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Espectrometria de Luminescéncia Molecular

T rés tipos de métodos dpticos relacionados entre si sdo
abordados neste capitulo, a saber: fluorescéncia molecular,
fosforescéncia e guimiluminescéncia. Em todos eles, moléculas
do analito sdo excitadas para resultar em uma espécie cujo es-
pectro de emissdo fornece informacdo para andlise qualitariva
ou gquantitativa. Esses procedimenios sdo conhecidos coletiva-
mente como métodos de luminescéncia molecular,

A fluorescéncia e a fosforescéncia sdo similares, no tocante
em que a excitagdo € feira por absorgdo de forons. Conseqiiente-
mente, a5 dois fendmenos sdo freqiientemente mencionados pelo
fermo mais genérico fotoluminescéncia. Como serd mosirado a
seguin, a fluorescéncia difere da fosforescéncia pelo fato de que
as fransicdes eletrinicas responsdveis pela fluorescéncia ndo
envalvem uma mudanga de spin eletriinico. Consegilentemente,
a fluorescéncia apresenta tempo de vida curto, com a lumines-
céncia cessando guase imediatamente (< 107 5). Em contraste,
wma mudanca no spin elefrdnico acompanha q emissdo por fos-
forescéncia, o que faz com que a radiagdo se mantenhia por um
tempo facilmente defectdvel apds o términe da irradiagdo — fre-
giientemente varios segundos ou ainda mais. Na maior parte dos
casos, a emissdo de fotoluminescéncia, seja fluorescéncia ou
Josforescéncia, tem comprimento de onda maior gue a radiagdo
usada para a sua excitagdo.

A guimiluminescéneia estd baseada no espectro de emissdo
de wma espécie excitada que & formada no decorrer de nma rea-
¢fo guimica. Em algumas circunsidncias, a espécie excitada é o
produto de uma reagdo enire o analito ¢ um reagenie aproprie-
do (normalmente wm oxidante forte, como ozdnio ou perdxido de
hidrogénio); o resultado & wm espectro caracteristico do produ-
fo de oxidagdo do analite ou do reagente, em vez daguele do
prdprio analito. Em outras circunstdncias, o analito ndo estd di-
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retamente envolvido na reagdo de guimiluminescéncia; o efeito
de inibicdo ou catalitice do analito sobre uma reagdo quimilimi-
nescente serve conte pardmetro analitico,

A medida da intensidade de fotoluminescéncia ou guimiluni-
nescéncia permite a determinagdo guantitativa de wna varieda-
de de espécies orgdnicas e inorgdnicas importantes a niveis de
rrage. Arualmente, o mimero de mérodos fluorimérricos € signifi-
cantemente maior gue o niimero de aplicacdes de procedimentos
de fosforescéncia e quimiluminescéncia.

Um dos aspectos mais atraentes dos métodos de lumines-
céncia & a sua sensibilidade intrinseca, com limites de deteccio
fregiientemente de wma a trés ordens de grandeza menoves que

os encontrados em espectroscaopia de absargdo. Os limites de de-
tecgdo tipicos estdo na faiva de partes por billiio,

Ohiira vantagem dos métodos foroluminescentes é a sua ex-
fensa faixa de concentragdo linear, que, com freqiiéncia, € signi-
ficativamenie maior que as encontraday em métodas de absor-
¢ao. Devido i sua alfa sensibilidade, os métodos de luminescén-
cia quantifativos estdo sujeitos a efeitos de interferéncia sérios
das matrizes das amosiras. Por essa razdo, as medigdes de lunti-
nescéncia sdo fregifentemente combinadas com éenicas esplén-
didas de separagdo da cromatografia e da eletraforese. Detecto-
res de fluorescéncia sdo valioses como detectores pava cromealo-
grafia liguida (Capinila 28) ¢ elervaforese capilar | Capitulo 30}
devido a sua sensibilidade inconnnt,

Geralmente os métodos de lnminescéncia apresentam apli-
cagdo menas ampla para andlise quantitariva que os métodos de
absargdo, porgue wm mimera muito maior de espécies absorve
radiagdo wliravieleta/visivel do gue exibe foroluminescéncia sob
absorgdo de radiagdo nessa regido do especiro,”’




15A TEORIA DA ELUGRESCENCIA E
FOSFORESCENCIA

A fluorescéncia ocorre em sistemas quimicos gasosos, liquidos e
s6lidos simples, bem como em sistemas complexos. A espécie
mais simples de fluorescéncia € aquela apresenta por vapores
atdmicos diluidos, descrita no Capitulo 9. Por exemplo, os elé-
trons 3s de dtomos de vapor de sddio podem ser excitados ao es-
tado 3p por absorcio de radiagdo de comprimentos de onda de
5.896 ¢ 5.890 A. Apés 10~ a 107 s, os elétrons voltam ao estado
fundamental e, ao fazer isso, emitem radiagio dos mesmos dois
comprimentos de onda em todas as direges. Esse tipo de fluo-
rescéncia, em que a radiaciio absorvida € reemitida sem mudan-
¢a de fregiiéncia, € conhecida como radiagdo de ressondncia ou
fluorescéncia de ressondncia.

