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Resumo

SANTIN, Luiza Rosimeri Romano. Determinacdo das propriedades
fotofisicas e fotoquimicas de corantes fenotiazinicos em misturas binarias de
adgua/solvente organico. 2014. 117f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Quimica. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O presente trabalho avaliou o comportamento do corante azul de metileno
(AM) e seus anéalogos dissolvidos em misturas binarias de agua/solvente organico
com relacdo ao efeito da concentracdo do corante, dos substituintes presentes no
corante e da polaridade do solvente. Observou-se que o aumento da concentracao
do corante no meio levou a um aumento na intensidade de absorcao. Além disso, o
aumento da concentracdo do corante em meio aquoso evidenciou o efeito de
agregacéao dos corantes. De modo geral, 0 aumento da polaridade do solvente levou
a um deslocamento batocrémico do comprimento de onda maximo de absorcédo da
banda do mondmero. Por outro lado, o aumento do grau de desmetilacdo dos
grupamentos amino dos corantes conduziu a um deslocamento hipsocrémico do
comprimento de onda maximo de absor¢cao do monémero em meio aquoso.

Os valores de tempo rotacional obtidos para o corante AM nos solventes
puros seguem a ordem: Ty acetonitrila < Tr etanol < Tr glicerol- ESte resultado esta de acordo
com a ordem de viscosidade dos meios: N acetonitrita < N etanol < N glicerol- ASSIM, pode-
se inferir que a medida que a viscosidade do meio aumenta, o tempo rotacional
também aumenta, claramente influenciado pelo parametro viscosidade. Com relacéo
ao tempo de vida de fluorescéncia dos corantes AM e 1,9-dimetil azul de metileno
(DMAM) em misturas binarias de agua/solvente organico, menores tempos de vida
foram observados para as misturas contendo um maior teor de agua, o que pode ser

atribuido ao efeito da polaridade do solvente.



Abstract

SANTIN, Luiza Rosimeri Romano. Determinacdo das propriedades
fotofisicas e fotoquimicas de corantes fenotiazinicos em misturas binarias de
agua/solvente organico. 2014. 117f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Quimica. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

This study has evaluated the behavior of the methylene blue (MB) and its
analogues dissolved in binary mixtures of water/organic solvent with respect to the
effect of the concentration of dyes, substituents on dye structures and polarity of
solvents. It was observed that the concentration of dye in the medium leads to an
increase in the intensity of absorption. Furthermore, the increase of the concentration
of dye in agueous medium has shown the effect of aggregation of dyes. In general,
the increasing solvent polarity results in a bathochromic shift of the maximum
wavelength of the absorption band of the monomeric specie. On the other hand, the
increasing content of demethylation of the amino groups of dyes leads to a
hypsochromic shift of the wavelength of absorption of the monomeric specie in
agueous medium.

The values obtained for the rotational time of the MB dye in pure solvents are
in the following the order: T acetonitrile < Tr ethanol < Tr glycerol. 1hesSe results are in
agreement with the order of the solvent viscosity: N acetonitrile < N ethanol < N glycerol-
Thus, it was observed that the increasing rotational time is clearly influenced by the
viscosity parameter. Concerning to the fluorescence lifetime of the MB and 1,9-
dimethyl methylene blue (DMMB) in binary mixtures of water/organic solvent, lower
lifetimes were observed for mixtures containing higher water content, which can be

assigned to the effect of solvent polarity.
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1.1 - Corantes

Os corantes sdo substancias que absorvem energia em comprimentos de
onda na regido do visivel. As transicbes que ocorrem na regido do visivel sdo de
energia mais baixa do que aquelas que ocorrem na regiao do ultravioleta, o que
significa que as transicbes na regido do visivel apresentam uma diferenca de
energia pequena entre o orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) e o
orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO). Para que a transicéo
eletrbnica ocorra na regido do visivel, € necessaria a absorcdo de energia em
comprimentos de onda caracteristicos, cujos valores sao significativamente afetados
pela presenca de grupos funcionais - doadores ou retiradores de elétrons - e pela
capacidade de deslocalizacdo de carga na estrutura da molécula. Assim,
substancias que possuem um grande numero de ligacbes conjugadas e que
permitem a deslocalizacdo de elétrons por toda sua estrutura, em geral, possuem
cor. (Allinger, N. L.; et al. 1976; Solomons e Fryhle, 2008). Aproximadamente 10 mil
compostos quimicos coloridos sdo produzidos em escala industrial. Considerando o
fato de absorverem luz em alguma regido do espectro visivel, alguns desses
corantes sao capazes de induzir ou participar de reacdes fotoquimicas (Machado,
A.; E.; 2000).

Desde o inicio do século passado, sabe-se que o0s corantes sdo utilizados
em histologia para a coloracdo de componentes celulares, podendo inativar
microrganismos mesmo sob as condi¢des de iluminacdo do microscépio. Na década
de 30, foi mostrado que os virus poderiam ser corados com 0Ss corantes
fotossensiveis e no inicio da década de 60, foram relatados estudos gquantitativos de
inativacao fotodindmica de bactérias e virus. O mecanismo de agéo local e fototoxica
em microorganismos depende acentuadamente do tipo de corante (Tuite e Kelly,
1993).

Os fotossensibilizadores fenotiazinicos tém sido utilizados na pesquisa foto-
antimicrobiana por quase 80 anos. Nos ultimos anos, houve um interesse crescente
nos corantes fenotiazinicos devido a possibilidade de sua aplicagdo em terapia

fotodindmica (TFD) e na fabricacdo de biossensores, entre outros (Glusko, C. A.; et
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al. 2011). O corante fenotiazinico azul de metileno (AM) foi o primeiro corante
sintético usado como antisséptico na terapia clinica. Devido as suas propriedades
fotofisicas, o azul de metileno em solucéo aquosa (AMY), é frequentemente usado
como um fotossensibilizador em reacdes induzidas por luz. Da mesma forma, os
corantes Azure A (AA), Azure B (AB) e Tionina (Th), derivados desmetilados do AM,
também sdo fotossensibilizadores promissores para TFD, tendo em vista que séo
mais estaveis em solugdes aquosas quando comparados com AM* (Havelcova, et al.
2000). O principal alvo para acédo biologica fotossensibilizada do AM e seus
analogos é o acido desoxirribonucleico (DNA). Tal acao fotodinamica, normalmente
na presenca de oxigénio, pode prosseguir por indmeras rotas ou envolver
diretamente reacdes no estado excitado, como por exemplo, a transferéncia de
elétrons ou a abstracdo de hidrogénio (Tuite e Kelly, 1993). Estudos com base no
AM e seus analogos sdo particularmente importantes ndo apenas do ponto de vista
da possibilidade de uso na TFD, mas também na fotodegradacdo de poluentes
ambientais, no reconhecimento molecular e na modificacdo fotossensibilizada de
DNA.

A TFD baseia-se na administracdo tépica ou sistémica de um corante ndo
toxico e sensivel a luz, seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel de
comprimento de onda adequado. Na presenc¢a do oxigénio encontrado nas células, o
fotossensibilizador (FS) ativado pode reagir com moléculas na sua vizinhanca por
transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producdo de radicais livres, ou
por transferéncia de energia ao oxigénio, levando a producédo de oxigénio singlete.
Ambos os caminhos podem levar a morte celular e & destruicdo do tecido doente
(Perussi, J. R. 2007). O melanoma maligno representa cerca de 4% dos casos de
cancer de pele e em 80% dos casos leva o paciente ao Obito, indicando assim a
agressividade da doenca. Quando o melanoma maligno € diagnosticado
precocemente, a cirurgia pode ser a cura, poréem, quando o melanoma maligno é
diagnosticado em estagio avancgado, este € inelegivel a cirurgia. A TFD foi testada
extensivamente para tumores de pele, mostrando-se eficaz para o carcinoma
basocelular. Quanto ao corante, o AM tem mostrado resultados interessantes como
FS para a TFD, apresentando-se como uma alternativa para pacientes com
melanoma maligno que ndo sdo elegiveis para a cirurgia. O AM possui forte

absorcéo de luz na regido de 550-700 nm, com um méaximo de absor¢cdo em 664 nm,
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sendo esta uma vantagem importante em comparagao com outros FS (Wagner, M.;
et al. 2012).

Além das aplicacbes em TFD, o AM esta sendo estudado como um farmaco
promissor no tratamento da doenca de Alzheimer e na sintese de polimeros
condutores. No caso da doenca de Alzheimer, o AM pode inibir a agregagcao da
proteina tau e do peptideo AR, retardando assim o progresso da doenga (Sezgin, Z.
et al. 2013). Quanto aos polimeros condutores, tem despertado grande interesse no
ramo de células solares a base de polimeros para aplicacdo em eletronica e em
optoeletrénica. Os polimeros condutores podem ser sintetizados a partir de
derivados de benzeno substituido, de complexos organometéalicos ou compostos
organicos que possuem heteroatomos. Um exemplo de polimero condutor
sintetizado recentemente a partir de um corante é o poli(azul de metileno) (PAM),
cuja estrutura ainda ndo foi completamente elucidada, mas ja desperta interesse

principalmente no ramo da biologia e medicina (Hichem, H.; et al. 2013).

1.1.1 — Corantes Fenotiazinicos

Fenotiazinico é um importante grupo de compostos heterociclicos orgéanicos,
que tém uma variedade de aplicacbes médicas, bioldégicas e quimicas. Eles séo
usados principalmente na coloracdo de substratos, coloracdo em estudos biolégicos
e meédicos, sendo compostos promissores para aplicacbes como FS. As
propriedades fotoquimicas e fotofisicas deste grupo de corantes tém sido
demonstradas na literatura (Gilani, A.; G.; et al. 2013).

Os corantes fenotiazinicos caracterizam-se por apresentar uma estrutura
triciclica contendo nas posi¢cdes 5 e 10, respectivamente, um atomo de enxofre e
nitrogénio. A férmula estrutural geral dos corantes fenotiazinicos esta representada

na Figura 1.
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Figura 1 — Férmula estrutural geral dos corantes fenotiazinicos.

FS comercialmente disponiveis com base no anel fenotiazinico tém
encontrado consideravel aplicacdo nos crescentes campos de TFD e quimioterapia
fotodindmica antimicrobiana (PACT). O composto principal envolvido, o AM, é
utilizado no tratamento de varios tipos de cancer (Wainwright, M.; et al. 2011).

A agregacdo dos corantes fenotiazinicos em solugdo € um fenbmeno bem
conhecido. A forca de associacdo molecular nos corantes fenotiazinicos depende de
varios fatores: concentracdo e estrutura do corante, temperatura, solvente, entre
outros. Pesquisadores tém sugerido a formacdo de agregados maiores do que
dimeros em solucdo e a presenca destes, desempenha um papel importante em
processos quimicos e biolégicos. As propriedades espectrais dos corantes
fenotiazinicos sdo conhecidas por serem sensiveis a concentracdo e ao meio em
gue se encontram. Em solu¢cdo aquosa, por exemplo, corantes fenotiazinicos
apresentam agregados devido ao carater hidrofébico da estrutura molecular, sendo
as suas propriedades Opticas fortemente influenciadas pelos fendbmenos de
agregacao (Gilani, A. G.; et al. 2013). Sabe-se que estes fenbmenos dependem
fortemente da estrutura do corante. Dessa forma, os corantes fenotiazinicos (AM,
AA, AB e Th) foram selecionados de acordo com o grau de metilagdo nos
grupamentos amino, presentes nas posi¢coes 3 e 7 da estrutura geral (Figura 1), para
estudar o efeito da metilagdo nos fendbmenos de agregacdo dos corantes. O efeito
da metilacdo nas posicdes 1 e 9 dos anéis aroméaticos também foi estudado através
do corante 1,9-dimetil azul de metileno (DMAM). Cabe salientar que todos estes
possuem hidrogénio doador/aceitador e, portanto, é esperada a formacéo de ligacao
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de hidrogénio com solventes que apresentam hidrogénio de carater doador/aceitador
(Gilani, A. G.; et al. 2013). A estrutura molecular dos cinco corantes fenotiazinicos

estudados neste trabalho estdo mostradas na Figura 2.

(A) (B) ()

ey, ﬁﬁ Aot

Azul de Metileno (AM) Tionina (Th)

CH;

1,9-dimetil-azul de metileno (DMAM)

(D) (E)

Azure A (AA) Azure B (AB)

Figura 2 — Férmula estrutural dos corantes fenotiazinicos. (A) Azul de Metileno; (B)
1,9-Dimetil azul de metileno; (C) Tionina; (D) Azure A; (E) Azure B.

1.1.1.1 - Azul de Metileno (AM) e 1,9-dimetil azul de metileno (DMAM)

O AM, mostrado na Figura 2A, é um corante fenotiazinico catiénico, cujas
posicoes 3 e 7 da estrutura principal apresentam um grupamento amino dimetilado -
N(CHj3),. Este corante pode ser obtido a um baixo custo e possui baixa toxicidade
(Wagner, M.; et al. 2012). O espectro de absorcdo caracteristico apresenta duas
bandas principais em solucdo aquosa, em 293 nm (1-1*) e 664 nm (n-1m*). A banda
em 664 nm é atribuida a molécula do corante na forma monomérica (Heger, D.;
2005). Entretanto, dependendo do meio no qual se encontra, o AM pode apresentar
uma banda correspondente a forma dimérica em aproximadamente 610 nm. Em
meio aquoso, o AM apresenta um rendimento quantico de fluorescéncia (¢) de
aproximadamente ¢ ~ 0,04. Os coeficientes de extincdo molar (€) para as bandas
centradas em 664 nm (mondmero) e 610 nm (dimero) sdo € ~ 7.10°* M* cm™ e ¢ ~

3.10* M cm™, respectivamente (Chen, J.; et al. 2010). O fenémeno de agregacio
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observado para 0 AM se deve a planaridade da sua estrutura, mesmo em baixas
concentracbes de corantes, associado a presenca de substituintes hidrofilicos nos
anéis hidrofobicos do corante. Estes substituintes fazem interacdes intermoleculares
com moléculas adjacentes do corante ou do solvente, o que determina o grau de
agregacéo no meio. A agregacao do tipo “face-a-face” (agregados do tipo H, Figura
3A) resulta em um deslocamento no Ams para um comprimento de onda menor da
banda espectral da transigao 1r-m* (deslocamento hipsocrémico), enquanto o arranjo
“cabega-de-cauda” (agregados do tipo J, Figura 3B), leva a um deslocamento No Amax
para maior comprimento de onda (deslocamento batocrémico). Os agregados do
tipo-H séo tipicamente observados em solucdes aquosas do corante AM (Heger, D.;
2005).

(A) .
N Agregacao I, N | ®
Y 5/ Nl I /\ \r;S\/
N S N
® | I I e e

Agregacao

(B) I ® I
O iseopseen
=
<, ~ > — ~ 7 > "
I ® I I ® I

Figura 3 — (A) Representacdo esquematica do agregado tipo H do azul de metileno
(Heger, D.; 2005). (B) Representacdo esquematica do agregado tipo J do azul de

metileno.

O corante 1,9-dimetil azul de metileno (DMAM) ou azul de Taylor, mostrado
na Figura 2B, € um derivado do AM e possui substituintes —CHgz nas posicoes 1 e 9
dos anéis aromaticos. Em solugdo metandlica, apresenta um maximo de absorcao
em 650 nm (Wainwright, M., et al, 1997). O DMAM exibe um pequeno deslocamento
hipsocromico de absorcdo em comparacdo com o AM. No entanto, ambos
fotossensibilizadores absorvem fortemente na “janela terapéutica” para TFD, entre
550 e 670 nm. Segundo Wainwright, M., et al, (1997), o DMAM apresentou um
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rendimento de oxigénio singlete superior ao AM na oxidacdo in vitro do 1,3-
difenilisobenzofurano (DPIBF) (Wainwright, M., et al, 1997).

1.1.1.2 — Tionina (Th)

A tionina (Th) é um corante fenotiazinico (Paul e Kumar, 2012) catidénico
(You et al., 2012), o qual apresenta uma estrutura planar aromatica (Chen, et al.,
2011; Zhu, et al., 2012) idéntica ao AM, contendo atomos de nitrogénio e enxofre
heterociclicos. A diferenga com relacdo ao AM encontra-se nos substituintes das
posicoes 3 e 7 (Figura 2C) (Chen, et al., 2011; Paul, P et al., 2011), que sé&o do tipo
amina primaria (—-NHy) (Paul, P et al., 2011), mais hidrofilicos (Chen, et al., 2011) do
gue os grupamentos amina metilados do AM.

