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Luminescéncia Molecular

 Fluorescéncia Molecular )

— Absorcao de fotons — emissao de fétons
* Fosforescéncia

— Absorcao de fétons — emissao de fétons)
* Quimiluminescéncia

— EXxcitagcao quimica — emissao de fétons

« Aplicacoes Qualitativas
— Espectros caracteristicos
- Aplicagoes Quantitativas
— Baixos valores de limites de deteccao (LOD ~ ppb)
— Ampla linearidade
— Alta especificidade



Fluorescéncia x Fosforescéncia

* Fluorescéncia atobmica — Sodio: 3s - 3p — 3s

— Absorve 589 nm — emite 589 nm — Fluorescéncia ressonante
Fluorescéncia molecular — fluoresceina: n - a* —=n

— Absorve 490 nm — emite 520 nm — Deslocamento de Stokes
Fosforescéncia — antraceno: &w = 7n* —

— Absorve 280 nm — emite 480 nm — perda de energia?
Spin Eletrénico

— elétrons emparelhados
- Estados Excitados: L [
— Singlete:
» emparelhados
— Triplete
* desemparelhados [ [ [ [
Ground Excited Excited
singlet state singlet state triplet state

ey (b) ©)



Orbitais Moleculares e Ligacoes

(a) o orbital (¢) o* orbital

a ° ° °
(b) m orbital (d) = * orbital

Figure 14-1 Electron distribution in sigma and pi molec-
ular orbitals.
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Figure 14-2 Types of molecular
orbitals in formaldehyde.
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Figure 19-10 Geometry of
formaldehyde. (a) Ground state.
(b) Lowest excited singlet state.




Diagrama de Niveis Energéticos de Moléculas
Fotoluminescentes
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Processos de Absorcao e Emissao

* Velocidades dos processos:
— Absorcdo: 10-'%a 10"° s
— Fluorescéncia: de 10-7a 109 s (¢ > 103) até 10~ a 10°s
— Fosforescéncia: de 104 a 10/+ s
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Processos de Desativacao

A competicao cinética entre processos radiativos
(emissao de féotons) e nao-radiativos determina a
natureza do processo de desativacao

- Relaxacao vibracional
— Imediata (1012 s) dissipacédo por vibracdo
— Colisao com moléculas do solvente
— Aumento minimo de temperatura do sistema

— Dissipacao de energia = perda de energia =
Deslocamento de Stokes
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Diagrama de Niveis Energéticos de Moléculas
Fotoluminescentes
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Processos de Desativacao

e Conversao interna
— Processo intramolecular

— Proximidade entre niveis eletrbnicos excitado e niveis
vibracionais de um estado eletronico excitado de menor

energia

(niveis superpostos)
— Resultado pratico:

nao importa qual A,

fluorescéncia = A,

Intensidade relativa

Excitagdo Emissdo

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda, nm



Diagrama de Niveis Energéticos de Moléculas
Fotoluminescentes
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Processos de Desativacao

« Conversao externa

— Processo intermolecular: envolve transferéncia de
energia da molécula excitada para moléculas de
solvente = supressao colisional

— Obviamente depende de condicdes intrinsecas ao
solvente e fatores que aumentem ou diminuam o numero
de colisoes:

 Tipo de solvente
* Temperatura
* Viscosidade

 Presenca de supressores
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Processos de Desativacao

 Cruzamento Intersistema

— Ocorre com a inversao do spin de elétron excitado o que
altera a multiplicidade da molécula

— A probabilidade desta transicao depende da proximidade
entre os niveis energéticos vibracionais

 Fosforescéncia

— Transigao triplete — singlete € menos provavel que a
transicao singlete — singlete

. tempo de vida médio € grande

— Evento raro: observado em baixas temperaturas,
solventes viscosos ou mesmo em solidos
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Variaveis que Afetam Luminescéncia

* Rendimento ou Eficiéncia Quantica

— E a razao entre o nimero de moléculas luminescentes e
o0 numero total de moléculas excitadas; ou seja:

n° moléculas luminescentes
n° total de moléculas excitadas

O<s¢=l

— Processo puramente cinético! Simplificando:

ky

ok, 4k, vk, th, +k,

¥

— Tipo de transicao: nour— n*e x*—= mwToun
— ¢ > a* — mporque tempo vida & menor (~107 — 109)



Variaveis que Afetam Luminescéncia

 Fluorescéncia e estrutura

— Estruturas aromaticas condensadas e/ou com alto grau
de conjugacao apresentam alta eficiéncia quantica

—ag—=a"—nx
— Heterociclicos: nao fluorescem —n — 7* — n

N ;
Iy

piridina furano tiofeno pirrol

|
N
AN NN N |
= —
quinolina isoquinolina indol

— Heterociclicos condensados fluorescem!



