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3.
Técnicas Experimentais

O presente trabalho experimental foi desenvolvido basicamente pela
aplicacdo de técnicas espectroscopicas, em particular, de espectroscopia de
fluorescéncia no estado estacionario e resolvida no tempo. A espectroscopia de
fluorescéncia tem sido desde muito tempo uma das técnicas mais utilizadas nos
estudos de estrutura e fun¢do de moléculas bioldgicas, em particular proteinas e
biomembranas. A fluorescéncia ¢ um método muito sensivel para estudos de
mudancas conformacionais, interacoes e localizacdo de sitios de acdo de

moléculas de interesse bioldgico em macromoléculas e biomembranas.

A espectrometria de massas foi também usada em nosso trabalho, sobretudo
na identificagdo das massas moleculares das espécies (ou fotoprodutos) formadas

na fotodegradagao.

Descrevemos brevemente neste capitulo os principios fisicos em que estdao
baseadas nossas medidas. As se¢Oes referentes a fluorescéncia foram escritas com

base nos excelentes textos escritos por Lakowicz (2006), Valeur (2005) .

3.1.
Conceitos basicos de espectroscopia

A espectroscopia ¢ o estudo da interagdo da radiacdo com a matéria,
consistindo na absor¢do, emissao ou espalhamento da radiagdo por atomos ou
moléculas. A luz ¢ uma radiagdo eletromagnética, numa faixa restrita de
comprimentos de onda ( ~ 180 nm, ultravioleta, a ~ 900 nm, infravermelho). As
ondas eletromagnéticas sdo caracterizadas por uma frequéncia (v) e um
comprimento de onda (), sendo essas grandezas fisicas relacionadas pela equacao
Av = ¢, onde c¢ ¢ a velocidade da luz para um determinado meio.

As ondas eletromagnéticas também possuem propriedades de particula e se

comportam como particulas (fotons) com energia bem definida E=hv, onde h ¢é a
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constante de Planck. Portanto, uma radiagao eletromagnética de comprimento de
onda A ¢ formada de fétons com energia E = hc/A.

Muitos dos processos fisico-quimicos que acontecem no mundo
microscopico das moléculas s6 sao explicados com base na mecanica quantica.
Ela nos d4 informacdes sobre os estados de energia que uma molécula pode
ocupar e os mecanismos pelos quais uma molécula pode mudar de um estado de
energia a outro. O estado de uma molécula ou sistema quantico ¢ descrito por
meio de uma func¢do de onda y que ¢, em geral, funcdo das coordenadas espaciais
e dos spins dos elétrons e ntcleos, e dos campos externos. Esta fun¢do de onda
nos d4 uma distribuigo de probabilidade ( | ¥ | ? ¢ a densidade de probabilidade).

A mecanica quantica mostra que uma molécula s6 pode ter energias num
conjunto discreto de valores. Estas quantidades s3o chamadas niveis de energia da
molécula. Os niveis principais de energias sdo determinados pelas possiveis
distribuicdes espaciais dos elétrons e sdo chamados niveis eletronicos de energia;
esses niveis s3o desdobrados em niveis vibracionais, que indicam os varios
modos de vibragdo da molécula. Ha ainda subdivisdes menores chamadas de
niveis rotacionais. O nivel de mais baixa energia ¢ chamado de estado
fundamental e nele as energias eletronica e dos movimentos internos t€ém seus
valores minimos. Os outros estados de energia da molécula sdo chamados de
estados excitados.

Geralmente as moléculas se encontram em seu estado fundamental e, ao
serem irradiadas, podem ser excitadas até outro nivel energético quando a energia
da radiacdo incidente corresponde exatamente a diferenga de energia entre os dois
niveis. Podemos excitar a molécula submetendo-a a um campo externo, por
exemplo, o campo elétrico da radiacdo incidente, que interage com as particulas
carregadas da molécula. O potencial elétrico externo ¢ capaz de ocasionar uma
probabilidade de transi¢do entre os estados da molécula. Esta pode ser descrita em
funcdo do operador dipolo elétrico da molécula (que descreve a distribuicdo de
carga de uma molécula) e da amplitude do campo elétrico oscilante da luz. A
amplitude da probabilidade de transicdo ¢ o momento de dipolo da transigao,
descrevendo a habilidade da luz em distorcer uma molécula obrigando-a a fazer

uma transic¢ao para outro estado (Hollas, 2004).
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3.2,
Espectroscopia de absorc¢ao

Em geral, uma transicao eletronica consiste em promover um elétron de um
orbital de uma molécula no estado fundamental para um orbital desocupado por
absorcdo de um foton. As transicoes eletronicas de orbitais mais externos
correspondem a espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta e visivel. O
orbital molecular ¢ é formado por dois orbitais atdmicos s ou de um orbital
atdmico p e um orbital atdbmico s. O orbital molecular & se forma por dois orbitais
atomicos p. O orbital molecular n consiste de elétrons ndo ligantes localizados em
heteroatomos tais como oxigénio ou nitrogénio. Para ilustrar os niveis de energia
de uma molécula e as transi¢des entre os trés tipos de orbitais moleculares, a Fig.

3.2 mostra o formaldeido como exemplo.
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Figura 3.1. Niveis de energia de orbitais moleculares do formaldeido (HOMO: orbital

molecular ocupado de mais alta energia; LUMO: orbital molecular desocupado de mais

baixa energia) (Valeur, 2001).

Na espectroscopia de absor¢do e fluorescéncia de uma molécula, sdo
importantes os seguintes orbitais: o orbital molecular ocupado de mais alta energia
(HOMO) e o orbital molecular desocupado mais baixa energia (LUMO). Por
exemplo, no formaldeido, o HOMO ¢ o orbital n ¢ o LUMO ¢ o orbital 7*.

As transi¢des m — m* podem ser observadas em todos os compostos
insaturados, em geral aparecendo na faixa do espectro com A >220 nm até o
infravermelho préximo. Se ndo forem proibidas por regras de selecdo de spin ou
simetria, as transicdes m — w* tém altos coeficientes de absor¢do molar

(extingdo), aproximadamente 10* — 10° M cm™. As transicdes n — n* tém
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1 -1
cm ', e, frequentemente,

. ~ 2 -
coeficientes de absor¢do menores, cerca de 10° M
aparecem como “ombro” na faixa de comprimentos de onda maiores nos espectros
de absorcao. Para medidas em solucao, as transicbes 1 — ¢*, n — 6* ¢ 0 — ©*

sdo geralmente escondidas pela absor¢ao do solvente (< 190 nm).