Muitas espécies moleculares também exibem fluorescéncia
de ressonincia. Muito mais fregiientemente, no entanto, as ban-
das de fluorescéncia molecular (ou fosforescéncia) s3o encontra-
das centradas em comprimentos de onda que s8o maiores que a
linha de ressonfincia. Esse deslocamento para comprimentos de
onda maiores € denominado deslocamenio Siokes.

15A-1 Estados Excitados que Produzem
Fluorescéncia e Fosforescéncia

As caracteristicas dos espectros de fluorescéncia e fosforescén-
cia podem ser racionalizadas pelas consideragdes simples de or-
bitais moleculares descritas na Segfiio 14B-1. No entanto, um en-
tendimento da diferenga entre os dois fendmenos fotolumines-
centes requer uma revisdo sobre spin elerrdnico e estados excita-
dos singletes/tripletes.

Spin Eletronico

O principio de exclusiio de Pauli diz que quaisquer dois elétrons
em um dtomo niio podem ter os mesmos valores dos quatro ni-
meros quinticos. Essa restrigiio exige que nio mais de dois elé-
trons possam ocupar um orbital ¢, mais ainda, os dois devem ter
estados de spin opostos. Nessa circunstincia, diz-se que os spins
estio emparelhados. Assim, a maioria das moléculas ndo apre-
senta campo magnético intrinseco sendo denominada diamagné-
tica, isto €, nio € atraida nem repelida por campos magnéticos
estdticos. Em contraste, os radicais livres, que contém elétrons
desemparelhados, tém momento magnético e conseqgiientemente
sfio atraidos por um campo magnético; radicais livres sdo, entio,
paramagnéticos.

! Para discussiio suplementar sobre teoria ¢ aplicagbes de fluorescéncia, fosfo-
rescéncia e luminescéncia, veja Molecwlar Luminescence Spectroscopy, 5.
Schulman, Ed. New York: Wiley, Pant 1, 1985; Part 2, 19388, Part 3, 1993:E. L.
Wehry, in Phyvsical Methods of Chemizrry, 2nd ed., Volume VIII, Chapter 3, B.
W, Rossiter and R. C. Bactzold, Eds. New York: Wiley, 1993; 1. R. Lakowicz,
Principles of Flnerescence Spectroscopy. New York: Plenum Press, 1983 G. G.
Guilbault, Practical Fluorescence, 2nd ed. New York: Marcel Dekker, 1990,
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Estados Excitados Singlete/Triplete

Um estado elerrdnico molecular no qual todos os spins eletrfni-
cos estio emparelhados € chamado estado singleie e nenhuma
separagiio de niveis de energia ocorre quando a molécula € ex-
posta a um campo magnético. O estado fundamental para um ra-
dical livre, por outro lado, € um estado dublere, porque o elétron
isolado pode ter duas orientagdes em um campo magnético, o
que dd energias diferentes ao sistema.

Quando um elétron de um par em uma molécula é excitado
a um nivel mais alto de energia, forma-se um estado singlete ou
um triplete. No estado excitado singlete, o spin do elétron pro-
movido ainda estd emparelhado com o elétron no estado funda-
mental; no estado triplete, entretanto, os spins dos dois elétrons
ficaram desemparelhados e sio, desta forma, paralelos. Esses es-
tados podem ser representados como se¢ segue, com as selas re-
presentando as direcdes de spin:

£ T
|

Estado Esado excitado Estado
fundamental singlete fandamental
1ir:g||,-b¢ triplete

A nomenclatura singlete, dublete e triplete vem de conside-
ragcdes espectroscopicas de mulriplicidade. com as quais ndo pre-
cisamos nos preocupar aqui. Observe que o estado excitado tri-
plete tem energia menor que o estado singlete correspondente.

As propriedades de uma molécula no estado excitado triple-
te diferem muito daguelas do estado excitado singlete. Por exem-
plo, uma molécula € paramagnética no estado triplete e diamag-
nética no singlete. Mais importante €, no entanto, o fato que uma
transigdo singlete/triplete (ou o oposto), que também envolve
uma mudanca de estado eletrdnico, € um evento significativa-
mente menos provivel que a transicio singlete/singlete corres-
pondente. Como conseqiiéncia, o tempo de vida médio de um es-
tado excitado triplete pode variar de 107 a varios segundos, em
comparaciio com o tempo de vida médio de 107° a 107 5 para um
estado excitado singlete. Mais ainda, a excitagfio induzida por ra-
diacdo de uma molécula no estado fundamental a um estado ex-
citado triplete tem pouca probabilidade de ocorrer e os picos de
absorgio decorrentes desse processo sdo ordens de magnitude
menores que as ransigdes singlete/singlete andlogas. Veremos,
no entanto, que um estado excitado triplete pode ser povoado a
partir de um estado excitado singlete em certas moléculas; a con-
seqiiéncia final desse processo €, freqiientemente, a fosforescén-
cia.