O espectro de absorgéo da Th em solugéo aquosa apresenta duas bandas
de absorcdo bem caracteristicas. Uma banda em 283 nm na regido do ultravileta,
correspondente as transi¢cées do tipo -1 dos anéis aromaticos (Chen, et al., 2011)
e outra em 600 nm, na regido do visivel (You et al., 2012; Chen, et al., 2011),
correspondente as transi¢cdes n-1m* associadas a C=N (Chen, et al., 2011). Na banda
centrada em 600 nm é observado um ombro em 585 nm. A banda em 600 nm é
atribuida a forma monomérica e o ombro, é atribuido ao agregado na forma de
dimero do tipo H (Ding, et al., 2008).

A Th geralmente é utilizada como fossensibilizador em processos
fotograficos, componentes de laser e quimioterapia (Khayyat, et al. 2012). As
propriedades fotofisicas do corante tionina estdo bem documentadas. Em solucéo
aguosa, a Th apresenta tempo de vida de fluorescéncia de 310 ps para excitacdo
em 600 nm. Em solventes organicos, o tempo de vida de fluorescéncia da tionina
aumenta para 450 ps em etanol e 760 ps em alcool terc-butilico, com um elevado
rendimento quantico de fluorescéncia. A diferenca entre os tempos de vida da
tionina em agua e alcool terc-butilico € muito grande, o que demonstra o efeito da
polaridade do microambiente no decaimento do estado excitado. O corante tionina
em meio aquoso mostra um decaimento da fluorescéncia correspondente a uma
Unica exponencial, com um tempo de vida de 30620 ps (Viswanathan, K.
Natarajan., 1996) e um rendimento quantico de 0,05 (Lee e Mills, 2003).
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1.1.1.3 — Azures

Os compostos azure apresentam uma estrutura molecular muito semelhante
aguela do AM, com a diferenca residindo no grau de metilacdo do grupamento
amino na posi¢do 3. Enquanto no AM este grupamento amino apresenta duas
metilas ligadas ao &tomo nitrogénio, -N(CHs),, no AB apenas uma metila est4 ligada
ao atomo de nitrogénio, -NH(CH3), e no AA ambas as metilas sdo substituidas por
atomos de hidrogénio, -NH,. Esta diminuicdo no grau de metilacdo do grupamento
amino na posi¢do 3 é responsavel pelo deslocamento hipsocrémico nos valores de
absorcdo maxima dos compostos em meio aquoso.

O AA (Figura 2D), um di-metil-tionina assimétrico, apresenta um maximo de
absorcdo em 633 nm, um coeficiente de absortividade molar de 57.500 M* cm™ e
um rendimento quéantico de 0,56. Tem sido estudado como fotoquimioterapico contra
carcinomas. Desperta interesse também nas industrias de dispositivos
eletrocrémicos, células solares, sensores Opticos e células fotovoltaicas (Paul, P.;
Kumar, G. S.; 2013). O AB (Figura 2E), um azul de metileno mono-desmetilado,
apresenta um maximo de absor¢do em 642 nm, um coeficiente de absortividade
molar de 43.000 M* cm™ e um rendimento quantico de 0,47. E empregado no
tratamento contra a malaria, no diagnostico de doencas relacionadas ao acumulo de
amiléide, no diabetes, no tratamento do virus da gripe aviaria, em infeccoes
causadas por protozoarios, em doencas virais, em associacfes patoldgicas tau-tau
na doenca de Alzheimer e no tratamento de infec¢des nas unhas (Paul, P.; Kumar,
G. S.; 2013).

1.2 - Efeito solvente

A natureza das interagdes intermoleculares soluto-solvente (tais como ion-
dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ligacdo hidrogénio, etc) tendem a alterar
a diferenca de energia entre o estado fundamental (Sp) e o estado excitado (Si), 0
que produz efeitos profundos sobre as caracteristicas dos espectros eletrénicos.
Esses efeitos podem ser sentidos, sobretudo no formato e na posicdo das bandas
de absorcao e de emissao, assim como na intensidade de absorcao (probabilidade

de ocorrer a transi¢ao).
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As interagdes intermoleculares de natureza polar entre o soluto e o solvente
dependem do momento de dipolo (u) dos estados fundamental e excitado, e da
natureza do estado excitado formado. G.G. Stokes estudou esses efeitos, relatando
que a diferenca entre os nimeros de onda relativos aos maximos de absorcdo e

emissdo de um dado composto em certo solvente é chamada de deslocamento de

Stokes (Al; = va —ve). Esse parametro é uma medida do nivel de relaxacgéo sofrido
pelos estados Sy e S; de certa molécula em funcdo das interacdes sofridas com o
solvente (Lakowicz, 1999).

A mudanca observada no espectro de absor¢cdo de um croméforo devido a
polaridade do solvente é conhecida pelo termo solvatocromismo. Um deslocamento
hipsocromico acompanhado pelo aumento da polaridade do solvente € conhecido
como solvatocromismo negativo. Tanto o deslocamento hipsocromico quanto o
deslocamento batocromico sdo dependentes da natureza da transicdo eletronica
sofrida pelo cromoéforo (Valeur, 2001). Assim, quando h&a a possibilidade de ocorrer
fortes interacdes polares no estado fundamental, deve-se esperar a ocorréncia de
um deslocamento batocrémico da banda de absorcdo a medida em que aumenta a
polaridade do solvente. Se o estado excitado da molécula é 1,11*, 0 qual possui um
momento de dipolo maior do que aquele observado para o estado fundamental, uma
influéncia positiva é observada nas interaces com solventes polares, acarretando
em um deslocamento batocromico da banda de emissdo. Na Tabela 1 estéo listados

0s principais cromoforos e suas transicdes caracteristicas.
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Tabela 1 — Transi¢des caracteristicas de alguns grupamentos presentes em
cromoforos, adaptada da referéncia (Ribeiro, J. 2003).

Cromoforo Amax (NM) emax (dm*mol*cm™) Transicao
C-C <180 1000 o,0*
C-H <180 1000 o,0*
C=C 180 10000 w, T*

C=C-C=C 220 20000 T, T*
C=0 280 20 T, T*
N=N 350 100 n, m*
N=0O 660 200 n, m*

C=C-C=0 350 30 n, m*

C=C-C=0 220 20000 n, m*

O comprimento de onda de maxima absorcdo e o coeficiente de
absortividade molar dependem dos diferentes tipos de orbitais moleculares
envolvidos na transicdo. Os orbitais moleculares originam-se principalmente da
sobreposicao dos orbitais atdmicos s e p, subdividindo-se em trés classes principais,
os orbitais o e 1T ligantes, os orbitais o* e T* antiligantes e os orbitais n ndo-ligantes.
As transicoes eletrbnicas descritas na Tabela 1 envolvem a promogdo de um elétron
gue ocupa o HOMO de natureza o, 1 ou n, para o LUMO de natureza o* ou 1r*
(Valeur, 2001).

Uma interpretacdo do deslocamento de Stokes da banda Sp — S; em termos
dos solventes deve levar em consideragdo: a) a mudanca sofrida no momento de
dipolo quando da excitacdo eletronica; b) a diferenca entre 0 momento de dipolo dos
estados excitado e fundamental; ¢) mudancas ocorridas no momento de dipolo do
soluto no estado fundamental, induzida pelo solvente; e d) o Principio de Franck-
Condon (Ribeiro, J. 2003):

1) Soluto apolar em solvente apolar: nesse caso, somente forcas de
disperséo contribuem para a solvatacéo do soluto. Essas for¢cas dependem do indice
de refracdo, da intensidade da transicdo e do tamanho da molécula do soluto;

2) Soluto apolar em solvente polar: na auséncia de um momento de

dipolo do soluto, ndo ha uma orientacao significativa das moléculas do solvente ao
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redor das moléculas do soluto, sendo que desse modo, novamente dependente do
indice de refragdo do solvente;

3) Soluto polar em solvente apolar: as forcas que contribuem para a
solvatacdo sao forcas dipolo-dipolo induzido e forcas de dispersdo. Se 0 momento
de dipolo do soluto aumenta durante a transicao eletronica, o estado excitado de
Franck-Condon é mais solvatado pela polarizagao dipolo-solvente, favorecendo um
deslocamento batocrémico. No caso do deslocamento hipsocrémico, o estado
excitado de Franck-Condon é menos solvatado;

4) Soluto polar em solvente polar: uma vez que a solvatagéo do estado
fundamental resulta das forgas dipolo-dipolo, nesse caso existe uma gaiola orientada
pelo solvente ao redor do soluto, resultando em uma rede de estabilizacdo do estado
fundamental das moléculas do soluto. Se 0 momento de dipolo do soluto aumenta
durante a transicao eletronica, o estado excitado de Franck-Condon é formado em
uma gaiola de solvente orientado pelos dipolos do solvente. A melhor estabilizagao
do estado excitado em relacdo ao estado fundamental, com o aumento da
polaridade do solvente, resultara em um deslocamento batocrémico. Se 0 momento
dipolar diminui durante a transi¢ao eletronica, o estado excitado de Franck-Condon
esta em uma gaiola de solvente onde os dipolos orientados estdo incorretamente
dispostos para estabilizar de maneira eficiente o estado excitado.

A influéncia do solvente acarreta entdo deslocamentos dos espectros de
absorcdo e emissdo dos corantes, contribuindo para um maior ou menor valor de
rendimento quantico de fluorescéncia. Segundo a literatura, a dependéncia dos
valores obtidos para o tempo de vida em funcdo da viscosidade e constante
dielétrica do solvente indica que o processo de desativacdo do estado excitado dos
corantes torna-se mais lento em meios mais viscosos. Este efeito esta relacionado
com a inibicdo parcial ou a maior friccdo na rotacdo de grupos substituintes como
-CHg3, —NH;, —N(CHg3), e —N(CH,CHz3), desses sistemas. Outro fato a ser considerado
€ que sondas que apresentam grupamentos —NH, na estrutura podem apresentar
processos de transferéncia de carga intramolecular, acarretando também mudancas
nos valores de tempo de vida (de Oliveira, et al. 2003).

A teoria que considera que as mudancas no espectro de fluorescéncia
podem ser interpretadas em termos dos efeitos gerais de solventes é muitas vezes

insuficiente para explicar o comportamento detalhado de fluoréforos em uma
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variedade de ambientes. Isto se deve ao fato dos fluoroforos geralmente
apresentarem interagfes especificas com o ambiente, o qual pode mudar o espectro
a niveis comparaveis com os efeitos gerais de solventes. Tais efeitos especificos
dos solventes ocorrem em muitos fluoroforos e devem ser considerados na
interpretagdo dos espectros de emissdo. Devido a diversidade de interagcbes
solvente-fluoréforo, nenhuma teoria pode ser usada para descrever 0s espectros de
solvente-dependente (Lakowicz, 1999).

Além das interacdes especificas de solvente-fluoréforo, muitos fluoréforos
podem formar o estado de transferéncia intramolecular de carga (TIC) ou o estado
de transferéncia intramolecular de carga torcido (TICT). Por exemplo, suponha que o
fluoréforo contém um grupo doador e um grupo aceitador de elétron. Tais
grupamentos podem ser aminas e carbonilas, respectivamente. A regra de Kasha,
afirma que a emissao ocorre a partir do estado de mais baixa energia excitado. Na
sequéncia da excitacdo, pode haver um aumento na separacéo de carga dentro do
fluoréforo. O papel da polaridade do solvente ndo é s6 diminuir a energia do estado
excitado devido o efeito geral do solvente, mas também conduzir ao estado que tem
a menor energia. Em alguns casos, a formacgéo do estado de TIC requer rotagédo de
grupos no fluoréforo para formar o estado TICT. A formacédo do estado TIC ocorre
em muitos fluoréforos e este efeito ndo € explicado pela teoria geral do efeito do
solvente (Lakowicz, 1999).

Para compostos fortemente solvatocromicos, o0s deslocamentos de
comprimento de onda induzidos pelo solvente ndo podem ser explicados apenas em
termos de uma mudanca no momento de dipolo permanente durante a transicédo
eletrbnica. Nesse ponto, deve-se levar em consideracdo o chamado campo de
reacao, ou seja, 0 campo elétrico que surge entre um dipolo ideal ndo polarizavel e o
continuum dielétrico homogéneo, polarizavel, no qual o dipolo estd imerso e que
afeta o momento dipolar do estado fundamental do soluto. Isto €, a interacédo das
moléculas do soluto polar com o campo de reacao induzido, devido ao momento de
dipolo total das moléculas de solvente, causa uma alteracdo na estrutura eletrénica
do croméforo.

Ha uma dependéncia linear do deslocamento de Stokes com o parametro de

polaridade dos solventes (Af), segundo a equacéo de Lippert-Mataga (Equagao 1).
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Na equacdo acima, 4. é a diferenca entre os quadrados dos momentos de
dipolo da molécula no estado fundamental e excitado, a € o raio de Onsager da
cavidade formada ao redor da molécula, c é a velocidade da luz no vacuo e h é a
constante de Planck. A inclinacdo da reta depende da diferenca do momento de
dipolo da molécula antes e depois da excitacdo. Este fato indica que o momento de
dipolo da molécula no estado excitado é um pouco maior que no estado
fundamental. Os valores de Af dependem da constante dielétrica (¢) do solvente e do
indice de refracdo (n) do mesmo. Um elevado valor de n reduzirhd a perda de

energia, enquanto que um elevado valor de ¢ implicara em uma grande diferenca

entre va —v.. O indice de refracdo depende do movimento dos elétrons dentro da
molécula do solvente, que é extremamente rapido e pode ocorrer durante a
absorcéo de luz. Ja a constante dielétrica, € uma propriedade estatica, que depende
do movimento eletrénico e molecular, onde o ultimo é a reorganizacdo do solvente
ao redor do fluoréforo no estado excitado (Valeur, 2001).

Existem outros parametros que podem ser correlacionados com o
deslocamento de Stokes além do parédmetro de polaridade dos solventes (Af), como
a escala Et (30) que esta relacionada com o solvatocromismo negativo do corante
iodeto de 1-etil-4-metoxicarbonilpiridinio. Essa escala foi definida com escala Z por
Kosower e € expressa em termos da energia de transicdo molar do 1-etil-4-
metéxicarbonilpiridinio, medida em kcal mol™, podendo ser expressa pela Equacéo 2

(Lakowicz, 1999).

E, = hcvN =2,859.10 %v(cm ) = Z Equacéo 2

Onde c ¢ a velocidade da luz no vacuo, h é a constante de Planck e v € 0
namero de onda do foton que produz a excitagdo eletrdnica. Tal escala apresentava
varias limitacdes praticas, as quais foram corrigidas pelo uso do corante piridinio-N-
fendxibetaina, ou corante de Reichardt, como ficou conhecido. Essa nova escala
ficou conhecida com Escala Et (30), sendo que este termo se refere a energia de

transicdo do corante betaina n® 30. A aplicacdo deste corante de Reichardt como
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referencial para uma escala de polaridades esta relacionada com seu elevado
momento de dipolo, o que favorece o estudo de interacdes dipolo-dipolo e dipolo-
dipolo induzido. Os valores de Et (30) sdo estimados com base na Equacéo 3, a
seguir, sendo dispostos segundo uma escala adimensional e normalizada,
considerando-se como referéncias a interagdo com a agua e com o tetrametilsilano

(TMS), recomendado pelo Sistema Internacional (SI).

28591 ~
ET (30) = m Equa(;ao 3

1.3 - Agregacao

A maioria dos corantes forma agregados no estado fundamental (Kasha, et
al. 1959; Patil, et al. 2000), mesmo em concentracdes baixas (da ordem de 10°
mol/L), dependendo da concentracao de sais e da presenca de agentes indutores de
agregacao, tais como micelas anidnicas, heparina e outros polieletrolitos, lipossomos
e vesiculas. A planaridade dos corantes € um fator que contribui para a aproximacao
e dimerizacdo dos mesmos (Ohline et al. 2001; Zoratti e Szabo, 1995). A presenca
de ligantes hidrofébicos na estrutura dos corantes também facilita a agregacdo em
meios polares (Pelizzetti, et al, 1991).

