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3.
Espectroscopia de absorc¢ao e de fluorescéncia

3.1.
Absorc¢ao de luz UV-visivel (transigoes eletrénicas em moléculas)

(De acordo com “Molecular Fluorescence” de Bernard Valeur, 2005)

Uma transicdo eletronica consiste na passagem de um elétron de um orbital
molecular no estado fundamental para um orbital ndo ocupado por absor¢do de
um foéton. Portanto, diz-se que a molécula estd em um estado excitado. Primeiro
veremos os varios tipos de orbitais moleculares.

Um orbital ¢ pode ser formado por dois orbitais atdmicos s, ou por um s ¢
um p, ou a partir de dois orbitais p tendo um eixo colinear de simetria. A ligagdo
formada deste modo ¢ chamada de ligagdo . Um orbital © é formado a partir de
dois orbitais atomicos p sobrepondo-se lateralmente. A ligacdo resultante ¢
chamada de ligacdo m. Por exemplo, em etileno (CH,=CH,), os dois atomos de
carbono estdo unidos por uma ligacdo G e por uma ligacdo m. A absor¢do de um
foéton com energia apropriada pode promover a passagem de um dos elétrons 7
para um orbital ndo ocupado denominado m*. A transi¢do ¢ entdo chamada m —
n*. A excitagdo de um elétron G requer uma energia muito maior (absor¢do no
UV distante) e nao sera considerada aqui.

Uma molécula também pode possuir elétrons ndo ligados localizados em
heteroatomos tais como oxigénio ou nitrogénio. Os orbitais moleculares
correspondentes sdo chamados orbitais n. A excitacdo de um elétron ndo ligado
para um orbital ndo ocupado ¢ possivel e a transi¢do associada ¢ denotada por n
— ¥

A energia dessas transigdes eletronicas estd, geralmente, na seguinte ordem:

n>n*<no>n* <n—oo*<o—->n* <oc—o*
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Para ilustrar esses niveis de energia, a Figura 3.1 mostra o formaldeido
como exemplo, com todas as possiveis transi¢des. A transicdo n — ©* necessita
de mais aten¢do: sob excitacdo, um elétron é removido do atomo de oxigénio e vai
para o orbital *, localizado parte sobre o &tomo de carbono e parte sobre o &tomo
de oxigénio. O estado excitado n — w* tem um carater de transferéncia de carga,
caracterizado por um aumento no momento de dipolo de aproximadamente 2D em
relacdo ao momento de dipolo no estado fundamental de C=O (3D). (1 C m =
2.9979 x 10% D (debye)).

Em espectroscopia de absor¢do e fluorescéncia, dois tipos importantes de
orbitais sdo considerados: o orbital molecular ocupado de mais alta energia
(HOMO) e o orbital molecular ndo ocupado de mais baixa energia (LUMO).
Ambos referem-se ao estado fundamental da molécula. Por exemplo, no

formaldeido, o HOMO ¢ o orbital n e o LUMO ¢ o orbital n*. (Figura 3.1).
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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) (Bernard Valeur, 2001).

Quando um de dois elétrons de spins opostos (pertencentes ao orbital
molecular no estado fundamental) ¢ transferido para um orbital molecular de
maior energia, seu spin, em principio, ndo ¢ alterado; entdo o numero quantico de
spin total (S = Xsj, com s; = + /2 ou — 2 ) permanece igual a zero. Por causa da

multiplicidade dos dois estados, fundamental e excitado, (M = 2S + 1) ser igual a
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1, ambos sdo chamados de estado singleto (normalmente denominado Sy para o

estado fundamental, e Sy, S,, ... para os estados excitados) (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Distingao entre os estados singleto e tripleto, usando o formaldeido como

exemplo (Valeur, 2005).

A transi¢do correspondente ¢ chamada de uma transi¢cdo singleto-singleto.
Uma molécula em um estado excitado singleto pode sofrer uma conversao para
um estado em que o elétron excitado tenha seu spin modificado; devido a existir
dois elétrons com spins paralelos, o numero quantico total de spin ¢ 1 e a
multiplicidade ¢ 3. Tal estado ¢ chamado de estado tripleto porque corresponde a
trés estados de mesma energia. De acordo com a regra de Hund, o estado tripleto
tem uma energia menor que a do estado singleto de mesma configuragao.

