ¢ a razdo do niimero de fotons

emitidos pelo numero de fotons absorvidos. Obviamente o decaimento total ¢é

proporcional ao numero de fotons absorvidos, o que nos leva até:

kS
p=———=klT, (2.5)
k> +k
O rendimento quantico também pode ser interpretado como a fracdo de
moléculas no estado excitado que retornam ao estado fundamental Sy via emissao

de fotons.
Da expressdo 2.4, a razdo entre ire ['4*], é:

lF(t) 1.5 _L
—[IA*]O =k’ exp . (2.6)

N
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A integracdo desta razao durante todo o decaimento fornece o rendimento

quantico de fluorescéncia:

o0

j i (Ndt=k't, =D, (2.7)

0

['4%],

2.1.3 Supressao de fluorescéncia

Ha diversos processos de supressao de fluorescéncia, i.e., diminuicdo da
intensidade de emissdo sem deslocamento do pico ou modificacdo da forma do
espectro. Aqui serdo descritos dois dos principais mecanismos de supressdo da

emissao fluorescente.

Supressao dindmica ou colisional.

A supressdo colisional (dinamica) ocorre quando um fluoréforo no estado
excitado perde energia através do choque com alguma molécula da solugdo,
retornando ao estado fundamental sem emissao de fotons.

Suponhamos que ['A"] seja a concentragdo de moléculas no estado excitado
S1, depois da absor¢ao de um curto pulso de luz. A despopulagdo desse estado vai
depender das taxas usuais de decaimento, radiativo e nao radiativo, mais um
termo proporcional a concentracdo do supressor de fluorescéncia ([Q]), e
obtemos:

d[' 4
dt

Entretanto, pela relagdo (2.3) obtemos:

]=—(kf +ho ) A1k, 101 4] 2.9)

dl' 4]
dt

_ _(%0 +k,[OD.['A"] (2.10)

sendo 19 o tempo de vida da molécula na auséncia do supressor e kq a constante
bimolecular, que reflete a acessibilidade do supressor ao fluor6foro.

Solucionado a equag¢ao diferencial (2.10) temos:
(A=A Ny expi=( ), +k,[0Dr} (2.11)

E como a intensidade de fluorescéncia ¢ proporcional a concentragdo de

moléculas no estado excitado, temos que:


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1112913/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1112913/CA

26

i(t) =1(0) exp {( %0 +k,[O])1} (2.12)]
E, portanto, o novo tempo de vida (na presenca do supressor) sera:
r=—_t0 (2.13)
1+k,70[0]
Segue que:
To
—=1+k,7,[0] (2.14)
T

Como o rendimento quantico de fluorescéncia depende do tempo de vida

segundo a equagdo (2.5) chegamos a relagdo de Stern-Volmer:

Iy CDo Ty
fo _ :_:1+qu'0[Q]:KSV[Q]+1 (2.15)
() T

Sendo i € iy sdo as intensidades da emissdo estacionaria de fluorescéncia na

presenca e auséncia do supressor respectivamente. E temos que Ksy = kqTo

Supressao estatica de fluorescéncia

A supressdao de fluorescéncia pode ocorrer também pela formagdo de um
complexo ndo fluorescente. Tomando a formagdo de complexo ndo fluorescente
1:1, segundo o equilibrio F +Q < F —Q, teremos:

K= LF=0] (2.16)
[F].[0]
Pela conservagdao da massa teremos que a concentragao total do fluoréforo

([F];) sera dada por

[F]: = [F] + [F-Q] (2.17)
Considerando as intensidades de fluorescéncia proporcionais a concentracao
de espécies fluorescentes e combinando as equagdes (2.16) e (2.17) chegamos a:
b1+ K,[0] (2.18)
i
Ademais, ¢ importante perceber que na supressao estatica ndao ha mudanca

no tempo de vida, visto que as moléculas que continuam emitindo radiagdo

eletromagnética sdo as que nao formaram complexo nao fluorescente.
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