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Introducéo a Fluorescéncia

2.1

O fenbmeno da fluorescéncia

Luminescéncia ¢ a emissao de luz por alguma substancia, ocorrendo a partir
de estados eletronicos excitados. Para escrever esse capitulo consultamos
principalmente os excelentes livros de Valeur, 2002, e Lakowicz, 2006. A
luminescéncia ¢ formalmente dividida em duas categorias, a fluorescéncia e a
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. Fluorescéncia é a
emissdo de luz a partir de um estado excitado singleto, no qual o elétron excitado
ndo muda a orienta¢do de spin, continuando desemparelhado. Consequentemente,
o retorno ao estado fundamental ¢ permitido e ocorre rapidamente via emissao de
um foton. A taxa de emissdo de fluorescéncia é tipicamente da ordem de 70° 57,
entdio o tempo de vida de fluorescéncia tipico é da ordem de 107 s. Como iremos
ver adiante, o tempo de vida (7) de um fluor6foro ¢ a média de tempo que ele
passa no seu estado excitado antes de retornar ao estado fundamental. Para melhor
visualizarmos a escala de tempo de vida de nanossegundos dos fluoroforos ¢
importante contextualizarmos com respeito a magnitude da velocidade da luz.
Neste sentido, temos que a luz trafega 30 cm em [ ns.

Fosforescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado tripleto,
no qual o elétron excitado muda a orientagcdo de spin ficando emparelhado com o
elétron que permaneceu no orbital fundamental. Deste modo, temos que as
transicdes para o estado fundamental sdo proibidas e as taxas de emissdo sdo mais
lentas, estando compreendidas na faixa de /0° — 10° s™'. Deste modo, o tempo de
vida da fosforescéncia ¢ da ordem de milissegundos — segundos. Contudo,
grandes tempos de vida sdo possiveis. A emissdo de fosforescéncia ndo ¢é
comumente observada em solugdes fluidas a temperatura ambiente. Isto porque
existem muitos processos de desativacao os quais competem com a emissao, tais

como decaimento nao radioativo e processos de supressao.
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Os fluoroforos sao divididos em duas grandes classes — os intrinsecos € os
extrinsecos. Fluor6foros intrinsecos sdo aqueles que emitem luz naturalmente. Ja
os extrinsecos sdo aqueles adicionados a amostra para desempenharem a fungao
sonda. Os fluoréforos emitem luz geralmente na faixa de comprimentos de onda

do espectro visivel, ou seja, entre o infravermelho e o ultravioleta.
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Figura 2.1 — Indicagdo das frequéncias e dos comprimentos de onda do espectro

eletromagnético.

Em compostos organicos, o fendmeno da fluorescéncia ocorre tipicamente
em estruturas aromadticas. Alguns dos fluor6foros tipicos sdo a quinina, a
fluoresceina, a rodamina, o POPOP. A quinina, encontrada na agua tonica, foi o
primeiro fluoroforo estudado e foi o responséavel por estimular o desenvolvimento
dos primeiros espectrofluorimetros que surgiram somente em 1950. Muitos
fluoroforos sdo encontrados nos dias atuais. Hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares, tais como o antraceno e o perileno, sao também fluorescentes. Em
proteinas o fluoréforo dominante € o grupo do triptofano que absorve proximo de
280 nm e emite proximo de 340 nm. Em contraste as moléculas organicas
aromaticas, a&tomos sao geralmente nao fluorescentes em fases condensadas. Uma

excecao notavel ¢ o grupo dos lantanideos.
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Figura 2.2 — Emissédo fluorescente da fluoresceina em meio aquoso. Laboratério de

biofisica e sintese, Instituto de Fisica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Uma caracteristica importante da técnica de fluorescéncia ¢ a alta
sensibilidade de observacdo. Dada esta sensibilidade, a fluorescéncia foi utilizada
em 1877 para comprovar que os rios Danubio e Reno eram conectados por
correntezas subterrdneas. FEsta conexdo foi demonstrada adicionando-se
fluoresceina no rio Danubio. Ap6s um periodo de sessenta horas, residuos verdes
fluorescentes apareceram em um pequeno rio que desaguava no rio Reno.

