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Exemplos de emissdo de luz (Luminescéwcia)

Twucandescéncia
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Lampadas incandescentes:
Filamento de tungsténio

qgue ilumina com a
passagem de corrente
elétrica.

Lampadas fluorescentes: Vapor de
mercurio que atingido por
corrente elétrica emite raios UV
gue sao invisiveis A0S NnO0SSOosS
olhos. Mas ao serem absorvidos
pelo fésforo na parede do vidro,
geram luminosidade.



Tucandescéncia + fluorescéwncia

Fogos de artificio: Contém a pdlvora (carvdao com perclorato de
potassio + mistura de enxofre + KNO,). A pdlvora explode com o
aquecimento fornecendo a energia para a emissdao de luz de
diferentes cores.

Sédio: luz amarela

Estroncio e litio: luz vermelha

Bario: luz verde

Cobre: luz azul

Calcio: luz laranja

Quimiluminescéncia

Pulseiras de Neon: Formada por um bastao de vidro contendo
perdxido de hidrogénio (agua oxigenada) em seu interior que ao ser
guebrado, mistura com um corante (derivados de oxalato) que é
oxidado produzindo luz colorida. Esse vidro é revestido por plastico




QUIMILUMINESCENCIA: Reacdo duimiluminescente do luwminol

Reacdao quimiluminescente do luminol em meio alcalino na presenca de ferro e
agua oxigenada (H,0,) forma o 3-aminoftalato no estado excitado que libera
energia na forma de luz.

Excitado
NH, 0 NH, 0 *
NH S 0-
+ 30H + 2Fe™ + H.O - + N, + H + 2Fe” + 3H,0
NH 2E : 0"
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Emisséo de sinais luminosos por certas espécies
animais, utilizada na captur
encontro dos sexos.
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Fluorescéncia

* Usada para marcar proteinas, anticorpos e
outras moléculas para monitorar células
por microscopia de fluorescéncia

* Marcador bioldgico nas analises clinicas e
toxicologicas.

e Usado como ferramenta na d&rea de
oftalmologia como colirio.

Olho saudavel Olho lesionado



EOSTNA — DPERIVADO DA FLUORESCETNA
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1) Usado como corante em
cosméticos, tintas e papéis.

2) Analises clinicas -
Corante de leucdcitos no
sangue.
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*FLUORESCENC

-O QUE E?
- COMO OCORRE
- QUAL SUA IMPORTANCIA PARA A CIENCIA ?




Antes de falarmos de fluorescévcia:

Vawmos recordar cores (lue visivel)

750|400

Vermelho Violeta

630 430
Laranja Azul
590 480
Amarelo
Verde
560 A (nm)

400 700

Regido do vermelho

Regido do azul _
E= hC/ A > A, < Energia

<A, > Energia




QUAL COR ENXERGAMOS?
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PORQUE ENXERGAMOS COR DPE OBJETOS?
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COMO OCORRE A ABSORCAO DE LUZ?

e \':3-.

| -(Ténﬂ* e
€ ©

)
&

Antiligante ¢*
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Nao ligante n
Ligante &t
Ligante c
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©
O 9 O requer alta energia, em A < 200 nm. Ex. Metanol
n 9 O* . A entre 150 e 200 nm. Ex. 4gua e metanol
Maioria das aplicagbes em absorciometria
n 9 TT* uma vez que as transicdes eletrdnicas
T 9 Uk requerem energia que caem na faixa do UV-

VIS, entre 200 e 700 nm.




A ABSORCAO DE LUZ
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ABSORCAO DE LUZ LEVA A MOLECULA PARA UM NTVEL
DE ENERGIA MATIS ALTO D

Energia

S*

Estado singlete excitado

hv

calor

Fluorescéncia (F)

A 4

Estado singlete fundamental

ESTADO BXCITADO

Energia

S*

Estado singlete excitado

hv

calor

Fluorescéncia (F)

A 4

Estado singlete fundamental

- Fluorescéncia vermelha tem menor energia do que a verde



Fluorescéncia  rodamiva, guinive e
fluoresceina




e Mas é s6 ewissdo de
fluorescéwcia gque pode
acontecer?

* Qual a diferenga de
ﬂmorescéwcla_ e
fosforescéncia?

VAMOS ENTENDER?