Estudos mostraram que moléculas de AM formam agregados e que o
comportamento fotofisico muda em funcéo desta agregacéo no estado fundamental.
Isto leva a diminuicdo da fluorescéncia e da producdo de oxigénio singlete
(Junqueira et al, 2002). E conhecido que a dimerizacdo e os efeitos do meio alteram
o processo de transferéncia de energia de estados tripletes para oxigénio molecular
e outros supressores de estados tripletes (Oliveros et al, 1987; Kikteva et al, 1999;
del Monte et al, 2000; Borba et al, 2000). Estudos Th e AM mostram alguns desses
efeitos (Das e Kamat, 1999).

A agregacao ¢ um fenbmeno comum envolvendo moléculas organicas em
solucdo e este fendmeno pode ser acompanhado por técnicas espectroscopicas.
Especialmente na absorcdo, a agregacao destas moléculas (croméforos) provoca
desvio negativo na Lei de Beer, que também pode vir acompanhado da presenca de

bandas adicionais (Karns, et al. 1979; Brown, et al. 1980; Micali, et al. 1998), tanto a
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esquerda quanto a direita da banda de monémeros. As primeiras variacdes
espectrais sdo atribuidas a formacdo de dimeros que estdo em equilibrio com os
mondémeros. O agregado mais simples, dimero, € formado pela auto-associacdo de
duas unidades de monémero. A presenca de ponto isosbéstico, quando é o caso,
indica que o fendbmeno envolvido acontece geralmente em uma etapa, em um
equilibrio simples entre monémeros e dimeros (Gilani, et al. 2013). Ao mesmo tempo
em que a agregacao afeta os espectros de absorcéo, ela também diminui a emissao
de fluorescéncia do composto, em virtude do processo de autossupressdo de
energia do estado excitado (Kessel e Rossi, 1982; Margalit e Rotenberg, 1984,
Khairutdinov e Serpone, 1999).

O empilhamento 1 dos sistemas conjugados de corantes é favorecido com
base tanto a hidrofobicidade quanto na polarizabilidade do corante. Até o momento,
a melhor descricdo do comportamento de agregacdo de cromoforos de corantes é
baseada na teoria Molecular do Exciton. A intensidade relativa das bandas de
absorcado pode fornecer informacgdes sobre a estrutura do dimero em relacdo a sua
geometria modelo mais simples (por exemplo, o espacamento cromoforo e o arranjo
espacial relativo dos momentos dipolares de transicdo das moléculas que formam
dimeros). A agregacdo de corantes em solucdo ou na interface sélido-liquido é um
fenbmeno frequente em corantes quimicos devido as interacdes intermoleculares de
Van der Waals, que atuam como forcas de atracdo entre as moléculas. Os
agregados em solucdo exibem alteracdes distintas na banda de absorcdo, em
comparacao com as espécies monomeéricas. A partir das mudancgas no espectro, tém
sido propostos varios padrées de agregacao dos corantes em diferentes meios. Dois
tipos de limitacdo de estruturas supramoleculares sdo formados e sao referidos
como agregados H e agregados J. Os processos de conversdao de monémero em
agregado J, durante a iniciacdo térmica e para o agregado H sob foto-excitacédo esta
esquematicamente mostrado na Figura 4 (Yazdani, O.; et al. 2012).
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Figura 4 — Diagrama de energia de bandas de excitacdo de moléculas de dimero (A)
Configuracéo paralela e &ngulo interno plano. (B) Configuracédo obliqua e angulo
interno néo-planar, adaptada da referéncia Yazdani, O.; et al. 2012.

Os agregados J e H de corantes diferem no ndamero e posicdo das
moléculas. Moléculas de corante com dimeros tipo H sdo posicionadas de modo a
formar uma estrutura tipo sanduiche e no caso de dimeros tipo J, as moléculas sédo
posicionadas na sequéncia (Figura 5). A agregacdo de um corante leva a um forte
acoplamento dos dipolos moleculares de transicdo, isto é, a interacao eletrostatica
entre dipolos de transic6es moleculares dos croméforos faz com que haja separacdo
de niveis energéticos dos estados excitados das moléculas, enquanto que o estado
fundamental do dimero permanece duplamente degenerado. De acordo com a teoria
Molecular do Exciton, ou Teoria de Kasha, agregados J ou H podem ser formados
dependendo do angulo entre os dipolos de transicdo e do eixo molecular do
agregado. Em agregados do tipo H, os cromoforos das moléculas participantes
estdo em dois planos paralelos, enquanto que em agregados do tipo J, estdo no

mesmo plano (estrutura linear) (Yazdani, O.; et al. 2012).
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Figura 5 — llustracdo dos agregados H e J de moléculas de corantes em agua,

adaptada da referéncia Yazdani, O.; et al. 2012.

O angulo entre os cromoéforos foi obtido com base nas consideracoes
descritas a seguir. Como pode ser analisada a partir da Figura 6, a banda intensa
com forma Gaussiana foi centrada no maximo do espectro, a segunda banda de
Gaussiana foi obtida subtraindo-se a primeira banda do espectro total. Partindo do
principio que a distancia entre os dipolos permanece inalterada, o angulo no dimero
foi determinado a partir da relacdo entre as areas do comprimento de onda longo
(S1) e o comprimento de onda curto (S,) das duas bandas Gaussianas, tanz(e/z) =
S.1/S,. A diferenca na energia dos niveis de divisdo depende da interacdo de energia
(U), entre as moléculas de corante nas espécies de dimeros. A energia de interacao
pode ser obtida considerando a metade da diferenca existente entre a frequéncia
méaxima das bandas vizinhas: Ulcm™ = (1/2)@pmpro — Umax) (Yazdani, O.; et al.
2012).
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Figura 6 - Esquema da decomposicao do espectro na forma Gaussiana, adaptado
da referéncia Yazdani, O.; et al. 2012.

Um dos fatores que determinam o tipo de agregacdo é a presenca de
substituintes hidrofébicos nos anéis das moléculas de corante. Corantes né&o
substituidos geralmente favorecem agregados H uma vez que oferece minima
exposicao a agua. No entanto, os substituintes presentes em varias posicées na
estrutura de corante podem promover agregados J devido a fatores estereoquimicos

e/ou eletrostéaticos (Yazdani, O.; et al. 2012).

1.4 - Técnicas de caracterizacdo

1.4.1 — Espectroscopia molecular de UV-Vis

Em uma banda de um determinado espectro de absorcdo, a posicdo e a
intensidade sdo as principais caracteristicas observadas. A posi¢cdo da banda de
absorcao é determinada pelo comprimento de onda da radiacdo necessaria para que
a transicdo ocorra. Ja a intensidade esta relacionada a probabilidade da transicao
ocorrer. A probabilidade de transicdo para uma dada absorcéo pode ser relacionada
a intensidade de absorgdo através do termo forca de oscilador, sendo uma medida

de probabilidade de transi¢cao (Lakowicz, 1999):
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Onde n é o indice de refracdo do solvente, dU é a diferencial do numero de
onda e ¢ é o coeficiente de extingdo molar.

Uma medida experimental da relacdo entre a absorcdo de radiacdo por um
dado soluto e sua concentracdo em solucéo é fornecida pela lei de Lambert-Beer. A
medida que a luz atravessa um meio contendo um analito que absorve, um
decréscimo de intensidade ocorre na proporcédo que o analito é excitado (Skoog et al
2009).

A Figura 7 mostra a atenuacdo de um feixe paralelo de radiagéo
monocromatica quando este passa por uma solucdo absorvente de espessura de b

cm e de uma determinada concentragdo em mols por litro.

Po > » P

>
b
Figura 7 - Atenuacéo de um feixe de radiacdo por uma solugcéo absorvente. O
caminho 6ptico da solucédo absorvente é igual a b. Py representa o feixe incidente e
P, o feixe apOs passar pela amostra (Adaptada da referéncia Skoog et al, 2009).

A poténcia radiante do feixe decresce de Py a P em virtude das interacdes
entre os fétons e as particulas absorventes. A transmitancia, T, da solucdo é a
fracdo da radiacdo incidente transmitida pela solucdo e € dada pela Equacdo 5
(Skoog et al , 2009):
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T =— Equacgéo 5

A transmitancia é frequentemente expressa em porcentagem, denominada

porcentagem de transmitancia, mostrada na Equacéo 6 (Skoog et al, 2009):
%T = —x 100% Equacao 6
0

J4 a absorbancia, Abs, de uma solucdo estd relacionada com a

transmitancia de forma logaritmica, Equacao 7, (Skoog et al, 2009):
Abs = —logT = log% Equacéo 7

Um espectro de absorcdo é um grafico da absorbancia versus o
comprimento de onda, podendo, também, ser apresentado em forma de um gréfico
da absorbancia versus o numero de onda ou a frequéncia (Skoog et al, 2009). A lei
de Lambert-Beer, Equacéo 8, fornece uma medida experimental da relacdo entre a
absorcdo de radiacdo por um dado soluto e sua concentracdo em solucado, e
estabelece uma relacdo entre a quantidade de radiacdo absorvida por uma espécie,
sua concentracdo e o percurso percorrido pela radiagéao (Gilbert e Baggott, 1991):

Abs = ebc Equacéo 8

Onde Abs é a absorbancia da solucdo, ¢ é a absortividade molar ou
coeficiente de absorgcdo molar (L mol™* cm™) do composto, ¢ é a concentracdo molar
do soluto (mol L) e b (cm) é o caminho 6éptico percorrido através da amostra. €

caracteriza a probabilidade de absorcdo de luz pela molécula em um dado

comprimento de onda.
1.4.2 - Espectroscopia de Fluorescéncia

1.4.2.1 - Fluorescéncia Fotoestacionaria
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Uma molécula quando excitada pode sofrer colisbes com as moléculas do
meio circundante e ceder energia de forma nao-radiativa. Por outro lado, em um
processo de desexcitacdo, pode ocorrer uma emissdo espontanea de luz com um
tempo caracteristico de 10° s. Esse processo denominado de fluorescéncia é um
fenbmeno que envolve a perda de energia de uma molécula no estado excitado por
emissao de luz (Valeur, 2001). O processo de fosforescéncia, que ocorre apos o
cruzamento intersistemas (CIS), persiste durante intervalos de tempos maiores apos
a excitacao e também é uma forma de radiacdo espontanea.

Os processos nao-radiativos (nr) que competem com a fluorescéncia
incluem a conversao interna (Cl, ou seja, retorno ao seu estado fundamental sem
emissdo de fluorescéncia), cruzamento intersistema (seguida pela emissdo de
fosforescéncia), transferéncia de carga intramolecular, mudanca conformacional,
transferéncia de elétrons/prétons/energia e formacdo de excimeros/excipletes
(Valeur, 2001). Todos os processos citados anteriormente podem ser ilustrados pelo
diagrama de Jablonski apresentado na Figura 8. Esse diagrama é o ponto de partida
para a discussdo dos processos envolvidos na absorcdo e emissdo de luz e
descreve o0s principais tipos de processos radiativos e ndo-radiativos apés a
absorcao de luz.

38



1 - Introducéo

Diagrama de Energia de Jablonski
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Figura 8 - Diagrama de Jablonski. Adaptada da referéncia

http://www.olympusmicro.com/primer/javal/jablonski/jabintro

Estudos de espectroscopia de fluorescéncia variam de uma simples medicéo
da intensidade de emiss@o em estado estacionario a sofisticadas medidas resolvidas
no tempo (Royer, C.A.; 1995). Nesse método, a amostra é excitada no comprimento
de onda de absorcao, também conhecido como comprimento de onda de excitacdo,
e a emissdo € medida a um comprimento de onda maior denominado comprimento
de onda de fluorescéncia (Skoog et al, 2009). A instrumentacdo da fluorescéncia
fotoestacionaria precisa ser capaz de medir intensidades de luz em varios
comprimentos de onda de emissdo da amostra e também permitir irradiacdo da
amostra em varios comprimentos de onda definidos. A fluorescéncia € mensurada a
90° em relacdo ao feixe incidente (excitacdo), pois nesse caso ndo se esta
interessado na absorgéo da luz pela solucéo, todavia quer-se medir o brilho que a
solucdo emitira ao devolver energia luminosa ao ambiente (i. e., fluorescer) (Sartori e

7

Loreto, 2009). Esta geometria é arranjada de modo a minimizar o espalhamento

39



1 - Introducéo

Raman e Rayleigh, eliminando a interferéncia da luz transmitida no sinal de
fluorescéncia.

A intensidade de fluorescéncia geralmente depende da intensidade da fonte
de excitacdo. No caso de solugbes diluidas, a intensidade de fluorescéncia

(Equacéo 9) pode ser calculada pela Lei de Lambert-Beer:

I =1,1075P Equacdo 9

Onde | é a intensidade de excitacao transmitida através da amostra, |, é a
intensidade de excitacdo incidente na amostra, ¢ é o coeficiente de extingdo molar (L
mol™ cm™), ¢ é a concentracdo molar (mol L™) da solucdo e b é o caminho éptico
(cm).

Como a luz absorvida pode ser dada pela Equacgao 10:

Lh=1-1, Equacéao 10

E a intensidade de fluorescéncia, Ig, por Iag, onde & é o rendimento
guantico de fluorescéncia da amostra, a intensidade de fluorescéncia sera dada pela

Equacéo 11:

Ir = I,®p(1 — 1075°P) Equacdo 11

Quando a densidade éptica da amostra for baixa, scb < 0,005, a intensidade

de fluorescéncia sera dada pela Equacao 12:

Ir = 2,3031,Ppech Equacao 12

Assim, um gréafico da poténcia de fluorescéncia de uma solugdo versus a
concentracdo das espécies emissoras deve ser linear para baixas concentracdes
(Skoog et al, 2009).

Outro parametro a ser definido é o rendimento quéantico de fluorescéncia

(@), que é a razéo entre o numero de moléculas que fluorescem e o numero total de
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moléculas excitadas, ou a razdo entre os fétons emitidos e os fotons absorvidos,

dado pela Equacao 13 (Skoog et al, 2009):

n° de moléc.fluorescentes por unidade de tempo e de volume ~
O = Equacéo 13

n° de quanta absorvidos por unidade de tempo e de volume

Em medidas experimentais de @ € necessario o uso de um padrdo que
apresente propriedades semelhantes as da espécie desconhecida. A relacéo
matematica que permite obter o valor experimental do ¢ empregando esse método
€ dada pela Equacao 14:

2
Absﬂ) Equacéo 14

O = (
F 2
Abstnp

Onde o subscrito p refere-se ao padréo, Abs e Abs, sd@o, respectivamente, as
absorcdes da amostra e do padrdo nos respectivos comprimentos de onda de
excitacdo, F € a area sob o espectro de emisséo da amostra (F, do padréo), n € o

indice de refragdo do solvente no qual se encontra a amostra e n, do solvente no

qual se encontra o padréo (Melo et al., 1994).

1.4.2.2 - Fluorescéncia Resolvida no Tempo: Técnica de Contagem de

Fotons

A partir do conhecimento das taxas de decaimento do estado eletronico
excitado singlete de espécies moleculares em funcdo do tempo é possivel se
determinar parametros de modelos cinéticos, informacgdes relativas aos tempos de
vida do estado excitado, bem como sua distribuicéo.

Uma técnica que tem sido amplamente utilizada € a técnica de contagem de
féton, TFC (Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) para o monitoramento
de fluorescéncia resolvida no tempo. Neste método, a amostra é excitada por um
pulso de luz e fotons de excitacdo sao correlacionados temporalmente com os fotons
emitidos pela amostra. O principio desta técnica baseia-se no conceito de que a
distribuicdo de probabilidade de emissdo de um foton apds o evento de excitagdo de

uma amostra fluorescente € proporcional a distribuicdo de intensidade de
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fluorescéncia no tempo para os fétons emitidos, como resultado da excitacdo da
amostra.

Um histograma representando a probabilidade de distribuicdo € obtido
através da contagem sucessiva de fotons correlacionados no tempo. Esse
histograma € o resultado aditivo de um grande numero de pulsos de excitacdo da
amostra, sendo que cada contagem individual de féton detectado esta vinculada em,
no maximo, a um pulso de excitacdo. Pulsos de saida, cuja amplitude é proporcional
ao tempo entre os sinais de partida e de interrupcdo, geram uma diferenca de
potencial proporcional a diferenca de tempo entre o evento da excitacdo e o de
deteccdo do primeiro foton, Figura 9. Este sinal elétrico de amplitude definida é
enviado a um conversor analdgico-digital, e entdo transferido a um determinado local
de memodria de um analisador de multiplos canais, o que corresponde a uma
contagem para aquele determinado valor.