Diagrama de Niveis de Energia de Moléculas
Fotoluminescentes

A Figura 15-1 mostra um diagrama parcial de niveis de energia
de uma molécula fotoluminescente tipica. A linha horizontal
grossa mais inferior representa a energia do estado fundamental
da molécula, que é normalmente um estado singlete e € designa-
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Figura 15-1 Diagrama parcial de energia de um sistema fotoluminescente.

do 5p. A temperatura ambiente, esse estado representa as ener-
gias de essencialmente todas as moléculas em uma solugio.

As linhas grossas superiores siio os niveis de energia para os
estados fundamentais vibracionais de trés estados eletrfnicos ex-
citados. As duas linhas & esquerda representam o primeiro (5)) e
segundo (§7) estados eletrénicos excitados singlefes. A da direi-
ta (7y) representa a energia do primeiro estado eletrdnico triple-
te. Como ¢ normalmente o caso, a energia do primeiro estado ex-
citado triplete € menor que a energia do estado singlete corres-
pondente,

Numerosos niveis de energia vibracionais estdo associados a
cada um dos quatro estados eletrdnicos, conforme sugerido pelas
linhas horizontais mais finas.

Conforme mostrado na Figura 15-1, a excitagiio dessa molé-
cula pode ser conseguida pela absorgio de duas bandas de radia-
¢io, uma centrada no comprimento de onda A (55— §)) ¢ a se-
gunda no comprimento de onda menor A (Sp — 5;). Observe
que o processo de excitagio resulta na conversio da molécula em
qualquer dos estados excitados vibracionais. Note ainda que a
excitacio direta ao estado triplete ndo estd mostrada porque essa
transi¢io nio ocorre de modo significativo, uma vez que esse
processo envolve mudanga de multiplicidade, um evento que,
conforme mencionamos, tem probabilidade de ocorréncia baixa
{uma transicio de baixa probabilidade desse tipo é chamada
proibida).

15A-2 Velocidades de Absorcio e Emissao

A velocidade com a qual um fdton € absorvido € altissima; o pro-
cesso requer de 107" a 107" 5. A emissdo de fluorescéncia, por

outro lado, ocorre a uma velocidade significantemente menor.
Aqui, o tempo de vida do estado excitado estd inversamente re-
lacionado & absortividade molar do pico de absorgio correspon-
dente ao processo de excitagio. Assim, para absortividades mo-
lares no intervalo de 107 a 10°, os tempos de vida dos estados ex-
citados sio de 107" a 107" 5. Em sistemas fracamente absorventes,
nos quais a probabilidade do processo de transigiio € menor, os
tempos de vida podem ser longos como 107" a 107 5. Conforme
notamos, a velocidade média de uma transicio de triplete para
singlete ¢ menor que a de uma transigio de singlete para single-
te correspondente. Assim, a emissiio de fosforescéncia requer
tempos na faixa de 107 a 10 5 ou mais,

15A-3 Processos de Desativacio

Uma molécula excitada pode voltar ao seu estado fundamental
por uma combinagio de virias etapas mecanisticas. Conforme
mostrado pelas flechas retas verticais na Figura 15-1, duas des-
tas etapas, fluorescéncia e fosforescéncia, envolvem a emissio
de um féton de radiagio. As outras etapas de desativagio, indica-
das por flechas sinuosas, s@io processos ndo-radiativos. A trajetd-
ria favorecida para o estado fundamental € aquela que minimiza
o tempo de vida do estado excitado. Assim, se a desativagio por
fluorescéncia € rdpida em relacfo aos processos sem radiacio, tal
emissdo € observada. Por outro lado, se uma trajetéria niio-radia-
tiva tem uma constante de velocidade mais favordvel, ou nio hd
fluorescéncia ou € pouco intensa.

A fotoluminescéneia estd limitada a um niimero relativamen-
te pequeno de sistemas que incorporam caracterislicas estruturais
e ambientais que provocam uma desaceleracio dos processos de




relaxagio ou desativacao nao-radiativos a tal ponto que a emissio
pode competir cineticamente. O conhecimento a respeito dos pro-
cessos de emissdo € completo o suficiente para permitir que con-
sideragdes quantitativas das suas velocidades sejam feitas. No en-
tanto, a compreensdo dos outros caminhos de desativacio €, na
melhor das hipdteses, rudimentar; para esses processos, apenas
regras qualitativas ou especulagdes sobre velocidades e mecanis-
mos podem ser propostos. Apesar disso, a interpretacio da foto-
luminescéncia necessita consideracdes destas outras rotas.