Em uma molécula como o formaldeido, os orbitais ligantes e nao-ligantes
sdo localizados (como as ligagdes) entre pares de atomos. Tal imagem da
localizagao desses orbitais ¢ valida para os orbitais ¢ de ligagdes simples e para os

orbitais © de ligagdes duplas isoladas, mas niao ¢ adequada no caso de ligagdes
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carbono-carbono alternadas simples e duplas (nos chamados sistemas
conjugados). Na verdade, a sobreposi¢do dos orbitais m permite que os elétrons
estejam “delocalizados” sobre todo o sistema (efeito de ressonancia). 1,3-
Butadieno e benzeno sdo os casos mais simples de sistemas conjugados, linear e

ciclico, respectivamente (Figura 3.3).

~~

Figura 3.3. Exemplos de moléculas com sistemas conjugados, a esquerda: 1,3-

butadieno (linear); a direita: benzeno (ciclico) (Bernard Valeur, 2001).

Porque ndo hé sobreposicdo entre os orbitais ¢ e m, o sistema de elétrons ©
pode ser considerado como independente das liga¢des 6. Quanto maior a extensao
do sistema de elétrons m, menor a energia da transicdo m — Tw* e,
conseqiientemente, maior o comprimento de onda da banda de absorcao
correspondente. Esta regra aplica-se a sistemas conjugados lineares (polienos) e

sistemas conjugados ciclicos (moléculas aromaticas).

Lei de Beer - Lambert

A probabilidade de absor¢do para um unico comprimento de onda ¢
caracterizada pelo coeficiente de absor¢ao molar para aquele comprimento de
onda. Isto ¢ mais facilmente definido em termos de como ele ¢ medido. Se luz de
intensidade Iy passa através de uma substancia (que pode estar em solugdo) de
espessura d e concentragdo molar ¢, a intensidade / da luz transmitida obedece a

lei de Beer-Lambert:

_ —&dc
I'=1,10 ou log(ly/H=¢edc

em que ¢ € o coeficiente de absor¢do molar. Os dados de absor¢do podem ser
colocados em porcentagem (%) de transmissdo (7= 1007/ 1) ou, mais comu-
mente, como a absorvancia 4 = log (Iy/ ). Quando d = 1 cm, A ¢ comumente
chamado de densidade 6tica (OD;), em que o indice A informa o comprimento de
onda em que a medida foi feita. A densidade 6tica ¢ conveniente, pois ¢ igual a
(&.c). Em alguns casos, se a concentragdo ¢ alta, &£ aparece como uma funcao de ¢

e pode ser dito que a lei de Beer-Lambert, nesse caso, nao ¢ valida. Isto pode
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resultar da alta absor¢do, do espalhamento ou das mudangas estruturais (por
exemplo: dimerizagdo, agregagdo, ou mudangas quimicas) para concentragdes
altas.

A espectroscopia de absor¢ao ¢ uma técnica que consiste em obter dados de
absorcao otica de uma amostra diluida por meio de um feixe de luz incidente cujo
comprimento de onda varia do infravermelho até o ultravioleta. O
espectrofotometro ¢ composto de um sistema otico e da eletronica acoplada a um
computador por meio de uma placa de interface para controle e aquisicdo de
dados. Apesar de variarem em desenho, todos os espectrofotdmetros consistem de
uma fonte de luz, um monocromador (para a selecdo dos comprimentos de onda),
um porta-amostra transparente chamado de cubeta, um detector de luz, ¢ um
registrador para acumular os dados de saida do detector. A Figura 3.4 mostra o

esquema do espectrofotdmetro HP-8452A , com deteccdo por arranjo de diodos.