Lei de Beer - Lambert

A lei de Beer - Lambert relaciona a quantidade de luz absorvida por uma

amostra com sua espessura e concentragdo, expressa da seguinte forma:
[=1,-107¢¢! 3.1

onde I é a intensidade da luz transmitida, Iy é a intensidade de luz incidente, ¢ € a
concentragdo da amostra em mols por litro, / ¢ a espessura da amostraem cm e € ¢
o coeficiente de absor¢do molar, que ¢ um pardmetro caracteristico de cada
espécie molecular num dado solvente e comprimento de onda observado.

A razao I/l ¢ a fragdo de luz incidente que ¢ transmitida, ¢ ¢ chamada
transmitancia (T). A absorbancia (A) ¢ dada por

A=log(ly/1) 3.2
Logo,

A=¢g-c-l 3.3

Densidade optica ¢ a absorbancia para uma espessura da amostra igual a
lcm. A falha em obedecer a dependéncia linear da absorbancia com a
concentragdo, segundo a lei de Beer-Lambert, pode ser devida a altas
concentragdes, a formacdo de agregados ou a presenca de outras espécies

absorvedoras.

O principio de Frank-Condon

Os movimentos dos elétrons sdo muito mais rapidos do que os do nucleo,
muito mais pesado. Assim, quando ha uma transi¢do eletronica para um estado
excitado por absor¢io de um foton (duracio de ~107"°s), que é muito rapida
comparada com tempos associados a vibracdes moleculares (107" — 1072 s), os
nucleos ndo tém tempo de se reacomodar na nova posi¢do de equilibrio
(aproximagdo de Born-Oppenheimer). Esta observagdo é a base do principio de
Franck-Condon: uma transi¢cdo eletronica em geral ocorre sem mudanga nas

posi¢des dos nucleos tanto da molécula que absorveu o féton quanto das
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moléculas vizinhas. O estado resultante é chamado estado de Franck-Condon, € a
transicdo ¢ chamada de transi¢do vertical, como se observa na Fig. 3.2, onde as
curvas de energia potencial em funcdo da configuracdo nuclear (ou distancia
internuclear, no caso de uma molécula diatomica) sdo apresentadas como
potenciais de Morse.

Na Fig. 3.2 sdo observadas, além da transi¢do eletronica pura, 0 — 0, outras
transicdes vibronicas cujas intensidades dependem da posigdo relativa e da forma

das curvas de energia potencial.

sstad s ExEitEdE / estado excitado

0-0

estado fundamental estado fundamental

- T

configuragéo - configuragao -
AA nuclear AA nuclear
0-0 0:2
i 1
| I
1! i
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Figura 3.2 Acima: diagrama da energia potencial com transigdes eletrbnicas

verticais (principio de Franck-Condon); abaixo: forma das bandas de absor¢ao (linhas
tracejadas, observadas em vapor; linhas continuas, espectro alargado esperado em

solugédo. (modificado de Valeur, 2001).

3.3.
Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ um fendmeno que envolve a perda de energia de uma

molécula no estado excitado por emissdo de luz. Quando a molécula absorve um
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foton de luz, por exemplo, um elétron ¢ promovido do estado fundamental para
um estado excitado. Ocorre entdo, um relaxamento para o nivel vibracional
fundamental do estado excitado através da conversdo interna (processo nao
radiativo) e, entdo, o retorno para o estado eletronico fundamental com emissao de
luz. A Fig. 3.3 (Diagrama de Jablonski) mostra, competindo com a emissao,
varios outros processos com diferentes constantes de velocidade (k) que

contribuem para a perda de energia do estado excitado.
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Figura 3. 3 Diagrama de Jablonski (modificado de Lakowicz, 2006).

Os processos nao radiativos de relaxamento que competem com a
fluorescéncia (kg) sdo: conversdo interna (kic); cruzamento intersistema (kis) e
supressdo de varios tipos [kq(Q)]. Portanto a fragdo que representa a desexcitagdo
através da fluorescéncia ¢ dada por:

kg +kic +kig +ky[O]

D 3.4

onde a fracdo ®f ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia. Podemos observar
desta equacgdo que, se todos os processos nao radiativos fossem infinitamente
despreziveis entdo @ = 1, ou seja, o rendimento quantico de fluorescéncia seria
100%, isto ¢, o tnico mecanismo de relaxamento seria a fluorescéncia.

Uma propriedade importante da fluorescéncia ¢ que o mesmo espectro de
emissdo ¢ geralmente observado, independente do comprimento de onda de
excitacdo. Na excitacdo, a molécula vai para niveis vibracionais mais altos de um
determinado nivel eletronico, o excesso de energia ¢ rapidamente dissipado,
levando o fluoréforo para o nivel vibracional fundamental do singleto excitado,
S,. Por causa desta relaxagdo rapida, ao redor de 107'*s, é que o espectro de
emissao ¢ independente do comprimento de onda de excitagdo, e que todos os

espectros de fluorescéncia estardo deslocados para comprimentos de onda maiores
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(menor energia) do que os da banda de absor¢cdo. A banda de emissdo sera
aproximadamente uma imagem especular da banda de absor¢do cujo méximo esta
centrado em comprimentos de onda maiores que o da banda de absorcao. Este

deslocamento é conhecido como deslocamento de Stokes.

3.3.1.
Medidas de fluorescéncia estacionaria

Espectros de excita¢do: o espectro de excitagdo representa as intensidades de
fluorescéncia em fun¢do do comprimento de onda da luz de excitacdo, e ¢ obtido
mantendo-se o detector num unico comprimento de onda, em geral no pico de
emissdo. No caso de uma solugdo homogénea de um cromoforo, o espectro de
excitagdo corrigido corresponderda ao espectro de absor¢do desde que o
relaxamento radiativo ocorra do nivel vibracional fundamental do estado
eletronico excitado. Este parametro ird mudar se a energia potencial relativa entre
os estados excitado e fundamental for modificada por alguma perturbacao.
Espectros de emissdo: o espectro de emissdo representa as intensidades da
fluorescéncia em fun¢do do comprimento de onda de emissdo, e ¢ obtido fixando-
se o comprimento de onda da luz de excitagdo. Ele representa a transi¢ao do nivel
vibracional mais baixo do primeiro estado excitado S; para o estado fundamental
So.