Relaxagdo Vibracional

Conforme mostrado na Figura 15-1, uma molécula pode ser le-
vada a qualquer um de vdrios niveis vibracionais durante o pro-
cesso de excitacio eletrdnica. Em solugiio, no entanto, a energia
vibracional em excesso € perdida imediatamente, como conse-
giiéncia de colisdes entre as moléculas da espécie excitada e as
do solvente; o resultado € uma transferéncia de energia e um au-
mento mindsculo da temperatura do solvente. Esse processo de
relaxagiio € tio eficiente que o tempo de vida médio de uma mo-
lécula excitada vibracionalmente € 107" s ou menos, um periodo
significantemente menor que o tempo de vida médio de um esta-
do excitado eletronicamente. Como conseqiiéncia, a fluorescén-
cia de uma solugdo, quando ocorre, envolve uma transicdo a par-
tir do nivel vibracional mais baive de um estado eletrdnico exci-
tado. Virios picos proximamente espacados sdo produzidos, no
entanto, uma vez que a molécula pode retornar para qualguer um
dos niveis vibracionais do estado fundamental (Figura 15-1), de
onde ela caird rapidamente ao nivel vibracional mais baixo do
estado eletrbnico fundamental por relaxacio vibracional subse-
gliente,

Uma conseqiiéncia da eficiéncia da relaxagio vibracional é
que a banda de fluorescéncia para uma dada transicdio eletronica
estd deslocada para freqgiiéncias mais baixas ou comprimentos de
onda maiores em relagio 4 banda de absorgio (deslocamento
Stokes); a superposigio ocorre para o pico de ressondncia envol-
vendo transigdes entre o nivel vibracional mais baixo do estado
fundamental e o nivel correspondente de um estado excitado, Na
Figura 15-1, o comprimento de onda da radiago absorvida que
produz o pico de ressonfincia A, € designado A/

Conversao Interna

O termo conversdo interna descreve processos intermoleculares
pelos quais uma molécula passa para um estado eletrdnico de
energia menor sem emissio de radiagio. Esses processos nido sio
bem-definidos nem bem-compreendidos, mas € evidente que sdo
altamente eficientes, porque relativamente poucos compostos
exibem fluorescéncia.

A converséio interna parece ser particularmente eficiente
guando dois niveis eletrnicos de energia estdo préximos o sufi-
ciente para que haja uma superposicdo de niveis de energia vi-
bracionais. Essa situacfio estd representada para os dois estados
excitados singletes na Figura 15-1. Nas superposicdes mostra-
das, as energias potenciais dos dois estados excitados sdo idénti-
cas; essa igualdade aparentemente permite uma transicao efi-
ciente. A conversfio interna através de niveis vibracionais super-
postos € geralmente mais provdvel que a perda de energia por
fluorescéncia a partir de um estado excitado mais alto. Assim, re-
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ferindo-nos ainda 4 Figura 15-1, a excitagdo pela banda de radia-
¢io designada Ly normalmente produz uma banda de fluorescén-
cia centrada em A3 _excluindo uma banda que poderia resultar de
uma transicdo entre 52 e Sg. Aqui, a molécula excitada passa do
estado eletrénico mais alto ao nivel de energia vibracional mais
baixo do estado eletrnico excitado inferior por meio de uma sé-
rie de relaxages vibracionais. uma conversiio interna e depois
relaxacdes subseqiientes. Nessas circunstincias, a fluorescéncia
ocorre somente em )3, ndo importando qual radiagdo de compri-
mento de onda A ou A2foi a responsédvel pela excitagio. O quini-
no fornece um exemplo cldssico desse tipo de comportamento
{ver Problema 15-11); essa substincia de ocorréncia natural tem
duas bandas de excitagdo analiticamente dteis, uma centrada em
250 nm e a outra em 350 nm. Independentemente de qual com-
primento de onda seja usado para excitar a molécula, o compri-
mento de onda de mdxima emissio € 450 nm (Figura 15-2).

s mecanismos do processo de conversio interna §; — S
mostrado na Figura 15-1 nfo s3o bem compreendidos. Os niveis
vibracionais do estado fundamental podem se superpor aos do
primeiro estado eletrdnico excitado: nessas circunstincias, a de-
sativagio ocorrerd rapidamente pelo mecanismo que acabamos
de descrever. Essa situagio prevalece em compostos alifdticos,
por exemplo, e explica o fato de que essas espécies quase nunca
fluorescem; nessa classe de compostos, a desativacdo por trans-
feréncia de energia através de niveis vibracionais superpostos
ocorre 1do rapidamente que a fluorescéncia nio tem tempo de
acontecer.

A conversdio interna pode ainda resultar no fendmeno da
pré-dissociagdo. Aqui, a molécula vai de um nivel eletrénico su-
perior para um nivel vibracional superior de um estado eletroni-
co mais baixo, no qual a energia vibracional € grande o suficien-
te para causar ruptura de uma ligagio. Em uma molécula grande,
hd uma probabilidade aprecidvel da existéncia de ligacbes com
forga menor que a energia de excitagiio eletronica dos cromdfo-
ros. A ruptura dessas ligagtes pode ocorrer como consegiiéncia
da absorgio pelo cromdforo, seguida por conversiio interna da
energia eletrbnica para a energia vibracional associada 4 ligagio
fraca.