®» Fluorescéncia x fosforescéncia

Estado Singlete excitado

Fluorescéncia:
Fosforescéncia :

10°a107s
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S hv Triplete
Fluorescéncia (F)
Fosforescéncia (P)
SO \ 4 A 4
T l Estado singlete fundamental
X . -15 -14 A q / .
Absor¢do (hv): 107> 21075 Fluorescéncia é a que tem maior

aplicabilidade




Singlete e triplete:
Indica a multiplicidade de cada um dos estados excitados

Multiplicidade (M) =2S + 1,
onde S é a soma do spin de cada um dos elétrons

Fluorescéncia

—y TN
Singlete: M=2 (-2+%)+1=1 )
_T— N__~

Singlete (S)

Fosforescéncia
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Triplete (T)




Fluorescéncia
Versns

fosforescéncia
~Visualizando-




Fluorescéncia da vitamina B2 (riboflavina)

Stage 1 : Excitation of molecules

from a lower 5 into an higher

; ;
excited 5 state,

e https://www.youtube.com/watch?v=wK3U0ZOwdec




VAMOS
COMPLTCAR
WATLS UM
POUQUL
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ALEXANDER JABLONSK]

Diagrama de Jablonski

Figure 1.4. Professor Alexander Jablonski (1898-1980), circa 1935.
Courtesy of his daughter, Professor Danuta Frackowiak.



DIAGRAMA DE JABLONSKI: Estados energéticos de uma molécula e suas transi¢des

E=hc/A

A= Absorbancia (Exc)
F= Fluorescéncia
P= Fosforescéncia

Cl= Conversao interna
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A molécula pode voltar para o estado fundamental por meio
de uma combinacao de varios processos de desativacao:

Processos radiativos:

e Fluorescéncia [> AplicacOes biolégicas e importancia em andlises (sangue,
farmacos, alimentos) e outras

* Fosforescéncia

Processos nao-radiativos:

e Relaxacao vibracional
e Conversao interna
e Cruzamento intersistema



Associando  travsigbes eletrévicas espectros de absorgdo e
emissao
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ESCOLHENDO O Agyciracio

1) Fazer a varredura de um espectro de absorcao

Espectro de absorcdao do quinino ‘
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Comprimento de onda maximo de absorcao = 350 nm ‘ &SSE%JN&EXCITACAO DESTA




Espectros de excitagdo e ewmissdo do duinivo
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= Independente do A, a
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Comparacao do espectros
de emissao da fluoresceina
excitada em: 280, 375 e
470 nm

HO O O
(L

COOH

Absorbance

Fluorescence

~, 470 nm
R

"
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Wavelength (nm)
'—280nm |
375 nm |
— 470 nm

490 500 510 520 530 540 550
Wavelength (nm)
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Normalized fluorescence

460 560 SiO 52.0 SéO 54-0 SéO
Wavelength (nm)



Deslocamento de Stokes: Distancia entre o comprimento
de onda de excitacao e emissao

o Deslocamento de Stokes =1
B pemel s
O
S @, Grande deslocamento de Stokes:
T Q 4 N .
2 9 moléculas com fluorescéncia
0 . 7
o = facilmente detectavel
1)
4
: R 2
_ Comprimento de onda (nm) g’
o Deslocamento de Stokes §'
{1+ .
o i, o Pequeno deslocamento de Stokes:
- v ’ I~ . 07 o
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RECORDANDO: COMO £ MEDIDA A
ABSORCAO DE LUZ

O — \‘ i i =

. Seletor de
Fonte Colimador Prisma Comprimento Amostra  Detector
de luz ou grade de onda

ESPECTROFOTOMETRO



FLUORIMETRO

Cuheta

\ Fenda Exc (slit) /,

1 Luz que nao foi absorvida
[ > L A > d

. pela amostra
= (transmitida)
FONTE \

Lampada de

Monocromador
XenoOnio de excitacdo
200-900 nm

A4 Monocromador
de emissao

Fenda Em (slit)

DETECTOR 90°




ESQUEMA DO ESPECTROFLUORIMETRO CORRIGIDO

Atenua a luz para cair na faixa #
de luz emitida

Controla as flutua¢des da fonte -

Monocromador Radiacio espalhada de luz

de excitagcao ou
filtro .

