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RESUMO

Implementacio de Técnicas de Luminescéncia em Quimica Analitica
Lauro Camargo Dias Jdnior
Tess doe Mestrado -~ IQ-Unicamp — Brasil - iz@d

Este trabalho se diwvide eom duas partes. A primeira,
consistiu na implementacio da ilécnica de fosforesscénoia 3 temperatura
ambiente, onde a amostra a ser analisada € depositada sobre uma
superficie sdlida {papel de filtro ou silica galld ou =om meio mic:@laz:.

Para isto fol wlilizado um flucrimetre cuja fonte oo
exci taclic compreendia um lasar de nitrogsnico, a gual nio so mostrowu
adwgquada pelo fate de smitir luz em um dnico comprimento de onda
{2F7,inmd @ Drovocar intensa omissSo do substrato em virtudes da
pot@&ncia da radiacioc emitida. Os tratamentos realizados Cextracfes com
diversos solwventes e foltodegradacico com radiaclec UV de limpada de HgD
nestes papéls dcom o objstive de reduzir s=sta smiszio nisc foram
satisfatdrios.

A silica-gel, embora mostre emisslo menos intensa que o

papel, ndo apresenta boa aderéncia & supsrficie da placa de vidre
enquante gue as sclucdes micelares regquerem vigorosa remocio de
oxigénico através do borbulhamento de gés inerte. Ambos sioc, sob o

aspecto analitico, impraticiveis

A segunda parte do trabalho consistiu na obtsnedc de
wspactros de flucrescéncia o construgio de curvas analilicas para
compostos da  interesse clinico, eom meio micelar. As substincias
estudadas foram: maleate de levomepromazina (1), cloridrate  do
cloerpromazina (11D, alaranjado de acridinae (IIID3, mercirieo cromo £IVWD
@ cristal violsta (¥), enquanto gue os surfatanies empregados foram
SpE, CTAB e Bri j-28.

Os espactros foram obtidos através de L
espectroflucrimetro convencicnal., Para as substincias F e 1%5 foram
determinadas concentragdes, respectivamsnte, de até 10 e 10 M em
solugio de SDS. Pudemos verificar o efeito da formacio de agregados
nos especiros de sxcitaglo para sstas solugfes. Para a substincia IIXI
foi possivel determinar até concentracdes da ordem de 107°M em SDS,
além de verificarmos o ofeito da formaclo de pares-idnicos o agregados
pré-micelarses na regidc abaixoe dsa <.mc.. Para IV, werificamos =
variacdc dos sspectros de absorcdo e emiss3c em fungdo do pH da
solucice, concluindo psla @xisténcia deo espécies em equilibrio
dcido-base. As  concentragdes de IV gue puderam sor determinadas
chegaram a cerca de 10 M, guando em scluglo de Brij-3% em meio
tamponade (pH 11,83, Para a substincia VYV, foram feitos asstudos
semal hantes de variacdo de pH, mas nio foram observadas a presenca do
diferentes espécies em equilibrio Acido-base, entre pH 3 = 7. Os
limites determinados foram 10 M, sendo que o Brij-38% foi o
surfatante gus proporcionou ©3 sinais de emissio mais intensos,



ABSTRACT

Implementation of Luminescence Techniques in Analytical Chemistry
Lauro Camargo Diaz Jdnior
M., Sc. Thesis - IQ s Unicamp - Brazil - 1991

This work involves two parts. The first one is related Lo
the development of Lhe Room-Tamperature FPhosphorescence as  an
analytical technique. In this casze, the sample Lo be analvyvsed is
adsorbed on ithe surface of a solid material {(filter paper or
silica-gel)d or dissolved in a micellar mediun.

Imn the beginning a nitrogen laser specitroflucrimeter was
used for sample analysis. However, this showed to be inadegquate
because: 12 the only wavelength available from the laser is 337,1 nm
and 22 thers is an inlsnse substrate emission dus Lo the strong
radiation. The treatments carried out (extractions with several
solvents and photodegradation with UV-radiation from a Hg lamp2? on
these papers Lo reduces this smission were unsuccessfiul.

Silica-gel, shows less intense emission but does noi have
enough adhersnce Lo the glass surface whiles micellar solutions desmands
vigorous oxygen remcotion. Therefore, from an analviical viewpoint,
both are impracticable.