Rendimento qudntico: o rendimento quantico, ¢, ¢ definido como a razao entre o
numero de fotons emitidos pelo nimero total de fotons absorvidos. As medidas de
¢r nos podem dar idéia da contribui¢do da fluorescéncia para reagdes do estado
excitado, enquanto que o espectro de absor¢do fornece informacgdes
principalmente sobre reagdes do estado fundamental.

Arranjo experimental: a Fig. 3.4 mostra um diagrama esquematico de um
espectrofluorimetro para medidas de fluorescéncia. Da forma como esta
configurado, o espectrofluorimetro pode ser usado de duas maneiras: se variarmos
o monocromador de emissdo mantendo-se fixo o monocromador de excitacao,
temos um espectro de emissao. Por outro lado, podemos ter fixo o monocromador
de emissdo e o monocromador de excitagdo variando, para produzir o espectro de

excitagao.
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Figura 3. 4 Diagrama esquematico de um espectrofluorimetro com geometria

perpendicular para excitagdo e emissao (Lakowicz, 2006).

A emiss@o molecular fluorescente apresenta vantagens como ferramenta
analitica quando comparada com outros métodos de espectroscopia, pois possui
elevada sensibilidade as vizinhancas da molécula, a gama linear de analise ¢ maior
e o erro inerente a medi¢do ¢ praticamente constante ao longo de toda a gama de
resposta. A sensibilidade da fluorescéncia ¢ uma consequéncia do longo tempo
que a moléculas permanecem no estado excitado antes do relaxamento. Na
fluorescéncia, um singleto permanece no estado excitado cerca de 107 s. Nesse
tempo varios tipos de processos podem ocorrer, tais como reagdes de protonagao
ou desprotonacao, mudangas conformacionais locais de proteinas e interagdes de
diversas drogas com sistemas biologicos.

A principal vantagem da fluorescéncia, sua dependéncia de fatores
ambientais, resulta muitas vezes em desvantagem. A fluorescéncia pode ser
reduzida (supressao) através dum processo de desativagdo, resultante da interagao

entre o composto fluorescente e outra substancia presente no sistema, por luz
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ultravioleta, por efeito de temperatura, por efeito de filtro interno, oxigénio e
impurezas existentes na solugdo. Além disso, para concentragdes elevadas pode
ocorrer a formagao de compostos constituidos por varias moléculas fluorescentes,
dimeros ou polimeros maiores, o que origina a diminui¢do da eficiéncia quantica e
a alteragdo dos espectros de absor¢ao e emissdo, resultando numa diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia. Podemos ainda nos referir ao fendmeno de
fotodecomposi¢ao, onde a luz incidente alterando as propriedades quimicas da
molécula fluorescente a converte numa outra espécie, mudando também o
espectro inicial de absor¢ao e emissao.

Em solugdes consideravelmente diluidas (absorbancias muito pequenas), a
intensidade de fluorescéncia ¢ proporcional a concentragdo de fluoroforo. Para
concentragdes suficientemente baixas (absorbancia<0.1) a luz incidente ¢
ligeiramente atenuada ao longo da cubeta. A concentragdo alta, uma parte
significante da luz incidente ¢ absorvida antes de chegar ao ponto onde a
luminescéncia ¢ observada (efeito de filtro interno) e uma parte significante da luz
emitida também ¢ reabsorvida antes desta sair da célula (efeito de filtro interno
secundario). O efeito de filtro interno vai levar a um aparente decréscimo da
intensidade de fluorescéncia observada por absor¢do da fluorescéncia. A
intensidade de fluorescéncia observada vai depender da densidade oOptica do
fluoréforo no comprimento de onda de excitacdo e emissdo. Consequentemente a
intensidade de fluorescéncia de um composto ¢ proporcional a concentracido
apenas para uma gama restrita de densidades Opticas. Em algumas situagdes ¢é

necessario aplicar fatores de corregao (Lakowicz, 2006).

3.3.2.
Fluorescéncia resolvida no tempo

Tempos de vida do estado excitado

O tempo de vida 1, equivale ao inverso da constante de velocidade ou taxa
do processo envolvido numa relaxacdo eletronica (k'). A absor¢do de um foton
no ultravioleta leva aproximadamente 10™" s, enquanto que o tempo de relaxagio

r At r . -11
de moléculas em solventes organicos ¢ aproximadamente de 10~ 's. Por outro lado
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a fosforescéncia caracteriza-se por tempos de vida longos que variam desde 107%
até valores na faixa de segundos.

O estudo de tempos de vida do estado excitado é amplamente usado em
espectroscopia de fluorescéncia e pode oferecer informagdes sobre reagdes
intermoleculares tais como: formagdo de dimeros, excimeros, transferéncia de
energia, distancias moleculares e difusdo rotacional. A natureza do decaimento de
fluorescéncia pode revelar detalhes sobre o microambiente do fluordéforo. Por
exemplo, multiplas constantes de decaimento podem ser atribuidas a um
fluor6foro em microambientes diferentes ou a processos de estado excitado. O
tempo de vida estabelece a janela temporal durante a qual outros processos de
estado excitado (difusdo rotacional e translacional, transferéncia de energia,
relaxamento dipolar) podem alterar a emissao e serem detectados.

H4é dois métodos utilizados para medir o tempo de vida de fluorescéncia de
um dado fluoréforo: o método pulsado e o harmoénico ou de modulagao de
frequéncia. Neste trabalho o método utilizado foi o pulsado e o detalharemos a
seguir.

Meétodo Pulsado: suponhamos que uma amostra contendo um fluoroforo ¢é
excitada com um pulso de luz infinitamente curto resultando em uma populacao
inicial Ny de fluor6éforos no primeiro estado excitado singleto. A populagdo no
estado excitado decai com uma taxa k; + ky; de acordo a equagao

AN _ _ .
~ =k k) N 3.5

onde N(f) ¢ o numero de moléculas excitadas no tempo ¢, k. ¢ a taxa radiativa
(fluorescéncia ou fosforescéncia), e &, € a taxa de decaimento ndo radiativa. A
emissao ¢ um evento aleatorio, e cada fluoréforo tem a mesma probabilidade de
emitir num dado periodo de tempo. Integrando a equagdo 3.5, obtemos um
decaimento exponencial da populacio excitada, da seguinte forma
N =Ny -exp(-t/1) 3.6

Como a intensidade radiativa (/) é proporcional a N(f) a podemos expressar
também como

I =a-exp(-t/7) 3.7

sendo 7 = (k, + knr)_l o tempo de vida e a a intensidade no tempo zero.
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O tempo de vida de fluorescéncia é o tempo necessario para a intensidade
decair para 63.2%, ou (1-1/e), de seu valor inicial. Comumente, o tempo de vida é

determinado do coeficiente angular do grafico log I(¢) versus ¢ (Fig. 3.5).

