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Espectrometria de fluorescéncia molecular

2.1.

Fluorescéncia molecular

21.1.

O Fenémeno

A luminescéncia molecular ¢ a emissdo de radiacdo eletromagnética (na
regido do ultravioleta préximo-visivel) proveniente de moléculas que foram
excitadas, retornando ao seu estado fundamental. Esse fendmeno ¢ denominado de
fotoluminescéncia, quando a absorc¢do de fotons de luz (hve) € o responsavel pela
excitacdo da molécula pela elevacdo de elétrons de valéncia de um orbital menos
energético para um orbital de maior energia. A luminescéncia molecular ¢
formalmente dividida em fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza
do estado excitado envolvido no processo. Se o estado excitado envolvido ¢
singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientacio
original, tem-se a fluorescéncia (Figura 7). Por outro lado, na fosforescéncia, a
orientagdo do elétron que foi promovido ao estado excitado ¢ invertida (estado
excitado tripleto, T,). Em conseqiiéncia da reten¢do da orientagdo original, o
retorno de uma populacdo que se encontra no estado excitado singleto para o
estado fundamental (que tem cardter singleto), ¢ permitido e ocorre muito
rapidamente (tempo de vida na ordem de ns). Assim, a fluorescéncia ¢
intrinsecamente um fendémeno luminescente mais comum que a fosforescéncia,
competindo eficientemente com processos de desativacdo nao-radiativos do
estado excitado. Como conseqiiéncia direta disso, € possivel observar facilmente
fluorescéncia na temperatura ambiente e diretamente em solucdo, o que torna o

procedimento experimental fluorimétrico bastante simples.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212136/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0212136/CA

A’H,

estado

fundarmental

estado excitado

44

L
PR

estado excitado

singleto tripleto

Figura 7: Representacdo do estado fundamental e dos estados excitados singleto e

tripleto.

Apobs a absorcdo de radiagdo de comprimento de onda caracteristico, a

populacdo de moléculas ¢ promovida para um estado excitado singleto, S,, (Figura

8). Segundo a regra de Kasha, a molécula se desativa por relaxamento através dos

niveis vibracionais de estados eletronicos de mesma multiplicidade até atingir o

primeiro nivel vibracional do estado excitado singleto de menor energia (S;). Este

processo de relaxamento recebe o nome de cruzamento interno (CI) e ¢ um

fendbmeno que ocorre com muita rapidez (10'13 a 10" s) e sem emissdo de

radiagao.
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Figura 8: Diagrama de Jablonski modificado. (A) absorgdo de um féton, (S,) estado

fundamental, (S,) estado excitado singleto, (S1) primeiro estado excitado singleto, (RV)

relaxamento vibracional, (Cl) cruzamento interno, (CSl) cruzamento intersistemas, (T,)

estado excitado tripleto. (Adaptado de Cardoso, 2003)
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A partir de S;, se a multiplicidade da populagdo molecular ndo mudar, ela
pode seguir dois caminhos para retornar ao estado fundamental. Primeiro, se a
diferenga de energia entre S; e Sy (estado fundamental) ndo for muito grande e
existir possibilidade de sobreposicdo de niveis vibracionais, a molécula pode ser
levada ao mais baixo nivel vibracional de S; por relaxamento vibracional sem
emissao de radiagdo eletromagnética, ou seja, ocorre um CI. Se, no entanto, a
diferenca energética entre S; e Sy for relativamente grande, a desativacao para o
estado fundamental se da com emissdo de radiacao na forma de fluorescéncia.

A fluorescéncia ¢ a base da fluorimetria que engloba o conjunto de
técnicas analiticas baseadas na detec¢do dos fotons emitidos por moléculas

excitadas de carater singleto quando estas retornam para o estado fundamental.

2.1.2.

Fatores que afetam a fluorescéncia

Para que ocorra a fluorescéncia, uma molécula precisa ter estrutura
apropriada e estar em um meio que favoreca a desativacdo radiativa S; = S,,
sendo esses dois fatores criticos na magnitude da eficiéncia quantica fluorescente
(¢7) de uma substancia.