The second part of this work consisted in the use of
fluorimety +to gel the spectra and analytical curves for some
pharmaceutical drugs in micellar media. These were: levomepromazine
maleate (I3, <hlorpromazine hydrochloride (II3, acridine ocrange (IIID,
merbromin CIV2 and crystal violet (V) and the followings surfactants:
SDE, OTAB and Bri j-38,

The spacira Wera obtained through a conventional
gspectroflucrimeter. The lowest concentrations determined for compounds
I and II were about 10 ° and 10> M, respectively. For these
solutions, we could see the effect of aggregates formation on the
spectra. Compound IIT was determined until concentrations c¢.a. iOAﬁOM;
further on, we investigaled the ionic-pair and pre-micellar aggregalo
formation on bthe spectra for concentrations beslow ¢.m.c.. For IV, it
was studied the influsnce of pH on the absorpltion and emission spsceira
from which it was concluded that exilsls differsnt acid-bass
equilibrium species. The smallest concentrations obtained for IY was
107*°M for the Briji-35 scolution in buffered medium CpH 11,5). Finally
¥ did not show the same behavior in the pH range of 3 to 7. The lower
limit concentration was 10°°M and Brij-28B was the one responsible for
that highest emission signals.



CAPITULO 1
FOSFORESCENCIA A TEMPERATURA AMBIENTE
INTRODUCAD TESRICA

1.12 Processos Fotofisicos om Molédculas Orgénicas

Oss principais pProcessos Ffotofisicos znvolvidos L=

¥

transi¢Bes wlelrdnicas podem ser wvigsualizados no diagrama de

Jablonskii, CFig.” 1.12, & s3o descritos logo a seguir (Vo-Dinh, 1984D.

; 5 1\9 Tf_;,?_...

. | T . :

Ss i = kY & 7
Figura 1.1: Processcs folofisicos Lipicos de molsdculas
organtocas. A = absorgdo;: f = fluorescéncia; F = fosfo-
resc&Mmacia; RY = relaxacde wibreciornal: 01 = converado
interna; CIS8 5 cruzamenio inter-sisisma; = = ne&slmo
estade singlete 2, T = m-dsimo estado tI‘L;L%&L@.

™M

1.1.13 Absorgia CAD

A maioria das moléculas orginicas encontram-se no estado
2letrdonico singlete fundamental Sg ocupando, em tonperaturas
amblentes, o8 nivels vibracionals 4de menor snsrgia,. de scordo com a
distribuigfo de Bolitzmann. Através da absorgio de um féton a molécula
$ ewxcitada a wum determinado nivel vibracional de algum estado

eletrdnico singlete excitado CSND. Q0 ‘Lempo caracteristice deste
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processo ¢ de 10 segundos,

1.1.2) Relaxpaio Vibracional (RVD

Mo sstado S a esspécie sofre desativagfo nBo radiativa

n
liberando cal ©or ao meio, passando a ocupar os nivels vibracionais mals
baixos do estado eletrdnico em gue ela se encontra. hkste processc Lem

duracfo snire 107 5 107% segundos.

1.1.3 Conversic Interna (CID

Uma wvez no esstado S, a nmolédcula rapidamentes sofre
™
conversio a wum nivel wvibracional iscenesrgdtice do sstado eletrdnico
= . A segulr . ela passa a sofrer sucessivoes processos de relaxagHo
™4

vibraciconal & convers3o interns ate chegar ao primeiro sstado singlele

axcitads C 813 .

1.1.4) Fluorescéncig CfF2

A partir de S1’ o sistema pode retornar ao esstado
fundamental Slo atravds do uma nova conversico interna ou via radiativa,
pela emissfo <de um fdlon, Esite processo & chamado de f‘lucréscént’:ia,
ocorraendo apenas enbre estados de mesma mulitiplicidade de spin, = =
partir do prim=iro sstado esletrdnico excitado (5 813, embora hajam
algumas excegdes como © azulenc ¢ o anulenc para os guais a transigHEo
observada ocorres entre Sz = So' O tempo de vida para a flucrescéncia

varia de 10"9 a 1077 segundos,

1.1.5) Cruzamanto Inter-Sistema CCISD

Este processo nioe radistiveo ocorre entre deols sstados com
diferontes multiiplicidades de spin. A molécula pode passar de S1 para
um sstado triplete CTm) @ sofrer sucessivos processos de RY @ I atsd

chegar a CT:.)'