Espectros de fluorescéncia sdo geralmente apresentados como espectro de
emissdo. Um espectro de emissdo ¢ uma curva de intensidade de fluorescéncia (I)
versus comprimento de onda (L) em nandémetros ou numero de onda (cm™). O
comportamento do espectro de emissdo ¢ altamente sensivel a estrutura quimica
dos fluor6foros e a polaridade do solvente no qual estdo dissolvidos. O espectro
de emissdo pode, por exemplo, ser deslocado para o azul se o grupo fluorescente
for se aprofundando em uma proteina, bicamada lipidica ou membrana natural.
Por outro lado, pode sofrer um deslocamento para o vermelho se um dado grupo

fluorescente de uma proteina for desenovelado.
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Os processos 0s quais ocorrem entre a absorcdo e a emissao da luz sdo
ilustrados pelo Diagrama de Jablonski, também conhecido como Diagrama de
Perrin-Jablonski (Fig. 2.3). Tais diagramas existem em uma variedade de formas
e ilustram os varios processos moleculares que ocorrem em estados excitados. Os
diagramas foram assim nomeados em homenagem ao professor Alexander
Jablonski (1898-1980), considerado como o pai da espectroscopia de
fluorescéncia. Dentre as suas contribui¢des podemos citar sua defini¢do do termo
anisotropia para descrever a emissao polarizada de solugdes.

Os diagramas de Jablonski sdo ferramentas essenciais para a descri¢do dos
processos quanticos envolvidos na absor¢cdo e na emissdo da luz, tais como
absor¢cdo de foton, conversao interna, cruzamento intersistema, fosforescéncia,
transi¢des tripleto-tripleto e fluorescéncia. Com o diagrama podemos melhor
visualizar as interagdes de supressdo, energia de transferéncia e interagdo com o
solvente. Os estados eletronicos singletos, o fundamental, o primeiro e o segundo
sdo descritos por Sy, S; e S, respectivamente. Em cada um destes niveis
energéticos eletronicos dos fluoréforos pode existir um conjunto de niveis
energéticos vibracionais, denotados por 0, 1, 2,... As transi¢cdes entre estados sdo
descritos como linhas verticais para ilustrar a natureza instantanea da absor¢ao da
luz. As transi¢des ocorrem em um tempo da ordem de 107" s, um tempo muito
pequeno para o deslocamento do nucleo. O que € conhecido como principio de
Franck-Condon. A temperatura ambiente, a energia térmica nio é suficiente para
ocasionar uma populagdo significativa dos estados vibracionais excitados. A
absorcdo de fotons ocorre por moléculas com energia vibracional mais baixa.
Ap0s a absor¢do da luz, um fluoréforo ¢ excitado para algum nivel vibracional
mais alto de seus estados de singleto S| e S, e, entdo, varios processos ocorrem.

Conversao interna de energia ¢ uma transicdo ndo radiativa entre dois
estados eletronicos de mesma multiplicidade de spin. Em solucdo, este processo ¢
seguido por uma relaxacgdo vibracional em direcdo ao mais baixo nivel vibracional
do estado eletronico fundamental. O excesso de energia vibracional pode ser
transferido para o solvente durante colisdes entre as moléculas excitadas e as
moléculas do solvente. A conversdo interna ocorre em um tempo de 10-12 s ou
menos e seus tempos de vida de fluorescéncia sdo da ordem de 10-8 s. A

conversao interna ¢ completada anteriormente a emissao.
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Cruzamento intersistema ¢ uma transi¢do nao radiativa entre dois niveis
vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos com diferentes
multiplicidades. Moléculas no estado S; podem experimentar uma conversao de
spin para o primeiro estado de tripleto, T;. A emissdo de T; ¢ denominada de
fosforescéncia e ¢ deslocada para comprimentos de ondas maiores (energias
menores) comparados a fluorescéncia. A transicdo de T; para o estado
fundamental de singleto ¢ proibida. Como resultado, a taxa constante de emissao
para o tripleto é de varias ordens de magnitude menores que aquelas da
fluorescéncia. Moléculas contendo atomos metalicos, tais como brometos e
iodetos sdo freqiientemente fosforescentes. Os atomos metalicos facilitam o
cruzamento intersistema e desta maneira aumentam o rendimento quéntico de
fosforescéncia. Cruzamento intersistema reverso, T; — S;, pode ocorrer quando a
diferenca de energia entre os estados S; e T; for pequena ¢ quando o tempo de
vida de T, for grande o suficiente. Este processo provoca a fluorescéncia atrasada,
onde o espectro ¢ o mesmo da fluorescéncia comum, no entanto o tempo de vida
de decaimento de fluorescéncia ¢ maior devido a permanéncia da molécula no
estado tripleto T, antes da emissdo de S;. Em solugdes concentradas, a colisdo
entre duas moléculas no estado T; pode fornecer energia suficiente para permitir
que uma delas retorne ao estado S;. Este processo ¢ chamado de aniquilagdo
tripleto-tripleto. Por outro lado, uma vez que a molécula é excitada e atinge o
estado T, ela pode absorver fétons com outros comprimentos de onda, dado que
as transigdes tripleto-tripleto sao permitidas. A emissao de fluorescéncia resulta de
um equilibrio térmico dos estados excitados, isto ¢, dos estados vibracionais de
niveis energéticos mais baixos de S;. J& o retorno ao estado fundamental ocorre
para o nivel do estado fundamental excitado vibracional mais alto, o qual entdo
rapidamente (107 s) alcanca seu equilibrio térmico. Uma vez excitado o
fluoroforo € levado ao nivel vibracional mais alto do estado eletronico excitado,
Si. O excesso de energia ¢ rapidamente dissipado, em um tempo da ordem de
10" s, levando o fluoréforo ao mais baixo nivel vibracional de S;. Por causa
desta rapida relaxagdo, os espectros de emissdo sdao independentes do
comprimento de onda de excitagdo. No entanto, excegdes existem, tais como o0s
fluoréforos que existem em dois estados de ionizagdo, cada qual exibindo