A repeticdo deste procedimento para um elevado numero de pulsos de
excitacdo sobre a amostra resulta na acumulacdo de um histograma do niumero de
contagens em funcdo dos enderecos de memodria, representando o decaimento de

fluorescéncia da amostra.
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Figura 9 - Conversao amplitude-tempo em um TAC.
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1.4.2.3 - Anisotropia de fluorescéncia

Polarizacéo de fluorescéncia (ou anisotropia) € uma técnica de fluorescéncia
baseada na difusdo rotacional de uma molécula a partir da diferenca na correlagéo
de polarizacdo da luz de excitacdo e emissao (Lakowicz, 1999). A luz € uma onda
eletromagnética que consiste de um campo elétrico e um campo magnético
perpendiculares entre si e a direcdo de propagacdo. No caso da luz natural, estes
campos nao tém orientacdo preferencial, mas para a luz polarizada linearmente, o
campo elétrico oscila ao longo de uma dada direcdo (Valeur, 2001). Medidas de
anisotropia sao realizadas através da técnica de polarizacdo da luz com o uso de
polarizadores.

Em solucdo homogénea, moléculas fluorescentes (fluoréforos) em seu
estado fundamental sdo orientadas aleatoriamente. Essas moléculas, quando
iluminadas por luz polarizada, sofrem uma excitagdo seletiva. A fluorescéncia
emitida apds a excitacdo pode apresentar uma polarizacdo diferente. A extensao
dessa polarizagcdo pode ser descrita em termos de anisotropia, r, fornecendo
informacdes a respeito do movimento do fluor6foro no sistema em estudo (Li et al.,
1999).

Conforme a posicdo dos polarizadores tém-se diferentes intensidades de
emissao. A intensidade de emissdo, quando o polarizador esta orientado
paralelamente (Il) a direcdo de excita¢éo, € i;. Ja a intensidade medida quando o
polarizador estd orientado perpendicularmente (L) a excitacdo, € i, (Elsherbiny et
al., 2011, Gurp et al., 1989).

A anisotropia de fluorescéncia, r, pode ser calculada pela Equacdo 15
(Elsherbiny et al., 2011, Gurp et al., 1989, Valeur, 2001, Lakowicz, 1999):

=iy

r=—— Equacgéao 15

i+2i;

A anisotropia € uma grandeza adimensional que n&o depende da
intensidade da luz emitida ou da concentragdo do fluoréforo, sendo dependente da
viscosidade, temperatura, forma e volume do fluoréforo e de interacbes especificas

com o ambiente (Lakowicz, 1999).
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Anisotropia e polarizacdo sao expressdes para o mesmo fendbmeno. O termo

polarizacéo, P, é definido pela Equacéo 16 (Lakowicz, 1999):
p="l Equacéo 16

i||+iJ_

As Equacgdes 15 e 16 podem ser interconvertidas usando as relagdes das
Equacbes 17 e 18 (Lakowicz, 1999):

P=— Equacéo 17

r=-— Equacéo 18

A Figura 10 mostra a disposi¢cao dos polarizadores e suas posi¢cdes durante

um ensaio de medidas de anisotropia.

z
Polarizador
Fonte e 1‘ x
de luz {
Y
I,
& Iy
/ Polarizador

Detector
Figura 10 - Representacao esquematica dos planos de polarizacdo da luz incidente
e fluorescente para medidas de anisotropia de fluorescéncia. Adaptado da referéncia
Lakowicz, 1999.

Nessa representacdo, a amostra € polarizada com luz polarizada

verticalmente e o vetor campo elétrico de excitacdo esta orientado paralelamente ao

eixo z.

44



1 - Introducéo

A intensidade da luz irradiada a partir de um dipolo depende do angulo, 6,
entre o plano de polarizacdo da luz incidente, E, e o momento de dipolo de transicéo

entre a absorcdo e a respectiva emissédo do fluoroforo, M; (Li et al., 1999; Valeur,
2001). Quando uma populacdo de fluoréforos é iluminada por uma luz polarizada
linearmente, somente aquelas cujos momentos de transicdo sao orientados na
mesma direcdo do vetor elétrico do feixe incidente serdo, preferencialmente,
excitadas. Este fendbmeno € chamado de foto-selecdo. Assim, a anisotropia €
determinada pelo valor médio de cos?6; entre o vetor elétrico do plano de
polarizacdo da luz incidente e o momento de dipolo de transicdo do fluoroforo
(Valeur, 2001).

Na Figura 11 esta apresentado o sistema de coordenadas para a
caracterizagdo do momento de transi¢ao do fluoréforo.
AZ

M:
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Excitacéo

—=> :

< y

X

Figura 11 - Sistema de coordenadas para a caracterizagdo do momento de transicao

do fluoréforo — onde E é o plano de polarizacdo da luz incidente, E’ momento de
dipolo de transicao do fluoréforo e 6; 0 angulo formado entre os dois dipolos.
Adaptado da referéncia Valeur, 2001.

A probabilidade de ocorrer uma absorcdo é maxima quando o plano de
polarizagdo da luz incidente e o momento de dipolo de transi¢do do fluoroforo forem
paralelos, e zero quando o vetor elétrico for perpendicular. No caso de fluoréforos
em solucdo, onde as moléculas ndo apresentam orientacdo preferencial, nunca
serdo encontrados valores de r iguais a unidade (Valeur, 2001). O valor maximo

esperado para uma amostra na qual os dipolos de transicdo sdo colineares e as
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moléculas ndo apresentam orientacdo preferencial é 0,4 (Piovesane et al., 2006). O

deslocamento de emissdo de dipolo por um angulo, 65, a partir do eixo z resulta

e . . 3cos?Og—1
numa diminui¢cdo na anisotropia por um fator de ————.

Como os momentos de dipolos de transicdo para absorcdo e emissao tém
orientagOes fixas em cada fluordforo, o &ngulo entre estes momentos determinam a
anisotropia méaxima medida (Lakowicz, 1999). Considerando que os dipolos de

absorcdo e emisséo ndo séo paralelos e possuem um angulo g, um em relagéo ao
~ . . 2
outro, ocorre uma reducéo de anisotropia por um fator de -

Assim, a anisotropia fundamental de um fluoréforo é dada pela Equacgéo 19
(Lakowicz, 1999):

T = %(“%zﬁ_l) Equacéao 19

Esse termo, r,, é usado como referéncia a anisotropia observada na
auséncia de processos de depolarizacdo, como, difusédo rotacional ou transferéncia
de energia. Para a maioria dos fluoréforos, g € diferente de zero e, por conseguinte,
os valores de anisotropia sdo menores que 0,4. Quando B = 54,7°, também
chamado de angulo magico, a anisotropia fundamental € igual zero. Existem casos
em que a anisotropia adquire valores negativos. O maximo valor negativo (-0,20) é
encontrado quando g = 90° (Lakowicz, 1999).

Valores de anisotropia proximos a zero sao facilmente obtidos para
fluoréforos em solugcdes aquosas com tempos de vida perto de nanossegundos. Por
outro lado, valores de anisotropia proximos a 1,0 sdo encontrados em fluoréforos
presentes em filmes de poliméricos orientados (Lakowicz, et al. 1999).

Muitos fendbmenos podem diminuir a anisotropia medida para valores abaixo
daqueles preditos teoricamente. O fenébmeno de despolarizacdo de fluorescéncia
acontece devido as mudancgas durante o tempo de vida do estado excitado sofridos
por alteracbes do momento de transicdo de absor¢cédo e emissédo da sonda. A difuséo
rotacional é uma causa dominante de despolarizacdo de anisotropia de
fluorescéncia. Tal difusdo ocorre durante o tempo de vida do estado excitado e
desloca o dipolo de emissdo da molécula emissora. Medidas deste parametro

fornecem informacgdes sobre o deslocamento relativo angular do fluoréforo entre os
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tempos de absorcdo e emissdo (Lakowicz, 1999). Em solucbes fluidas, muitos
fluoroforos podem rotacionar, aleatoriamente, varias vezes durante um tempo de
vida da ordem de 1 a 10 ns. Por esta razdo, moléculas em solu¢cdo nao viscosa
tipicamente apresentam anisotropias proximas de zero (Lakowicz, et al. 1999).
Transferéncia de excitagdo entre moléculas também acarretam uma diminuicdo da
anisotropia. Macromoléculas intrinsecamente fluorescentes ou com grupamentos
fluorescentes presos na cadeia também apresentam valores baixos de anisotropia
(Valeur, 2001; Lakowicz, 1999).

Conforme a posigao de polarizacdo (vertical ou horizontal) tém-se diferentes
intensidades de luz incidente, e por consequéncia, a rotacdo do polarizador de
emissdo muda a sensibilidade efetiva do canal de emissdo. Para a excitacao
polarizada verticalmente a intensidade observada sera dada pelas Equacdes 20 e 21
(Lakowicz, 1999):

iyy = kSyi, Equacéo 20
iyg = kSyi, Equacéo 21

k € um fator de proporcionalidade para o rendimento quéantico do fluoréforo,
iyy corresponde a excitacdo com polarizacdo vertical e emissdo polarizada
verticalmente, i,y corresponde a excitagdo com polarizacdo vertical e emisséo
polarizada horizontalmente, e S, e Sy sé@o as sensibilidades do canal de emisséo
para as componentes vertical e horizontal, respectivamente, determinadas a partir
do fator-G. O fator-G é um fator de proporcionalidade entre a sensibilidade do
equipamento para luz polarizada verticalmente e horizontalmente (Prazeres et al.,
2012), sendo definido pela Equacéo 22 (Quagliotto et al., 2009):

G =1 Equacéo 22
lHH
Onde iy, e iyy representam as intensidades polarizadas de emisséo
verticalmente e horizontalmente, respectivamente, obtidas pela excitagdo com luz
polarizada horizontalmente (Quagliotto et al., 2009).

Dividindo-se as Equacéo (20) e (21) obtemos (Lakowicz, 1999):
47



1 - Introducéo

v _ Svih _ b Equacéo 23

lve  SHiL i

E as sensibilidades do canal de emissdo podem ser calculadas pela
Equacédo 24 (Quagliotto et al., 2009):

v _ Sv

=2 Equacéo 24

iHH  SH

A anisotropia, Equacdo 25, pode entdo ser obtida por uma formulacdo
alternativa (Prazeres et al., 2012, Quagliotto et al., 2009):
ivv—Givy

r= YV ZTVH Equacéo 25

iyy+2Giyy

A técnica de decaimento de fluorescéncia baseia-se na excitacdo de um
fluoréforo por um curto pulso de luz. O registro da intensidade de emissédo de
fluorescéncia é realizado como uma funcdo do tempo, t. Os tempos de vida de
fluorescéncia podem ser obtidos através da analise exponencial da curva de
decaimento de intensidade de fluorescéncia, f(t), que pode ser escrito da forma da
Equacao 26 (Elsherbiny et al., 2011):

f@© = Ziaexp (3) Equagdo 26

Nesse caso 1; e a; sdo, respectivamente, o tempo de vida de fluorescéncia e
um fator pré-exponencial (Reija et al., 2011, Giraud et al., 2010).

Medidas de decaimento total de anisotropia de fluorescéncia seguem a
mesma linha, onde os resultados de anisotropia sdo coletados pela técnica de
correlacdo temporal de fotons individuais no dominio do tempo. Nesta técnica os
decaimentos da intensidade polarizada detectados i;(t) e i,(t) s&o produtos de
convolucéo de i;(t) e i, (t) com a fungéo-resposta do instrumento.

O decaimento de anisotropia de fluorescéncia r(t), para um fluoréforo que

apresenta um unico tempo de correlacdo rotacional, & determinado pela medida dos
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decaimentos das componentes da emissao polarizada verticalmente e

horizontalmente dado pela Equacéo 27 (Valeur, 2001; Lakowicz, 1999):

_ g@®=it@®) _ ye)-in@)
r(®) = i®+2i,(t) i)

Equacéo 27

A intensidade total de fluorescéncia no tempo t é i (t) +2i,(t) (Li et
al,1999). Onde i;(t) e i,(t) denotam os decaimentos de fluorescéncia polarizada
com o polarizador de emissdo paralelo e perpendicular, respectivamente, a direcao
de polarizacdo da luz de excitacdo, o qual € perpendicular ao plano de excitacéo-
emissdo. Usando-se o fator-G, a anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo
pode ser calculada pela Equacao 28 (Giraud et al., 2010):

_ iy =Giyp(t)
r(®) = iyy (£)+2Giyy (L)

Equacéo 28

O decaimento de anisotropia de fluorescéncia, r(t), também pode ser
calculado como uma soma de exponenciais de acordo com a Equacgao 29 (Giraud et
al., 2010):

r(t) = XnTonexp (;—;) Equacao 29

Onde ry, sdo as fracbes de anisotropia que decaem com tempo de
correlacéo 6,,.

O decaimento de anisotropia pode ser compreendido em termos de suas
componentes individuais. As intensidades polarizadas séo dadas pelas Equacdes 30
e 31 (Gurp et al., 1989):
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iy(6) = FO[1 + 2r(D)] Equag&o 30

i(6) = (O = 7(®)] Equagéo 31

Para essa equacdo, f(t) € o decaimento de intensidade de fluorescéncia
calculado pela Equacéao 26.

No caso simples de moléculas esféricas, a anisotropia, r, pode ser dada pela
equacao de Perrin, Equacédo 32 (Lakowicz, 1999):

To

D=14+ZE=1+6D1s Equacéo 32

r On

Onde r, é a anisotropia na auséncia de rotacao, t € o tempo de vida médio
de fluorescéncia, 6,, € o tempo de relaxacao rotacional da sonda e D € o coeficiente
rotacional de difusdo. Se o tempo de relaxacdo rotacional for muito maior que o
tempo de vida, entdo a anisotropia, (r), medida é igual a anisotropia inicial (). O

tempo de relaxacgéo rotacional sera dado pela Equacao 33 (Giraud et al., 2010):

vc
el Equacéo 33

n kgT

A viscosidade do meio é 7, V é o volume hidrodindmico da molécula, C é a
medida do acoplamento entre a sonda e o solvente, f é um fator de configuracao no
caso da sonda ndo ser esférica, kg € a constante de Boltzmann e T é a temperatura
absoluta (Giraud et al., 2010).
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2 - Objetivos

2.1 Geral
Investigar as propriedades fisico-quimicas e fotofisicas do corante azul de
metileno e de seus derivados em misturas binérias de agua/solvente organico e em

meio micelar.

2.2 Especificos
Avaliar a influéncia da composi¢cdo das misturas binarias de agua/solvente
organico e da concentracdo dos corantes sobre os espectros de absorcdo UV-Vis

dos corantes;
Determinar a anisotropia, o tempo de vida de fluorescéncia e o tempo
rotacional dos corantes fenotiazinicos em misturas binarias de agua/solvente

organico;

Estimar a constante de ligacdo dos corantes fenotiazinicos por meio de
adi¢c6es do surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS).
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Materiais

Os seguintes solventes foram empregados nas preparacées ou nas medidas
espectroscopicas: acetonitrila (J.T. Backer, grau HPLC), 1,4-dioxano (Vetec, P.A.
ACS), etanol (J.T. Backer, grau HPLC), glicerol (Synth, P.A. ACS), e agua milli-Q.

Foram utilizados os seguintes reagentes no decorrer deste trabalho: azul de
metileno, 1,9-dimetil azul de metileno, tionina, azure A, azure B e o surfactante
dodecil sulfato de sddio (SDS). O corante AM foi adquirido da Synth e 0s outros
corantes, foram gentilmente cedidos pelos professores Dr. Mauricio Baptista da Silva
(Instituto de Quimica, USP, S&o Paulo-SP) e Dr. Adjaci Uchbéa Fernandes
(Unicastelo, Sdo José dos Campos-SP).

Os espectros de absorgéao foram obtidos usando um espectrofotobmetro UV-
Vis da PerkinEImer Modelo Lambda 25. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas em um espectrofotdbmetro de fluorescéncia da PerkinElImer modelo LS55.
Algumas das medidas de emissdo foram realizadas no espectrofluorimetro Cary-

Eclipse.