1.1.6) Fosforoscéncia CFD

Uma wvez no estado "I":'~ o sistema pods retornar a Sg por
desativagfo nEo radiativa C(via RY ¢ CI3 ou, ainda, pela emissfoc de um
f&ton num processo chamado de fosforescéncia CS$$ T;D. Esite termo &
utilizado para tranzi¢Bes entre estados de difersnies multiplicidades
de spin, as <guais s¥o proibidas pelas regras de selegdo. Portanto, a
duracice da fosforsscéncia € maior, podende variar de micro-segundos
atd alguns segundos.

A observaeglc de fosforsscénasia ¢ possivel  gragas ao
acopl amento spin-drbita. O movimento dos elébrons induz um  camps
magnético que intlerage com o seu momento magnético de spin, alterando
a sua direcZo. Disto resulta uma mistura entre estados de diferentes
multiplicidades fazendo com gue os estados singletes passem a ter
certo ecaridler de triplete 2 vice-versa, removends assim a proibigio
mencionada para a transiclo.

O acoplamento spin—-édrkita pode ser tratade gquanticaments
pela teoria e perturbagles onde o novo Hamiltoniano C5%3 para o

sistema serid acrescido de um termo correspondente & perturbagio CHﬁOD:
H =H + H CEg. 1.1D2

A fungBo de onda do primeiroc estade triplete sera dada

por:
i = g T
gaiI;D @(T;D o - EqnytanB CEg. 1.20
onde a soma & conduzida sobre os estados singletes purces com fungles

de onda wiE 23 = e 280 o coeficientes de perturbacio spin-drbhita, que
™

tambén podem ser obtidoes por:

{eCT D [H_ | &S D)
= 1 =20 2]
n [TECT 5 = ECS 7]
1 ™

onds ECT;D =] E{Sﬂ} sHo as energlias dos sstados Lriplete o dos
singletes, respectivamente. Peortanteo, quanto menores as difersncas de

energia entre estes estados, mals eficiente serada o referido



acopl amento.

1.1.7) Flucorescéncia Jlormica Atrasada (FAD

E um processo menos comum onds a moldécula no estado T;
retorna ao s itado S1 pela ativaglo térmica, ja gue sslados bLripletes
Lém energlias mencres Jgus o correspondentes singlstes. Um axenpl o
Lipice ocorre com a eosina, Jque apresenta o sspesciro de enissZo
idéntico ao observado na fluorescéncia, mas com tempo de vida mal or
devido ao malior tempo de pesrmangdncia da moldécula no estado excitado
C T13 . O pirenc apresenta outro Lipo de flucrescéncia atrasada, onde a
ativac8o se di pela formaglo de dimeros de moléculas no sstado

Lriplete. O espectro, neste caso, corresponderd 4 emissfo do dimero.

1.2) Filuorescéncia 2 Fosforescéncia em Quimica Analitica

O wso da fluorescéncia em gquimica analitica tem sido muito
importante, conforme relatado na literatura por Udenfriend (180680 o
Wehry {19783, Esta técnica s destaca devido a sensibilidade e
seleti vidade.

A sensibilidade da técnica £ muito maior gus a de
sspectroscopla de abseorgio sendo que o ruide de fundo ¢ muito pegqueno.
Devido i alta seletividade, permite analisar misturas com dois ou mais
compostos, polis, sxcitando-—aszs em um detsrminade comprimento de onda,
elas podem ter emissio om difesrentes regides do espectro. Alédém disto,
cada composto possul tempo de vida caracteristico, pelo gual pode sor
identificado. Qutros métodos envoelvem reagles quimicas da substancia a
ser anallsada com grupoes cromdforos que as tornam mais fluocrezcentes.

J& a fosforescénocia sofre grands compsticlo com processos
de desativagEo nfo radiativeos snvolvendo o estado triplete, Isto
ocorre devido a variosg fatores tais como ao fato da transigfo sor
proibida por multiplicidade de spin; 3 mesnor diferenca de energia
envol vida né Lransicio comparando-sa COm a fluorescéncia =N
finalmente, 3 wlsvada probabilidade de desativagio por colisBes devido
ao maior tempo de vida da espdcis sxcitada,

Desta nmaneira, a detecglo de fosforescéncia em solugclas



liguidas & Lempeoratura ambiente faz com gue a intensidade doa mosma
seja extremamsnie paquena' ou até nfo detectivel. A presenga do
oxigénio molecular,. gque @ um excelente supressor deste fendmeno (pois
sle se encontra no estado fundamental tripleted, iLambém contribul para
a desativagio nf¥o radiativa. Portanto, ¢ necessaric a “imobilizac¥o®
da moldécula em um meloc rigide e culdadosa degasagem da solugio para
remover o oxigénio dissolvido.