distintos espectros de absor¢do e emissao. Por outro lado, algumas moléculas sao
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conhecidas por emitirem do nivel S,, mas tal emissao ¢ rara e nao sdo observadas
em moléculas bioldgicas.

Uma interessante conseqiiéncia da emissdo dos mais altos estados
vibracionais fundamentais é que o espectro de emissao ¢ tipicamente uma imagem
espelho do espectro de absor¢do da transi¢do Sop — S;. Esta similaridade ocorre
devido ao fato de que a excitagdo eletronica ndo altera significativamente a
geometria do nicleo. Assim, o espacamento dos niveis energéticos vibracionais
do estado excitado ¢ similar ao do estado fundamental. Como resultado, a
estrutura vibracional vista no espectro de emissdo e de absor¢do sdo similares. O
espectro de alguns compostos, tais como o perileno, mostram uma significativa
estrutura devido aos niveis energéticos vibracionais individuais do estado
fundamental e do estado excitado. Outros compostos, por outro lado, podem
apresentar um espectro desprovido de estrutura vibracional. Embora a regra da
imagem espelho seja frequentemente valida, muitas excecdes a esta regra
ocorrem. Deste modo, mesmo que o espectro de absor¢do de um dado fluordforo
seja desprovido de estrutura vibracional, seu espectro de emissdo pode apresentar
esta estrutura. Tais desvios da regra da imagem espelho indicam um rearranjo
diferente da geometria do nucleo no estado excitado comparado ao estado
fundamental. Devido ao longo tempo de vida do estado S;, deslocamentos do
nucleo podem ocorrer antes da emissdo de fluorescéncia. Em rea¢des de estado
excitado de complexos e exciplexes também podem ocorrer rearranjos

geométricos que impliquem no desvio da regra da imagem espelho.

Abaixo temos os tempos caracteristicos dos processos associados a absor¢do e a

emissdo de fotons:

Processo Tempo caracteristico (s)
Absor¢ao 10
Relaxacdo vibracional 10 -10"
Tempo de vida do estado excitado S; 101° - 107
Cruzamento intersistema 10" -10®
Conversao interna 10" - 10"
Tempo de vida do estado excitado T 10°-10°
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Um exame do diagrama de Jablonski (Fig. 2.3) nos revela que a energia de
emissdo ¢ menor que a energia de absor¢do. Deste modo, dizemos que a
fluorescéncia ocorre em energias menores ou comprimentos de onda maiores. Este
fenomeno foi primeiramente observado por G. G. Stokes. A diferenga de energia
entre a excitacdo ¢ a emissdo ¢ observada de maneira universal para todas as
moléculas fluorescentes em solugdo. Outra propriedade da fluorescéncia € que o
mesmo espectro de emissdo pode ser observado para diferentes comprimentos de
onda de excitacdo. O espectro de emissdo de um fluoréforo independe do
comprimento de onda da excitacao.

O tempo de vida de fluorescéncia e o rendimento quantico sdo talvez as
mais importantes caracteristicas de um fluor6foro. O rendimento quéntico ¢ a
razdo do numero de fotons emitidos pelo numero de fbétons absorvidos.
Substancias com um grande rendimento quantico, aproximando-se da unidade,
tais como a fluoresceina, apresentam uma emissdo visivelmente brilhante. O
tempo de vida determina o tempo disponivel para o fluor6éforo interagir com ou
difundir-se no meio, e assim disponibilizar a informacdo de sua emissdo. O
significado do rendimento quantico ¢ do tempo de vida de fluorescéncia pode ser

melhor visualizado a partir do diagrama de Jablonski.