2&‘? lwax Inclinacido
=-1/1
= -(kg*+kp,)

=
'./:'\ —
= (@)
o

Tempo Tempo

Figura 3.5 Descrigdo esquematica de uma curva de decaimento de fluorescéncia

utilizando o método de pulsado.

Para um decaimento multiexponencial com n componentes, a I(¢) ¢
representada por:
n
I(t)= Y a; -exp(—t/7;) 3.8
i=1
A intensidade fracionaria da componente i, ou contribui¢do fracionaria da

componente i para a intensidade estacionaria, ¢

[1i(2)-dt
fi=+% S A 3.9

[I(t)-dt 2o
0 i=1

Com ifizl.
0

No caso de decaimentos de fluorescéncia multiexponenciais, podemos

calcular o tempo de vida médio como

Te-1(t)-di
(r)="2 3.10

T1(t)-dt
0
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Nesta defini¢do, cada tempo de decaimento € ponderado pela intensidade
fracionaria. Esta média ¢ chamada de tempo de decaimento com média nas
intensidades.

Outra possibilidade é o uso das amplitudes (fatores pré-exponenciais) como

peso:

(== fa 12

a; =—> 3.13

Esta média ¢ chamada de tempo de decaimento com média nas amplitudes.

A defini¢ao usada depende do fenomeno estudado. Por exemplo, o tempo de
decaimento com média nas intensidades deve de ser usado para calcular uma
constante colisional média, enquanto, em experimentos de transferéncia de
energia ressonante, o tempo de decaimento com média nas amplitudes deve de ser

usado em célculos de eficiéncia de transferéncia de energia (Lakowicz, 2006).

Arranjo experimental

O equipamento de fluorescéncia resolvida no tempo empregado nosso
trabalho para as medidas de tempo de vida de fluorescéncia (ou parametros de
decaimento) foram baseadas no método de contagem de foton Ttnico
correlacionado no tempo (TCSPC - Time Correlated Single Photon Counting).
Fig. 3.6 mostra um diagrama de um fluorimetro de contagem de féton unico. O
principio deste método se baseia no fato de que a probabilidade de detectar um
foéton Unico no tempo ¢ depois de um pulso de excitagdo é proporcional a
intensidade de fluorescéncia naquele tempo. Apds a sincronizagdo e gravacao de
fotons Unicos, depois de um grande niimero de pulsos de excitagdo, a curva de

decaimento da intensidade de fluorescéncia € reconstruida.
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Figura 3.6. Diagrama esquematico de um fluorimetro de contagem de f6ton Unico
(Valeur, 2001).

A fonte de excitacdo pode ser uma lampada de flash ou laser. Um pulso
elétrico associado com o pulso oOtico ¢ gerado e encaminhado — através de um
discriminador — para a entrada INICIAR do conversor tempo-amplitude. Por outro
lado, a amostra ¢ excitada pelo pulso otico ¢ emite fluorescéncia. Os sistemas
oticos sdo ajustados de modo que o fotomultiplicador detecte ndo mais de um
foton por cada pulso de excitacdo. O pulso elétrico correspondente ¢ encaminhado
— através de um discriminador — para a entrada de DETER do conversor tempo-
amplitude. Este ultimo gera um pulso de saida cuja amplitude é diretamente
proporcional ao intervalo de tempo entre os pulsos INICIAR e DETER. O
intervalo de tempo ¢ convertido a um valor digital por meio de um conversor

analogico-digital. O analisador multicanal aumenta de um o contetido do canal de
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memoria correspondendo ao valor digital do pulso detectado. Depois de um
grande numero de eventos de excitagdo-deteccdo, forma-se o histograma dos
fotons detectados, que representa a curva de decaimento de fluorescéncia.
Obviamente, quanto maior o nimero de eventos melhor ¢ a precisdo da curva de
decaimento.

Geralmente, as fontes luminosas disponiveis fornecem pulsos de diferentes
intervalos de duragdo. Como consequéncia, o decaimento de fluorescéncia
observado deve de ser corrigido pela largura do pulso da lampada. Este
procedimento ¢ geralmente denominado de deconvolugdo espectral. Quando a
deconvolugdo ¢é necessaria, o perfil temporal da lampada do pulso de excitagdo ¢
gravado sob as mesmas condigdes por substituicdo da amostra por uma solucio

dispersante. Esta dificuldade causada pela largura (duragdo) do pulso pode ser

minimizada pelo uso de lasers com pulsos de curta duracgio (picosegundos).

3.3.3.
Supressao de fluorescéncia

Denomina-se supressdo de fluorescéncia, qualquer processo que diminui a
intensidade de fluorescéncia de uma dada espécie. Estes processos podem ser:
reacdes no estado excitado, rearranjo molecular, transferéncia de energia,
formagao de complexos (supressdo estatica) e supressao por colisdo (supressao
dinamica). Tanto para a supressdo de fluorescéncia dindmica quanto estatica se
requer um contacto entre o fluor6foro e o agente supressor e, consequentemente,
estes tipos de supressao nos fornecem informagdes importantes sobre o fluoréforo.

Supressdo dindmica de fluorescéncia: consiste na desativagdo da
fluorescéncia do estado excitado por colisdo do fluor6foro com o agente supressor
durante o tempo de vida do estado excitado. Geralmente, apds o contacto entre
ambos, o fluordforo regressa ao estado fundamental sem emissdo de féton e sem

qualquer alteragdo quimica das moléculas envolvidas. A supressdo de

fluorescéncia dindmica, ou colisional, ¢ descrita pela equagdo de Stern - Volmer:

F,
70:1+kq-ro[Q]:l+KD[Q] 3.14

onde Fj e F representam, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na
auséncia e na presenca do agente supressor, k, ¢ a constante bimolecular de

supressao, 7) € o tempo vida na auséncia do agente supressor ¢ [Q] ¢ a
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concentragdo do agente supressor. A constante de Stern-Volmer, Kgy, ¢ dada por
rk, e representa-se também por Kp. A constante bimolecular reflete a eficiéncia
da supressao ou a acessibilidade do fluoréforo ao supressor.