A técnica de fosforescédncia em baixas tempsraturas £ a
mais convenclional », com a mesma, & possivel conseguir um meio rigido
trabal hando-s<= com amosiras a Lemperatura do nitrogénio liguide (7T7KD.
Az wvantagens S3Ho: limits de detecgfo esxiremamente baixo (sinal - ruide =
=0, sendo & fosforescédncia observada atd para guantidades de
sub-nanogramas; grande faixa de linsaridade (entre 10§ ) 106 ordens de
grandszal; grande seletividade, haja visto.que o numero de amostras
que fosforecem € menor gque agquelas que apresentam fluorsscéncia e altia
resolugio sspeciral proporciconada pela baixa tempesraturs pols ocorre
reducio da congestido espectral (Ward e col., 1981).

Entretanto, existem grandes inconvenientes para qus esta
técnica seja wulilizada em quimica analitica, pelos seguintes motivos:
necessidade do egquipamentos cricgénicos; perda de tempo para degasar,
congelar @ posiconar amostras na direcfo da fenda de entrada do
monocremnador.  Somente assim & possivel a obtengdo de resultados

reprodutiveis.

1.32 Fosforescéncia & Temperatura Ambiente

1.32.,1) Intreoducioc

Ha litsratura existem relaltos sobre a observacio de
fosforsscéneia & Ltempsratura ambisnte (FTA) desde o sdoulo XIX, guando
Wisdmann (18882 observou emissBo de corantes orginicos em soluglBes
zdlidas e Schmidh (18882, em corantes adsorvidos em géis sdélidos.
Somante na década de 80, entretanto, Roth (18872 fez um estudo scbre o
fendmesno e, f{inalmente, o grupo de Wellons, Paynter e Winefordner
19742, estabelsceu as bases desta, como técnica analitica, a qual

ganhou relativa popularidade principalmente na andlise de tragos



organicos (Vo —-Dinh, 19843,

A referida iécnica consisteo na ubtilizaci3o de um substrato
sélido ou liguido, onde a amostra estaria “"imobilizada™, svitando—-se
assim desativaglo por colisBes. Os principals substrates (chamados
também de suporitss ou matrizes) =ostZo mencionados na Tab, 1.1, =

alguns serfo descritos a seguir.

Tabela 1.1: Principais subsirates pora use om FTA

A. Subastraios Zdlidoe

Papgel Bacarose

Papel de itrocae iénica Amido

Alumina Carvio

=mitlico~gel Mat. ilneorgonicos
Aasbestosn Misturaes =zal-polimero

Acelate de sddico

B, Mercocz Liguidos

Saoluedes micelares

RHolugdes fotosenmibilizadarans

1.3.1.2) Supcortes Celuldsicos

A FTA em suportes celuldsicos fol primeire cobssrvada por
Roth <1987, que estudou compostos tals como o dcide p-aminobenzolco
@ B-aminofluorenc depositados em superficies de papéis de filtro e am
finas camadas de celulose-D,

Zchulman e col. (1872, 19730 investigaram o fendmonc sm
uma varisdade de substratos como silica. alumina, papel e asbestos,
concluindo que a fungdo do substrate € fornecer a rigidez necessiria
para que as moléculas permanegam “imobilizadas™.

A patursza idnica do composto tambdém & importante na
geracio do fendmeno. O EZ-naftol nZo o apresenta guando adsorvide am

papel , enquanto gque ssu sal, © naftocato de zddio, a exibe de forma

intensa (Schulman = col., 1977). Compostos nfo idnicos polares come o
Beacetiluracil, por axemnplo, mostram sinals fracos de omissio
fosforescente. (¥YWellons e col., ., 19742,

A principal interag8o entre a amostira o o Subsirato Cno
cazo o3 grupes hidroxdla do papsl) & atribuida.a formagio de pontes de
hidrogénio, Uma evidéncia para esta conclus¥o foi baseada na dréastica
reduciio da intensidade de emissfo guando foi utilizado papel

zilanizado (quando hé remogdo de grupos hidroxilas ativeos da



superficie do papel 2 come substrato. Mo caso do nafloato de sddio a

reducfo da intensidade de emissioco ol de 80% com o referido substrato
CZchulman o ool , 18773,

.ni
f -
-
li \
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Figura 1.2: Especiros de eaxcitagde o FTa doas eszpéciess mono e
dianidmica do Z-nafitol-d-sulfonato de sédie adsorvide 2m pa-

pel de filtre o partir de, respeciivamente, solugdo em Ggua
em NoOH 1M (Schulman e col., 219773,

