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FREQUENCY-DOMAIN FLUOROMETRY. A didactic description of the frequency-domain fluo-
rometry is presented. Its fundamental aspects, the instrumentation and what one can expect from

the technique are discussed.
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INTRODUCAO

Quando uma molécula absorve radiagéo eletromagnética, a
maneira como ela retorna ao seu estado fundamental é regida
por sua estrutura e pelas propriedades fisico-quimicas do seu
ambiente local. Em algumas situagdes o caminho de volta ao
estado fundamental envolve a emissfo de radiagdo. Se esta
emissdo é de um estado singleto o processo ¢ chamado fluo-
rescéncia, ¢ o grupo molecular que emite a radiagdo € chama-
do fluoréforo.

A fluorescéncia tem sido usada para estudar vérios sistemas
quimicos, fisicos ¢ biolégicos' . Apesar da grande quantidade
de informagdes que se consegue com medidas estdticas, ¢ inte-
ressante examinar também a fluorescéncia resolvida no tempo.
Com esta técnica pode-se obter o tempo que a molécula per-
manece no estado excitado, ou seja, seu tempo de vida. Com
isto é possivel verificar se uma amostra contém vdrios fluoro-
foros distintos, pois neste caso o que se espera é mais de um
tempo de vida. No caso de um tnico tipo de fluoréforo, os
dados resolvidos no tempo podem indicar se este fluoréforo
estd presente em um ou mais ambientes distintos (j4 que o
tempo de vida é sensivel ao ambiente que circunda o fluoréfo-
ro), se o fluoréforo sofre reagdes quando no estado excitado
(como, por exemplo, transferéncia de energia) e dar informa-
¢des sobre o tamanho, forma e mobilidade de moléculas (com
medidas de anisotropia).

Ha4 duas técnicas para se obter dados de fluorescéncia re-
solvidos no tempo'. Na primeira, uma amostra é excitada com
um pulso de luz e observa-se a fluorescéncia em fungdo do
tempo. Na segunda técnica, a amostra € excitada com luz
modulada e a fluorescéncia em funciio do tempo € obtida da
resposta em freqiiéncia da emissdo. Nos dois casos o objetivo
¢ obter os parimetros que descrevem a fluorescéncia em fun-
¢do do tempo.

O modelo mais comum para representar a fluorescéncia de
uma amostra com vdrias espécies de croméforos € o modelo
multi-exponencial que considera a intensidade da fluorescéncia
em fungio do tempo como uma soma de exponenciais':

I()= ’Z_a,-exp(—t/'r,.) )

onde T; é o tempo de vida de cada espécie i e o fator pré-
exponencial o estd relacionado com f;, que € a contribuigdo de
cada espécie croméfora na intensidade da fluorescéncia total

(com X f;=1). Esta contribuigio é dada por:
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fi= !;aiexp(—t/r,- )dt =T, 9)
que, colocado na Eq. (1) resulta em:
I ()= 2 S lexp(-1/1;) 3)

Com este modelo, os dados de fluorescéncia permitem obter
os pardmetros T e f de cada croméforo.

FUNDAMENTOS DA TECNICA NO DOMINIO
DA FREQUENCIA

Na espectroscopia de fluorescéncia no dominio da freqii€n-
cia?, a amostra é excitada com luz modulada com freqiiéncia
angular o (w=2=rf, sendo f a freqii€ncia de modulagdo da luz).
A excitagiio é dada pela expressdo:

E@) = Egl1 + Mg cos(wi)] 4)

onde Mg € o fator de modulagdo, que corresponde a razdo entre
as partes a.c. e d.c. do sinal.

O sinal da fluorescéncia também é modulado na mesma fre-
qiiéncia, mas o tempo de vida finito do estado excitado causa um
atraso na fase e uma diminui¢fio no fator de modulagéo da fluo-
rescéncia em relagio a excitagdo (Fig. 1), e pode ser escrito como:

F(t) = Fo[l + MFp cos(wt - ¢)] 5)

com Mg < ME.

tempo

Figura 1. Formas de onda da excitagdo E(t) e da emissdo F(t) e os
pardmetros ¢ e M obtidos das medidas.
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Medidas do atraso na fase ¢ e do fator de modulagdo da
fluorescéncia em relagdo ao da excitagio, M=Mg/Mg fornecem
os dados para duas determinagdes independentes do tempo de
vida da fluorescéncia. Estes dados estdo relacionados com a
intensidade da fluorescéncia, I¢(t), pela transformada de Fourier
seno e cosseno, escritas conjuntamente da forma:

I(@) = [ 1 (texp(~icx)dt ©)
0

Considerando, inicialmente, o caso de um tnico tempo de
vida, a intensidade da fluorescéncia, dada pela Eq. (3), fica
escrita como:

If(t)=%exp(—t/‘t') )]

que, colocado na Eq. (6) resulta em:

1< 1 1-iot
= — —=+iw it dt-_-—'—"
Ii(w) T{I)expl: (T i )] Trolt

(3)

Entdo, I;/{w) pode ser considerada uma fun¢éio com uma
parte real, dada por:

1
G(w)=——
(@) I+w’t? ©a)
e uma parte imagindria, dada por:
wT
S(w) = ———
(@) I1+w?7? (©b)

que, como mostra o esquema abaixo, correspondem a um fator
de modulagiio M, que é o médulo da fungfio, e uma diferenca
de fase ¢c.

Imagin.
M =(S?(@)+G%) " =(1+0*?)"*  (10)
Reul
S
1o = s =or (i

Os tempos de vida da fluorescéncia podem ser obtidos tanto
da Eq. (10) como da Eq. (11), chamados de Ty € Tp, respecti-
vamente, e sdo dados por:

17
T =-]—t¢ eT =i ! -1
"% 89 M= M2 (12)

Se o tempo de vida corresponde realmente a um tnico
decaimento exponencial, entdo Tp € Ty devem ser idénticos para
todas as freqiiéncias de modulago (dentro do erro da medida).
Como um exemplo, uma solucdo de Zn-TPP em tolueno, na
presenga de O,, foi excitada em 422 nm e a emissdo foi obser-
vada com um filtro que sé transmite A > 475 nm. Os valores de
¢ e M obtidos para vdrias freqiiéncias e os valores de Tp € Ty
obtidos da andlise dos dados estdo mostrados na Tabela 1.

Quando os tempos de vida obtidos da fase e da modulagdo,
considerando-se um unico decaimento, sdo diferentes, deve-se
fazer a andlise com o modelo multi-exponencial. Neste caso,
as fungdes S(w) e G(w) sdo somas das contribui¢des de cada
croméforo, e sdo escritas como:

S(o)= £ 2%

- ]_HOZT’_Z (13a)
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Tabela 1. Parametros para Zn-TPP em tolueno.

Freq (MHz) ¢ (graus) M Tp (ns) T (ns)
30,00 21,27 0,931 2,065 2,075
37,97 26,17 0,904 2,060 1,988
48,06 32,28 0,846 2,092 2,084
60,82 38,53 0,780 2,048 2,101
76,98 44,42 0,704 2,026 2,087
97,43 51,42 0,623 2,048 2,052
123,31 58,05 0,528 2,070 2,077
156,07 64,60 0,447 2,148 2,044
197,53 69,07 0,364 2,107 2,062
250,00 72,27 0,301 1,991 2,017

Sf;
N v (130)

Tanto com este modelo como no caso de um dnico
decaimento exponencial, o procedimento para a obtengdo dos
tempos de vida é o seguinte:

Sdo usados valores iniciais para as fragdes de cada compo-
nente f; (no caso de um sé decaimento ha uma unica fracio e
f=1) e para os tempos de vida de cada componente 7;. As
fungdes S(w) e G(w) sdo calculadas pelas Egs. (9) ou (13),
para as freqiiéncias de modulagfio usadas nas medidas. O fator
de modulagdo M (®w) e a fase ¢c(w) sfo obtidos através das
Egs. (10) e (11) e estes valores sdo comparados com valores
de ¢(w) e M(w), obtidos experimentalmente. E feito um proce-
dimento de ajuste baseado em uma andlise de minimos quadra-
dos ndo-linear para se deduzir os tempos de vida e as fragdes
de cada componente. A fungio minimizada é*

2 2
a__ 1 W)= ¢c(w) M(w)-M (w)
x= 2n-—p—ll:§( ¢ J +%( M J } (14)

onde n é o nimero de freqiiéncias de modulagio usadas, p € o
mimero de pardmetros livres no ajuste. No caso de um tnico
decaimento p=1, pois s6 hd um tempo de vida a ser determinado.
Para dois decaimentos p=3, pois hd dois tempos de vida ¢ uma
das fracoes a serem determinados. Entdo, para m decaimentos,

p=2m- 1

8¢ e dM sdo as incertezas nas medidas da fase e modulagdo,
respectivamente. Valores tipicos sfo 8¢ = 0,2° ¢ M = 4. 10,

Para os dados da Tabela 1, o ajuste resulta em um tempo de
vida t© = 2,07 % 0,02 ns.