Supressdo estdtica de fluorescéncia: consiste na formacao de um complexo
nao fluorescente entre o fluordforo e o supressor. Quando este complexo absorve

luz, ele imediatamente retorna ao estado fundamental sem emissao de foton.
F
F0=1+KS[Q] 3.15

Note-se que a dependéncia de Fy/F em relagdo a [Q] € linear e ¢ idéntica a
observada para supressdo dinamica, exceto que a constante de supressao ¢ agora a
constante de associacao.

Geralmente representa-se graficamente Fy/F em fun¢do de [Q] e espera-se
que Fy/F varie linearmente com a concentragdo do supressor. A reta obtida deste
gréfico intercepta o eixo das ordenadas em Fy/F' =1 e sua inclinacdo nos fornece a
constante Kgy. O valor de 1/Ksy é a concentracdo do supressor para a qual
Fy/F =2, ou seja, 50% da intensidade ¢ suprimida.

Em geral, um gréafico de Stern-Volmer linear indica uma Unica classe de
fluoréforos ou pelo menos todos igualmente acessiveis ao supressor. Se existir
mais de uma classe de fluoréforos, cujas acessibilidades ao supressor sao
distintas, entdo o grafico de Stern-Volmer ja ndo sera linear.

E importante observar aqui que apenas o grafico linear de Stern-Volmer nio
prova a ocorréncia de supressao dinamica ou estatica. A medida de tempos de
vida é o método mais definitivo para poder distinguir a supressdo estatica da
dindmica. A supressdo estatica remove uma fracdo dos fluoréforos observados.
Fluoréforos complexados nao sao fluorescentes e observa-se apenas a
fluorescéncia dos fluoréforos nao complexados. A fragdo nao complexada nao ¢
perturbada, e o tempo de vida vai permanecer constante igual a 7y. Portanto para
uma supressdo estatica 77 =1. Em contraste, a supressao dindmica ¢ um
processo que diminui a populagdo do estado excitado pela adi¢ao de uma taxa de
decaimento ndo radiativo, implicando no decréscimo do tempo de vida
(Fig. 3.7 A). Este decréscimo ¢ equivalente ao da intensidade de fluorescéncia:
Fy/F = 10/t para uma supressao dinamica.

Por outro lado, tomando em conta o coeficiente de difusdo das moléculas, a

supressdo dindmica pode ser distinguida da estdtica. A supressdo dindmica
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depende da difusdo, ja que a altas temperaturas os coeficientes de difusdo
aumentam, € consequentemente espera-se que as constantes de supressao
bimoleculares também aumentem. Em contraste, ao incrementar a temperatura ¢
provavel que aconteca uma diminui¢ao na estabilidade do complexo, e assim os

valores das constantes de supressdo estatica sejam mais baixos (Fig. 3.7 B).

Supressao dinamica Supressio estatica
I {F}m'

k=To' Nio emissio
hv K ¢

F+Q F-Q
A log I(t)
nio Q)
. adicionade Q
adicionade Q
0 t 0 t
B Mais alta

: s temperatura E

- f B % ;

~ - ‘ 4 Finclinacio=K .~ | ’

° E / V. L. /" Mais baixa
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Figura 3.7. Comparacao entre supressao dindmica e estatica, mediante medidas de

tempo de vida (A) e variagdes de temperatura (B) (modificado de Lakowicz, 2006).

Outro método adicional para distinguir entre estes dois tipos de supressao de
fluorescéncia envolve a analise dos espectros de absor¢do das espécies em
contato. A supressao de fluorescéncia dindmica afeta apenas os estados excitados
dos fluordforos, e assim nenhuma mudanga no espectro de absor¢ao ¢ observada,
enquanto que na supressdo estatica a formac¢do do complexo no estado
fundamental frequentemente resulta em perturbagdo do espectro de absor¢do do

fluoroforo.
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3.3.4.
Anisotropia de fluorescéncia

Ao iluminar uma amostra com luz polarizada, geralmente a fluorescéncia
emitida pela amostra ¢ polarizada, podendo ter uma polarizacdo diferente da de
excitagdo. A extensao de polarizacdo de emissdao pode ser descrita em fungao da
anisotropia (rp). A origem deste fendmeno estd baseada na existéncia de
momentos de dipolos de transi¢do da absor¢do e emissdo, que estdo alinhados ao
longo de dire¢des especificas dentro da estrutura do fluor6foro. A Fig. 3.8, mostra

dois momentos de dipolo de transi¢ao da absor¢ao do antraceno.

f‘Wf N
S-“A \-‘/ N :>
2
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>

s ¥
absorgao fluorescéncia
Figura 3.8. Momentos dipolares de transi¢éo do antraceno (modificado de Valeur B.,

2001).

Em solucdo homogénea, as moléculas fluorescentes em seu estado
fundamental sdo orientadas aleatoriamente. Quando expostas a luz polarizada, os
fluoréforos que tém seus momentos de dipolo de transi¢do orientados numa
direcdo perto da direcdo do vetor campo elétrico da radiacdo incidente sdo
preferencialmente excitados. Se a populacdo dos estados excitados ndo esta
orientada aleatoriamente, o resultado seria uma emissao polarizada.

Os momentos de dipolo de transicdo para absor¢do e para emissao tém
orientacdes fixas em cada fluoréforo e o angulo entre estes momentos determinam
a anisotropia maxima medida (7). Porém este valor pode ser diminuido por varios
fendmenos cuja importancia dependerd da amostra a ser analisada.

A despolarizagdo da fluorescéncia acontece porque o momento de transi¢ao
sofre mudangas durante o tempo de vida do estado excitado, causando um

decréscimo na anisotropia. A despolarizagdo de fluorescéncia pode ser causada
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por varios fendmenos como a difusdo rotacional, que € a causa mais comum na
despolariza¢ao. Medigdes de anisotropia revelam o deslocamento médio angular
do fluoroforo que ocorre entre a absor¢do ¢ a subsequente emissao de um foéton.
Este deslocamento angular depende da velocidade e extensdo da difusdo
rotacional durante o tempo de vida do estado excitado. Os movimentos de difusdo
interna, por sua vez, dependem da viscosidade do solvente, do tamanho e da
forma das espécies que sofrem difusao.