A pré-dissociagio deve ser diferenciada da dissociacdo, na
qual a energia absorvida excita um croméforo diretamente a um
nivel vibracional alto o suficiente para causar uma ruptura da li-
gagio cromofdrica; a conversdo interna ndo estd envolvida. Os
processos de dissociaciio também competem com o processo de
fluorescéncia.

Conversio Externa

A desativacio de um estado eletrdnico excitado pode envolver
interagio e transferéncia de energia entre a molécula excitada e o
solvente ou outros solutos. Esses processos sdo chamados cole-
tivamentle conversdo externa, ou supressdo (ou extingdo) por co-
lisdo (collisional quenching, em inglés). A evidéncia para a con-
versiio externa inclui o efeito marcante exercido pelo solvente
sobre a intensidade de fluorescéncia; mais ainda, condigbes que
tendem a reduzir o nimero de colistes entre particulas (baixa
ternperatura e alta viscosidade) geralmente aumentam a fluores-
céncia. Os detalhes dos processos de conversio externa ndo sdo
bem-compreendidos.
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Figura 15-2 Espectros de excitagio e emissio de fluorescéncia de uma soluclo de quinino,

As transigbes nio-radiativas para o estado fundamental a
partir dos estados excitados singlete e triplete mais baixos (Figu-
ra 15-1) provavelmente envolvemn conversdes externas e internas.

Cruzamento Intersistema

O cruzamento intersisiema € um processo no qual o spin de um
elétron excitado é invertido resultando uma mudanga na multi-
plicidade da molécula. Do mesmo modo que na conversio inter-
na, a probabilidade dessa transicio € aumentada se os niveis vi-
bracionais dos dois estados se interpenetram. A transigiio single-
te/triplete mostrada na Figura 15-1 € um exemplo: o estado vi-
bracional inferior do singlete se superpfe a um dos nivels vibra-
cionais superiores do triplete e uma mudanga no estado do spin é
mais provivel.

O cruzamento intersistema € mais comum em moléeulas que
contém dtomos pesados, como iodo ou bromo (efeita do dromo
pesada). As interagdes spin-Orbita se tornam maiores na presen-
¢a de tais dtomos e, assim, uma mudanga de spin € mais favord-
vel. A presenga de espécies paramagnéticas, tal como oxigénio
muolecular, na solugiio também facilita o cruzamento intersistema
e um conseqiiente decréscimo na fluorescéncia.

Fosfarescéncia

A desativacio de estados eletréinicos excitados pode também en-
volver a fosforescéncia. Depois do cruzamento intersistema para
um estado triplete, uma desativagio subseqiiente pode ocorrer,
seja por conversio interna ou externa, seja por fosforescéneia.
Uma transigio triplete — singlete € muito menos provdvel que
uma conversio singlete/singlete; assim, como jd foi mencionado,
o tempo de vida médio do estado excitado triplete em relagio a
emissfio varia de 107" a 10 s ou mais. Entfio, a emissiio a partir de

tal transicdo pode persistir por algum tempo apés a irradiagiio ter
sido iterrompida.

As conversdes externa e interna competem de modo tio
bem-sucedido com a fosforescéncia que esse tipo de emissio é
normalmente observado apenas a baixas temperaturas, em meios
allamente viscosos, ou em moléculas que estio adsorvidas em
superficies sdlidas.

15A-4 Varidveis que Afetam a Fluorescéncia e a
Fosforescéncia

A estrutura molecular, assim como o ambiente quimico, influen-
ciam a ocorréncia ou ndo da lumineseéneia de uma molécula; es-
ses fatores também determinam a intensidade da emissdo, quan-
do esta ocorre, Os efeitos de algumas dessas varidveis serfio con-
siderados brevemnente nesta secfio.

Rendimento Quintico

O rendimento qudntico, ou eficiéncia gudntica, para fluorescén-
cia ou fosforescéncia € simplesmente a raziio do ndmero de mo-
léculas que luminescem pelo nimero total de moléculas excita-
das. Para uma molécula altamente fluorescente, como fluorescei-
na, a eficiéncia quintica em algumas condigdes se aproxima da
unidade. Espécies quimicas que nio fluorescem apreciavelmen-
te tém eficiéncias quinticas que se aproximam de zero.

A Figura 15-1 e a nossa discussio, sobre os processos de de-
sativagio sugerem que o rendimento quintico de fluorescéncia
de um composto € determinado pelas constantes de velocidades
relativas &, dos processos pelos quais o estado excitado singlete
mais baixo € desativado — a saber, fluoreseéneia (kp), cruzamen-
to intersistema (k;), conversiio externa (k..), conversiio interna




(k). pré-dissociagiio (kpg) e dissociagio (k). Podemos expres-
sar essas relacdes pela equacio
kr

¢=k,+ki+kﬂ+k:i+kpd+kd

(15-1)

onde os termos k sdo as constantes de velocidades respectivas pa-
ra 0s vdrios processos mencionados acima.