A eficiéncia quantica fluorescente de uma substancia ¢ a razdo entre o
numero de fotons emitidos por fluorescéncia e o numero de fotons absorvidos
(Equagdo 1). Uma molécula sera significativamente fluorescente se sua eficiéncia

quantica tiver magnitude consideravel (entre 0,1 e 1).

(1) Loy,

onde Ir e I, sdo respectivamente as intensidades da radiacdo fluorescente e
absorvida.
Embora seja dificil prever teoricamente se uma molécula exibird

luminescéncia sem o prévio conhecimento da diferenca de energia relativa entre o
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estado excitado singleto e o fundamental, pode-se, de um modo geral, se observar
alguns requisitos. Primeiramente, moléculas relativamente rigidas e ricas em
elétrons m (como no caso das moléculas aromadticas), contendo ou nao
heterodtomos em sua cadeia principal, sdo potencialmente fluorescentes.
Estruturas moleculares rigidas (com restricdes de liberdade vibracional) tém o
processo de desativagdo nado-radiativo por CI significantemente minimizado com
conseqiiente aumento da ¢p J4 uma estrutura molecular planar favorece a
fluorescéncia, pois aumenta a interagdo e conjugagdo entre o sistema de elétrons
n. A fluorescéncia advém de transi¢des m* = m (entre orbital pi anti-ligante —
orbital pi ligante) e em menor escala m* = n (entre orbital pi anti-ligante — orbital
ndo-ligante). A presenca de grupos substituintes na molécula também ¢ fator
importante, pois afeta a intensidade e o tipo de luminescéncia, sendo que a
presenca de grupos hidroxi (-OH), metoxi (-OR), amino (-NR;), cianeto (-CN) e
sulfonico (-SO;3;H) tém tendéncia em amplificar a fluorescéncia. Por outro lado,
grupos cetonicos (-C=0) carboxilicos (-COOH) e halogénios (-X) favorecem o
cruzamento intersistemas, trocando a multiplicidade da populagdo excitada (S; =
Tn) e por conseqiiéncia diminuindo a fluorescéncia (Ingle e Crouch, 1988).

Outros fatores também sdo essenciais, tais como: a temperatura, pH,
solvente e a presenca de outras espécies podem ter um profundo efeito nas
caracteristicas luminescentes de uma substincia, afetando ndo somente a
velocidades dos processos luminescentes € dos processos nao-radiativos, mas
também a natureza e a energia relativa do estado excitado de menor energia
(Schulman, 1977).

Em geral o aumento da temperatura tem como conseqiiéncia um aumento na
eficiéncia dos processos de relaxamento vibracional (CI) na desativagao do estado
excitado. No entanto, por ser um fendmeno de tempo de vida relativamente curto,
esse fator € menos critico no caso da fluorescéncia, o que permite facil observacao
do fendmeno na temperatura ambiente.

A natureza do sistema de solventes também ¢ fator relevante sendo que a
sua viscosidade, polaridade e carater protico podem afetar significantemente a
luminescéncia. A viscosidade pode diminuir a taxa de colisdes bimoleculares
desativadoras (quenching) pela diminuicao da difusdo de espécies desativadoras e

do oxigénio no meio. No caso da fluorescéncia, a presenca do oxigénio nao ¢
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critica, pois este ¢ apenas desativador do estado excitado tripleto, sendo assim,
este € um parametro importante, no caso da fosforescéncia. Ja a polaridade e o
carater protico do solvente sdo importantes, pois afetam a energia do estado
excitado (Ingle e Crouch, 1988).