Estado Singleto Estado Tripleto
Mvel de energia Vibracional
A S n /?;/::: Myvel de nergia rotacional
— ———— Mveis Eletrénicos de energia
_—_ Tﬂ
CI
A a
% S, — _
3k
RV
% i ————— . Tl
88| A F CI :
y /
>
SO / [subniveis vibracionais ]

Figura 2.3 — Diagrama de Jablonski modificado. (A) absorgdo de um féton, (Sy) estado
fundamental de singleto, (S,) estado excitado de singleto, (S1) primeiro estado excitado
de singleto, (RV) relaxagao vibracional, (Cl) conversao interna, (CSl) cruzamento

intersistemas, (T,) estado excitado de tripleto.
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A partir do diagrama acima podemos definir a taxa de emissao radiativa de

um fluoréforo dada por I' e ndo radiativa dada por k,, . Tanto a taxa de emissdo

radiativa, quando a ndo radiativa sdao responsaveis pela despopulagdo do estado
excitado. A fragdo de fluordforos que decaem através da emissdo de fotons, e
assim o rendimento quantico, ¢ dada por:

I

S - 2.1
F+knr ( )

Da equagdo (2.1) concluimos, naturalmente, que quanto menor a taxa nao
radiativa, maior o valor do rendimento quantico, de modo que 0 < ® <1. Deste
modo, o rendimento quantico pode ser tdo proximo da unidade quanto menor for a
taxa de decaimento ndo radiativo. No entanto, o rendimento quéntico ¢ sempre
menor que a unidade devido a perda de Stokes. Por conveniéncia, todos os

possiveis processos nao radiativos foram agrupados a uma unica taxak,, .

2.2

Fluorescéncia resolvida no tempo

Medidas de fluorescéncia podem ser classificadas em dois tipos: no estado
estaciondrio e resolvidas no tempo. Medidas no estado estaciondrio sdo aquelas
realizadas com uma iluminagdo e observacao constantes. A amostra ¢ iluminada
com um feixe continuo de luz e a intensidade ou espectro de emissdo ¢ entdo
registrado. Quando a amostra ¢ exposta a luz, o estado estacionario ¢ alcancado
quase que imediatamente. Ja o segundo tipo de medidas, as resolvidas no tempo,
¢ utilizado para medir intensidades e tempos de decaimento de fluorescéncia. Para
estas medidas a amostra ¢ exposta a um pulso de luz, onde a largura do pulso ¢
tipicamente mais curto que o tempo de decaimento da amostra. Esta intensidade
de decaimento ¢ registrada com um sistema de alta velocidade de detec¢do que
permite medir a intensidade e a anisotropia em uma escala de tempo de
nanossegundos.

E importante ressaltar que podemos estabelecer uma relagdo entre as
medidas de estado estacionario e as medidas de fluorescéncia resolvida no tempo.
A observacdo do estado estacionario ¢ tida como uma média do fendmeno

resolvido no tempo sobre a intensidade de decaimento da amostra. Muitos
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fluoroforos dispdem de tempo de vida de subnanossegundos. Devido as curtas
escalas de tempo da fluorescéncia, medidas da emissdo de fluorescéncia resolvida
no tempo requerem uma Otica e uma eletronica sofisticada. No entanto, apesar das
dificuldades experimentais, a técnica da fluorescéncia resolvida no tempo tem
sido cada vez mais utilizada.
Dada uma solugdo diluida de espécies fluorescentes com concentracao [A]
(em mol L), um pulso de luz no tempo ¢ =0 leva certo niimero de moléculas, A,
ao estado excitado de singleto S; através da absorcdao de fotons. Estas moléculas
excitadas entdo retornam ao estado Sy, através dos processos radiativos, ndo
radiativos e cruzamento intersistema. A taxa de despopulagdo do estado excitado
pode ser descrita com a equagao diferencial dada por:
_d['4%]
dt

Integrando a equagdo (2.2) obtemos a evolugdo no tempo da concentraciao

= (k! +k:)['4*] (2.2)

de moléculas no estado excitado, ['4*]. Deste modo, temos:
['4¥] =['4%], exp(i] (2.3)
T\'
onde ['4*], é a concentragdo de moléculas no estado excitado no tempo =0 e 1,

¢ o tempo de vida do estado excitado S;, dado por:

1
T =— 24
TR (2.4)

A intensidade de fluorescéncia ¢ definida como a quantidade de fotons
emitida por unidade de tempo por unidade de volume. Assim podemos escrever:
A*—5 5 A+ foton (2.5)
A intensidade de fluorescéncia i, no tempo t apds a excitagdo da amostra

por um pulso de luz no tempo igual a 0 € proporcional, em cada tempo, a

concentracdo instantdnea de moléculas no estado excitado, ['A*] ; o fator de
proporcionalidade ¢ dado pela taxa radiativa & :

i () =k [ A¥ =k} ['4%], exp[— ij (2.6)
T

N
onde i, (¢f) ¢ a resposta do sistema, o qual diminui de acordo com uma fungdo

exponencial. Cabe ressaltar que, para o caso de uma medida de intensidade de
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fluorescéncia, a quantidade medida ¢é proporcional a i., onde o fator de
proporcionalidade depende das condigdes experimentais. A medida de
fluorescéncia sera denotada por Ip.