A Equagiio 15-1 permite uma interpretagdo qualitativa de
muitos dos fatores estruturais e ambientais que influenciam a in-
tensidade da fluorescéncia. As varidveis que conduzem a valores
altos da constante de velocidade de fluorescéncia ky e valores
baixos para os outros termos em k aumentam a fluorescéncia. A
magnitude de kg, a constante de velocidade de pré-dissociacio
kuq e a constante de velocidade de dissociaciio kg sdo dependen-
tes principalmente da estrutura quimica; as constantes restantes
sfio fortemente influenciadas pelo ambiente e em menor grau pe-
la estrutura.

Tipos de Transigdes na Fluorescéncia

E importante observar que a fluorescéncia dificilmente resulta da
absorgiio de radiagdo ultravioleta de comprimentos de onda me-
nores que 250 nm, porque tal radiagio € suficientemente energé-
tica para causar desativagio dos estados excitados por pré-disso-
ciaciio ou dissociaciio. Por exemplo, a radiagio de 200 nm cor-
responde a aproximadamente 140 kcal/mol; a maior parie das
moléculas orgnicas tem pelo menos algumas ligagbes que po-
dem ser rompidas por energias dessa magnitude. Como conse-
giiéncia, a fluorescéncia devido a transigdes o* — o dificilmen-
te ¢ observada; em vez disso, essa emissdo fica resirita aos pro-
Ces505 Mmenos energéticos m# — M e m* — n (ver Figura 14-3 pa-
ra observar as energias relativas associadas a essas transigoes).

Como jd notamos, normalmente uma molécula excitada ele-
tronicamente volta ao seu estado excitado mais baixo por uma
série de relaxagdes vibracionais ripidas e conversoes internas
que nio produzem emissio de radiagdo. Assim, a fluorescéncia
comumente se origina de uma transiciio do nivel vibracional
mais baixo do primeiro estado eletrdnico excitado para um dos
niveis vibracionais do estado eletrdnico fundamental. Para a
maior parte dos compostos fluorescentes, entiio, a radiagio é
produzida por uma transigiio n — nT* ou T — n¥, dependendo de
qual das duas € a menos energética.

Eficiéncia Qudntica e Tipo de Transicdo

Observa-se empiricamente que a fluorescéncia € mais comumen-
te encontrada em compostos nos quais as transiges de menor
energia sio do tipo T — ©* que em composLos nNos quais a tran-
sicdo de menor energia € do tipo n — w¥, isto €, a eficiéncia
quéntica é maior para transighes ©% — 1.

A eficiéncia quéntica maior associada ao processo T — n*
pode ser racionalizada de dois modos. Em primeiro lugar, a ab-
sortividade molar de uma transiciio m — n* € normalmente 100
a 1.000 vezes maior que para um processo n — T* e essa grande-
za representa uma medida da probabilidade de transigio em
qualquer dire¢io. Assim, o tempo de vida intrinseco associado a
uma transigio T — &* ¢ menor (107 a 107 s em comparagio
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com 107 a 107" s para uma transi¢dio n — 7*) ¢ kr na Equagio 15-
1 € maior.

Consideragdes termodiniimicas sugerem que a velocidade de
cruzamento intersistema k; é menor para estados excitados T —
n* porque a diferenca de energia entre os estados singlete e tri-
plete € maior; isto &, mais energia € necessiria para desempare-
Ihar os elétrons do estado excitado n*. Como conseqjiiéncia, a su-
perposigio dos niveis vibracionais do triplete com os do singlete
€ menor, bem como a probabilidade de um cruzamento intersis-
tema.

Em resumo, a fluorescéncia estid mais comumente associada a
transigdes m— m* porque apresentam tempos de vida médios me-
nores (ky € maior) e porque 0s processos de desativaciio que com-
petem com a fluorescéncia sdo de ocorréncia menos provivel.

Fluorescéncia e Estrutura

A fluorescéncia mais intensa e mais itil € encontrada em com-
postos contendo grupos funcionais aromdticos com niveis de
transigio T — n* de baixa energia. Compostos contendo estrutu-
ras alifiticas, aliciclicas carbonilicas ou estruturas de ligagoes
duplas altamente conjugadas também podem apresentar fluores-
céncia, mas em menor nimero se comparado ao dos sistemas
aromdticos.