As moléculas rapidamente se reorientam em torno da molécula
luminescente logo apds serem promovidas para o estado excitado e antes do
retorno para o estado fundamental. Conseqiientemente, a energia relativa do
estado excitado apds a fluorescéncia pode ser significantemente diferente do que
era durante o processo de absor¢do. No caso das transi¢des m-m*, comuns na
fluorescéncia, a molécula no estado excitado ¢ mais polar e tem carater mais
basico do que quando ela se encontra no estado fundamental. Assim, o aumento
da polaridade do solvente ou do seu carater protico, acarreta numa diminuigao da
energia relativa do estado excitado, com deslocamento batocromico do espectro
(em direcdo ao vermelho). Essa diminuicdo de energia pode também acarretar no
aumento da eficiéncia da CI com a contrapartida da diminuicao da fluorescéncia.
No caso das transigdes n-n*, o estado excitado ¢ menos polar e o aumento da
polaridade ou do carater protico do solvente ocasiona deslocamentos
hipsocromicos (em direcdo ao azul). Outro efeito comum ¢ decorrente da
mudanca do estado excitado singleto de n,m* para m,m* (se as energias dos
mesmos forem proximos o suficiente para permitir a troca) na presenca de
solventes polares ou de maior carater protico. Isso explica o porqué de algumas
substancias nao fluorescerem ou apresentarem fraca fluorescéncia em solventes
apolares ou nao-préticos enquanto fluorescem intensamente em solventes polares
e préticos (Ingle e Crouch, 1988).

O efeito do pH nos sistemas de solventes proticos ¢ relevante na
fluorescéncia em moléculas aromadticas contendo grupos funcionais bésicos ou
acidos, sendo muito comum observar significante diferenga entre as propriedades
luminescentes de moléculas protonadas e ndo-protonadas.

Em fluorescéncia, certos cations e anions de elementos de elevada massa
atdmica causam a desativacdo do estado excitado singleto, seja pela mudanga da
multiplicidade do mesmo (S; = T,) ou pelo aumento da velocidade dos processos
de desativacao nado-radiativos. Por exemplo, no caso dos halogenetos, esse efeito ¢

mais comum para o iodeto, seguido do brometo e em muito menor intensidade
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para o cloreto e fluoreto. Esse maior efeito desativador do estado excitado singleto
causado por ions mais pesados se deve ao melhor acoplamento spin-orbital obtido
entre esses ions e moléculas no estado excitado. Esse efeito, denominado de efeito
externo do atomo pesado, é também observado para outros fons tais como Cd*",
Pb**, Hg* e TI".

Outras substancias podem desativar o estado excitado singleto por meio do
quenching dinamico. Quenching pode ser definido como transferéncia de energia,
por processo ndo-radiativo, da substidncia de interesse no estado excitado
(fluor6foro) para outras moléculas, que serdo denominadas aqui como agentes
desativadores (Q), que por sua vez passam para o estado excitado enquanto o
fluoroforo retorna para o estado fundamental. O quenching dindmico ¢ um
processo colisional e por isso requer o contato entre as espécies envolvidas. Em
conseqiiéncia, a magnitude dessa desativagdo ¢ proporcional a concentragdo do
agente desativador e da sua capacidade de difusdo no meio. Substancias
concomitantes, presentes em maiores concentragdes, podem também reduzir a
luminescéncia liquida emitida por uma populagdo de fluor6foros por meio da
reabsorcdo da fluorescéncia (absor¢do secundaria) (Ingle e Crouch, 1988S;

Schulman, 1977).

2.1.3.

Relagées quantitativas

A relagdo existente entre concentragdo (C) e a intensidade da radiagdo

absorvida (/,) ¢ dada pela Lei de Beer-Lambert (Equagao 2).

) Lo=1Iy—1,=1,(1-10°

onde Iy e I, sdo, respectivamente, as intensidades de radiacdo incidente e
transmitida, & ¢ a absortividade molar caracteristica da molécula absorvente, C € a
concentracdo do analito e / ¢ a espessura do caminho oOtico percorrido pela
radiagdo dentro do compartimento onde se encontra a amostra. No processo

luminescente, /, passa a ser denominada de radiagdo de excitagdo.
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Como varios processos competem pela desativagdo do estado excitado
singleto, a intensidade de fluorescéncia I (Equacdo 3) € obtida multiplicando-se a
Equacdo 2 por ¢y que é o fator que indica a fragdo de moléculas no estado

excitado que efetivamente fluorescem.