Figura 3.4. Esquema do espectrofotdmetro HP-8452A. A luz da lampada passa

através da amostra e solvente contidos em uma cubeta. Em seguida passa pela rede de
difracdo, para selegdo do comprimento de onda, e atinge o arranjo de diodos para a

deteccao (da Silva, Tese de mestrado, PUC-Rio).
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3.2
Fluorescéncia (transi¢coes radiativas e nao-radiativas entre estados
eletronicos)

Este topico descreve as caracteristicas da emissao de fluorescéncia de uma
molécula excitada em solugdo. O diagrama de Jablonski (Figura 3.5) ¢
conveniente para visualizar de um modo simples os possiveis processos: absor¢ao
de fbOtons, conversio interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema,
fosforescéncia, fluorescéncia com retardo e transigdes tripleto-tripleto. Os estados
eletronicos singletos sdo representados por Sy (estado eletronico fundamental), S,
S,, ... e estados tripletos, Ty, Ty, ... Niveis vibracionais sdo associados com cada
estado eletronico. E importante perceber que a absor¢do ¢ muito rapida (= 107 s)
em relacdo a todos os outros processos, ndo ha deslocamento concomitante do
nucleo de acordo com o principio de Franck-Condon (uma transi¢do eletronica
ocorre preferencialmente sem mudangas nas posigoes dos nucleos atomicos nas

moléculas e em seu ambiente).
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Figura 3.5. Diagrama de Jablonski (modificado de Lakowicz, 2006).

As setas verticais correspondem ao inicio da absorcao a partir do nivel mais
baixo de energia vibracional de Sy, porque a temperatura ambiente a maioria das
moléculas esta neste nivel. A absor¢ao de um foton pode levar a molécula para um
dos niveis vibracionais de Si, Sy, .... Os possiveis processos subsequentes de
desexcitagdo podem ser:

- Conversao interna — é uma transi¢do nao-radiativa entre dois estados eletronicos
de mesma multiplicidade de spin. Em solugdo, este processo ¢ seguido por uma
relaxacdo vibracional para o nivel vibracional mais baixo do estado eletronico

final. O excesso de energia vibracional pode inclusive ser transferido para o
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solvente durante colisdes da molécula excitada com as moléculas do solvente na
sua vizinhanga. Tempo caracteristico de 10" a 10”7 s.

- Fluorescéncia — a emissao de fotons que acompanha a relaxacdo S; — Sy €
chamada de fluorescéncia. Deve ser enfatizado que, apesar de algumas excecoes,
a emissdo de fluorescéncia ocorre a partir de S; e suas caracteristicas (exceto
polariza¢do) ndo dependem do comprimento de onda de excitacdo (considerando
que somente exista uma espécie no estado fundamental).

A transi¢do 0-0 ¢ geralmente a mesma para absor¢do e fluorescéncia. No
entanto, o espectro de fluorescéncia ¢ localizado em comprimentos de onda
maiores (energia mais baixa) que o espectro de absorcdo, por causa da perda de
energia no estado excitado devido a relaxagdo vibracional. De acordo com a regra
de Stokes (uma observacdo empirica anterior ao diagrama de Jablonski), o
comprimento de onda de emissao de fluorescéncia deve ser sempre maior que o da
absor¢do. Entretanto, na maioria dos casos, o espectro de absorc¢ao intercepta
parcialmente o espectro de fluorescéncia, isto ¢, uma fracdo de luz é emitida em
comprimento de onda menor que a luz absorvida. Tal observacdo parece estar, em
um primeiro momento, em contradigdo com o principio da conservacao da
energia. No entanto, isto pode ser explicado (como observou Einstein pela
primeira vez) pelo fato de que em temperatura ambiente uma pequena fragdo de
moléculas estd em um nivel vibracional maior que o nivel 0 (distribuicao entre os
niveis de energia de acordo com a lei de Boltzmann), tanto no estado fundamental
como no estado excitado. Em temperaturas baixas, essa violacdo da lei de Stokes
deve desaparecer.

Em geral, as diferengas entre os niveis vibracionais sao similares nos dois
estados: fundamental e excitado, tanto que o espectro de fluorescéncia
frequentemente apresenta a primeira banda de absor¢do (regra do espelho). O
intervalo (expresso em numero de onda) entre 0 maximo da primeira banda de
absor¢do e o maximo de fluorescéncia ¢ chamado de desvio de Stokes.

Deve ser percebido que a emissao de um foton ¢ tdo rapida quanto a
absor¢do de um foton (= 107" s). Entretanto moléculas excitadas ficam no estado
S| por certo tempo (de poucas dezenas de picosegundos a poucas centenas de
nanosegundos, dependendo do tipo da molécula e do meio) antes de emitir um
foton ou percorrer outros processos de desexcitagdo. Entdo, apos a excitagdo de

uma populagdo de moléculas por um pulso de luz muito curto, a intensidade da
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fluorescéncia decresce exponencialmente com um tempo caracteristico, refletindo
o tempo de vida médio das moléculas no estado excitado S;.