A maioria dos hidrocarbonetos aromédticos nio-substituidos
fluoresce em solugio e a efici®éncia quintica aumenta com o nii-
mero de anéis e seu grau de condensagdo. Os heterociclicos sim-
ples, como piridina, furano, tiofeno e pirrol,

H
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piricina furano tiofeno pirrol

niio apresentam fluorescéncia; por outro lado, estruturas com
anéis condensados apresentam. Acredita-se que, em compostos
heterociclicos nitrogenados, a transicio eletrénica de nivel mais
baixo seja um processo n — T* que rapidamente se converte em
um estado triplete e previne a fluorescéncia. A condensacgiio de
an€is benzénicos a nicleos heterociclicos, no entanto, resulta em
um aumento da absortividade molar do pico de absorcdo. O tem-
po de vida de um estado excitado € menor em tais estruturas; a
fluorescéncia € entdo observada em compostos como quinolina,
isoguinolina e indol.

|
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A substitui¢io no anel benzénico causa deslocamentos nos com-
primentos de onda dos médximos de absorgiio e mudangas corres-
pondentes nos picos de fluorescéncia. Adicionalmente, a substi-
tuigdio afeta, com freqiiéncia, a eficiéncia de fluorescéncia; al-
guns desses efeitos estiio ilustrados nos dados para derivados do
benzeno na Tabela 15-1.
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TABELA 15-1 Efeito da Substituigiio na Fluorescéncia do Benzeno®
Comprimento de Onda da Intensidade Relativa
Composto Firmula Fluorescéncia, nm da Fluorescéncia
Benzeno CgHg X70-310 10
Tolueno CgHsCHs 270-320 17
Propilbenzena CgHsC4H 270-320 17
Fluorobenzeno CgHsF 270-320 10
Clorobenzeno CyHs(Cl 275-345 7
Bromobenzeno CpHsBr 290-380 5
Iodobenzeno CgHel - ]
Fenol C¢HsOH 285-365 E
fon fenolato CeH:Or 310-400 10
Anisol CgHsOCH; 285345 20
Anilina CsHsMNH2 F10-405 20
fon anilinio CeHsNHY - 0
Acido benzéico C¢HsCOOH 310-390 3
Benzonitrila CeHsCN 280-360 20
Nitrobenzeno CeHsMNOL - 0

“Em solugdio etandlica.

A influéncia de substitnicio por halogénios € notdvel: o de-
créscimo na fluorescéncia ao se aumentar o ndmero atdmico do
halogénio € atribuide em parte ao efeito de dtomo pesado, que
aumenta a probabilidade de cruzamento intersistema para o esta-
do triplete. Acredita-se que a pré-dissociagio tenha um papel im-
portante em iodobenzeno e nitroderivados também; esses com-
postos tém ligagtes de ficil ruptura que podem absorver a ener-
gia de excitagdo em seguida & conversio interna.

A substituigiio de um grupo carboxilico ou carbonilico em
um anel aromdtico geralmente inibe a fluorescéncia. Nesses
compostos, a energia da transicio n — T* € menor que na transi-
30 T — w*; como jd mencionamos anteriormente, o rendimen-
to de fluorescéncia do primeiro tipo de sistema € normalmente
baixo.

Efeito da Rigidez Estrutural

Sabe-se empiricamente que a fluorescéncia é favorecida em mo-
léculas que possuem estruturas rigidas. Por exemplo, as eficién-
cias quinticas de fluoreno e difenil sio aproximadamente 1,00 ¢
0,2, respectivamente, em condigties de medida semelhantes. A
diferenca de comportamento parece ser principalmente

Ha

fluorenao difenil

um resultado do aumento da rigidez causado pelo grupo metile-

1o no fluoreno. Muitos exemplos similares podem ser citados.
A influéncia da rigidez tem sido também lembrada para ex-

plicar o aumento na fluorescéncia de determinados agentes que-

lantes orginicos quando eles estdo complexados com um ion me-
talico, Por exemplo, a intensidade de fluorescéncia da 8-hidroxi-
quinolina ¢ muito menor que a do complexo de zinco:

e
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Ny

A falta de rigidez em uma molécula causa, provavelmente,
um aumento na constante de conversdio interna (k,; na Equaciio
15-1) e um conseqgiiente aumento na facilidade de desativagiio
nio-radiativa. Uma parte de uma molécula nao-rigida pode exe-
cutar vibragoes de freqiiéncia baixa em relagdo is outras partes;
esses movimentos indubitavelmente explicam alguma perda de
energia.

Efeitos do Solvente ¢ da Temperatura

A eficiéncia quintica de fluorescéncia, na maioria das molécu-
las, decresce com o aumento na temperatura, porque um aumen-
to na freqiiéncia das colisfes em temperaturas elevadas aumenta
a probabilidade de desativagio por conversio externa. Um de-
créscimo na viscosidade do solvente também aumenta a facilida-
de de conversiio externa e leva ao mesmo resultade,

A fluorescéncia de uma molécula ¢ diminuida por solventes
contendo dtomos pesados ou outros solutos com tais dtomos em
suas estruturas; o tetrabrometo de carbono e iodeto de etila sio
exemplos. O efeilo € semelhante ao que ocorre quando compos-




tos fluorescentes sio substituidos com dtomos pesados; intera-
¢des spin-drbita causam um aumento na velocidade da formagao
de triplete e um correspondente decréscimo na fluorescéncia.
Compostos contendo dtomos pesados séo fregiientemente incor-
porados em solvenies quando deseja-se uma maior fosforescén-
cia.