Para fluoréforos pequenos em solucdo de baixa viscosidade, a difusao
rotacional ¢ mais rapida que a emissdo e, consequentemente, ela ¢ despolarizada e
a anisotropia € proxima de zero.

A medida de anisotropia de fluorescéncia esta ilustrada na Fig. 3.9. Neste
caso a amostra ¢ excitada com luz polarizada verticalmente e o vetor campo
elétrico de excitagdo estd orientado paralelo ao eixo z. A intensidade da emissdo ¢é
medida com o auxilio de um polarizador. Quando este estd orientado
paralelamente (|[) a direcdo da excitagdo, a intensidade ¢ /. Por outro lado,
quando o polarizador estd orientado perpendicularmente (L) & excitagdo, a

intensidade medida ¢ chamada de /,. A anisotropia de fluorescéncia ¢ definida por

r=| 221 3.16
I,+21,

A excitagdo das moléculas depende do angulo O entre o plano da
polarizagdo da luz incidente e 0 momento de dipolo da transi¢do. A probabilidade
de ocorrer uma absor¢do ¢ proporcional ao cos’0. Para a luz completamente
polarizada 7/, =0 e r=1,0. Este valor ¢ geralmente encontrado para a luz

espalhada (espalhamento de Rayleigh).
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Polarizador

Detector

Figura 3.9. Diagrama esquematico para a medida de anisotropia de fluorescéncia
(modificado de Lakowicz, 2006).

Valores de r iguais a unidade, nunca sdo encontrados para fluordforos em
solugdo, pois como a amostra nio se encontra orientada, a dependéncia do cos*0
resulta na excitacdo de um ntimero significativo de moléculas que ndo tém dipolos
de transi¢do alinhados exatamente ao longo do plano de polarizagdo. Essas
moléculas ndo alinhadas, quando emitem, podem ter componentes tanto da luz
polarizada paralelamente quanto daquela polarizada perpendicularmente. Portanto
r tera sempre um valor menor que a unidade.

Além disto, se os dipolos de absor¢do ¢ emissdo fossem paralelos,
estivessem congelados, ndo houvesse despolarizacdo e a média sobre todos os
angulos 6 fosse considerada, a anisotropia teria valores caracteristicos de ry = 0,4.
Geralmente estes dipolos ndo sao paralelos, mas tém um angulo  um em relagao
ao outro, reduzindo ainda mais os valores de ry. Estes valores sdo chamados de
intrinsecos e sdo dados por:

_2 3cos” p—1

3.17
5 2 )

)

E interessante notar que o valor de 1o é zero quando p=54,7° e, quando P se
torna maior que 54,7°, a anisotropia se torna negativa, alcangando o valor minimo
de —0,20 para 3 = 90°.

Na pratica, as medidas de anisotropia de fluorescéncia no estado

estacionario e resolvida no tempo sdo realizadas, em geral, utilizando-se o método
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do formato-L. Neste método os fluorimetros usam um tnico canal de emissdo. A
Fig. 3.10 mostra o diagrama esquematico do formato-L. Os comprimentos de
excitacdo e emissdo sdo geralmente selecionados por monocromadores. O
monocromador de excitagdo polariza parcialmente a luz incidente. Como
resultado, a rotacdo do polarizador de excitagdo para as posi¢des horizontal (H) e
vertical (V) dé origem a diferentes intensidades da luz incidente. Similarmente, o
monocromador de emissdao tem eficiéncia diferente para transmissdao da luz
polarizada horizontalmente e verticalmente. Consequentemente, a rotacdo do
polarizador de emissdo muda a sensibilidade efetiva do canal de emissdo. O
objetivo ¢ medir as intensidades /; e I, independentemente do sistema de

detecgdo, ou seja, os valores reais de /j e /..

Excitacdo
vertical

!
V

Excitacao
horizontal

Figura 3.10. Diagrama esquematico para a medida de anisotropia de fluorescéncia
utilizando-se o método de formato-L. MC monocromador. Os graficos ao lado sao as

distribuicdes das populagbes do estado excitado (modificado de Lakowicz, 2006).

Utilizando as letras H e V para denotar orientagcdo horizontal e vertical,
respectivamente, teriamos, por exemplo, a notacdo Iyy correspondente a
intensidade da emissdo obtida com o monocromador de excitagdo posicionado

horizontalmente ¢ o de emissao posicionado verticalmente. Sendo Sy ¢ Sy a
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sensibilidade vertical e horizontal do canal de emissdo, respectivamente, para
excitag¢do polarizada verticalmente, observamos intensidades polarizadas iguais a:

Iyy =k Syl 3.18

Iy =k Syl 3.19

Sendo k a constante de proporcionalidade que leva em conta o rendimento
quantico do fluoroforo e outros fatores instrumentais. Dividindo-se a equagao 3.18

pela equacdo 3.19 temos:

yy _Svly _ o dn 3.20

Tyy B Suly Iy

Para calcular a razdo entre as intensidades I / 1, € preciso calcular G que ¢ a
razdo entre as sensibilidades Sy e Sp.

Este fator G ¢ facilmente medido utilizando-se a excitagdo polarizada
horizontalmente. Quando isto ¢ feito, ambas componentes polarizadas
verticalmente e horizontalmente sdo proporcionais a /. Isto se deve a que estas
orientagdes sao perpendiculares a polarizagdo da excitagdo ou que o eixo de

polarizacao da excitacao ¢ um eixo de simetria. Disto decorre que:

G:[H—V 3.21

Conhecendo G, pode-se calcular /)/I; por:

1y = 1y 302

A anisotropia, entdo, pode ser calculada por:
_ Ayy =Glyy

r= 3.23

Decaimento de Anisotropia de Fluorescéncia

Vamos supor que um fluoréforo é excitado com um pulso curto de luz
polarizada verticalmente e que ele tem um Unico tempo de correlagdo rotacional.
O decaimento de anisotropia ¢ determinado pela medida dos decaimentos das
componentes da emissdo polarizadas verticalmente (||) e horizontalmente (). Se
os momentos de transicdo de absor¢do e emissdo sdo colineares, r=0.4.
Assumindo que 7p>0, o pulso de excitagdo polarizado verticalmente, produz uma

populagdo de fluordforos enriquecida na orientagdo paralela. O decaimento
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resultante da diferenga entre /y(¢) e /.(f), quando propriamente normalizado pela
intensidade total, ¢ o decaimento de anisotropia.