O tempo de decaimento de fluorescéncia 7z, ¢ a propriedade mais

importante de uma molécula fluorescente, porque define a janela temporal em que
podemos observar o fendmeno dindmico do sistema. Apos a excitacdo, uma fragao
de moléculas do sistema pode alcancar o estado excitado tripleto, de onde
retornardo ao estado fundamental via processo radiativo, emissdo de fotons, e
processos nao radiativos. A concentracdo de moléculas no estado tripleto decai

exponencialmente com um tempo caracteristico z,, o qual representa o tempo de

vida do estado tripleto. Deste modo, podemos escrever:

1

- 2.7
ok @7)

T, =

O rendimento quantico de fluorescéncia® , ¢ a fracdo de moléculas no

estado excitado que retornam ao estado fundamental Sy com emissao de fétons.
Assim, temos:
k
=—"—=k'7 (2.8)
F s s r s N
kV + k}’l?"

Por outro lado, o rendimento quantico de fluorescéncia ¢ a razdo do nimero

de fotons emitidos (ao longo de toda a duragdo do decaimento) pelo niimero de

fotons absorvidos. De acordo com a equacdo (2.6), a razdo de i, (¢) pelo nimero

de fotons absorvidos ¢ dada por:
(@) _ kS exp(— Lj (2.9)

onde a integragdo desta relagdo em toda a duracdo do decaimento
(matematicamente de zero a infinito) nos fornece o rendimento quantico, de modo

que:

o0

1 : s
[IA*]O _([ lF (t) dt = kr TS = ®F (2.10)

Na fluorescéncia estacionaria os espectros de emissdo e excitagdo sao

registrados com o uso de um espectrofluorimetro. A fonte de luz ¢ uma lampada
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emitindo um fluxo de fotons constante. Sendo Ny o numero de fotons incidentes
durante um intervalo de tempo por unidade de volume da amostra com
concentragdo do fluoréforo [4] (Np e [4] em mol L), temos que a N, representa

a quantidade de fotons absorvidos por unidade de volume e o processo de

a

excitagdo em questdo é dado por '4+hv—"> 'A*, onde k ~10" s,

Sob iluminagio continua, a concentragdo ['4*] permanece constante. Deste
modo, dizemos que o sistema estd no estado estacionario. Medidas realizadas
nestas condigdes sdo chamadas de medidas de estado estacionario. A taxa
temporal de mudanca de ['4*] ¢ dada por:

d['4*]

- =0=k,a N, — (k! +k.)['A*] (2.11)

nr

onde k,a N, representa o nimero de fotons absorvidos por unidade de volume
por unidade de tempo. Podemos reescrever a equacdo (2.11) em termos de a /,,

onde /) representa a intensidade de luz incidente (em mols de fotons por litro por
segundo). A concentragdo constante de ['4*] ¢ dada por:

al,

g ] =—-0 2.12
e -

A quantidade de fotons fluorescentes emitidos por unidade de tempo e por
unidade de volume, ou seja, a intensidade de fluorescéncia do estado estacionario
e dada por:
pE

i =k A =al,

—al,®, (2.13)

A equacdo acima mostra que a intensidade de fluorescéncia do estado

estacionario por foton absorvido i, /a I, é o proprio rendimento quantico de

fluorescéncia.

2.3
Supressao de Fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia pode ser diminuida por muitos processos.
Tais diminuigdes em intensidade sao chamadas de supressdao. A supressao resulta
do encontro difusivo entre fluordéforo e supressor durante o tempo de vida do

estado excitado do fluor6foro. Uma grande variedade de interacdes moleculares
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pode resultar no fendmeno da supressao. Dentre elas temos as reagdes de estado
excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacao de complexos
no estado fundamental e supressdo colisional ou dindmica. Por outro lado, outro
tipo de supressao, a supressdo aparente, pode ocorrer devido a alta densidade oOtica
na excitacao e emissao da amostra.