- Cruzamento intersistema — ¢ uma transicdo nao-radiativa entre dois niveis
vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos de multiplicidades
diferentes. Por exemplo, uma molécula excitada no nivel vibracional 0 do estado
S| pode mover-se para o nivel vibracional isoenergético do estado tripleto Th;
entdo a conversdo interna seguida da relaxacdo vibracional leva-a para o nivel
vibracional mais baixo de T,. Cruzamento intersistema pode ser rapido
suficientemente (107 — 10° s) para competir com outros caminhos de
desexcitagdo a partir de S; (fluorescéncia e conversao interna S; — Sy).

- Fosforescéncia versus desexcitagdo nao-radiativa — em solucdo a temperatura
ambiente, desexcitagcdo ndo-radiativa a partir do estado tripleto T; é predominante
sobre desexcitacao radiativa chamada fosforescéncia. Na verdade, a transi¢ao T
— Sy ¢ proibida (mas pode ser observada devido ao acoplamento spin-6rbita), ¢ a
constante de decaimento radiativo ¢ muito pequena. Durante esse processo, que ¢
lento, ocorrem numerosas colisdes com moléculas do solvente que favorecem o
cruzamento intersistema e a relaxacao vibracional em Sy.

Em temperaturas baixas e/ou em meios rigidos, a fosforescéncia pode ser
observada. O tempo de vida do estado tripleto pode, nessas condic¢des, ser longo o
suficiente para se observar a fosforescéncia em uma escala de tempo até segundos,
até minutos ou mais.

O espectro de fosforescéncia ¢ localizado em comprimentos de onda
maiores que no espectro de fluorescéncia, porque a energia do nivel vibracional
mais baixo do estado tripleto T; ¢ menor que o do estado singleto S;.

- Fluorescéncia com retardo ativada termicamente — cruzamento intersistema
reverso T; — S; pode ocorrer quando a diferenca de energia entre S; e T; ¢
pequena e quando o tempo de vida de T; ¢é suficientemente grande. Isso resulta em
uma emissdo com a mesma distribuicao espectral da fluorescéncia normal, mas
com uma constante de decaimento de tempo muito maior, porque a molécula fica
no estado tripleto antes de emitir de S;. Esta emissdo de fluorescéncia ¢ ativada
termicamente, consequentemente sua eficiéncia aumenta com o aumento da

temperatura.
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- Aniquilagdo tripleto-tripleto — Em solugdes concentradas, uma colisdo entre duas
moléculas no estado T, pode fornecer energia suficiente para permitir que uma
delas retorne ao estado S;, levando a uma emissdo de fluorescéncia com retardo.

- Transigoes tripleto-tripleto — uma vez que uma molécula esta excitada e alcanga
o estado tripleto T, ela pode absorver outro féton em um comprimento de onda
diferente, porque transi¢des tripleto-tripleto sdo permitidas pelo spin. Estas
transi¢des podem ser observadas quando a populacdo de moléculas no estado
tripleto ¢ grande o suficiente, o que pode ser conseguido pela iluminagdo com um

pulso intenso de luz.

3.2.1.
Medidas de fluorescéncia estacionaria

Implementar medidas de fluorescéncia ¢ certamente mais dificil do que
parece em um primeiro momento, isso por algumas razoes:

. Dependéncia do comprimento de onda: (i) da intensidade da luz da fonte,
(i1) da eficiéncia de transmissdo dos monocromadores, (iii) da sensibilidade
do detetor. Corre¢des adequadas dos espectros de emissdo e excitacdo nao
sao simples;

. Efeito de polarizacdo da luz incidente ¢ da emissdo de fluorescéncia (a
eficiéncia de transmissdo do monocromador depende da polarizacdo da luz);

. Possivel contaminagdo do sinal por espalhamento de luz (Rayleigh ou
Raman), especialmente a partir de amostras turvas ou por fluorescéncia de
fundo devido ao meio (fluorescéncia de impurezas do solvente,
autofluorescéncia de amostras biologicas, etc.) (Valeur, 2005).