Variaveis que Afetam Luminescéncia

 Fluorescéncia e estrutura

— A substituicao em anéis aromaticos afetam a intensidade
relativa de fluorescéncia e os valores dos A, de
absorcao/emissao

max

Benzeno CeHg 270-310 10
Tolueno CeHsCH3 270-320 17
Propilbenzeno Ce¢HsCsHy 270-320 17
Fluorobenzeno CeHsF 270-320 10
Clorobenzeno CeHsCl 275-345 7
Bromobenzeno CgHsBr 290-380 5
Iodobenzeno CgHsl - 0
Fenol C¢HsOH 285-365 18
fon fenolato CeHsO™ 310-400 10
Anisol CgHsOCH3 285-345 20
Anilina CgHsNH; 310-405 20
fon anilinio CgHsNH% - 0
Acido benzéico CgHsCOOH 310-390 3
Benzonitrila CeHsCN 280-360 20
Nitrobenzeno C¢HsNO, - 0




Variaveis que Afetam Luminescéncia

* Fluorescéncia e estrutura — Rigidez estrutural
— Moléculas flexiveis tendem a relaxar por vibracao

— A flexibilidade causa aumento da constante de
conversao interna (k) o que leva a desativagao nao-
radiativa

¢=1 ¢=0,2

1) o

Hj

fluoreno difenil



Variaveis que Afetam Luminescéncia

« Solvente e Temperatura

— Aumento de T ou diminuicao de viscosidade do solvente
levam a um aumento no numero de colisdes e portanto
aumenta a probabilidade por conversao externa
(supressao colisional) ** Vide tarefa no Moodle!

o pH
— A fluorescéncia de compostos aromaticos com
funcionalidades acidas ou basicas apresentam forte
dependéncia com o pH
« Ex.: anilina/anilinio e fenol/fenolato

* Obs: pKa de substancias no estado excitado podem variar de 3 a 4
unidades em relacao ao estado fundamental



Variaveis que Afetam Luminescéncia

« Oxigénio dissolvido
— Oxigénio e outras espécies paramagnéticas tendem a

diminuir a fluorescéncia pelo aumento do cruzamento
intersistemas (fosforescéncia)

— Também é possivel a oxidacao da espécie fluorescente

* Outras moléculas em solucao

— Moléculas com atomos pesados (tetrabrometo de
carbono e iodeto de etila) aumentam a velocidade de
Inversao de spin.

— Acrilamida e proteinas



Intensidade de Fluorescéncia e Concentracao

- A poténcia da emissao de fluorescéncia (F) é
proporcional a poténcia radiante do feixe de excitacao
absorvido pela molécula

F=K(B-P)

P,: poténcia do feixe radiante

P: poténcia apods atravessar uma distancia b do meio
K. constante dependente da eficiéncia quantica

« Relacionando com a lei de Beer

£ _ lo—sbc

1

¢ = abortividade molar e ebc = absorbancia



Intensidade de Fluorescéncia e Concentracao
 Substituindo:

F=KP(-10"")

E expandindo como uma série de Maclaurin temos:

, (2,303ebc)”  (2,303ebc)’
F=K'By|2,303ebe 2= i

Para sistemas em baixa concentracao, i.e., A < 0,05, apenas
O primeiro termo em parénteses € relevante

F =23K"ebcF| ou simplesmente: |F =Kc




Intensidade de Fluorescéncia e Concentracao

* Sendo F = Kc

A fluorescéncia é diretamente proporcional a concentracao
da especie fluorescente, desde que em baixas
concentracbes (A < 0,05)

* Desvios da linearidade:
— Altas concentracoes
— Auto-supressao
— Auto-absorcao



Espectros de Emissao e Excitacao

Intensidade relativa

2

300 400 500
Comprimento de onda, nm

600



Instrumentacao

 Genericamente

Filtroou  Radiagiio espalhada
monocromador Y
de excitagdo LS N
Amostra

Atenuador Filtro ou
de feixe monocromador
de emissio
|
Fotomultiplicadora Fotomultiplicadora
da referéncia da amostra