A supressdo de fluorescéncia tem sido estudada como um fendmeno
fundamental e como fonte de informagado sobre muitos sistemas bioquimicos. Tais
aplicacdes bioquimicas sdo devidas as interagdes moleculares que resultam na
supressdao. Tanto a supressdo estatica quanto a supressao colisional ou dinamica
requerem contato entre o fluordforo e supressor. No caso da supressao colisional,
o supressor se difundird no fluoréforo durante o tempo de vida de seu estado
excitado. Apds o contato, o fluoréforo retorna ao estado fundamental sem a
emissdo de um foton. Em geral, a supressdo colisional ocorre sem nenhuma
alteragdo permanente na molécula, ou seja, sem reacao fotoquimica. J4 na
supressdo estdtica um complexo ndo fluorescente no estado fundamental ¢
formado entre o fluoréforo e o supressor. Contudo, em ambos os casos, estatico e
dinamico, para que ocorra o fendmeno da supressdo o fluoréforo e o supressor
devem estar em contato. Tal condigdo de contato implica em numerosas
aplicagdes da supressdo. Se considerarmos um fluoréforo ligado a uma proteina
ou a lipideos de membrana, por exemplo, se a proteina ou a membrana for
impermeavel ao supressor, ¢ o fluordforo estiver localizado no interior da
macromolécula, nenhuma supressdo estatica podera ocorrer. Por esta razdo a
supressdo de fluorescéncia pode ser usada para revelar a localizagdo de
fluor6foros em proteinas e membranas, a acessibilidade dos fluor6foros aos
supressores, assim como sua permeabilidade a supressores.

Hé uma variedade muito grande de substancias que agem como supressores
de fluorescéncia. Um dos mais conhecidos supressores colisionais ¢ a molécula de
oxigénio. Dependendo do tipo da amostra em investigacdo ¢ frequentemente
necessario remover o oxigénio dissolvido para se obter resultados confidveis nas
medidas de fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo. Outros supressores
eficientes sdo os aromaticos, halogénios, acrilamida, aminas aliféticas,
dietilanilina, compostos halogénios, purinas, pirimidinas, etc.

Na supressdo colisional ou dindmica, a diminuicdo da intensidade

fluorescéncia ¢ descrita pela equagdo de Stern-Volmer:
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0 4
__1+qu'0[Q]_1+KD[Q] (21 )

Nesta expressdo £y e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e
presenga do supressor, respectivamente, k, € a constante bimolecular de
supressao; 7y ¢ o tempo de vida do fluor6foro na auséncia do supressor, Kp ¢
constante de supressdo de Stern-Volmer e /O] ¢ a concentracdo de supressor. A
constante de supressdo bimolecular, k,, nos informa a eficiéncia da supressdo e a
acessibilidade dos fluoroforos aos supressores. As medidas de supressdo sdo
geralmente representadas em um grafico de F/F versus [Q]. Deste modo, espera-
se que F/F seja linearmente dependente da concentragdo de supressor. Um ajuste
linear ¢ indicado quando existe uma classe unica de fluordforos, estando todos
acessiveis ao supressor. E importante ressaltar que a observagdo de um ajuste
linear de Stern-Volmer ndo prova que a supressao colisional de fluorescéncia
tenha ocorrido. Por outro lado, se duas populagdes de fluordforos estdo presentes
e uma delas ndo esta acessivel ao supressor, temos que o grafico de Stern-Volmer
desvia-se da linearidade e novas consideragdes devem ser inseridas na equacao
(2.14).

Outra importante caracteristica da supressdo colisional ¢ a equivaléncia
entre diminui¢do da intensidade de fluorescéncia e do tempo de vida, ilustrada

pelas equagdes:

20— 14k, 7, [0] (2.15)
T
De modo que,
Fy 7
—=— 2.16
o (2.16)

A diminui¢do do tempo de vida ocorre devido a diminui¢do da populagdo do
estado excitado devido a desexcitagdo por colisdo. J& a supressdao estatica nao
diminui o tempo de vida porque somente moléculas fluorescentes sdo observadas
e os fluor6foros que ndo formaram complexos possuem o mesmo tempo de vida
To.

O fendmeno da supressdo pode também ocorrer como resultado da formagao
de um complexo nao fluorescente entre o fluoréforo e o supressor. Neste sentido,

o complexo absorve luz e retorna imediatamente ao estado fundamental sem a
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emissao de foton. Quando isso ocorre dizemos que a supressao ¢ estatica e ¢€

descrita por:
F,
FO:HKS[Q] (2.17)

Note que a dependéncia de Fo/F de [Q] ¢ linear, o que ¢ idéntico para a
supressdao dindmica, exceto pelo fato de que a constante de supressdo agora ¢ a
propria constante de associagao.