A Figura 3.6 mostra os componentes de um espectrofluorimetro
convencional. A fonte de luz ¢ geralmente uma lampada de xenoénio de alta
pressdo, que oferece a vantagem de emissdo continua de = 250 nm até o
infravermelho. Um monocromador ¢ usado para selecionar o comprimento de
onda de excitagcdo. A fluorescéncia ¢ direcionada em um angulo reto em relacao
ao feixe incidente e detectada através de um monocromador por um
fotomultiplicador. Varreduras automadticas dos comprimentos de onda sdo
realizadas por monocromadores motorizados, que sao controlados por dispositivos

eletronicos e pelo computador, no qual os dados sdo armazenados. O modulo
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Otico contém varias partes: um porta-amostra, fendas, polarizadores e um

espalhador de feixe para fotodiodos.
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Figura 3.6. Diagrama esquematico de um espectrofluorimetro com geometria

perpendicular para excitagdo e emisséo (modificado de Lakowicz, 2006).

O espectro de emiss@o mostra as intensidades de fluorescéncia em fungao do
comprimento de onda de emissao, e obtém-se fixando o comprimento de onda da
luz de excitacdo. Ele representa a transicdo do nivel vibracional mais baixo do
primeiro estado excitado S; para o estado fundamental Sy,. O espectro de
fluorescéncia pode nos informar sobre reacdes no estado excitado do fluordforo,
enquanto que o espectro de absor¢do pode nos fornecer informacgdes sobre reagoes
do estado fundamental. O espectro de excitagdo mostra as intensidades de
fluorescéncia em fun¢do do comprimento de onda da luz de excitacdo, obtém-se
mantendo o detector em um mesmo comprimento de onda, em geral no maximo
de emiss@o. No caso de uma solu¢cdo homogénea de um fluoréforo, o espectro de
excitagdo corrigido corresponderd ao espectro de absor¢do, desde que o

relaxamento radiativo ocorra do nivel vibracional fundamental do estado


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521275/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0521275/CA

40

eletronico excitado. Este parametro ira mudar se a energia potencial relativa entre
os estados excitado e fundamental for modificada por alguma perturbacido. O
rendimento quantico ¢ definido como a razao entre o nimero de fotons emitidos
pelo numero total de fotons absorvidos. O rendimento quantico ¢ geralmente
determinado pela comparagdo com uma fluorescéncia padrao, isto €, um composto
de rendimento quantico conhecido que atende aos seguintes critérios (Demas,

1982 em Valeur, 2005):

. Prontamente disponivel em uma forma altamente pura;

. Estavel fotoquimicamente em solu¢do e em estado s6lido na armazenagem;
. Alto rendimento quantico de fluorescéncia precisamente conhecido;

. Espectros de absor¢do e fluorescéncia amplos, sem caracteristicas

acentuadas, para evitar erros;

. Espectro de fluorescéncia e rendimento quantico independentes do
comprimento de onda de excitacdo;

. Pequena sobreposicao entre os espectros de absor¢ao e emissao para evitar
erros de auto-absorc¢ao (grande deslocamento de Stokes);

" Emissdo ndo polarizada.

A fluorescéncia apresenta grandes vantagens quando comparada a outros
métodos de espectroscopia, pois ¢ muito sensivel a vizinhanga do fluor6foro, tem
um amplo espectro de analise e o erro inerente a medigdo ¢ praticamente constante
em todo o intervalo de resposta.

A sensibilidade da fluorescéncia ¢ uma consequéncia do longo tempo que o
fluor6foro permanece no estado excitado antes do decaimento. O estado singleto
leva aproximadamente 10™°s para decair. Durante esse tempo VArios processos
podem ocorrer, tais como reagdes de protonacao / desprotonacao, mudangas
conformacionais locais em proteinas e interagdes de diversas drogas com
biomoléculas.