3) Iy =dr L
Assim, combinando-se as Equacdes 2 e 3, temos a Equagdo 4:
4) Iy= b1 (1-10°)

Considerando que a amostra contendo o fluordforo (substancia fluorescente)
esteja em solug¢do, que exista minima perda por espalhamento da radiagdo de
excita¢do, e que os valores de &C./ seja menor que 0,02 (condi¢des opticamente
finas observadas em solugdes diluidas de fluor6foro), pode-se fazer a expansdo
em série da Equacdo 4. Os termos superiores da série podem ser negligenciados

para simplificar o procedimento, obtendo-se assim a Equagao 5:

(5) If: 2,3(1)f[()6‘.Cl
ou
(6) L=kC

onde o valor de k pode ser facilmente obtido a partir de uma curva analitica.
O efeito quantitativo da presenga de agentes desativadores na fluorescéncia

medida ¢ dado pela relacao de Stern-Volmer (Equagao 7).

]0
(7 IF =1+K,[0]

F

onde I° r ¢ Ip sdo as intensidades das fluorescéncias na auséncia e na presenca do

agente desativador Q, K, € a constante de Stern-Volmer, que por sua vez ¢ a razao
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entre a constante de velocidade do quenching (ky) € o somatoério dos outras
constantes de velocidade dos processos de destativagdo do estado excitado
singleto a mencionar: a constante de velocidade da fluorescéncia (kg), a constante
de velocidade do cruzamento interno (kcj) € a constante de velocidade do
cruzamento intersistemas (kcis), que por sua vez ¢ o processo de mudanca de
multiplicidade do estado excitado (S; = T,). A relagdo entre K4 e kq é dada pela
Equacdo 8, onde 19 ¢ o tempo de vida do evento luminescente na auséncia do

agente desativador.
(8) Kq=kq 1o

Considerando que a taxa para colisio bimolecular em solu¢do na
temperatura ambiente ¢ da ordem de 10" L mol”'s™, e que de todas as colisdes
resultam em desativagio, o valor maximo para k, sera 10'° L mol™'s™. No caso da
fluorescéncia, cujo tempo de vida ¢ da ordem de ns (por exemplo, Tp = 1 ns), o
valor esperado para K, ¢ 10 L mol”, que ao ser substituido na Equacdo de Stern-
Volmer, implica em um quenching dindmico da fluorescéncia quase
negligenciavel para concentragdes de agente desativador na ordem de 1 mmol L™.
Para efeito de comparacao, no caso da fosforescéncia (que tem 1y da ordem de
ms), kq pode alcancar 10" L mol™”, o que implica em total desativagio da
luminescéncia com concentragdes de agente desativador na ordem de 1 mmol L™.
Assim, no caso da fluorescéncia espera-se desativagdo significativa apenas em
casos onde o agente desativador for um componente majoritario na matriz onde o
analito se encontra (por exemplo, uma substancia ativa associada presente em
maior quantidade ou um veiculo, no caso de medicamentos), ja considerando as
diluicdes inerentes a preparagao da amostra.

Fica claro a partir da discussdao acima, que o conhecimento dos parametros
experimentais ¢ fundamental para se aproveitar o potencial maximo do fenomeno
luminescente, em aplicacdes na quimica analitica, pois a manipulacdo de
condigdes pode acarretar em significante aumento tanto da sensibilidade quanto
da seletividade das determinagdes fluorimétricas (Ingle e Crouch, 1988 e