A distingao entre supressao estatica e supressao dindmica pode ser realizada
através da dependéncia distinta em fung¢do da temperatura, da viscosidade e
através de medidas de tempo de vida. Em temperaturas elevadas temos uma
difusdo rapida, o que implica em um aumento da supressdo colisional, em uma
dissociacao das ligacdes fracas, diminuindo a quantidade de complexos, em uma
diminui¢do da supressdo estatica. A realizagdo de medidas de tempo de vida ¢ a
forma mais definitiva de distinguir supressdo estatica e dindmica. A supressao
estatica remove a fragdo de fluor6foros da observagdo, pois os complexos
formados sao ndo fluorescentes. A fracdo de fluoréforos que ndo formaram
complexos possui entdo um tempo de vida ty. Para a supressdo estatica 7,7 = 1.
Em contraste com a supressdo dinamica onde 7p/7 = Fy /F. Outro método para
distinguir supressao estatica de supressao dinamica ¢ examinando o espectro de
absor¢do do fluordforo. Supressdo colisional afeta somente os estados excitados
dos fluoréforos e, portanto, ndo altera o espectro de absor¢do. Em contraste, a
formagao de complexos no estado fundamental frequentemente resulta em uma
perturbagdo no espectro de absor¢ao do fluoroforo.

Em muitas situacdes a fluorescéncia pode ser suprimida por ambos os tipos
de supressdo: dindmica, colidindo com o supressor, e estatica, formando
complexos. Neste caso, a equagdo de Stern-Volmer é modificada e possui um
termo ndo linear, de segunda ordem em [(Q]. O que resulta em uma concavidade

positiva na curva. Deste modo, temos:
F,
70:1+K”pp [0] (2.18)

onde K, =(K,+K;)+K, K;[Q] depende da concentracdo de supressor.

Proteinas contém muitos residuos de triptofano que estdo localizados em

meios distintos. Deste modo, podemos fazer uso da supressdo para avaliar a
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acessibilidade das proteinas ao supressor. Neste caso, a equagdo de Stern-Volmer
modificada ¢ dada por:
F,
0 = ! + 1 (2.19)
FO - F faKa [Q] fa

onde K, ¢ a constante de supressao de Stern-Volmer da fragao acessivel, [O] € a

concentragdo de supressor e f, ¢ a fragdo da fluorescéncia inicial acessivel ao
supressor, dada por:

F,
=0 (2.20)
FOb + FOa

Ja
onde Fy, e Fy, sdo as intensidade de fluorescéncia totais na auséncia do supressor
do fluoréforos acessiveis e inacessiveis, respectivamente.

A intensidade de fluorescéncia observada para um fluoréforo € proporcional
a sua concentragao no estado excitado, [F'*]. Sob iluminagdo continua, temos que

a populagdo de fluoroforos excitados ¢ estabilizada, de modo que, d[F*]/dt=0.

Na auséncia e na presenca do supressor as equacdes diferenciais que descrevem

[F*], sdo:

L rw-yirm, -0 (2.21)
W rw-0 k100 1711=0 (2.22)

onde f{#) ¢ a funcio de excitacdo constante, e y = 1" ¢ a taxa de decaimento do
fluoroforo na auséncia do supressor. Na auséncia do supressor a populacao do
estado excitado decai com uma taxa y = (I'+ ky,), onde I' e ky; sd3o as taxas de
decaimento radiativas e ndo radiativas, respectivamente. No entanto, na presenca
do supressor temos uma taxa de decaimento adicional dada por k,[Q]. Dividindo a
equacdo (2.21) pela equagdo (2.22), temos:

[F*lg 7 +kq[0O]

[F*]

A equagdo de Stern-Volmer pode ser obtida considerando a fragdo de

=1+k,70[0] (2.23)

fluoroforos excitados que decaem por emissdo em relagdo ao total. Essa fracao
F/Fy ¢ dada pela razdo da taxa de decaimento na auséncia do supressor, v, pela

taxa de decaimento total na presenga do supressor y +k, [Q], de modo que:
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F__r _ ! (2.24)
Fy y+k,[0] 1+K,7,[0]

A equacdo (2.24) ¢ justamente a equagdo de Stern-Volmer. Como a

supressao colisional ¢ um processo que diminui a popula¢dao do estado excitado,

podemos expressar os tempos de vida na auséncia e na presenga do supressor por:

=y (2.25)

r=(y+k,[0)" (2.26)

Assim, temos que os tempos se relacionam através:

T

L =1+k,7,[0] (2.27)
T

2.4

Transferéncia de Energia

Transferéncia ressonante de energia na fluorescéncia (FRET) ¢ um
fendmeno eletrodindmico que pode ser explicado através da fisica classica. A
FRET ocorre entre um doador (D) e uma molécula receptora (A) no estado
fundamental. As moléculas doadoras tipicamente emitem em comprimentos de
onda que se sobrepdem ao espectro de absor¢do da molécula receptora. A
transferéncia de energia ¢ um processo que nao envolve a emissao e reabsorcao de
fotons, ou seja, ndo ¢ o resultado da emissd@o de um D sendo absorvida por um A.
O termo transferéncia de energia ressonante (RET), portanto, mostra-se mais
adequado, ao invés de FRET. Para que a FRET ocorra ndo € necessario que A seja
fluorescente. A teoria da RET baseia-se no conceito do fluor6éforo como um
dipolo oscilante, o qual pode trocar energia com outro dipolo que possua uma
freqiiéncia de ressonancia similar. Note que o fenomeno da RET ¢ similar ao de
osciladores acoplados.