3.2 - Metodologias

As solucdes dos corantes analisadas neste trabalho foram obtidas a partir de
uma solucdo estoque com concentracdo 2,5.10° mol L™ em &gua. Foram obtidos
espectros de absor¢cdo dos corantes na regido do UV-Vis e de emissao de
fluorescéncia destes nas concentracdes de 1,0.10° mol L™, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10°
> mol L em diferentes misturas binarias de agua/solvente organico (acetonitrila,
dioxano, etanol e glicerol).

Para a obtencdo dos espectros de absorcdo molecular foram realizadas
varreduras de 200 a 800 nm. O comprimento de onda de excitacao utilizado para as
medidas de fluorescéncia foi obtido a partir do comprimento de absorcdo méaxima
identificado nas medidas de absorcéo eletrdnica no UV-Vis.Todas as medidas foram
realizadas na temperatura de 20 °C.

As medidas de decaimento da intensidade de fluorescéncia foram obtidas

pelo método de “Single Photon Counting”. Os pulsos foram obtidos com laser
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Tsunami 3950 da SpectraPhysics de titanio-safira, bombeado por laser de estado
sélido Millenia Xs (SpectraPhysics). A luz de saida deste laser possui poténcia
integrada na faixa de 6,0 a 10,0 W. A frequéncia dos pulsos gerados no Tsunami foi
ajustada por um Pulse Picker (3989 SpectraPhysic). Um selecionador de pulsos
controlou a frequéncia de repeticdo desses pulsos e um gerador de segundos e
terceiros harmoénicos permitiu a obtencédo de radiacdo laser na faixa desejada. No
caso especifico dos corantes fenotiazinicos, foi utilizado o terceiro harmoénico, com
excitagdo em 290 nm. Os pulsos laser de excitagdo foram correlacionados
temporalmente com os pulsos de fluorescéncia emitidos pela amostra, usando para
a deteccdo e coleta dos dados, um espectrébmetro da Edinburgh Instruments. O
espectrometro possui um porta-amostra termostatizado por um banho de agua
circulante. Para as medidas de decaimento de anisotropia foi utilizado um
compensador Babinet-Soleil BSC da Halbo Optics no feixe de excitacdo e um
polarizador P920 da Edinburgh Instruments de prisma Glan-Tompson no feixe de
emissdo. Os tempos de vida de fluorescéncia dos corantes fenotiazinicos foram
determinados nas diferentes misturas binarias agua/solvente organico na regido de

emissao monitorada entre 525 a 775 nm a 20 °C.

Determinacéo da constante de ligacao (Kp) dos corantes em sistema micelar

Solucdes aquosas dos corantes (1,0.10° e 5,0.10° mol L™?) foram tituladas
com aliguotas de uma solucdo estoque do surfactante dodecil sulfato de sdodio
(SDS), registrando-se 0 espectro de absor¢cdo para cada adicdo. Efetuaram-se os
ajustes e correcdes necessarias decorrentes da diluicdo do corante e do surfactante.
Os ajustes das curvas de ligacdo foram realizados a partir da Equacao 34, adaptada
de Caetano e Tabak (1999).

(Fo— Fp)
(1/Kp([S]- cmc)N) + 1

F=F+ Equacao 34

Onde F € a intensidade de absorcao/fluorescéncia; Fy € a intensidade de

7

absorcado/fluorescéncia do FS ligado ao surfactante; F, € a intensidade de
absorcao/fluorescéncia na auséncia do surfactante; [S] € a concentracdo do

surfactante e N € o nimero de moléculas de surfactante por molécula de corante.
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Apés a adicdo do surfactante, o comportamento fotofisico do corante foi
acompanhado pelo espectro de intensidade de absorcéo/fluorescéncia.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 - Absorcao das misturas binarias dos corantes fenotiazinicos

Foram obtidos espectros de absor¢cdo dos corantes fenotiazinicos em
diferentes concentracdes do corante para misturas dos solventes: agua/acetonitrila,

agua/dioxano, agua/etanol e agua/glicerol.

4.1.1 - Azul de metileno

Os espectros de absorcdo do AM em solventes com diferentes polaridades
sdo apresentados na Figura 12. Observa-se que a banda do monémero (M), de
maior intensidade, sofre um deslocamento batocromico de 654 nm para 664 nm a

medida que a polaridade do solvente diminui.

1,0+

—— 100% Agua

0,8 - —— 100% Acetonitrila
100% Etanol

— 100% Glicerol

0,6 1

0,4

Abs (normalizada)

0,2

0,0 T T T T T T T T T
500 550 600 650 700 750
A (nm)

Figura 12 - Espectros de absorcéo de AM (3,5.10° molL™) em diferentes meios.

Adicionalmente, observa-se a presenca de uma banda de dimeros (D) em
torno de 610 nm, o que caracteriza agregados do tipo H. A intensidade da banda do

agregado foi mais acentuada em meio aquoso. Para avaliar melhor o processo de
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agregacdo do AM nos diferentes meios construiu-se o grafico da razdo
dimero/mondémero (D/M), Figura 13. Verificou-se o favorecimento de processos
agregacionais em meio aquoso, seguido pela acetonitrila. Nestes dois solventes, a

razdo D/M € maior do que aquela observada para os solventes etanol e glicerol.

0,6

D/M

Agua Acetonitrila Etanol Glicerol

Figura 13 - Razéo dimero/mondémero (D/M) para o AM em diferentes meios.

Os espectros de absorcdo do azul de metileno foram obtidos em trés
diferentes concentracdes, 1,0.10° mol L*, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L. Ao
analisar as diferentes misturas agua/solvente organico, mantendo fixa a proporcao
agua/solvente organico e variando a concentracdo de AM, verificou-se um aumento
na intensidade de absorcdo com o aumento da concentracdo de AM. Além disso,
observou-se que, com o aumento da fracdo molar da 4gua, houve uma diminuicao
na intensidade de absor¢do do AM. Com o aumento da fracdo de agua, a banda em

610 nm, referente ao dimero (D), aparece com maior intensidade.

Os espectros de absorcdo do AM para as misturas binarias de

agua/acetonitrila sdo mostrados na Figura 14:

59



4 — Resultados e Discussao
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Figura 14 - Espectros de absorcao de AM na mistura binaria de dgua/acetonitrila. (A)
Espectros de AM 1,0.10° mol L™?; (B) Espectros de AM 5,0.10° mol L™; (C)
Espectros de AM 3,5.10° mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda maximos

de absorcdo do AM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Na Figura 14(A), 14(B) e 14(C), observa-se a presencga da banda adicional
de dimero (D) em torno de 610 nm. A intensidade da banda de agregado é mais
acentuada em fracdes com maior predominancia de agua. Este fato pode ser devido
a caracteristicas peculiares da agua, sobretudo a sua grande tendéncia de formar
ligacbes de hidrogénio. A alta polaridade conferida pela dgua ao sistema solvente
tende a favorecer o surgimento de interacdes hidrofébicas entre os monémeros do
AM (Moreira, et al. 2010). Na Figura 14(D), o grafico com os comprimentos de onda
maximos do AM nas misturas de agua/acetonitrila, este ultimo um solvente organico
polar aproético, mostra que de modo geral a banda do monbémero sofre um
deslocamento batocrémico, ou seja, para maior comprimento de onda, a medida que
aumenta a polaridade da mistura. Em uma analise mais detalhada, observa-se esse
fendmeno a partir da fracdo molar de 10% de acetonitrila. Entre a fracdo molar de 0

e 10 % de acetonitrila, observa-se um deslocamento hipsocrémico, sendo que esse
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fendmeno pode ocorrer, segundo Thompson et al. (2006), pela maior inclusédo de

moléculas orgéanicas nas cavidades da 4gua.

Os espectros de absor¢cdo do AM para as misturas binarias de agua/dioxano
sé&o mostrados na Figura 15:
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Figura 15 - Espectros de absorcdo de AM na mistura binaria de agua/dioxano. (A)
Espectros de AM 1,0.10° mol L?; (B) Espectros de AM 5,0.10° mol L™; (C)
Espectros de AM 3,5.10”° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda maximos

de absorcdo do AM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Nas Figuras 15(A), 15(B) e 15(C) observa-se que a medida que aumenta a
concentracdo da corante AM, torna-se mais pronunciada a banda do dimero em
torno de 610 nm. A intensidade da banda de agregado € mais acentuada nas
fragbes com maior predominancia de agua. Outro fator a ser levado em
consideracao foi que a fracdo de 100% de dioxano, mostrado na Figura 15(A-C),
apresentou um decréscimo na intensidade de absorcéo para todas as concentracdes
de corante e o desaparecimento da banda de agregado. Além disso, pode ser

observado na Figura 15(D), um deslocamento hipsocrémico da banda de absorcao
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de aproximadamente 150 nm. Esse comportamento pode ser atribuido ao fato do
1,4-dioxano, que deveria ser apolar de acordo com a sua constante dielétrica (D=2),

apresentar um comportamento "pseudo-polar" (Suppan, P.; 1990).

Os espectros de absorcdo do AM para as misturas binarias de agua/etanol

s&o mostrados na Figura 16:
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Figura 16 - Espectros de absor¢cdo de AM na mistura binaria de agua/etanol. (A)
Espectros de AM 1,0.10° mol L?; (B) Espectros de AM 5,0.10° mol L™; (C)
Espectros de AM 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda maximos

de absorcdo do AM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

A Figura 16(C) ilustra a relagao entre a intensidade de absor¢cdo do AM e a
guantidade de agua presente na mistura de solventes agua/etanol. Observa-se que
a intensidade de absorcdo € maior em etanol puro. A intensidade de absorcéao
diminui nas misturas de solventes com maior teor de agua em virtude do processo
de auto-agregacéao do corante (Moreira, et al. 2010).

Na Figura 16(D) observa-se que, a medida que a fragdo molar de etanol

aumenta até 30%, ocorre um deslocamento de 2 nm para maiores comprimentos de
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onda, ou seja ha um deslocamento para a regido do vermelho. A partir de 40% de
etanol, observa-se que os comprimentos de onda maximos de absor¢cdo comecam a
diminuir, causando um deslocamento de 12 nm para a regidao do azul. Esse efeito
pode ser devido ao aumento da viscosidade das fracdes molares. De acordo com 0s
estudos de Nagasawa et al.(2005), o aumento da viscosidade até a fracdo molar de
20% de etanol é devido a formacao dos clusters de alcool dentro da rede de ligacdes
de hidrogénio de moléculas de agua. A partir da fracdo molar de 30% de etanol, os
clusters de &lcool comegcam a aumentar, diminuindo assim, a viscosidade e o

méaximo de absorcéo para estas fracdes molares.

Os espectros de absorcao do AM para as misturas binarias de agua/glicerol

sdo mostrados na Figura 17:
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Figura 17 - Espectros de absorcdo de AM na mistura binaria de agua/glicerol. (A)
Espectros de AM 1,0.10° mol L?; (B) Espectros de AM 5,0.10° mol L™; (C)
Espectros de AM 3,5.10° mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda maximos

de absorcdo do AM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.
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Na Figura 17(A), 17(B) e 17(C), observa-se a presenca da banda de dimero
(D) em torno de 610 nm, a qual € mais acentuada nas fracbes com maior
predominancia de agua e com maior concentracdo de AM. A intensidade da banda
de agregado ndo se apresenta tdo acentuada na mistura agua/glicerol quanto
comparada com a mistura agua/acetonitrila.

Observando os comprimentos de onda maximos de absorcéo das fragdes na
mistura de agual/glicerol, verificou-se que um aumento da fracdo molar do glicerol
até 60% leva a um deslocamento batocrémico. A medida em que ha predominancia
de glicerol na composicdo molar, observa-se um deslocamento hipsocrémico do

comprimento de onda de absorg&o do corante.

4.1.2 - 1,9-Dimetil Azul de Metileno

Os espectros de absor¢cdo do DMAM em solventes de diferentes polaridades
sao apresentados na Figura 18. Observa-se que a banda de monémero (M) em meio
aquoso apresenta um valor maximo de comprimento de onda em 648 nm. A medida
em que a polaridade do solvente organico diminui, observa-se que a banda do
mondmero sofre um deslocamento batocrémico para 658 nm em relagdo ao meio

aguoso.

1,0

0,8

0,6 4

—— Agua

0,4 Af:etomtrla
Dioxano
Etanol
— Glicerol

Abs (normalizada)

0,24

010 T T T T T T T T T T T - T
400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 18 - Espectros de absorcéo de DMAM (5,0.10° mol L) em diferentes

solventes.
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A banda de dimeros nos espectros de absor¢do deste corante pode ser
observada em torno de 593 nm. Do mesmo modo que foi observado para o AM, a
intensidade da banda do agregado foi mais acentuada em meio aquoso, conforme

mostra a razdo D/M na Figura 19:

1,6

1,4 -
1,2
1,0

0,8 1

D/M

0,6 4

0,4-

0,2

0,0 LT T T T
Agua Acetonitrila Etanol Glicerol

Figura 19 - Razéo dimero/mondémero (D/M) para o DMAM em diferentes meios.

Comparando-se as Figuras 13 e 19, observa-se que 0S processos
agregacionais em agua sao muito mais favorecidos para o DMAM do que para o AM.
Além disso, a relacdo D/M para o DMAM é muito maior em agua do que nos
solventes organicos. Este comportamento esta relacionado com a estrutura do
DMAM, cujos atomos de hidrogénio das posi¢cdes 1 e 9 do AM foram substituidos
por grupos —CHs;, aumentando assim a hidrofobicidade do corante e a sua
solubilidade nos solventes organicos.

Os espectros de absorcao do 1,9-dimetil azul de metileno foram obtidos nas
concentracdes 1,0.10° mol L™, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L™ Ao analisar as
diferentes misturas agua/solvente organico, mantendo fixa a proporcao
agua/solvente organico e variando a concentracdo de DMAM, verificou-se um
aumento na intensidade de absor¢cdo com o aumento da concentracdo de 1,9-dimetil
azul de metileno. Além disso, observou-se que com o aumento da fracdo molar de
agua, houve uma diminuicéo na intensidade de absor¢cdo do DMAM. Com o aumento

da fracdo de agua, nota-se que a banda nas proximidades de 593 nm, referente aos
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dimeros (D), aparece com maior intensidade. Na concentracéo de 3,5.10° mol L™, a
banda referente ao dimero em meio aquoso apresenta maior intensidade em relacéo
a banda de monémero.

Ao analisar as intensidades de absor¢cdo do DMAM com as intensidades do
AM, observa-se que DMAM apresentou maior intensidade de absorgcéo. Esse fato
esta associado a sua estrutura molecular mais hidrofébica.

Os espectros de absorcdo do DMAM para as misturas binarias de
agua/acetonitrila s&o mostrados na Figura 20:
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Figura 20 - Espectros de absor¢cdo de DMAM na mistura binaria de agua/acetonitrila.
(A) Espectros de DMAM 1,0.10° mol L™; (B) Espectros de DMAM 5,0.10° mol L™;
(C) Espectros de DMAM 3,5.10™ mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda

maximos de absor¢do do DMAM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Na Figura 20(A), 20(B) e 20(C), observa-se que a medida que aumenta a
concentracdo da corante DMAM, aumenta também a banda do dimero. Na
concentracdo de 3,5.10° mol L™ torna-se evidente que o fendmeno de agregacéo é

dependente do meio, ou seja, do solvente, visto que a banda do dimero € mais
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intensa do que a banda do monémero na fracdo 100% de agua. Na Figura 20(D),
observa-se que ocorre um deslocamento batocromico com a diminuicdo da

polaridade do meio.

Os espectros de absorcdo do DMAM para as misturas binérias de
adgua/dioxano sdo mostrados na Figura 21:
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Figura 21 - Espectros de absor¢cdo de DMAM na mistura binaria de agua/dioxano.
(A) Espectros de DMAM 1,0.10° mol L™; (B) Espectros de DMAM 5,0.10° mol L™;
(C) Espectros de DMAM 3,5.10™ mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda

maximos de absorcdo do DMAM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Na Figura 21(A), 21(B) e 21(C), observa-se que a medida que aumenta a
concentragdo da corante DMAM, aumenta também a intensidade da banda de
dimeros. Na concentracéo de 3,5.10™ mol L™, na auséncia do solvente organico, a
banda do dimero apresenta uma maior intensidade do que a banda do monémero.
Por outro lado, para a fragdo contendo 100% de dioxano, observa-se um decréscimo

na intensidade de absor¢céo e um deslocamento para menor comprimento de onda, o
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que pode ser atribuido ao comportamento "pseudo-polar* do 1,4-dioxano (Suppan,

P.; 1990).