_.;5.

aAmostra

Fenda

Atenuador de
feixe

Fotomultiplicadora
da referéncia

Amplificador
diferencial

Detector para
leitura

- monocroma-

-

dor de emissdo
ou filtro

Fenda
Fotomultiplicadora

da amostra

Componentes similares aum
UV-Vis

“Detector” a 90 ? em relagao
ao feixe incidente

Observa-se ambos os
espectros de excitacdo e
emissao

FLUORIMETRO: Controla a luz absorvida e emitida através de filtros com comprimentos de onda selecionados

ESPECTROFLUORIMETRO: Controla a luz absorvida e emitida através de monocromadores



CUBETAS DE FLUORESCENCTA

material transparéncia  aplicabilidade &

o, Cubeta
quartzo 150-3000nm UV, visivel 7
| vidro 375-2000 nm visivel O I i
pldstico 380-800 nm visivel I " transmitida
LV
Exc Nk
| Em
N N
o | |

DETECTOR i




QUATLS MOLECULAS TEM A PROPRIEDADE DE
EMITIR LUZ NA FORMA DE FUORESCENCIA?




ESTRUTURA QUIMICA € FLUORESCENCTIA
*  Absor¢do e emissdo de luz em A diferentes no UV-Vis

N 0 HO 0] (0] H.C
eV adasoe w
" - o

POPOP O COOH \T N/ l‘|~|/

FLUORESCEINA

HO
N
0 N * Fluorescéncia advém principalmente de transicoes Tt — t*
_ * Moléculas planares aumentam a conjugacao entre o
N . 7
sistema de elétrons
QUININO T

* Moléculas com estruturas rigidas com menor liberdade
vibracional- tem menor cruzamento intersistema e maior

fluorescéncia

PIRIDINA 1 1




Como avaliar a capacidade de nma
molécula emitir nz?

Rendimento quantico, ou eficiéncia quantica, para fluorescéncia:
é a razao do numero de moléculas que emitem luz pelo numero
total de moléculas excitadas.

Numero de fotons emitidos

Rendimento quantico (D) =

U

0<d1 Quanto maior a fluorescéncia de uma molécula,
— mais proximo de 1 é o valor de @..

Numero de fotons absorvidos

Ex. Se 100 moléculas vdao para o estado excitado, mas
apenas 20 voltam para o fundamental emitindo
fluorescéncia, ® =0,2




Cowmo determinar o rendimento dquantico na pratica?

Referéncia

Amostra

[, AR
F TR AF

@, = Rendimento quéntico de fluorescéncia da amostra Padrio Aexe, M “

@, = Rendimento quantico de fluorescéncia da referéncia

Sulfato de quinino 350 0,58
I = Intensidade de fluorescéncia da amostra Fluoresceina 490 0,98
Iz = Intensidade de fluorescéncia da referéncia POPOP 365 0,97
A; = Absorbancia da amostra Rodamina 101 470 1,00

Ag = Absorbancia da referéncia
* Valores dependem do solvente



ALGUMAS APLTICACOES
DA FLUORESCENCTIA

* Ensaios bioquimicos em laboratorios de analises
clinicas (diagndstico)

* Ciéncias forenses

* Analise de alimentos, farmacos e produtos
naturais — controle de qualidade

* Localizacao subcelular de farmacos, proteinas, etc-
mecanismos

* Sitios de ligacao de proteinas — sinalizacao celular

* Interacdes moleculares com membranas
bioldgicas

e Atividade enzimatica



Algumas Vantagens da
Fluorescéncia

1) Sensibilidade: Frequentemente de uma a trés
ordens de grandeza mais sensivel do que aquela
apresentada pela absorbancia.

2) Seletividade dos procedimentos de
fluorescéncia é maior do que aqueles
apresentados pelo método de absorcao.

3) Numero limitado de sistemas quimicos
produzem a fluorescéncia




LTNKS SOBRE FLUORESCENCIA € FOSFORESCENCIA

* https://www.youtube.com/watch?v=62pwykA huU

Fluorescéncia rodamina, fluoresceina

* https://www.youtube.com/watch?v=XFmau62 IgU

Fluorescéncia materiais domésticos (curiosidades)

* https://www.youtube.com/watch?v=_-ZKef9nyLA
Fluorecéncia quinino, fluoresceina, rodamina e eosina.

e https://www.youtube.com/watch?v=FZ9E5hZMbCA
Curiosidades