Moléculas apolares @ sem capacidade para formar pontes de

hidrogénio. <omo o pireno, n3o mostram sinais significantes de FTA,

concluindo-se gque as forgas entre a amostra o o subsirato nio sEo

sufflicientements fortes para impsdir colisdes =1 desati vacles

roto-vibracionaisz (Vo-Dinh e col.. 18770, A presenga de Jtomos

pode provocar aumento da FTA nsstas moldculas devido

ao acoplamsnto spin-drbita,

pesados. pordém,

J& mencionado,

o i mpedimanto astérico, dificultandeo a interagio

amostra-substrato, também pode preojudicar a emissido tal como acontece
=om a substincla 4-bifenilcarboxilato de sddio, guando comparada com O

seu isdmero E-—bifenilcarboxilato de sddio, Este dltime ndo apresenta

impedimento estdérico resultande em um sinal luminescente mals intenso.

CRchulman e <col. . 1977

0 use do papel de filiro como substrato ¢ muito simples,

varsatil @ de balwxe custo (Vo-Dinh » col., 18772, Para o preparo das

amostras, o3 procsdimentos mais simples consistsm em: preparco de uma

solugle do composto a ser analisado; deposicio, com uma micro-seringa,

de uma aliquota desta solugHo na superficie do papel, previamente

recortadoe 2m peguencs discos; sSscagem deste em dessecador, estufa ow

ainda, sob luz infra-vermelha & finalmets, colocacio da amostra em um

suporte mantendo-se umn fluxe de ar ou de um gis inerte ssco no



compartimento de amosiras. _
A secagem prévia e o fluxoe de gés mencionados sHEo
fundamentals para evitar gue a amostra sntre em contato com o oxigénio

ou umidade. O uso de uma lampada de luz infra-vasrmelha & o melio mais

réapido @ eficisnle para tal secagem (Wellons e col., 1974D.
Tabsla 1.28: Resuliados= obiidos Wi FTA,V para. compoatea-
orgéniecoca adservidos em paposl de filire (Wellons « col. .,
LiDT 4 -
CoMPOSTO® A Camd| A Camd L.D.°
eX . &m. -
CMD
dcide e
4~aminobenzdico =73 428 =. 10
2.4;dittopirt - -
mudina 374 484 1. 10
Gemelilpuring e 449 8., 107°
G-clorepurina =20 453 3. 10“5
sulfanilamidae 257 126 3. 107°
triptofane 280 448 4. 10°°
meacetiluracil B04 423 2. 10'6
wanilina 332 519 8. 107"

a - . -
Amos i roase dissolvidas em solugdo de NaDH 1M, empreguando-
-z <l igquotas de SUL sobre o papel de filiro Ecation -
-Dikeman $13

b

L.D. = Limiie de detecedo. Relacgldo sinel ruide = 2

Entretanto, o grande inconvenisnte do papel de filtre & o
intenso ruido de fundo proveniente do mesmo. na regifio de 400 a 8O0
nm, Muitas tsnlativas foram feliitas no sentido de solucionar sste
problema como a realizada por Ward & col. {19812, através de lavagens
e aguecimento odo papel para remover substincias adsorvidas durantae a
fabricagfe. Al guns dos solwventes utilizados foram: MNaQH, HNOB, stanol
2 benzeno, que nio produziram reducio significativa no ruido.

Bateh e col., 18822 fizeram uma avaliagio de diversos
produtos celul dsicos, mantendo-os imersos em solwventes como dioxano,
dgua, &cido periddico o fcido distilenciriaminopentacético. O cbhjistivo
destez testes ol a remocic de txrac;os de metals ¢ substincias como

hemiceluloses osou ligninas, supostamente luminescentess, A irradiacio
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do papel, sclkx uma lampada de merclrioc, na espesranga de degradar o
papel também foi tentada. ZSemslhante trabalho mas igualmenie sem.
SUCLSSO, ol realizado por Fidenza < col. 19882, om estudos de
flucorescéncia a temperatura ambiente. Alguns resultados publicados por

Bateh o col. <1882) sic apresentados na tabsla ssguints:

Tabela 1.3 rResultades de vérios traimentes com

o papel S8-208 (Boateh e col. ., 4i282).