Um exemplo para um sistema de dois componentes, uma
mistura de Zn-TPP e H,-TPP em tolueno, na presenga de O,
estd mostrado na Tabela 2. A amostra foi excitada em 422 nm
¢ a emissdo foi medida usando um filtro para A>475 nm. Nesta
tabela Tp e Ty sdo obtidos supondo um tnico decaimento (sio
tempos aparentes). Observa-se que Tp aparente é, em geral,
menor que Ty aparente. Além disso, Tp e Ty aparentes variam
com a freqiiéncia de modulag@o. Os dados de ¢ e M da Tabela
IT estdo mostrados na Fig. 2 em fungfo da freqiiéncia de modu-
lacdo. A andlise considerando dois componentes discretos resul-
ta em tempos de vidade 1, =9,2+ 0,2 nse 1, = 1,98 £ 0,04 ns
e com contribuigdes para a fluorescéncia f; = 0,6 e f, = 0,4.
Estes valores sdo um pouco menores do que os encontrados na
literatura (2,7 ns para Zn-TPP e 13,6 ns para Ho-TPP)* devido 2
presenca de O na solugfio. A figura mostra também os residuos
obtidos do ajuste da fase e da modulagfio. Uma distribuigfio em
torno do zero em todo o intervalo de freqii€ncias, indica um
bom ajuste.
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Tabela 2. Pardmetros para Zn-TPP e H,-TPP em tolueno.

Freq (MHz) ¢ (graus) M Tp (ns) Ty (nS)
7,00 15,74 0,956 6,408 6,977
10,16 20,94 0,892 5,994 7,938
14,74 26,53 0,821 5,390 7,500
21,40 33,48 0,723 4,919 7,113
31,06 39,17 0,636 4,175 6,211
45,08 44,12 0,530 3,424 5,656
65,42 50,56 0,447 2,958 4,873
94,95 59,07 0,353 2,797 4,437

137,80 66,42 0,270 2,646 4,120
200,00 72,08 0,199 2,461 3,919
0044 44

§ 0004 ——— —— - e = L 2
08 1s
10 100
0.81 180

06 1% R
M
04 140
0.2 420
0.0 r ; 0
10 100
f(MHz)

Figura 2. A diferenga de fuse ¢ e a modulagcdo M em fungdo da fre-
giiéncia de modulacdo f de uma amostra de Hy-TPP e Zn-TPP em
tolueno (medidas feitas na preseng¢a de Oz). E mostrado também o
residuo do ajuste para o modelo multi-exponencial.

INSTRUMENTACAO PARA MEDIDAS NO
DOMINIO DA FREQUENCIA

O equipamento bdsico consiste de uma lampada de Xe (de
cerca de 300 W) cuja luz é focada em um monocromador e é
depois modulada por uma célula de Pockel no intervalo de
freqiiéncia de 0,4 a 350 MHz (ver Fig. 3). Para se fazer medi-
das de fase e modulagiio em freqiiéncias tdo altas, o equipa-
mento utiliza o principio de “correlagdo cruzada”.

Um sintetizador de freqiiéncia gera um sinal modulado que
controla a célula de Pockel. Com um divisor de feixes, uma
parte da luz é enviada a uma fotomultiplicadora de referéncia
que mede a intensidade e a fase da luz incidente. O restante da
luz entra no compartimento da amostra que ¢ equipado com
uma torre girante que permite a troca ficil entre a amostra e
uma substincia padrdo (ver explicagiio abaixo). A luz emitida
é focada em uma outra fotomultiplicadora, depois de passar
por um filtro conveniente (ele deve cortar o comprimento de
onda da luz de excitagdo). Um segundo sintetizador, em fase
com o primeiro, gera o sinal que modula a resposta das duas
fotomultiplicadoras. Os dois sintetizadores tém freqii&€ncias li-
geiramente diferentes, diferenga que corresponde a freqiiéncia
de “correlag@o cruzada”.