Efeito do pH na Fluorescéncia

A fluorescéneia de um composto aromdtico com substituintes
dcidos ou bdsicos no anel é normalmente dependente do pH.
Tanto o comprimento de onda como a intensidade de emissio
possivelmente serfio diferentes para as formas ionizada e ndo-io-
nizada do composto. Os dados para fenol e anilina mostrados na
Tabela 15-1 ilustram esse efeito. As mudancas na emissdo de
compostos desse tipo surgem do nimero diferente de espécies
ressonantes associadas as formas bdsica e dcida das moléculas.
Por exemplo, a anilina tem virias formas ressonantes, enquanto
que o fon anilénio tem apenas uma, isto €,

H H H H H H H | H
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formas ressonantes da anilina E jion anilinio

As formas ressonantes adicionais tornam o primeiro estado exci-
tado mais estdvel; conseqiiéncia ¢ a fluorescéncia na regido ultra-
violeta.

A fluorescéncia de certos compostos em fungio do pH tem
sido utilizada para a detecgfio de pontos finais em titulagbes dci-
do/base. Por exemplo, a fluorescéncia da forma fendlica do éci-
do 1-naftol-4-sulfénico ndo € detectdvel visualmente, uma vez
que ocorre na regido ultravioleta. Quando o composto € conver-
tido ao fon fenolato por adigio de base, no entanto, o pico de
emissao se desloca para comprimentos de onda no visivel, onde
ele pode facilmente ser visto. E interessante que essa variagdo
ocorre em um pH que € diferente do que seria previsto a partir da
constante de dissociagio dcida do composto. A explicagiio para
essa discrepéncia € que a constante de dissociagdo dcida da mo-
lécula excitada € diferente daquela da mesma espécie no estado
fundamental. VariagGes nas constantes de dissociacio bésica ou
dcida com a excitagio s&0 comuns e sdo ocasionalmente grandes,
da ordem de guatro ou cinco ordens de magnitude.

Essas observagdes sugerem que procedimentos analiticos
baseados na fluorescéncia freqiientemente requerem um contro-
le rigoroso do pH.

Efeito do Oxigénio Dissolvido

A presenca de oxigénio dissolvido fregiientemente reduz a inten-
sidade de fluorescéncia de uma solugio. Esse efeito pode ser o
resultado de uma oxidagdo da espécie fluorescente, induzida fo-
toquimicamente. Mais comumente, no entanto, a supressio
acontece como conseqiiéncia das propriedades paramagnéticas
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do oxigénio molecular, que promove cruzamento intersistema e
conversio das moléculas excitadas ao estado triplete. Outras es-
pécies paramagnéticas também tendem a suprimir a fluorescén-
cia.

Efeito da Concentragdo na Intensidade de Fluorescéncia

A poténcia de emissdo de fluorescéncia F € proporcional & po-
téncia radiante do feixe de excitacio que € absorvido pelo siste-
ma, isto &,

F=K(Py-P) (15-2)

onde Py € a poténcia do feixe que incide na solucdo e P € a po-
téncia apos atravessar uma distincia b do meio. A constante K'
depende da eficiéncia quantica do processo de fluorescéncia. Pa-
ra relacionarmos F com a concentragdo da espéeie fluorescente
¢, escrevemos a lei de Beer na forma

2 g
1]

(15-3)

onde e € a absortividade molar das moléculas fluorescentes e ebe
€ a absorbiincia A. Substituindo a Equagio 15-3 na Equacdo 15-
2. obtemos

F=K'Py(l - 10) (15-4)

O termo exponencial na Equago 15-4 pode ser expandido
em série de Maclaurin:

(2.303ebe)’
8t

3 2
(2, ﬂifbrj ] o

Uma vez que 2,303 ebe = A < 0,05, todos os termos subseqiien-
tes entre parénteses sio pequenos em relagdo ao primeiro; nestas
condig@es, o erro relativo mdximo causado por se desprezar es-
les termos, exceto o primeiro, € 0,13%. Assim, podemos escrever

F=23 K'ebcPy (15-6)

F=K'ﬁ1[13uaebc -

ou, com Py constante,

F=Kc (15-7)

Assim, um gréfico da poténcia de fluorescéncia de uma solugio
em funcio da concentragio da espécie emissora deveria ser li-
near para concentragoes baixas. Quando ¢ se torna grande o su-
ficiente para que a absorbiincia seja maior que 0,05, os termos de
ordem maior na Equagdo 15-5 tornam-se importantes e a lineari-
dade € perdida; F. entdo, situa-se abaixo de uma extrapolagiio da
parte linear.

Dois outros fatores, também responsdveis por desvios nega-
tivos da linearidade em concentragdes altas, sio a auto-supres-
sdo e a auto-absorgdoe. A primeira € resultado de colisbes entre
moléculas excitadas. Ocorre uma transferéncia de energia nio-
radiativa, talvez de modo semelhante i transferéncia para molé-
culas do solvente na conversio externa. Espera-se que a auto-su-
pressdo aumente com a concentragio pela maior probabilidade
da ocorréncia de colisdes.