A fluorescéncia pode ser suprimida (supressdao da fluorescéncia), resultado
da interagdo entre o composto fluorescente e outras substancias presentes na
solugdo, por efeitos da temperatura, por efeitos de filtro interno, pela presenca de
oxigénio ou impurezas na solugdo. Além disso, em concentragdes elevadas pode
ocorrer a formagdo de dimeros ou polimeros maiores, o que origina a diminui¢ao

da eficiéncia quantica e a alteragdo dos espectros de absor¢do e emissdo,
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resultando em uma diminui¢do da intensidade de fluorescéncia. No fendmeno de
fotodecomposicao, a luz incidente altera as propriedades quimicas da molécula
fluorescente ¢ a converte em outra espécie, mudando o espectro inicial de
absorc¢ao ¢ emissao do fluoréforo.

A intensidade de fluorescéncia é proporcional a concentragdo do fluor6foro
em solugdes muito diluidas (absorvancia muito baixa). Para concentragdes
suficientemente baixas (absorvancia < 0.1) a luz incidente ¢ ligeiramente atenuada
ao longo da cubeta. J& em concentragdes altas, uma parte significativa da luz
incidente ¢ absorvida antes de chegar ao ponto onde a fluorescéncia ¢ observada
(efeito de filtro interno). Outra parte significativa da luz emitida também ¢
reabsorvida antes desta sair da cubeta (efeito de filtro interno secundario), levando
a um aparente decréscimo da intensidade de fluorescéncia. A intensidade de
fluorescéncia medida vai depender da densidade otica do fluoréforo no
comprimento de onda de excitacdo e emissdo. Consequentemente a intensidade de
fluorescéncia de um composto € proporcional a concentracdo apenas para uma
gama restrita de densidades oOticas. Serd necessario, em alguns casos, aplicar

fatores de correcdo (corre¢do dos efeitos de filtro interno).

3.2.2.
Fluorescéncia resolvida no tempo

O conhecimento da dindmica dos estados excitados ¢ da maior importancia
na compreensdo dos processos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos,
podendo fornecer informagdes sobre reagdes moleculares, formacao de dimeros,
excimeros, transferéncia de energia, distancias moleculares, difusdo rotacional e
também revelando detalhes sobre o microambiente do fluor6foro. Duas técnicas
resolvidas no tempo, fluorimetria por pulso e fluorimetria por modulagdo e fase,
sdo comumente usadas para descobrir os tempos de vida; ou de uma forma mais
geral, os pardmetros caracteristicos da resposta por pulso & de uma amostra
fluorescente (a resposta de um pulso de luz infinitamente curto expresso como
uma fungao 6 de Dirac).

Fluorimetria por pulso usa um pulso de luz de excitagao curto e apresenta a
resposta de pulso 6 da amostra apds convolugao do instrumento. Fluorimetria por
modulagdo e fase usa luz modulada a frequéncias variaveis e apresenta a resposta

harmoénica da amostra, que ¢ a transformada de Fourier da resposta de pulso 6. A
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primeira técnica trabalha no dominio de tempo, ¢ a segunda no dominio de
frequéncia. Fluorimetria por pulso e fluorimetria por modulacdo e fase sdo
teoricamente equivalentes, mas os principios dos instrumentos sdo diferentes
(Figura 3.7). Somente iremos tratar de fluorimetria por pulso, pois a utilizamos

neste trabalho.

EXCITACAO RESPOSTA

B(t) ) | resposta pulso- § |

A
ex: Nty = Zae™"

Y

qualquer excitagao

_EO . R RIt) = E() @ A1)

! \ /\ Fluorimetnia
> de pulso

Fluorimetria I

. ¥
A+Bcos ot a+bcos(wt-b) defase
l = e, L
F - i resposta harmdnica
ST i
B EERE N l
a deslocamento
A _’IE'.— de fase D

razao de
m =% _— m=% ——>  modulagio M=m

E

Figura 3.7. Principios de fluorimetria resolvida no tempo (modificado de Valeur,
2005).

Fluorimetria por pulso

A amostra ¢ excitada por um pulso de luz curto e a resposta da fluorescéncia
¢ apresentada como uma fun¢do do tempo. Se a duragdo do pulso ¢ longa em
relagdo as constantes de tempo do decaimento da fluorescéncia, a resposta da

fluorescéncia sera dada por um produto de convolugdo, dado por:

R()=E)®I(t) = j.E(t')I(t —1")dt'
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A intensidade da fluorescéncia aumenta, passa por um maximo ¢ torna-se
idéntica a verdadeira resposta de pulso 9, i(?), tdo rapido que a intensidade do
pulso de luz ¢ desprezada. Neste caso, a analise dos dados para a determinagao
dos parametros caracteristicos da resposta de pulso 6 requer a deconvolucao da
resposta de fluorescéncia.