Em uma medida tipica, o atraso na fase ¢s e o fator de
modulagdo Ms sdo medidos para uma substincia padrdo (em
geral um espalhador - uma solugio de glicogénio ou uma sus-
pensdo de particulas de ldtex) em relago ao sinal gerado pela
fotomultiplicadora de referéncia, que tem fase ¢r. Esta medida
é feita para que se consiga a referéncia para T = 0. Entdo, a
diferenga de fase ¢ e o fator de modulagio Mg sdo obtidos
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Figura 3. Esquema do equipamento de fluorescéncia para medidas no
dominio da freqiiéncia. (PMT! = fotomultiplicadora de referéncia)

para a amostra fluorescente também em relagdo ao sinal da
fotomultiplicadora de referéncia. O atraso absoluto na fase da
fluorescéncia é dado por™:

o= (¢ - ¢r) - (¢r - 9s) 1s)

e o fator de modulagido dado por:

_ (ac/dc),
M= (ac/de)g (16)

Essas medidas sfo repetidas em vdrias freqiiéncias no inter-
valo de freqii€ncias apropriado. Os tempos de vida sdo deter-
minados pela anélise de minimos quadrados.

A utilizagdo de espalhadores para calibrar o equipamento
tem o problema do “efeito da cor” que é devido ao fato do
tempo de transito dos elétrons através da fotomultiplicadora
variar com o comprimento de onda da luz que atinge o
fotocatodo. Consequentemente, a luz espalhada e a fluorescén-
cia podem ter atrasos diferentes. O ideal é usar fluoréforos
como padrdo, de modo que o comprimento de onda da emisséo
da amostra seja o mais préximo possivel do comprimento de
onda da emissdo do padrio.

Para se entender 0 método da “correlagdo cruzada™, deve-
se lembrar que o sinal da fluorescéncia da amostra, dado pela
Eq. (5), € da forma:

F(t) = Fo[1 + Mg cos(owt - ¢)]

e que a resposta das fotomultiplicadoras ¢ modulada por um
sinal do tipo:

C(t) = C[1 + Mccos(wt - ¢.)] amn
portanto, o sinal resultante detectado é da forma:

V(t) = FyColl + MF cos(ot - ¢) + Mc cos(art - ¢.)

+ Mp Mc cos(wt - @) cos(aw.t - ¢.)] (18)
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O iiltimo termo desta equagdo pode ser reescrito como:

MeMc [Cos(wct+a)t—¢c—¢)+co.\‘(Aa)t—A¢)] 19

onde Aw = w.-we Ad = ¢, - ¢. Como o, = ®, a Eq. (18) contém
termos constante, com freqiiéncia ®, com freqii€ncia = 20 e
com freqiiéncia Aw Este 1ltimo termo contém toda a informagéo
sobre a fase e a modulacgdo do sinal original F(t) e pode ser
totalmente filtrado dos outros termos. Entdo, para todas as fre-
qiiéncias de modulaciio, a fase e a modulagdo sio medidas na
freqiiéncia de correlagdo cruzada, Aw. Esta freqiiéncia pode ser
escolhida entre 40 ¢ 400 Hz, em um equipamento bésico.

SIMULACOES DE RESOLUCAO E PRECISAO
DOS TEMPOS DE VIDA

Para se conseguir medir um certo tempo de vida, a freqiiéncia
de modulagdo da luz deve ter valores de modo que se consiga:

ot =1 (20)

Por exemplo, para se medir um tempo de 2 ns, a modulacio
da luz deve ser em torno de 80 MHz. A Fig. 4 mostra simula-
¢oes da diferenga de fase ¢ e da razdo das modulagbes M em
fungfio da freqiiéncia de modulagio da luz, para decaimentos
exponenciais com diferentes tempos de vida. E importante notar
que o intervalo de freqiiéncia de modulagéo a ser usado depen-
de do tempo de vida a ser medido. Na prdtica sdo utilizadas
cerca de 10 freqii€ncias que sdo espalhadas em escala logarit-
mica no intervalo selecionado.