A interpretacdo do decaimento de anisotropia ¢ bem entendida em termos
das componentes individuais. Os decaimentos das componentes da emissdo

paralela (||) e perpendicular (L) sdo dados por:

I, = %1@)[1 +2r(1)] 304

I, = %1@)[1 — (0] 3.25

sendo r(f) o decaimento de anisotropia. Geralmente r(¢) pode ser descrito como

um decaimento multiexponencial:

r(t):rOZgj exp(—t/rcj):Zroj exp(—t/rcj) 3.26
J j

sendo 1y =X 7y; a anisotropia na auséncia de difusdo rotacional, os 7.  os
] J
tempos de correlagdo rotacional individuais, e g; sdo as amplitudes fracionarias

associadas a cada tempo de correlagdo no decaimento de anisotropia (1=3.g ;).
J

Similarmente a anisotropia estatica, o decaimento de anisotropia ¢ obtido

como.

_LO-10) _1L0-1,0) 127
Ln+200 10

onde /(¢) ¢ a intensidade total no tempo ¢, igual a [j() + 2/,(¢).

r(t)

Sob iluminagdo constante, a anisotropia medida € a estacionaria rs. Usando
a defini¢do geral para calcular a média de uma quantidade, com a intensidade de

fluorescéncia normalizada, obtemos:

0

[r()I(t)dt
rg=4—— 3.28
[1(t)dt
0

Em medidas de anisotropia realizadas em condigdes estaticas, o valor de rg
pode ser interpretado em termos da microviscosidade m, aplicando-se a equagao
de Perrin para decaimentos monoexponenciais:

- 3.29

rg =
1+7
TC
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sendo 7y o valor maximo da anisotropia de fluorescéncia em auséncia de qualquer
movimento de rotagdo, 7 ¢ o tempo de vida da fluorescéncia e, 7. o tempo de
correlacdo rotacional do fluor6foro, que ¢ fungdo de n, da temperatura absoluta T
e do volume hidrodindmico da molécula esférica fluorescente ¥V, conforme se
mostra na equagao de Stokes-Einstein:

r.=nV/RT 3.30

Leis do Decaimento de Anisotropia: dependendo do tamanho e da forma do
fluoréforo e do meio em que estd disperso, uma grande variedade de tipos de
decaimentos de anisotropia pode ser obtida. Nao obstante, os decaimentos de
anisotropia podem ser mais complexos se os fluoréforos ndo forem esféricos ou se
uma molécula ndo esférica estd localizada em ambiente anisotropico. Outra
origem de decaimentos complexos de anisotropia ¢ a flexibilidade interna de um
fluoréforo dentro de uma macromolécula como uma proteina.

Se uma molécula ndo ¢ esférica, podemos imaginar a rotagdo da molécula
em torno de cada um de seus eixos. Por exemplo, uma molécula tipo perileno, que
tem a forma de um disco, deve rodar em seu plano de simetria muito mais rapido
do que fora dele. Isto se deve ao fato de que fora do plano a quantidade de
moléculas de solvente que o fluoréforo deve deslocar ¢ maior. Moléculas como

estas sdo conhecidas como rotores anisotropicos (Fig. 3.11).

Perileno

D=D, D=D;

a>b a<b

Figura 3.11. Representagao geométrica das sondas fluorescentes DPH e perileno, Os
coeficientes de difuséo rotacional sdo representados pela letra D (modificado de
Lakowicz, 2006).

Decaimentos de anisotropia podem ser complexos mesmo quando o

fluor6foro comporta-se como rotor isotropico, se estas moléculas estdo em um
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meio anisotropico. Por exemplo, para o DPH, o dipolo de emissdo ¢ orientado
aproximadamente ao longo do eixo molecular mais longo. As rotagdes que
decorrem deste dipolo devem ser isotropicas devido a que a molécula ¢
aproximadamente simétrica em torno deste eixo. Entretanto, quando o DPH esta
em membrana, usualmente encontra-se um decaimento de anisotropia de
fluorescéncia complexo. Os movimentos rotacionais do DPH sdo impedidos e sua
anisotropia ndo decai para zero. Devido a este impedimento, a faixa angular do
movimento rotacional ¢ limitada. Nestes casos, uma anisotropia limite (7.) €
observada com tempo longo quando comparado ao tempo de vida de
fluorescéncia. Geralmente, em membranas lipidicas, 7(¢) pode ser aproximado a
uma unica exponencial que decai para um valor finito e ¢ descrito como:

r(t)= (1) — rw)exp(—r/rc) + 7, 3.31

O termo constante r,, ¢ interpretado como o resultado de uma barreira de
energia que impede a difusdo rotacional do fluoréforo além de certo angulo. O
parametro r, serve também para medir a ordem orientacional dos fluor6éforos no
interior da membrana. A sonda fluorescente DPH ¢é uma molécula conhecida por
estar localizada profundamente na bicamada lipidica e orientar-se paralelamente a
cadeia do lipidio. Portanto, esta sonda fluorescente detecta a ordem orientacional
das cadeias. Identificando o parametro de ordem da sonda identificamos o
parametro de ordem dos lipidios.

A anisotropia estacionaria, em membrana lipidica, rs pode ser expressa em
funcao de dois termos, como mostra a seguinte expressao:

"o

L, 3.32
1+17/z,

s

O primeiro termo representa a contribuicdo cinética e o segundo a
contribuicdo estrutural. O pardmetro 7. nos informa sobre as propriedades
cinéticas tais como a viscosidade . Em membranas lipidicas, usando a equagao
3.32, viu-se que a contribui¢do cinética da s de DPH ndo ¢ maior do que 3 %. Isto
significa que a ordem lipidica da membrana pode ser avaliada pela anisotropia

estacionaria, rs (Jahnig, 1979).
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3.4.
Espectrometria de massa

A espectrometria de massa ¢ uma técnica micro analitica utilizada para obter
informagdo do peso molecular e de caracteristicas estruturais da amostra. E uma
técnica destrutiva. A espectrometria de massa ¢ capaz de fornecer informagao
sobre a composicao elementar de amostras, a estrutura molecular e a composi¢ao
qualitativa e quantitativa de misturas complexas. O requisito basico para uma
analise por espectrometria de massa ¢ a formacao de ions livres em fase gasosa. O
alcance ¢ a utilidade do método de espectrometria de massa sao dependentes do
processo de ioniza¢do. A forma do espectro de massa de uma espécie molecular é
altamente dependente do método de ionizagdo usado.