Os espectros de absorcdo do DMAM para
adgua/etanol sdo mostrados na Figura 22:
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Figura 22 - Espectros de absor¢cdo de DMAM na mistura binaria de agua/etanol. (A)
Espectros de DMAM 1,0.10° mol L™%; (B) Espectros de DMAM 5,0.10° mol L™%; (C)
Espectros de DMAM 3,5.10™ mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda

maximos de absor¢cdo do DMAM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Na Figura 22(A), 22(B) e 22(C), observa-se que a medida que aumenta a
concentracdo da corante DMAM aumenta a intensidade de absorcdo e a banda do

dimero também fica mais evidente. Na concentracéo de 3,5.10° mol L™ a banda de

dimero € claramente observada até a fracdo molar de 30% de etanol. Na Figura

22(D) observa-se que com a diminuigédo da polaridade do meio ha um deslocamento

batocrémico do maximo de absor¢cédo das misturas. Este fato também foi observado

para as misturas de agua/acetonitrila.

Os espectros de absorcdo do DMAM para as misturas binarias de

agua/glicerol sdo mostrados na Figura 23:
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Figura 23 - Espectros de absor¢cao de DMAM na mistura binaria de agua/glicerol. (A)
Espectros de DMAM 1,0.10° mol L™%; (B) Espectros de DMAM 5,0.10° mol L™%; (C)
Espectros de DMAM 3,5.10™ mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda
maximos de absor¢cdo do DMAM em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Ao analisar as Figuras 23(A), 23(B) e 23(C) fica evidenciado que o fendmeno
da agregacdo do DMAM esta diretamente ligado a variacdo da concentracdo do
mesmo no meio.

A alteragéo da polaridade da mistura de solventes foi obtida adicionando-se
uma quantidade maior de solvente organico. Ao analisar as Figuras 23(B) e 23(C),
observa-se que para composicbes menores do que 60% e 40% de agua,
respectivamente, ha uma regido onde o DMAM estabiliza-se em sua forma
monomeérica. Quando adiciona-se mais agua, o DMAM exibe com maior intensidade
a banda nas proximidades 593 nm.

Com a adicéo de solvente organico, o ambiente torna-se favoravel ao DMAM
na forma monomérica, manifestado pelo aumento da banda em 648 nm. Neste
ponto, as absorvancias em 593 nm sofrem diminuicdes de intensidade, enquanto

que em 648 nm atinge o valor de absorvancia maximo esperado para o DMAM em
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solvente organico. Ao adicionar-se 4gua, em quantidade adequada, a banda de 593
nm é restabelecida e a intensidade da banda em 648 nm diminui.

4.1.3 —Tionina

Os espectros de absor¢cédo da Th em solventes com diferentes polaridades
sao apresentados na Figura 24. Observa-se que a banda do monémero em 598 nm
sofre um deslocamento batocrédmico em meio polar proético (etanol e glicerol).
Considerando a acetonitrila, um meio polar aprotico, observa-se um deslocamento

hipsocromico em relacdo ao meio aquoso.

1,0 1

—— 100% Agua

— 100% Acetonitrila
100% Etanol

— 100% Glicerol

0,8 4

0,6 4

0,4 4

Abs (normalizada)

0,2 4

0,0 ' T ~ T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 24 - Espectros de absorcéo de Th (3,5.10° mol L ) em diferentes meios.

O dimero da tionina pode ser observado em menores comprimentos de
onda. A intensidade da banda do agregado foi mais acentuada em acetonitrila. Para
avaliar melhor o processo de agregacao da Th nos diferentes meios, construiu-se o
grafico da razdo D/M, Figura 25. Verificou-se o favorecimento de processos

agregacionais em acetonitrila, seguido pela agua.
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0,8

D/M

Agua Acetonitrila Etanol Glicerol

Figura 25 - Razéo dimero/monémero (D/M) para a Th em diferentes meios.

Ao comparar o grafico da razdo D/M da Th com o gréfico da razdo D/M do
AM, observa-se que a agregacao da Th € mais acentuada em acetonitrila, seguida
pela agregacdo no meio aquoso. Esse fato esta relacionado a estrutura da Th, cujo o
grupo —N(CHj3), das posicbes 3 e 7 do AM sofre reacdes de desmetilacdo para
assim obter-se a tionina, -NH; nas posicdes 3 e 7. Como mostrado também para o
AM, a Th apresenta baixa agregacao em meio polar prético. Neste meio, observa-se
também que a viscosidade do solvente ndo interfere no fenébmeno de agregacao.

Os espectros de absorcdo da tionina foram obtidos em trés diferentes
concentracdes, 1,0.10° mol L?, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L. Ao analisar as
diferentes misturas 4&gual/solvente organico, mantendo fixa a proporcdo
agua/solvente orgéanico e variando a concentracdo de Th, verificou-se um aumento
no intensidade de absorcdo com o aumento da concentracao de tionina. Além disso,
observou-se que com o aumento da fracdo molar da agua houve uma diminuigdo na
intensidade de absorcédo da Th. Com o aumento da fracdo de agua, a banda nas

proximidades de 560 nm, referente ao dimeros, aparece com maior intensidade.

Os espectros de absorcdo da Th para as misturas binarias de

agua/acetonitrila sdo mostrados na Figura 26:
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Figura 26 - Espectros de absorcdo de Th na mistura binaria de agua/acetonitrila. (A)
Espectros de Th 1,0.10° mol L™; (B) Espectros de Th 5,0.10° mol L™%; (C) Espectros
de Th 3,5.10° mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

da Th em misturas com diferentes composi¢gdes molares.

Para a Th nas trés concentracdes, observa-se que a medida que a fracédo
molar de acetonitrila aumenta ha um deslocamento hipsocrémico. Observa-se que
em 100% de acetonitrila, a amostra apresenta intensidade de absorcao inferior ao

meio aquoso.

Os espectros de absorcdo da Th para as misturas binarias de agua/dioxano

sé@o mostrados na Figura 27:
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Figura 27 — Espectros de absorcdo de Th na mistura binaria de agua/dioxano. (A)
Espectros de Th 1,0.10°® mol L™; (B) Espectros de Th 5,0.10° mol L™%;(C) Espectros
de Th 3,5.10™ mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

da Th em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Nas Figuras 27(A), 27(B) e 27(C), observa-se que a medida que aumenta a

concentracdo de Th, aumenta a intensidade de absorcdo até a fracdo de 80% de

dioxano nas misturas.

Nos espectros de absorcdo da Th na mistura de

agua/dioxano, um solvente polar aproético, observa-se que a medida que a fracao

molar de dioxano aumenta até 90% nao ha deslocamento significativo do maximo de

absorcdo. A partir da fracdo molar de 90%, observa-se que ha um deslocamento

significativo do maximo de absorcao para a regido do azul.

Os espectros de absorcdo da Th para as misturas binarias de agua/etanol

sé@o mostrados na Figura 28:
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Figura 28 — Espectros de absorcdo de Th na mistura binaria de agua/etanol. (A)
Espectros de Th 1,0.10° mol L™; (B) Espectros de Th 5,0.10° mol L™%; (C) Espectros
de Th 3,5.10° mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

da Th em misturas com diferentes composi¢gdes molares.

A medida que aumenta a polaridade do meio, a banda do monémero

desloca-se para a regidao do vermelho, indicando que o momento dipolar do estado

excitado da molécula € maior que o do estado fundamental. No caso de um

deslocamento para a regidao do azul, com o aumento da polaridade do meio, o

momento dipolar do estado excitado é menor que o do estado fundamental.

Os espectros de absorcdo da Th para as misturas binarias de agua/glicerol

sé@o mostrados na Figura 29:
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Figura 29 — Espectros de absorcéo de Th na mistura binaria de agua/glicerol. (A)

Espectros de Th 1,0.10°® mol L™; (B) Espectros de Th 5,0.10° mol L™*; (C) Espectros

de Th 3,5.10° mol L™; (D) Grafico dos comprimentos de onda maximos de absor¢&o

da Th em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Nos espectros de absorcao do Th nas misturas de agua/glicerol, um solvente

polar prético, observa-se que a medida que a fracdo molar de glicerol aumenta, o

maximo de absorcdo desloca-se em aproximadamente 8 nm, levando a um

deslocamento batocromico. Com esse deslocamento positivo, pode-se dizer que o

momento de dipolo do estado excitado da Th € maior do que o momento de dipolo
para o estado fundamental, p (S,) > p (S,) (Suppan, P.; 1990). Com o aumento da

fracdo molar de glicerol, ha um aumento da polaridade do meio indicando que o

estado excitado da molécula é mais polar que o estado fundamental (Miranda, J. A.

de, 2001).

4.1.4 - Azures

4.1.4.1 - Azure A
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Os espectros de absorcao do AA em solventes com diferentes polaridades
sdo apresentados na Figura 24. Observa-se que a banda de absorcdo do corante
sofre um deslocamento batocrémico de 622 nm para 636 nm a medida em que a
polaridade do solvente diminui. Além disso, a banda caracteristica dos agregados
em menores comprimentos de onda néo é claramente observada para o AA como é
para outros corantes dissolvidos nos mesmos solventes. Cabe salientar que a
assimetria das curvas, especialmente para o corante dissolvido em agua, pode

indicar a presenca de processos agregacionais.
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Figura 30 - Espectros de absorcdo do AA (3,5.10° mol L™) em diferentes meios.

Os espectros de absorcdo do Azure A foram obtidos em trés diferentes
concentracdes, 1,0.10° mol L™, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L™. Ao analisar as
diferentes misturas &gua/solvente organico, mantendo fixa a proporcao
agua/solvente organico e variando a concentracdo do AA, verificou-se um aumento
na intensidade de absor¢do com o aumento da concentracdo do Azure A. Além
disso, observou-se que com o aumento da fracdo molar da agua houve uma

diminuicdo na intensidade de absorcéao do AA.

Os espectros de absorcdo do AA para as misturas binarias de

agua/acetonitrila sdo mostrados na Figura 31:
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Figura 31 — Espectros de absor¢cdo do AA na mistura binaria de agua/acetonitrila. (A)
Espectros de AA 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AA 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AA 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

do AA em misturas com diferentes composi¢des molares.

Na Figura 31(D), o grafico com os comprimentos de onda méaximos de AA
nas misturas de agua/acetonitrila mostra que de modo geral, com a diminuicdo da
polaridade do solvente, a banda de absorcdo sofre um deslocamento batocrémico.
Em uma andlise mais detalhada, observa-se esse fendmeno é apresentado a partir
da fragdo molar de 10% de acetonitrila. Entre a fragdo molar de 0 e 10 % de
acetonitrila, observa-se um deslocamento hipsocrémico. Este fendmeno, segundo
Thompson et al. (2006), pode ser atribuido a uma regido onde ha maior incluséo de

moléculas organicas nas cavidades da agua.

Os espectros de absorcédo do AA para as misturas binarias de agua/dioxano

sao mostrados na Figura 32:

77



4 — Resultados e Discussao

(A) (B)
0,06 0,4
—— 0% Dioxano —— 0% Dioxano
—— 10% Dioxano —— 10% Dioxano
0,05+ 20% Dioxano 20% Dioxano
—— 30% Dioxano 0,34 —— 30% Dioxano
004 40% Dioxano ' 40% Dioxano
——50% D!oxano —— 50% Dioxano
60% Dioxano 60% Dioxano
1) | ——70% Dioxano 2 — 709 /)
0,03 70% Dioxano
g —— 80% Dioxano 2 0.21 _ 80"/: Dioxano
—90% Dlo_xano —— 90% Dioxano
0,024 —— 100% Dioxano —— 100% Dioxano
0,14 \
0,01 \‘a
0,00 : - \
= 0,0 T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
A (nm) A (nm)
C D
© ® e T3
—— 0% Dioxano r * RO
—— 10% Dioxano - 620
1,6 20% Dioxano e
—— 30% Dioxano £ 6004
40% Dioxano o
—— 50% Dioxano S
1.2 60% Dioxano g 580+
8 —— 70% Dioxano @
< —— 80% Dioxano 8 560+
0,84 —— 90% Dioxano [0
—— 100% Dioxano kel 540 4
x
(<E = AA1.10° molL”
0,4 5201 o AA5.10°molL”
4 AA35.10°moll’
5004 1
0,0 T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 0 20 40 60 80 100
A (nm) Fragz0 molar de Dioxano (%)

Figura 32 — Espectros de absorcdo de AA nas mistura binaria de 4gua/dioxano. (A)
Espectros de AA 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AA 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de 3,5.10” mol L™*; (D) Gréfico dos comprimentos de onda maximos de absorcéo da

Th em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Nas misturas binarias de agua/dioxano do AA, com relacdo as misturas
binarias de &agua/dioxano do AM, observa-se que a diminuicdo da presenca de
grupos metilas em um grupamento amino no corante ndo interfere na sua
intensidade de absorcdo. Quando analisada a intensidade de absorcdo das misturas
bindrias de agua/dioxano do corante AA em relacdo as misturas binarias de
adgua/dioxano do corante Th, pode-se observar que o grau de metilagdo do
grupamento amino intefere na intensidade de absorcdo, uma vez que a tionina
possui seus dois grupos amino desmetilados, fato este que a torna simétrica. Dessa

forma, a Th apresenta uma maior intensidade de absorcéo do que o AM e o Azure A.

Os espectros de absor¢do do AA para as misturas binérias de agua/etanol

sao mostrados na Figura 33:
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Figura 33 - Espectros de absorcao de AA nas misturas binarias de agua/etanol. (A)
Espectros de AA 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AA 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AA 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

da Th em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

As intensidades de absor¢cédo do AA na mistura binaria de agua/etanol, com
relacdo as misturas binarias de &gual/etanol do AM, mostra a influéncia da
diminuicdo da presenca de grupos metilas em um grupamento amino no corante.
Essa influéncia também é observada quando comparam-se as misturas binarias
agua/etanol do AA com o corante Th, o qual possui grupamentos de amino com
auséncia de grupos metilas. A Th apresenta uma intensidade de absor¢édo maior do
que o AM e 0 AA.

Os espectros de absorcdo do AA para as misturas binarias de agua/glicerol

sé@o mostrados na Figura 34:
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Figura 34 - Espectros de absorcdo de AA nas misturas binarias de agua/glicerol. (A)
Espectros de AA 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AA 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AA 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

da Th em misturas com diferentes composi¢cdes molares.

Nos espectros de absorcao do AA nas misturas de agua/glicerol, ao analisar
as Figuras 34(A), 34(B) e 34(C), observa-se a influéncia da concentracdo do corante
no meio. A medida em que a concentracdo do corante aumenta, a intensidade de
absorcdo também aumenta. Na figura 34(C), observa-se a presenca do ponto
isosbéstico no comprimento de onda de aproximadamente 610 nm, indicando que o
fenbmeno da agregacao acontece geralmente em uma etapa, num equilibrio simples
entre monémeros e dimeros.

Na Figura 34(D) observa-se que a medida em que a fracdo molar de glicerol
aumenta, o comprimento de onda maximo de absorcdo desloca-se para o vermelho.
Com esse deslocamento positivo, pode-se dizer que o momento de dipolo do estado
excitado do AA é maior do que o momento de dipolo para o estado fundamental, p

(S,) > 1 (S,) (Suppan, P.; 1990). Com o aumento da fragdao molar de glicerol ha um

aumento da polaridade do meio indicando que o estado excitado da molécula é mais

polar que o estado fundamental (Miranda, J. A. de, 2001).
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4.1.4.2 - Azure B

4 — Resultados e Discussao

Os espectros de absorcao do AB em solventes com diferentes polaridades

sdo apresentados na Figura 35. Observa-se que a banda de mondmero sofre

deslocamento batocrémico de 638 nm para 646 nm com a diminuicdo da polaridade

do solvente, comportamento observado também para o AM.

1,0
—— Agua

Acetonitrila
Etanol
— Glicerol

0,8 4

0,6 4

0,4

Abs (normalizada)

0,2 -

0,0

T
450 500

T
550

T T
600 650

A (nm)

700 750

Figura 35 - Espectros de absorcéo de AB (3,5.10° mol L™) em diferentes solventes.

