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Técnicas espectroscopicas

Interagdo da radiagdo eletromagnética com a matéria
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Luminescéncia
Emissdo de fotons de estados eletronicos excitados
UV e visivel

/\

fluorescéncia

singleto — singlet
1~ 108 s

fosforescencia

tripleto — singleto
1~ 103- 10°%s

Cromoforos - moléculas que absorvem luz

Fluoroforos - moléculas que fluorescem
Geralmente possuem elétrons delocalizados/duplas
ligagdes/anéis
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Fluorescencia

sulfato de quinina, fluoresceina, rodamina, brometo de etidio
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Fluorescéncia: primeiras observagoes
1565 - infusdo da madeira Lignum Nephriticum
(N. Monardes)

Herschel
1845 - observacdo de fluorescéncia em uma
solugdo de quinino
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HO 2 i

Hic” = dgua tonica
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(Wikipedia)



Fluorescéncia: primeira observagdo rigorosa
Stokes (1852)
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Fluorescéncia

>Deslocamento espectral »Efeitos de solventes
>Anisotropia de fluorescéncia » Supressdo de fluorescéncia
>Intensidade de fluorescéncia > Transferéncia de energia

>Tempos de vida de fluorescéncia

> Tempos de correlagdo rotacional

> Excitacdo multi-fotons

> Microscopia de fluorescéncia

> Correlacdo de fluorescéncia
»Deteccdo de Molécula Unica

> ...



Energia
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Fluoroforos naturais
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Figure 3.1. Intrinsic biochemical fluorophores. In NADH, R is a hydrogen; in NADPH, R is a phosphate group.

(Lakowicz, 1999)



Fluoroforos naturais em Proteinas
Green Fluorescent Protein (GFP)

Agua-viva bioluminescente Aeguorea
victoria.

Cromoforo formado espontaneamente
por enovelamento da cadeia
polipeptidica, e ciclizagdo (Ser-65,
Tyr-66, Gly-67)
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Interagdo da radiagdo eletromagnética com a matéria

modelo semi-classico
radiagdo: onda EM

matéria: estados quantizados de energia
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Grande sensibilidade da fluorescéncia ao meio onde
encontra-se o fluoroforo
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Grande sensibilidade da fluorescéncia ao meio onde
encontra-se o fluoroforo

Longo tempo de vida do
estado excitado

(~107°5s)
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Figure 6.1, Jablofiski diagram for fluorescence with solvent relaxation.

(Lakowicz, 1999)



Por que estudar o efeito do solvente?

Auxiliar o estudo da
estrutura do fluordoforo no
estado fundamental e
excitado

Conhecer o microambiente
onde se encontra o
fluoréforo
- Trp em uma proteina:
exposto ao meio aquoso ou
ho seu interior?

- penetragdo de moléculas na

membrana lipidica

Modelo de Lippert
- fluoréforo esférico
- solvente meio continuo
- hdo sdo consideradas
interacoes moleculares
especificas

2 8—1_n2—1
ha®| 2¢+1 2n%+1

(Vabs _ Vem) =

}(u*—u)2

Usa o modelo de Clausius-
Mosotti para molécula esférica
(r = a), polar, em dielétrico:

e = polarizabilidade eletrénica
e molecular
n = polarizabilidade eletronica



Explicacdo no quadro: modelo de Lippert

17



Bibliografia

"Physics of Atoms and Molecules”
B.H. Bransden, C.J. Joachain

"Principles of Fluorescence Spectroscopy”
J.R. Lakowicz

"Molecular Fluorescence: Principles and Applications”
B. Valeur

Série dos livros de "Topics in Fluorescence Spectroscopy”
Ed. J.R. Lakowicz

18