Suponhamos que uma amostra contendo um fluoréforo é excitada com um
pulso de luz infinitamente curto resultando em uma populacdo inicial Ny de
fluoréforos no primeiro estado excitado singleto. A populacdo no estado excitado
decai a uma taxa k; + ky, de acordo a equagdo

AN(@D) '
o=~k k)N 3.1

sendo N(f) o nimero de moléculas excitadas no tempo ¢, k. a taxa radiativa
(fluorescéncia ou fosforescéncia), e k, a taxa de decaimento ndo radiativa. A
emissdo ¢ um evento aleatério, e cada fluordéforo tem a mesma probabilidade de
emitir em um dado periodo de tempo. Integrando a equacgdo 3.1, obtemos um
decaimento exponencial da populacio excitada, da seguinte forma

N =N -exp(-t/1) 3.2
Como a intensidade radiativa (/) € proporcional a N(f) podemos expressa-la como

I =a-exp(-t/1) 33

sendo 7 = (k, + kn,)_1 o tempo de vida e & a intensidade no tempo zero.

r

O tempo de vida de fluorescéncia ¢ geralmente igualado ao tempo
requerido para a intensidade decair 63.21% (1/e) de seu valor inicial. Comumente,
o tempo de vida ¢ determinado a partir do coeficiente angular do gréafico log I(7)
versus ¢ (Figura 3.8).

Para um decaimento multi-exponencial com n componentes, a resposta de
pulso 6 é:
n
I(t)= Y a; -exp(—t/t;) 34
i=1
Observe que a intensidade fraciondria da componente i, isto é, a

contribui¢do fracionaria da componente i para a intensidade estacionaria, ¢
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[1i(2)-dt
fi=+% S A 3.5

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

Com ) f, =1.
i=1
pulso curto
L Iax Inclinacio
=-1/z
= - (kp* Kpp)
(@)
o
Tempo Tempo
Figura 3.8. Descricdo esquematica de uma curva de decaimento de fluorescéncia

utilizando o método por pulso (modificado de Lakowicz, 2006).

Quando o decaimento da fluorescéncia de um fluoréforo ¢é multi-
exponencial, o caminho natural de defini¢do de um tempo médio de decaimento

(ou tempo de vida) é:

Te-1()-dt
0

(r) =% 3.6
[1(t)-dt
0
iai 'Tiz n
(r)=5 =3 /7 3.7
Yo i=1

~
Il
—

Nesta defini¢do, cada tempo de decaimento ¢ ponderado pela intensidade
fracionaria correspondente. Esta média ¢ chamada de tempo de decaimento com
média nas intensidades (ou tempo de vida).

Outra possibilidade ¢ usar as amplitudes (fatores pré-exponenciais) como

pesos:
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(F)==r—= éai 7, 38

n
Com 3} a; =1. Esta média ¢ chamada tempo de decaimento com média nas
i=1

amplitudes (ou tempo de vida).

A defini¢ao usada depende do fendmeno em estudo. Por exemplo, o tempo
de vida com média nas intensidades deve ser usado para o calculo de uma
constante de supressdo média colisional; enquanto que em experimentos de
transferéncia de energia ressonante, o tempo de decaimento com média nas
amplitudes ou tempo de vida deve ser usado para o calculo da eficiéncia da

transferéncia de energia.

Fluorimetro de contagem de féton unico

A fluorimetria de pulso ¢ a técnica mais popular para a determinacao de
tempos de vida (ou parametros de decaimento). Muitos instrumentos sdao baseados
no método de contagem de foton unico correlacionado no tempo (TCSPC — time-
correlated single-photon counting), ou simplesmente contagem de fotons. Neste
trabalho foi utilizado um instrumento desse tipo. O principio bésico se
fundamenta no fato de que a probabilidade de detec¢do do primeiro foéton no
tempo ¢ depois de um pulso de excitacdo ¢ proporcional a intensidade de
fluorescéncia naquele tempo. Apos a contagem e gravagdo dos primeiros fotons
detectados depois de um grande niimero de pulsos de excitacdo, a curva de
decaimento da intensidade de fluorescéncia € reconstruida.