Amplificador
diferencial

N Dispositivo

de leitura




Componentes da Instrumentacao

* Fontes de Radiacao
— Lampadas: (melhor custo)

« Lampada de vapor de mercurio — varias linhas intensas para promover a
excitacao — uso de filtros de absorcao ou de interferéncia

« Lampada de arco de xenonio a alta pressdao — fonte continua ~ radiagao
do corpo negro

— Lasers: (melhor sensibilidade)

 Lasers de corantes sintonizaveis bombeados por laser pulsado de N, ou
laser Nd:YAG

* Filtros e Monocromadores

— Filtros sdo comuns em fluorimetros enquanto que mono-
cromadores sao essenciais em espectrofluorimetros

« Transdutores (detectores)
— Fotomultiplicadoras (PMT) ou contador de fétons

— Arranjo de diodos e dispositivos de carga acoplada
(CCD)



Instrumentacao

* Fluorimetros
Lampada

G

| W
Il \:\\\ Disco com
fii= abertura para

Obturador “1\\ a amostra
[y W

Filtro
primdrio

Fotomultiplicadora
de referéncia

Filtro
Fotomultiplicadora secunddrio
da amostra

N_. Espelho

Amostra
Disco com
abertura
da referéncia




Instrumentacao

- Espectrofluorimetros

Monocromador de emissido

Rede

Monocromador de excitagdo

Fotomultiplicadora Refletor

da amostra bidiien

Rede
Fotomultiplicadora
de referéncia
] Divisor
de feixes
Célula de
compensagdo i o
de absorbéncia ~] Lampada
_1de xendnio
Compartimento
da amostra




Dois Monocromadores E Essencial

- Espectros de excitacao
- Espectros de emissao
 Maxima seletividade

« Maxima sensibilidade

Comprimento de onda
de excitagdo, nm
300 350 400
I 1

(a)

Intensidade de
fluorescéncia

1 ppm antraceno

Intensidade de
fluorescéncia

300 350 400
Comprimento de onda
de emissdo, nm



Instrumentacao

* Instrumentos baseados em arranjo de transdutores

Wermelhp
Amarelg
Verde
Azul \
Pohcro.maclor Amostra
de excitagio (LA NE e e

Policromador
de emissio

(a)

Excitagdo Emissdo

Intensidade

Intensidade

400 5, 00 5 600 500 600 700
Comprimento da onda, nm

(b) (c)



Aplicacoes e Méetodos de Fotoluminescéncia

 Métodos mais sensiveis que os baseados em
espetrofotometria de absorcao — 1 a 3 ordens de

grandeza melhores
* Independende de P,

- Espécies inorganicas

— Métodos Diretos e Indiretos

* Mc¢todos diretos medem a fluorescéncia de quelatos luminescentes

* Mc¢todos indiretos medem a supressao de fluorescéncia causada pelo

analito

» Metais de transicao:

1) geralmente paramagnéticos € aumentam a
velocidade de cruzamento intersistema ao
estado triplete

2) elevado nimero de niveis de energia
facilitam a desativagdo por conversao interna



Reagentes Fluorimétricos

« Essencialmente cations

Moleculas organicas
* Fluorescéncia nativa
- Agentes derivantes

8-hydroxyquinoline
(reagent for Al, Be, and
other metal ions)

OH HO
io—  H-n—n
\\'().\1\";1

alizarin garnet R
(reagent for Al, F7)

TABLE 15-2 Selected Fluorometric Methods for Inorganic Species 26
Wavelength, nm ) ‘ ’ ’
LOD, ) A '
ITon Reagent Absorption Fluorescence pg/mL Interferences S T OH
A Alizarin garnet R 470 500 0.007 Be, Co, Cr, Cu, F~,NO3, 0O
Ni, PO,°~, Th, Zr
F- Quenching of Al 470 500 0.001 Be, Co, Cr, Cu, Fe, flavanol
complex of alizarin Ni, PO7, Th, Zr ¥
garnet R (reagent for Zr and Sn)
B,O* Benzoin 370 450 0.04 Be. Sb
@z 2-(o-Hydroxyphenyl)- 365 Blue ) NH; O OH
benzoxazole P ‘ ‘
Lit 8-Hydroxyquinoline 370 580 0.2 Mg A = s OLs CARE
Sn** Flavanol 400 470 0.1 RaS PO Zr ‘ ’
70k Benzoin - Green 10 B. Be, Sb. colored ions X~ H