A taxa de RET depende da extensdo da sobreposi¢do entre os espectros de
emissdo do D e de absor¢do do A, do rendimento quantico do D, da orientacao
relativa entre os dipolos e da distancia entre as moléculas do D ¢ A. RET ¢
comumente utilizada em todas as aplicacoes da fluorescéncia, incluindo
diagnosticos médicos, andlise de DNA, escaneamento 6tico. O uso mais comum

da RET ¢ a determinacdo da distincia entre dois sitios de uma macromolécula.
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Por outro lado, RET também ¢ usada para estudar sistemas macromoleculares
mais complexos onde h& uma distribuicio de doadores e receptores. A
transferéncia de energia pode ser influenciada pela presencga pela difusdo do par
D_A durante o tempo de vida de fluorescéncia do D. Embora esta influéncia possa
ser observada nas medidas de fluorescéncia estacionaria, tais sistemas sdo
usualmente estudados através da fluorescéncia resolvida no tempo.

A distdncia em que a RET possui uma eficiéncia de 50% ¢ chamada de
distancia de Fllrster, que se encontra na faixa de 20 a 60 angstrons em solugdes

aquosas. A taxa de transferéncia de energia, K, (), de um D para um A ¢ dada por:
6
K, (r)= REED (2.28)
T\ 7

onde 7p ¢ o tempo de decaimento do D na auséncia do A, Ry € a distancia de
Flrster e » € a distancia entre 0 D e 0 A. Assim, a taxa de transferéncia de energia
¢ igual a taxa de decaimento do doador, //7p, quando D estd a uma distancia, r,
igual a distancia de Flirster, Ry, com a eficiéncia na transferéncia de 50%. Deste
modo, quando » = R; a intensidade de emissdo de fluorescéncia do D devera
diminuir em 50% da intensidade na auséncia do A. Note que a taxa de
transferéncia depende fortemente da distancia e é proporcional a r .

Distancias de Fllrster na faixa de 20 a 90 angstroms sdo convenientes para
se estudar macromoléculas bioldgicas, dado que estas distancias sdo comparaveis
ao tamanho das biomoléculas e as distdncias entre os sitios de proteinas.
Determinadas  condigdes que influem na distancia D-A  influem
consequentemente na taxa de transferéncia de energia. Deste modo, podemos usar
a RET como uma régua espectroscdpica para quantificar distdncias entre D—A.

A eficiéncia da transferéncia de energia, E, ¢ definida como a fragdao de
fotons absorvidos pelo D os quais sdo transferidos para o A. Esta fracdo ¢ dada
por:

ky(r)

E=—l—
T, +k(r)

(2.29)

onde kr (r) € a taxa de transferéncia de energia e 1p € o tempo de vida do doador
na auséncia do A. Substituindo a equagdo (2.28) na equacdo (2.29), de modo a
expressar a eficiéncia em termos do raio de Flrster Ry e da distancia entre o D e

A, temos:
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R6
Ry +71
Esta equacdo mostra que a eficiéncia de transferéncia de energia ¢
fortemente dependente da distancia. Por outro lado, podemos expressar a
eficiéncia em termos da intensidade de fluorescéncia do D na auséncia, Fp, € na
presenca, Fppy, do A. Assim, temos que:
FDA
FD

E=1- (2.31)

A eficiéncia pode ser também calculada diretamente dos tempos de vida do
D na auséncia, tpa, € na presenga, tp, de A. Deste modo:
Tpa
E=1-—-% (2.32)
p
Cabe salientar que estas equacdes sdo validas somente para pares de D—A
que estdo separados por uma distancia fixa, caso tipico de marcadores de
proteinas. Entretanto, uma distancia fixa Unica entre doadores e receptores nao ¢
encontrada em misturas de doadores e receptores solu¢do, ou para receptores
dispersos aleatoriamente em membranas. Modelos mais complexos sdo
necessarios nestes casos. Modelos que geralmente se baseiam em taxas médias de

RET sobre uma distribuicao espacial de pares de D—A.
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