A Figura 3.9 mostra um instrumento convencional de contagem de foton
unico.

A fonte de excitacdo pode ser uma lampada de flash ou um laser. Um pulso
elétrico associado com o pulso oOtico ¢ gerado e dirigido — através de um
discriminador — para a entrada do sinal de inicio do conversor de tempo em

amplitude (TAC - time-to-amplitude converter). Nesse tempo, a amostra ¢
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excitada pelo pulso 6tico e emite fluorescéncia. O sistema otico ¢ ajustado de
modo que o fotomultiplicador ndo detecte mais que um féton por cada pulso de
excitacdo. O correspondente pulso elétrico ¢ dirigido — através de um
discriminador — para a entrada do sinal de parada do TAC. Este ultimo gera um
pulso de saida cuja amplitude é diretamente proporcional ao intervalo de tempo
entre os pulsos de inicio e parada. O intervalo de tempo ¢ convertido em um valor

digital por meio de um conversor analogico-digital.

== LASER R

_____ amastra
ou

lampada | _lyonocromadorfe—-

1
flash :
1
monocremador
ﬂ (Ietetor'
v r ﬂ
discriminador discriminador
| atraso |
INICIAR cConversor DETER
*| tempo a amplitude [*
! Alln n—lﬂ.tﬁ t
analisadoer multicanal
HHHE
HH :‘.\
E. HE HE
LlEREEEEEEEEEEERRA
- el & L B -+i|l-ti"=#l
COMPUTADOR
Figura 3.9. Diagrama esquematico de um fluorimetro de contagem de féton unico

(modificado de Valeur, 2005).

O analisador multicanal aumenta de uma unidade o contetido da memoria do
canal correspondente ao valor digital do pulso detetado. Depois de um grande
numero de eventos de excitagcdo e detecdo, ¢ montado um histograma das alturas
dos pulsos detetados que representa a curva de decaimento da fluorescéncia.

Obviamente, quanto maior o nimero de eventos, mais precisa serd a curva de
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decaimento da fluorescéncia. A precisao depende da complexidade da resposta de
pulso 6 do sistema, por exemplo, uma alta precisdo € necessaria para recobrir uma
distribuicao de tempos de decaimento. As fontes luminosas disponiveis fornecem
pulsos de diferentes intervalos de duragdo. Como conseqiiéncia, o decaimento de
fluorescéncia observado deve ser corrigido pela largura do pulso da lampada. Este
procedimento ¢ denominado deconvolugdo espectral. Quando a deconvolugdo ¢
requerida, o perfil temporal do pulso de excitagdo da lampada ¢ medido pela
substitui¢do da amostra por outra, nas mesmas condi¢des, contendo uma solucao
espalhadora (Ludox, silica coloidal, ou glicogénio). Esta dificuldade causada pela
largura do pulso pode ser minimizada pelo uso de lasers com pulsos de curta

duracdo (picosegundos).

Analise das medidas

Consideravel esforco tem sido feito para resolver as dificuldades de
deconvolugcdo e ajuste das curvas de decaimento, que frequentemente sio
ajustadas por uma soma de exponenciais. O método dos minimos quadraticos é o
mais largamente utilizado. Uma vez obtidos os melhores parametros de ajuste, a
qualidade da funcdo de decaimento utilizada deve ser avaliada usando critérios
estatisticos e graficos.

No método dos minimos quadraticos, o primeiro critério ¢ a reducao do Qui
quadrado, %%, cujo valor deve estar proximo a 1 para um bom ajuste. Valores
aceitaveis estdo no intervalo de 0.8 a 1.2. Valores baixos indicam que o conjunto
de dados ¢ pequeno demais para um ajuste significativo e valores altos sdo
causados por expressivos desvios do modelo tedrico (por exemplo, nimero
insuficiente de termos exponenciais). Erros sistematicos (surgindo, por exemplo,
da interferéncia de radiofrequéncias com a detecdo) podem também explicar
valores altos.

Testes graficos sdo uteis em adi¢do aos valores de x%,. O mais importante
destes ¢ o grafico dos residuos ponderados. Se o ajuste for bom, os residuos

ponderados estardo distribuidos aleatoriamente em torno de zero.
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