® 2007 Thomson Higher Education

benzoin
(reagent for B, Zn, Ge, and Si)

© 2007 Thomson Higher Education



Meéetodos Fosforimétricos

* Métodos complementares a fluorimetria -

Sample
tube

- Aplicacoes variadas — Grande seletividade &= =2

— Bioquimica (acidos nucléicos, proteinas,
etc.) g s
— Industria do petroleo e poluentes Liquid
ambientais (hidrocarbonetos [ e
poliaromaticos)

Sample in
rigid solvent

O uso da fosforimetria, menos difundido,
pode estar relacionado as dificuldades
experimentais como baixa temperatura e
grande suscetibilidade a supressao
colisional em meios liquidos — adsorcao de
analitos a uma matriz solida (papel)

Unsilvered
quartz

© 2007 Thomson Higher Education



Fluorescéncia Resolvida no Tempo

« Possibilita analise qualitativa

* Permite analise de mistura de moléculas fluorescentes
(com espectros similares)

* Instrumentacao mais sofisticada
— Lasers
— PMT de resposta
rapida
— Contadores de
tempo de alta
sincronizacao

Intensidade

Tempo, ns



Quimiluminescéncia (eletroquimiluminescéncia)

 Numero limitado de reacoes — maiores exemplos vém dos
sistemas biologicos — bioluminescéncia: vagalumes
(luciferase), aguas-vivas, crustaceos, etc. |
(altas profundezas)

 Elevada seletividade e

simplicidade instrumental
» Atualmente apresenta grande
importancia biotecnoldgica —
GFP — proteina fluorescente R ooy { .
A{ 8

|-|"" *"—‘<~|-" r\llH

—_————
IIH

verde

IJH C 9
luminol HH Alate*

. o ¥
** Vide tarefa no Moodle! 1

3-APA + LIGHT




Espectrofluorimetria como Sistema de Deteccao
Analitica

- Acoplamento com métodos de separacao em fase
liquida:
— HPLC — cromatografia liquida de alta eficiéncia
— ULC — cromatografia liquida capilar
— CE - eletroforese capilar
— LIF — fluorescéncia induzida a laser
- Maiores niveis de sensibilidade
— 109 mol L-"a 10-2 mol L
— Deteccao de uma unica molecula
* Sequenciamento de DNA
— Resolucao espectral + alta sensibilidade



Esquema 1 base - 1 cor - 4 faixas

TCGGATGGA*

ATCGGATGGATTA*

ATCGGATGGATTAGCGCA*
ATCGGATGGATTAGCGCAA*
ATCGGATGGATTAGCGCAAA*

ATCGGATGGATTAGCGCCATCCGTCA*

A|lC| G| T
—

—

—
—

—
—

—
—




Esquema 4 _bages - 4 cores

ATCGGATGGA*

ATCGGATGGAT*
ATCGGATGGATT*
ATCGGATGGATTA*
ATCGGATGGATTAG*
ATCGGATGGATTAGC
ATCGGATGGATTAGCG*
ATCGGATGGATTAGCGC
ATCGGATGGATTAGCGCA*
ATCGGATGGATTAGCGCAA*~
ATCGGATGGATTAGCGCAAA*
ATCGGATGGATTAGCGCCATC
ATCGGATGGATTAGCGCCATCC
ATCGGATGGATTAGCGCCATCCG*
ATCGGATGGATTAGCGCCATCCGT*
ATCGGATGGATTAGCGCCATCCGTC

AGTOGTECCTGICGTOGATAATRICT Ia
210 220 23) 24,

TP N ITES

ATCGGATGGATTAGCGCCATCCGTCA*

il
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Figure 7. Spectra of four DNA sequencing dyes and the back-

ground signal due to Raman scatter. The data are normalized to unit
height.
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Figure 2. Read length of 1300 bases using the separation matrix LPA 2.0% (w/w) 17 MDa/0.5% (w/w) 270 kDa at 125 V/cm and 70 °C.
Sample was prepared as in Figure 1.
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Espectros de absoredo em CE-DAD
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