Schulman, 1977).
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2.2,

Derivacgao fotoquimica

Substancias que ndo apresentam luminescéncia intrinseca natural podem ser
induzidas a fluorescer ou fosforescer através de diversas reagdoes que modificam a
estrutura da molécula e conseqiientemente as propriedades fisico-quimicas dessas
substancias, obtendo-se assim, um derivado luminescente (derivacdao). Para a
obtencdo destes derivados pode-se efetuar, como por exemplo, reacdes com
agentes oxidantes, agentes redutores, agentes fluorogénicos ou fosfogénicos
(Yamaguchi et al., 1991; Katayama et al., 1993; Shibata et al., 1998), formacao
de quelatos com ions de terras raras e até mesmo por meio de simples reagdes
acido-base (Schulman, 1977). Esta técnica ¢ amplamente utilizada em métodos
analiticos baseados na fluorescéncia.

Existe um outro tipo de deriva¢do onde a molécula do analito de interesse ¢
modificada por meio de reagdes fotoquimicas provocadas principalmente por
radiacdo eletromagnética na regiao do ultravioleta (UV). O tratamento com UV ¢
usado para obter a espécie derivada de um analito que possa ter, por exemplo, um
rendimento quantico luminescente mais elevado, que melhore a sensibilidade das
determinagdes analiticas. Alternativamente, este procedimento pode gerar
derivados ndo-luminescentes provenientes de compostos luminescentes, que
podem ser Uteis para suprimir a luminescéncia de potenciais interferentes, quando
misturas complexas sdo analisadas. Propriedades das moléculas como a
absortividade molar, propriedades oxi-redutoras e as propriedades de retencao da
mesma sao também modificadas pela derivagao fotoquimica.

Em uma deriva¢ao fotoquimica faz-se uso da radiagdo UV para promover
modifica¢cdes em um determinado analito, ndo somente por meio da degradacao
da molécula original, mas também por reacdes catalisadas pela radiagdo UV.
Dependendo de sua estrutura e dos componentes do meio reacional, um analito
pode sofrer reacdes de fotoxidagdo, fotoreducao, fotodecomposigdo, fotohidrolise
entre outras reacdes. A radiacio UV pode ser vista como um reagente
prontamente disponivel em varias intensidades, apresentando um baixo custo para
sua aplicacdo e eliminando problemas relacionados com contaminacdo, como

potencialmente pode-se observar com a adi¢do de reagentes quimicos. E também
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possivel selecionar faixas estreitas da banda do espectro para melhorar a reacao de
seletividade para misturas complexas (Calatayud e Benito, 1991).

As reagdes de derivacdo fotoquimica tém sido usadas para induzir ou
amplificar a luminescéncia de diversas drogas e outras substancias de interesse
clinico-biologico tais como os antihipertensivos, os antimicrobianos, os
antidepressivos, € os antiinflamatorios, entre outros. Com tal procedimento,
grande sensibilidade e seletividade podem ser alcancadas nas determinagdes
analiticas dessas substancias, utilizando um procedimento experimental

relativamente simples.

2.3.
Objetivos do Trabalho

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um procedimento experimental
para induzir fluorescéncia em moléculas de dois glicocorticoides sintéticos
(prednisolona e triancinolona acetonido) que ndo possuem fluorescéncia natural.
Por meio de um tratamento fotoquimico pretende-se obter um fotoproduto
luminescente estavel que possa ser utilizado para desenvolver uma metodologia
analitica espectrofluorimétrica para analise de formulagdes farmacéuticas em

varias apresentagdes (comprimidos, injetaveis e pomadas).

Para alcancar este objetivo, o trabalho foi dividido em etapas:

- Estudo preliminar das condi¢des necessarias para obtencdo de derivados
fluorescentes.

- Desenvolver e otimizar um procedimento analitico padronizado que
promovesse, em condicdo Otima, intensa fluorescéncia dos derivados
fotoquimicos dos analitos diretamente em solucao.

- Obter parametros analiticos de mérito e validar, mesmo que parcialmente, o
método analitico.

- Aplicar o método na analise de medicamentos.

- Estudar a potencialidade da aplicacdo do procedimento de indugao

fotoquimica de fluorescéncia com técnicas de cromatografia liquida.
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