O espectrometro de massa ¢ um instrumento que utiliza um campo
magnético ou elétrico para separar ions que se deslocam mais ou menos
rapidamente segundo sua relagdo massa-carga. A Fig. 3.12 mostra os principais

componentes dos espectrometros de massa.

i 10r% a 10 tore |
|
: o b classificacao detencgio |
! tonizagao dos ions dosions |
| Fontes a — F |
| de ions ;'-'I».nalls.'ntlor Dllet_ectm |
| de gas de massas || de ions |
| |
b e e —— "-‘"_.__T__"'___|
i Manipulacio
PR _I' w — . dos dados
: Bomba Processador}!
L de vacuo | do sinal

Entrada Sinal de saida
dos dados

miz
Espectro de massas

Figura 3.12. Componentes de um espectrdmetro de massa (modificado de Skoog et
al. 2001).

r

O objetivo do sistema de entrada ¢ introduzir uma quantidade muito
pequena (microgramas) de amostra na fonte de ions, onde os componentes da
amostra se convertem em ions gasosos mediante o bombardeio com elétrons,
fotons, ions ou moléculas. O sinal de saida da fonte de ions é um fluxo de ions

positivos ou negativos gasosos que sdo acelerados no analisador de massa. A
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funcdo do analisador de massa é analoga a de um monocromador de um
espectrofotometro 6tico. No primeiro caso, no entanto, a dispersdo se realiza em
funcao da relacdo massa-carga dos ions da amostra, em vez de no comprimento de
onda dos fotons. Finalmente o detector recebe os ions, transformando a corrente
de ions em sinais elétricos que sdo processados, armazenados num computador.
Os espectrometros de massa requerem um complexo sistema de vacuo para
manter uma baixa pressao em todos os componentes, exceto no sistema de
processamento do sinal e leitura (Skoog et al, 2001).

Os analisadores ndo dependem apenas da massa, mas também da aceleracao
dos ions, por isso os separam de acordo com a relagdo massa-carga. As trés
principais caracteristicas de um analisador s3o: o limite de massa, a transmissao
i06nica e o poder de resolucdo em massa. O limite de massa significa o valor mais
alto de massa que pode ser medido; ¢ geralmente expresso em daltons (Da) para
um ion de carga unitéria, i.e, z=1. A transmissdo ¢ a razdo entre o niimero de
ions que chegam ao detector e os ions produzidos na fonte. O poder de resolugdo ¢
a capacidade de produzir dois sinais distintos para dois ions com uma diferenca de
massa pequena (Rodrigues, 2003).

Uma variedade de técnicas de ionizagdo ¢ usada para a espectrometria de
massa. A maioria das técnicas de ionizacao excita a molécula neutra da amostra
(M) a qual entdo libera um elétron para formar um radical cation (M""). Outras
técnicas de ionizagdo envolvem reagdes quimicas entre ions € moléculas neutras
(M) que produzem a adicio de H' as moléculas neutras (MH"). Na Fig. 3.14
apresenta-se um resumo geral das técnicas de ioniza¢do utilizadas em
espectrometria de massa molecular juntamente com algumas caracteristicas. A
tabela da Fig. 3.13 mostra que estas técnicas subdividem-se em dois grupos
segundo o estado da amostra: no primeiro caso a amostra ja se encontra em fase
gasosa e no segundo produz-se dessor¢do idnica a partir da fase condensada

(so6lida ou liquida) da amostra.
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Tipo Bisico Nome Agente Ionizante
Fase gasosa - Impacto de elétrons (EI) Elétrons energéticos
- Ionizagio quimica (CT) Tons de um gas reagente
- Ionizagfio por campo elétrico (FI) Eletrodo em potencial elético alto
- Luz sincrotron Fotons
Dessorcio - Dessorgéo por campo elétrico (FD) | Eletrodo em potencial elétrico alto
- Tomizacdo por Electrospray (ESI) Campo elétrico intenso

- Ionizagdo/dessorcio  por  laser. | Feixe de laser (UV)

assistido por uma matriz (MATLDI)

- Dessor¢io de plasma (PDMS) Fragmentos de fisso do ~Cf (MeV)

- Bombardeamento por atomos rapidos | Feixe de dtomos energéticos (= 5 KeV)

(FAB)

- Emissdo de ions secundarios (SIMS) | Feixe de ions energéticos (5-15 KeV)

- Ionizagio térmuca  [thermospray]| Temperatura alta

(TS)

- Impacto de ions pesados (HIMS) Feixe de jons de aceleradores (MeV)

Figura 3.13.  Técnicas de ionizagao para espectrometria de massa molecular.

Em continuacdo, se mencionard brevemente o tipo de analisador de massa
que se utilizou em nossas medidas de espectrometria de massa, o analisador de
massa de tempo de voo.

O analisador de massa de tempo de vdéo. Nestes instrumentos os ions se
produzem periodicamente mediante o bombardeio da amostra com pulsos curtos
de elétrons, ions secundérios ou fotons gerados por laser. Estes pulsos podem ter
frequéncias de 10 a 50 kHz e um tempo de vida de 0.25 ps. Os ions produzidos
dessa maneira sdo acelerados por um campo elétrico, mediante um pulso de 10° a
10* V, com a mesma frequéncia que o pulso de ionizagdo, mas defasado. As
particulas aceleradas passam ao tubo analisador de aproximadamente um metro de
comprimento ¢ sem campo algum (Fig. 3.14). Devido a que todos os ions que
ingressam no tubo tém idealmente a mesma energia cinética, suas velocidades
dentro do tubo devem variar inversamente com a raiz quadrada de suas massas, as
particulas mais leves chegando ao detector antes do que as mais pesadas. Os

tempos de voo habituais sdo de 1 a 30 ps.
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Figura 3.14. Diagrama de um espectrometro de massa de tempo de véo. Um feixe de

ions produzido por um laser é acelerado em diregao do tubo analisador, onde se produz

a separacao (modificado de Skoog et al. 2001).
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