Figura 4. Simulagdo da diferenga de fase ¢ e da modulagdo M em
Sfung¢do da freqgiiéncia de modulagdo f, para diferentes tempos de vida.
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A presenga de tempos bem curtos pode ser facilmente per-
cebida na andlise de dados com mais de um decaimento
exponencial. A Fig. 5 mostra a simulagdo para ¢ ¢ M em fun-
¢do da freqiiéncia de modulagdo, considerando-se dois tempos
de vida: 10 ns € 100 ps. Uma contribuigdo de 5% do fluoréfo-
ro com T =100 ps ja € facilmente identificdvel na fase. A mo-
dulacd@o ndo € tdo sensivel A presenca deste segundo tempo de
vida, mas ela ajuda na caracterizagio de Tt = 10 ns.

(

ol ) 1018 (100%)

(-=---) 100 (95%) + 100 5 (5%)

08 |-
(—~—~) 1008 (90%) + 100 ps (10%)

06

M
04

02

0F

40 b
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Figura 5. Simulagdo da diferenca de fase ¢ e da modulagdo M em

Jfungdo da freqiiéncia de modulagdo f, considerando-se diferentes con-

tribui¢des de dois tempos de vida, 10 ns e 100 ps.

Para se estimar a resolubilidade de pares de tempos de vida,
foi feita uma simulagdo de ¢ e M para um sistema com dois
tempos de vida, T =10 ns e T =5 ns, com diferentes contribui¢des
de cada um deles na intensidade da fluorescéncia {ver Fig. 6). E
preciso pelo menos uns 20% do componente com T = 5 ns para
que ele possa ser percebido tanto no gréfico da fase como no da
modulagdo. E claro que o valor exato depende da qualidade dos
dados experimentais (relagdo sinal/ruido).

Pode-se também estimar qual o erro na medida do tempo de
vida. Da relagdo tgd = w7t e considerando-se que as medidas sio

259

feitas na regifio em que se tem ®T = 1, consegue-se & =7.
O erro estimado para a medida da fase ¢ 0,2°, que resulta em

1072

6 =
T - @2n

Este célculo foi feito para alguns tempos de vida. Para se de-
terminar um tempo de vida T = 20 ns, as medidas devem ser feitas
com f = 10 MHz., resultando em &t = 100 ps. Para um
T = 500 ps utiliza-se f = 300 MHz ¢ o erro que se obtém & 4 ps.
Na pritica os erros observados podem ser bem maiores do que os
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Figura 6. Simulagdo da diferenga de fuse ¢ e da modulagdo M em

funcdo da freqiiéncia de modulagdo f, considerando-se diferentes con-
tribuigdes de dois tempos de vida, 10 ns e 5 ns.

estimados acima. A razdo principal é a oscilagio na intensidade
da 1ampada durante a aquisi¢io dos dados, que pode ser causada
pelo envelhecimento da 1ampada e por variagdes na rede elétrica.

VANTAGENS DA TECNICA NO DOMINIO
DA FREQUENCIA

O tempo de vida do estado excitado de uma molécula pode
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ser obtido por duas técnicas, uma no dominio do tempo e outra
no dominio da freqiiéncia. Além da informag&o conseguida com
essas técnicas ser a mesma, a resposta em freqiiéncia da emis-
sdo pode ser conseguida com a transformada de Fourier da
resposta no dominio do tempo, e vice-versa.

No dominio do tempo a excitagdo ¢ feita com pulsos de
um laser e, o ideal, é que eles sejam bem mais curtos do
que o tempo que se deseja medir. Ainda assim, é necessdrio
fazer a deconvolugdo do sinal de excitagdo da fluorescéncia
medida. Para se medir tempos menores que nanosegundos
sio usados lasers de picosegundos ou de femtosegundos.
Estes lasers precisam ser alinhados com freqiiéncia e forne-
cem linhas em poucos comprimentos de onda. O que se faz
muitas vezes é usar também um laser de corante, o que di-
ficulta ainda mais o alinhamento e a manutengfo apropriada
dos lasers.

Com a técnica no dominio da freqiiéncia, ndo hd a necessi-
dade da utilizagdo de um laser. Conseguem-se excelentes me-
didas com uma lampada de Xe que € de ficil manuseio e tem
emissio em toda regifo do espectro ultravioleta-visivel. Além
disso, consegue-se medida de tempos de vida bem curtos e
com uma precisdo muito boa. Se houver necessidade de exci-
ta¢do mais intensa ou modulagdo mais alta, pode ser usado um
laser ou radiagdo sincroton®,
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