A presenca do dimero pode ser observada em torno de 603 nm. A

intensidade da banda do agregado foi mais acentuada em meio aquoso. Para avaliar

melhor o processo de agregacdo do AM nos diferentes meios construiu-se o grafico

da razdo D/M, Figura 36. Pode ser observado o favorecimento de processos

agregacionais em meio aquoso, seguido pela acetonitrila.
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0,7

D/M

Figura 36 - Razédo dimero/mondémero (D/M) para o AB em diferentes meios.

Os espectros de absorcdo do Azure B foram obtidos nas trés diferentes
concentracbes propostas para o trabalho. Analisando-se as diferentes misturas
agua/solvente organico, mantendo fixa a propor¢cdo agua/solvente organico e
variando a concentracdo de AB, verificou-se um aumento na intensidade de
absorcdo com o aumento da concentracao de AB. Além disso, observou-se que com
o aumento da fragdo molar da agua houve uma diminuicdo na intensidade de
absorcdo do AB. Com o aumento da fracdo de agua, a banda nas proximidades de

603 nm, referente aos dimeros aparece com maior intensidade.

Os espectros de absorcdo do AB para as misturas binarias de

agua/acetonitrila sdo mostrados na Figura 37:
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Figura 37 - Espectros de absor¢éo de AB nas misturas binarias de agua/acetonitrila.
(A) Espectros de AB 1,0.10° mol L™®; (B) Espectros de AB 5,0.10° mol L™; (C)
Espectros de AB 3,5.10™ mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda maximos

de absorcdo do AB em misturas com diferentes composicdes molares.

Nos espectros de absorcdo do AB nas misturas de agua/acetonitrila, ao
analisar as Figuras 37(A), 37(B) e 37(C), observa-se a influéncia da concentracao do
corante no meio. A medida que a concentra¢do do corante aumenta, a intensidade
de absorcdo também aumenta. Ao comparar com o azul de metileno, percebe-se
gue a absorcdo do AB € menor em relacdo ao corante AM. Esta menor absorcéo
esta relacionada com o grau de metilagdo dos grupamentos amino. Outra
observacdo é a presenca de uma banda adicional nas proximidades de 600 nm,
indicando a presenca de agregados. Esta banda foi mais pronunciada em meio

aguoso para a maior concentragcéo do corante AB.

Os espectros de absorcdo do AB para as misturas agua/dioxano sao

mostrados na Figura 38:

83



4 — Resultados e Discussao

(A) 0,04 (B) 0,3
—— 0% Dioxano —— 0% Dioxano
—— 10% Dioxano —— 10% Dioxano
20% Dioxano —— 20% Dioxano
0,034 — 30% Dioxano —— 30% Dioxano
40% Dioxano —— 40% Dioxano
—— 50% Dioxano 0249 50% Dioxano
60% Dioxano —— 60% Dioxano
8 002 — 70% Dioxano 2 —— 70% Dioxano
< —— 80% Dioxano <C —— 80% Dioxano
—— 90% Dioxano —— 90% Dioxano
—— 100% Dioxano 014 — 100% Dioxano
0,014
0,00 4 T T T T T T 0,0 T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
X (nm) A (nm)
(D)
©) 16
—— 0% Dioxano 6601
—— 10% Dioxano sa0] ® A 4 8 & 3 3 & s
20% Dioxano —
1,24 —— 30% Dioxano £ 6204
40% Dioxano =
—— 50% Dioxano QL 600 -
60% Dioxano S
8 gl —70% Dioxano 5 5804
<C ! —— 80% Dioxano [72]
—— 90% Dioxano % 560 -
— 100% Dioxano O 540 = AB1.10° mol.L”
° 6 4
0,4 % ® ABS5.10" mol.L
@© 5204 4 AB35.10°mol.L”
1< A
< 5004 [
0,0 T T T T T T 480 T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 0 20 40 60 80 100
% (nm) Frageo molar de dioxano (%)

Figura 38 — Espectro de absorcao de AB nas misturas binarias de agua/dioxano. (A)
Espectros de AB 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AB 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AB 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

do AB em misturas com diferentes composi¢des molares.

Nos espectros de absorcdo do AB nas misturas de agua/dioxano, Figuras
38(A), 38(B) e 38(C), observa-se a influéncia da concentracéo do corante no meio. A
a medida que a concentracdo do corante aumenta, a intensidade de absorcédo das
misturas binarias também aumenta. Comparando-se estes espectros com agueles
obtidos para o corante AM, a maior absor¢cdo observada para o AB pode ser
atribuida a auséncia dos grupos metilas dos grupamentos amino do AB. A banda do
dimero em aproximadamente 603 nm é mais pronunciada em meio aquoso e para a

maior concentracéo do corante AB.

Os espectros de absorcdo do AB para as misturas binarias de agua/etanol

sao mostrados na Figura 39:
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Figura 39 - Espectros de absorcao de AB nas misturas binarias de agua/etanol. (A)
Espectros de AB 1,0.10° mol L™®; (B) Espectros de AB 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AB 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

do AB em misturas com diferentes composi¢des molares.

Nos espectros de absorcdo do corante AB para as misturas de agua/etanol,
ao analisar as Figuras 39(A), 39(B) e 39(C), observa-se a influéncia da concentracao
do corante no meio. A medida que a concentracdo do corante aumenta, a
intensidade de absor¢cdo também aumenta. Ao comparar com o0 azul de metileno,
percebe-se que a absorcdo do AB é menor em relacdo ao corante AM. Esta menor
absorcdo esta relacionada com a presenca de grupos metilas nos grupamentos
amino. Outra observacéao é a presenca de uma banda adicional nas proximidades de
600 nm, indicando a presenca de agregados. Esta banda foi mais pronunciada em
meio aquoso para a maior concentracdo do corante AB. Ao comparar as Figuras
16(D) e 39(D) observa-se que a presenga dos grupos metilas no corante nao

interfere no perfil do comprimento maximo de absorgéo.

Os espectros de absorcdo do AB para as misturas binarias de agua/glicerol

sao mostrados na Figura 40:
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Figura 40 — Espectros de absorcédo de AB nas misturas binérias de agua/Glicerol. (A)
Espectros de AB 1,0.10° mol L™*; (B) Espectros de AB 5,0.10° mol L™; (C) Espectros
de AB 3,5.10° mol L™; (D) Gréfico dos comprimentos de onda méaximos de absorcao

do AB em misturas com diferentes composi¢des molares.

Ao analisar as Figuras 40(A), 40(B) e 40(C), os espectros de absorcédo do
corante AB nas misturas de agua/glicerol mostram a influéncia da concentracédo do
corante no meio. A medida em que a concentracdo do corante aumenta, a
intensidade de absorcédo também aumenta.

Na Figura 40(D), observa-se que a medida que a fracdo molar de glicerol
aumenta, o comprimento de onda méaximo desloca-se para o vermelho. Com este
deslocamento positivo, pode-se dizer que o momento de dipolo do estado excitado

do AB €& maior do que o momento de dipolo para o fundamental, p (S,) > p (S))

(Suppan, P.; 1990). Com o aumento da fracdo molar de glicerol, ha um aumento da
polaridade do meio indicando que o estado excitado da molécula é mais polar que o
estado fundamental (Miranda, J. A. de, 2001).
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4.2 - Tempo de Vida de Fluorescéncia
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Figura 41 - Perfil de decaimento de fluorescéncia do DMAM (1,0.10° mol L) em

diferentes misturas de agua/acetonitrila.

O tempo de vida das espécies fluorescentes dos corantes AM e DMAM em
diferentes misturas binarias de &gua/solvente organico foram medidos e séo
mostrados nas Tabelas 2 e 3:

Os valores de tempo de vida de fluorescéncia mostraram-se menores nas
misturas binarias com alto teor de 4gua e estdo em concordancia com os resultados
obtidos para o rendimento quantico de fluorescéncia, sendo estes menores como 0
aumento da fragcdo molar de agua nas misturas binarias. Os baixos valores de tempo
de vida de fluorescéncia e do rendimento quéantico de fluorescéncia com a
diminuicdo do teor de solvente organico estdo associados ao aumento da polaridade
do solvente (Naika, et al. 2009).
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Tabela 2 - Valores de tempo de vida de fluorescéncia (t) em ps para o AM nas

concentracdes de 1,0.10° mol L™, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L™* em misturas

binarias de agua/acetonitrila, &gua/etanol e 4gua/glicerol.

(%) Acetonitrila Etanol Glicerol

1.10° 5.10° 3,5.10° 1.10° 5.10° 3510° 1.10° 510° 35.10°
0 35441 367,85 328,84 35441 367,85 328,84 354,41 367,84 328,84
20 359,37 373,81 393,02 38513 394,20 368,83 368,06 362,52 354,51
40 359,84 389,78 433,23 392,32 42538 386,17 401,99 386,96 383,47
60 354,56 392,84 470,35 409,96 447,91 41291 438,12 397,31 371,21
80 353,07 433,30 498,94 420,59 484,16 430,14 44442 414,07 442,05
100 339,73 442,56 552,23 461,78 503,85 46596 473,13 487,19 44526

Tabela 3 - Valores de tempo de vida de fluorescéncia (t) em ps para o DMAM nas

concentracdes de 1,0.10° mol L*, 5,0.10° mol L™ e 3,5.10° mol L em misturas

binarias de agua/acetonitrila e agua/etanol.

(%) Acetonitrila Etanol

1.10° 5.10° 3,5.10° 5.10° 3,5.10°
0 357,5650 366,6503 357,5650 366,6503
20  496,9638 543,2889 533,0408 431,0979 468,5881
40 653,3848 651,1031 646,5488 573,0896 571,3078
60  725,4924 711,7015 718,8475 630,5303 635,7075
80 781,8197 750,0668 774,4005 657,7122 667,1347
100 830,5381 814,2583 842,2963 717,0369 707,9384

Para avaliar o efeito da polaridade do meio sobre os tempos de vida de

fluorescéncia nos solventes puros, construiram-se os graficos em funcdo da escala
de polaridade Et (30) (Reichardt, C.; 1994) e da constante dielétrica (g), Figura 42.

Com excecao do AM em acetonitrila, para menores concentracdes, verificou-se uma

diminuicdo do tempo de vida de fluorescéncia com o aumento da polaridade do

solvente.
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Figura 42 - Relacéo entre o tempo de vida de fluorescéncia do AM e do DMAM em
diferentes concentracées com a escala de polaridade E+ (30) e com a constante

dielétrica (€). Os solventes sdo: (a) acetonitrila, (b) etanol, (c) glicerol e (d) agua.

Outro fator de fundamental importancia para o tempo de vida de
fluorescéncia € a viscosidade. Isto se deve ao fato de que o processo de
desativacdo do estado excitado do fluor6foro torna-se mais lento em meios mais

viscosos (Kubinyi, M. 2006).
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A viscosidade do meio, juntamente com outros parametros, como a escala
ET (30), o momento de dipolo (1), a constante dielétrica (¢) e o indice de refracéo
(n), sdo apresentados na Tabela 4. Assim, os desvios do perfil observados para o
AM em acetonitrila com relacdo a polaridade podem estar associados a viscosidade.
O resultado deve-se a um balanco dos efeitos, uma vez que a acetonitrila apresenta
tanto a menor polaridade, quanto a menor viscosidade, ambos os parametros que
levam a um maior tempo de vida das espécies fluorescentes. Em menores
concentracbes do AM, o efeito da viscosidade prevalece, enquanto que em
concentracdes mais elevadas, 3,5.10° mol L™, o movimento das espécies torna-se

mais dificil e o efeito da polaridade do solvente prevalece.

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos dos solventes - escala Et (30), momento de

dipolo (u), constante dielétrica (€), viscosidade absoluta (n) e indice de refracdo (n).

Solvente Er (30) M € n n
(kcalmol)* (Debye)**  200C***  250CH***  250CH**
Acetonitrila 45,6 3,2 37,5 0,38 1,342
Agua 63,1 1,87 79,7 0,89 1,332
Etanol 51,9 1,7 22,4 1,08 1,359
Glicerol 57,0 0,96 47,0 1499 1,47

* Dados adaptados de referéncia Reichardt, C.; (1994);
** Dados adaptados de referéncia Smallwood, I.M.; (1996);
*** Dados adaptados da referéncia Weast, R.C. Astle, M.J.; (1981).

Outro fator a ser levado em consideracédo € o efeito da substituicdo dos H
por grupos —CHj3; nas posicbes 1 e 9 do sistema aromatico. Esta substituicdo
contribuiu para um aumento nos valores de tempo de vida de fluorescéncia do

DMAM quando comparado com o AM.

90



4.3 - Tempo Rotacional

Os valores do tempo rotacional foram analisados de acordo com o modelo
de Stokes, Einstein e Debye (SEB), o qual analisa o tamanho, a forma da molécula e
a viscosidade do solvente. Os valores para o tempo rotacional do AM nas diversas
misturas binérias de 4gua/solvente organico é mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de tempo rotacional (t;) em ps para o AM nas concentracdes de
1,0.10° mol L?, 5,0.10° mol L* e 3,5.10° mol L* em misturas binarias de

agua/acetonitrila, agua/etanol e agua/glicerol.

(%) Acetonitrila Etanol Glicerol

1.10° 5.10° 35.10° 1.10° 510° 3510° 1.10° 5.10°  3,5.10°
0 126,927 113,947 105556 126,927 113,947 105,556 121,409 113,947 105,556
20 119,003 176,158 98,985 174,559 165,280 166,490 196,531 139,790 136,139
40 110,458 179,693 99,837 203,668 212,015 180,981 275517 249,326 241,972
60 108,618 180,466 97,990 294,577 281,907 200,767 399,116 289,842 198,604
80 119,688 125426 83,391 301,654 242,850 224,017 607,669 315614 613,176
100 141,952 125,019 79,725 281,506 217,625 205,980 681,207 978,306 591,636

O efeito da viscosidade sobre o tempo rotacional do AM nos solventes puro
€ mostrado na Figura 43. Observa-se claramente a influéncia da viscosidade sobre
0S mesmos. Para 0 meio mais viscoso, 0 glicerol, obteve-se o maior tempo
rotacional. Os valores de tempo rotacional, nos solvente puros, foram encontrados
na seguinte ordem: T acetonitrila < Tr etanol < Tr glicerol- ESte resultado esta de acordo com
a ordem de viscosidade dos meios: N acetonitria < N etanol < N glicerol- A0 levar em
consideracdo o tempo rotacional em agua, os valores ndo seguiram esta tendéncia,

provavelmente devido a presenca de efeitos adicionais.
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Figura 43 - Relacédo entre o tempo de vida de fluorescéncia do AM, em diferentes
concentracfes, com a viscosidade dos solventes: (a) acetonitrila, (b) etanol e (d)
agua. Inserto - Relacdo entre o tempo de vida de fluorescéncia do AM, em diferentes
concentragdes, com a viscosidade do solvente glicerol (c).

A relacdo do tempo rotacional com as viscosidades das diferentes misturas
agua/solvente organico € apresentada na Figura 44. Para as misturas
agua/acetonitrila, Figura 44(A), e &gualetanol, Figura 44(B), a viscosidade
apresentou um comportamento distinto, apresentando um aumento com a adi¢cédo de
solvente organico, atingindo valores de viscosidade maiores do que para oS
solventes puros, seguidos de uma queda. Os valores t, nas diferentes misturas
binarias de agua/acetonitrila e agua/etanol ndo apresentaram uma relacao direta
com a viscosidade. Para as misturas de agua/glicerol, Figura 44(C), verificou-se o
aumento do tempo rotacional com o aumento da viscosidade da solugdo. A maior
dependéncia do tempo rotacional com a viscosidade para as misturas agua/glicerol
pode ser associada a grande diferenca entre a viscosidade dos solventes puros
(Nagua = 0,89 mPa s e ngiicerol = 1499 mPa s). Por outro lado, os desvios observados
para as misturas agua/acetonitrila e agua/etanol podem ser associados a presenca
de efeitos relevantes para o movimento das moléculas, como a formacdo de

agregados, ligacdes de hidrogénio, formacéo de clusters, entre outros.

92



4 — Resultados e Discussao

240 4 = AM1.10° molL"
A) o AM510°moll” |,
A AM3510°moll” |
210+ Viscosidade
—~ 180+ N o ) 1°° &
@ )
a (2]
< g
e 150 . 106 €
ot
120 - : . : .
A - L] 40,3
A A A
90
A A
T T T T T T 010
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Acetonitrila (%)
320
(B) .
n
280 J . %0
240 o 130 -
A . ‘ * 115 8
£ 2004 . a . o
[ N =
. N
160 ¢ 10 =
= AM 1.10° molL”
. ® AM510°moll” |5
1204 A AM3510°moll” |
A Viscosidade
T T T T T T 010
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Etanol (%)
1500
10004 (¢ = AM1.10° molL" o
e AMS5.10° molL”
A AM3,5.10° molL" -1 1200
800+ Viscosidade
[ ] —
1900 &
600 4 A %'
8 [a
= {600 €
e 400 . =
ot
[ ]
| 41300
200 . a
i 2
o
0 T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Glicerol (%)

Figura 44 - Tempo de vida rotacional do AM em diferentes concentragdes e
viscosidades das misturas binarias: (A) dgua/acetonitrila; (B) agua/etanol; (C)
agua/glicerol.
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A formacao de clusters em misturas de solventes influencia diretamente nas
interacdes cromoforo/mistura de solvente (croméforo/mistura binaria). Para cada tipo
de mistura tém-se clusters de diferentes conformacdes. Trabalhos na literatura
relatam que os clusters de agua/acetonitrila apresentam uma forma adicional,

enguanto os clusters de agua/etanol tem uma forma substitucional.
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Figura 45 - Estruturas dos clusters observados nas misturas binarias: a)
agua/acetonitrila (1 molécula de acetonitrila para 21 moléculas de agua), b)

agua/élcool (1 molécula de alcool para 20 moléculas de agua).

O perfil distinto observado entre o tempo rotacional e a viscosidade nas
misturas binarias de agua/etanol pode ser dependente da forte interacdo entre os
solventes (ligacdes de hidrogénio) (Petong et al. 2000). Apesar do etanol ser
miscivel em &gua em qualquer propor¢cdo de mistura, suas misturas mostram
propriedades termodindmicas irregulares ou mudancas nas propriedades fisico-
quimicas de forma néo linear (Kubota et al.,, 1987). As misturas binarias de
agua/etanol apresentam separacao de fase em nivel microscopico em grande parte
da mistura, 0,033 < Xg < 0,74. Como resultado, estruturas micro-heterogéneas
nessas misturas binarias a nivel molecular passaram a ser aceitas. Isto explica o
comportamento peculiar das propriedades termodinamicas e fisico-quimicas da
mistura (Wakisaka e Matsuura 2006). Como exemplo, verifica-se que a viscosidade
em funcéo das propor¢gBes agua/etanol aumenta com a adicdo de etanol em Xg; <

0,2, como esperado devido a maior viscosidade do etanol. A partir de Xg = 0,2,
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ocorre uma diminuicdo da viscosidade. Cabe ressaltar que em torno de Xg =~ 0,2, a
viscosidade é quase o dobro da viscosidade do etanol puro, indicando uma anomalia
da mistura. O aumento da viscosidade até Xg = 0,2 € devido a formacgéo dos clusters
de alcool dentro da rede de ligacdes de hidrogénio de moléculas de agua. Na faixa
de Xg > 0,3, os clusters de alcool comecam a aumentar, diminuindo assim a
viscosidade (Nagasawa et al., 2005).

A formacdo dos diferentes tipos de clusters em diferentes misturas de
solventes altera o tipo de interacbes AM-mistura binaria, modificando assim a
cinética de desativacdo do estado excitado do corante. Esse fato justifica as
alteracOes observadas na Figura 44 para os tempos de rotacdo em funcdo da
viscosidade. Estas variacdes podem ser explicadas em termos da “hidratagao
hidrofdébica”. Isso ocorre porque nas regides de menores concentracdes de etanol
(Xet < 0,2), a parte hidrofébica da molécula de etanol estd rodeada por clusters de
agua. A forte interacdo entre as ligacdes de hidrogénio dos clusters de agua
resultam em uma maior viscosidade e, consequentemente, um maior tempo
rotacional. Ja em concentracdes mais elevadas de etanol, as moléculas de alcool ja
ndo estdo mais contidas nas gaiolas de agua e sim, disponiveis para interagir com o
corante AM. Estas interagfes cromoforo/etanol sdo essenciais para definir o tempo
rotacional. Desvios similares do modelo de Deybe-Stokes-Einstein do tempo
rotacional em misturas agua/etanol foram reportados na literatura para o violeta de
cresila, sendo que o tempo rotacional teve um aumento na regido rica em agua Xg; <
0,2. A partir desta regiéo, os valores de 1, mantiveram-se praticamente constantes.

Assim como observado para as misturas agua/etanol, o comportamento ndo
linear dos valores de tempo rotacional em funcdo da viscosidade nas misturas
agua/acetonitrila pode ser explicado pela formacdo de clusters de diferentes
conformacdes, dependentes diretamente da proporcdo de agual/acetonitrila. As
misturas agual/acetonitrila possuem uma caracteristica micro-heterogénea,
apresentando regides estruturalmente diferentes, dependentes das propriedades
fisico-quimicas de cada fragdo molar (Catalan et al., 2003). Com base em dados de
volume de excesso, viscosidade, constante dielétrica e propriedades acidas e
basicas, foi deduzida a presenca de trés regides estruturalmente diferentes nessa
mistura, conforme a composi¢ao de cada componente (Catalan et al., 2003, Moreau

e Douhéret, 1975). Foi verificado um aumento da viscosidade até a fracdo de
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aproximadamente 0,05 de acetonitrila, havendo uma diminui¢do da viscosidade apoés
este valor. A regido de maior viscosidade se refere a uma maior inclusdo de
moléculas organicas nas cavidades da agua, permitindo assim uma maior
estabilizacdo das unidades de clusters formados (Thompson et al 2006). Trés
regides com comportamento distintos podem ser analisadas: Xacn < 0,3; 0,3 < Xacn
<0,7 e 0,7 < Xacn < 1,0 (Wakisaka et al., 1998; Moreau e Douhéret, 1975; Yeou e
Leong, 2007; Marcus e Migron, 1991). No segmento abundante em moléculas de
agua, € admitido que as moléculas de acetonitrila encaixam-se nas cavidades da
estrutura formada pelas moléculas de agua. JA& no segmento intermediario, os
clusters de agua comecam a ser desfeitos e ha a formacdo simultanea de clusters
aguosos e organicos. Na regido abundante em moléculas organicas, os clusters
formados pela fraca interacdo dipolo-dipolo do grupo —C=N da acetonitrila séo
gradualmente perturbados (desfeitos) pela adicdo de moléculas de agua (Yeou e
Leong, 2007; Marcus e Migron, 1991).

A estrutura do glicerol em solucédo € dependente da forca das ligacGes de
hidrogénio das moléculas vizinhas. Uma vez que cada molécula de glicerol tem
efetivamente trés sitios doadores e trés sitios aceitadores, ha uma alta probabilidade
de que todas as moléculas estejam interligadas por uma série de ligacbes de
hidrogénio. Sabe-se que o glicerol interage favoravelmente com a 4gua fortalecendo
a rede de ligac6es de hidrogénio desse volume. Em misturas com alta concentragcao
de agua, o numero médio de ligacdes de hidrogénio aumenta quando comparado
com a agua pura. Acima de Xgjic = 0,22, 0 numero total de liga¢des de hidrogénio por
molécula de agua diminui e as interacdes glicerol/glicerol dominam a solvatacao
(Antoniou e Alexandridis, 2010). Mesmo com diferentes interacfes, foi observado
gue a grande diferenca de viscosidade entre os solventes sdo responsaveis pelos

resultados obtidos.
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Para obter os valores de Ky dos corantes, o0 ajuste das curvas de ligacao foi
dividido em duas partes, sendo uma na regiao pré-micelar, representada pela queda
da absorc¢éo (Kp;) e outra onde ocorre o processo normal de micelizagédo (ou regiao
micelar) (Kp) (Caetano e Tabak, 2000). As curvas do ajuste com a Equacao 34 para
ambas as fases estao representadas na Figura 46 para o DMAM.

Os espectros de absorcdo para o corante DMAM (5,0.10° mol L) em
solugbes aquosas de 0 a 25 mM de SDS sado mostrados na Figura 46(A), o
comportamento do DMAM em concentragbes acima de 25 mM de SDS é
apresentado na Figura 46(B). Espectros de absorcao foram adquiridos em intervalos
de 10 mM de SDS. Para DMAM na auséncia de SDS, observa-se o maximo de
absorcdo em torno de 648 nm, com uma banda préxima a 598 nm. A banda em 598
resulta da agregacdo de DMAM em meio aquoso. Apds a adicdo do SDS, a
absorcdo do monémero de DMAM em 648 nm diminui significativamente até 25,0
mM de SDS e ap0Os essa concentracdo, a intensidade de absorcdo do mondémero
aumenta novamente. A absor¢cdo do agregado em 598 nm também sofre a

diminuicdo da absorbancia e depois aumenta novamente.
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Figura 46 - Espectro de absorcdo do DMAM 5,0.10° mol L™ com a adicéo de SDS.
(A) Regido pré-micelar. Inserto — Intensidade de absor¢cao em Agps 656 Nm vs [SDS],
cuja curva foi ajustada pela Equacao 34 e (B) Pés-micelar. . Inserto — Intensidade de

absorcao em Aaps 656 Nm vs [SDS], cuja curva foi ajustada pela Equacéo 34.
Nota-se um ajuste satisfatorio, mesmo para a regido abaixo da concentracao

micelar critica (CMC), Figura 46(A). Os parametros obtidos a partir do ajuste

encontram-se nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 - Constantes de ligacdo dos corantes em SDS calculadas pela Equacao 34

na regido pré-micelar de 25°C.

Pré-micelar

FS

N

CMC (10° mol L™

Kp1 (L mol™)

Th1.10%mol L?
Th 5.10%mol L*
DMAM 5.10°mol L*
AA 1.10%mol L?
AA 5.10%mol L?
AB 1.10%mol L*
AB 5.10%mol L*
AM 1.10%mol L™
AM 5.10%mol L™

1 (+1,75.10™)
1 (+1,39.10%
1 (1,15 .10
1 (+1,81.107)
1 (+ 3,15.10)
1 (+ 3,78.10°)
1 (+ 8,58.10°)
1(+1,67.10°)
1 (+3,26.10)

8,33 (+ 0,093)
9,57 (+ 0,219)
7,72 (+ 0,097)
7,3 (+ 0,068)
7,71 (+ 0,114)
8,21 (+ 0,167)
8,23 (+ 0,108)
8,58 (+ 0,092)
8,48 (+ 0,173)

84,08 (+ 1,009)

63,77 (+ 1,80)
89,82 (¢ 1,25)
92,61 (+ 0,96)
38,34 (+ 0,82)
54,05 (+ 1,41)
69,40 (+ 1,09)

62,09 (+ 0,808)
66,10 (+ 1,632)

*N&o foi possivel obter o ajuste da curva para o DMAM 1,0.10° mol L. N&o foi

possivel obter o ajuste das curvas para os FS na concentracdo 3,5.10° mol L™.

Tabela 7 - Constantes de ligacéo dos corantes em SDS calculadas pela Equacéao 34

na regido pés-micelar a de 25°C.

P&s-micelar

FS

N

CMC (10°mol L™

Ky (L mol™)

Th 1.10°mol L™
Th 5.10°mol L™
DMAM 1.10° mol L™
DMAM 5.10° mol L™
AA 1.10°mol L
AA5.10°mol L™
AB 1.10°mol L*
AM 5.10° mol L™

1,47 ( 0,045)
1,74 (+ 0,003)
1,51 (+ 0,017)
1,97 (0,005)
1,00 (+ 0,007)
1,30 ( 0,007)
0,90 (+ 0,007)
1,00 ( 0,003)

12,46 (£ 0,011)
14,24 (+ 0,006)

7,58 (+ 0,681)

18,19 (+ 0,005)
11,52 (+ 0,0007)
16,02 (+ 0,011)

8,80 (+ 0,202)
8,16 (+ 0,291)

86,25 (+ 14,83)
33,69 (¢ 0,427)
369,89 (+ 24,55)

76,56 (+ 1,63)
93,44 (+ 3,13)

126,25 (+ 3,64)

59,18 (¢ 1,77)
34,16 (+ 0,40)

*N&o foi possivel obter o ajuste para as curvas do AB 5,0.10° mol L™ e para AM

1,0.10° mol L*. N&ao foi possivel obter o ajuste das curvas para os FS na

concentrac&o 3,5.10° mol L™.
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O pardmetro N da Equacdo 34 esta relacionado com o numero de
micelas/moléculas do corante (Caetano e Tabak, 1999). Para a regido pré-micelar, o
parametro N ficou proximo a 1, o que demonstra que cada molécula do corante esta
solubilizada em uma micela. Os valores de CMC obtidos no ajuste estdo proximos
ao valor obtido na literatura, 0,0082 mol L™ (Turro e Yekta, 1987). Em relacdo ao
Kp1, 0S corantes em solucdo de maior concentracdo apresentam menores valores de
Kp1, havendo assim uma menor interacdo do corante com o surfactante.

Para a regido pés-micelar, o parametro N foi superior a 1 para a grande
maioria dos corantes. Os valores de CMC obtidos no ajuste estdo acima do valor
obtido na literatura. Os valores de Ky sdo maiores do que os valores para a regiao
pré-micelar, demonstrando que h& uma maior interacdo entre o corante e o

surfactante apds atingir a CMC.
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5 — Consideragfes Gerais

Através dos dados apresentados concernentes as propriedades das
misturas binarias estudadas neste trabalho, percebe-se que a dependéncia dessas
propriedades sobre a composicdo de cada solvente da mistura ndo € linear, sendo
dependente dos tipos de interacdes existentes entre 0s solventes.

Explica-se o comportamento termodinamico dessas misturas com base nas
estruturas microscopicas de clusters. De fato, uma série de sistemas micro-
heterogéneos ocorrem nas diferentes misturas de solventes avaliadas. Variacoes
aparentemente sutis de concentracdo de um dos solventes empregados podem
repercurtir de maneira drastica na morfologia das interacdes formadas, ou seja, ha
disposicdo dos arranjos intermoleculares estabilizados no sistema solvente. A
compreensao dessas nuances, as quais envolvem necessariamente o entendimento
das interagdes ditas “fracas” de caracter intra-e intermoleculares, constitui um estudo
fisico-quimico altamente relevante para uma gama de estudiosos, incluindo,
guimicos de materiais, bioquimicos, biofisicos, fotoquimicos, fotofisicos, entre outros.

Em compostos que possuem grupamentos amino como substituintes,
podemos observar que ha um aumento na intensidade de absorcdo a medida que
aumenta os grupos metilas e isso se deve ao fato de o grupo metila ter um efeito

hiperconjugacédo que aumenta a densidade eletrbnica.
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6 — Conclusdes

As propriedades espectroscopicas dos corantes fenotiazinicos mostraram-se
dependentes da natureza e da composicdo da mistura binaria de agua/solvente
organico (agua/acetonitrila, 4gua/dioxano, dgual/etanol e agua/glicerol), devido aos
mecanismos solvatocrémicos associados a interag6es do corante/mistura binaria.

Pode-se avaliar que o fendmeno de agregacdo, no geral, foi mais
pronunciado em meio aquoso, seguido da acetonitrila, do etanol e do glicerol.

A polaridade das misturas binarias tem uma influéncia significativa nos
valores do tempo de vida de fluorescéncia dos corantes, isso pode ser observado
uma vez que estes valores mostraram uma tendéncia para diminuir com 0 aumento
da polaridade do solvente. A viscosidade do meio foi um fator relevante no tempo
rotacional (1,), apresentando valores mais elevados em ambientes com maior
viscosidade.

A constante de ligagdo mostrou-se superior na regido acima da CMC e em
menor concentracdo do corante, demonstrando que ha uma maior interacdo entre o

corante e o surfactante SDS ap6s atingir a CMC.
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7 — Perspectivas Futuras

Concluir as medidas de anisotropia resolvida no tempo, tempo de vida de

fluorescéncia, tempo de vida rotacional para o DMAM, AA, AB e Th.

Otimizar as concentracfes de surfactantes para a analise do K, para os

corantes fenotiazinicos.
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