TI PO DE TRATAMENTO RESULTADOS®
HIMAL DO HIMNAL DA
BRANMNCO AMOBTRA

Imersde em dioxanoc+
dgwua (1:43, 48hs -2 +2

Ime rsio eom dier, 48hsm =1 O

Iime rade =m Agud om

ebuligde,., .53 h O O
Imerasde em dcido @ em sem
periddiceo, i1zhs ainal sinal

rrradiagdo sobk Luz

ul tra«violeta, 12hs

2950 Walta o -2

o .
oOa voloree apresentados correspondem, respecliivamenie, (=1

-2: decréscimo de cerca de 400% no intensidade do sinal

-4 decréscime de cerca de B0

3 =irnal ndo ees altesra

+4: aumenio de cerca de HOM

+2: acaumenioc de cerca de 4100% ' -
Brance: =somente papel; Amostira: dcido p-amincbenzdico

1.2.1.0) Silica-gel

Roth 018673 tambem detecteou FTA em alguns compostos
orginicos adsorvidos em sili ca-gel. Ford e col. (18780 sestudaram FTA
dee isdmeros do dcidos ftalicos e outros compostos com sstruluras
semal hantes, am placas cromatograficas cobertas com a mes me
substéncia. Foli observado que compostos com malor potencial para
formar pontes de hidrogénio exibem FTA mais intensa que oubtros com
estrutura molecular analoega mas incapazes de formar as referidas
ligagOes.

Entretanto, estudos posteriores demonstiraram oue nem
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sempre a fornesgice de pontes de hidrogénico ¢ o mecanismo gus
proporciona FTA. Fol observado que o sal do 4cido poliacrilico.
presaente em algumas marcas de silica-gel era o agente responsiavel pela
ocorrdéncia de FTA em alguns composteos nitrogenados hsterociclicos tal
cono a benze [f] gquinolina (Ford ¢ col. . 18980).

O procedimento experimental & simples 2 apressnta
semsl hangas <com o procedimento smpregade para o papel. snvol vende a
deposicio da solugldo a ser analisada, com uma micro-seringa, na
superficie da placa coberta com a silica-gsl @ secagem desta em sstufa
CFord = col. . 1878). A referida técnica $ aplicdvel., pordém, a um
ndmsro mais reduzido de compostos & fornece. em geral. sinais menos
intensos que <©s obbtidos através do emprege do papel de filtro, além do
que o =feito de supressic sxercido pelo oxigénio é mais intenso, o gqus
¢ consistente com o fato de a silica possulr malor area superficial
CFord « col., 19782,

Dutros materias inorgidnicos como carvZo, HQEOQ, CaHF’O‘&.
Na{-{PO‘,’ @ (:a304 pul verizados podem ser utilizados como substratos para

alguns compostos aromaticos polinucleares (Su @ col. ., 189822,

1.2.1.c) Acetato de SS5dio

Quiro tipo de subsirato capazr de proporcionar FTA am
compostos polares 1dnices @ o acetato de sédio. A interacfo destie
substrato com uma substincia tipica, o &bcide p-aminobesnzdico Foi
investigada & detalhes por sspecliroscopla de reflletanciz.
flusrescéncia » absorgio no infravermelhe, sendo que ssies estudos
indicaram o #nvoelvimsnto de ligac@es hidrogénio snirs a amostra o o
substrato. (Von Wandruszka = col., 18768 o 1977D.

Algumas pleridinas, gue mostravam sinals dode FTA paucc‘
intensos gquando adsorvidas sobre papel de filtro ou sobre fibras deo
vidro, passaram a exibir intensa emnissio nos mesmos suportes quando
wstes  {oram previaments impregnados <com zacstato de  sdéddio. Tal
obser vagio ol atribuida ao fato desta substincia interagir com as
moléculas por ligagSes de hidrogénioc e consegquentiemente promover uma
rapida interagEo favordvel 3 fosforescéncia (Parksr o col., 1979).

Os procedimentos mals simples consistem em misturar a

scluglo a ser analisada com o substrato, aguescendo-ss am sstufa =. @m



seguida, pulwesrizando @ transferindo-a para a cela de anélise (Von
Wandruszka e col., 1978 e 1977).

O uso de acetalo de s5ddio & limitado devido a sua grands
selstividade, wembora els apresents as wvantagens do ser pouco sonsivel

H umidade @ ao oxigénio.

1.3.1.¢0 Zolucdes Micelares

lalyanasundaram = c¢ol. 19770 observaram gue diversos
arenos tals come pirenc., naftaleno @ bifenil exibiam FTA guando
diszsolvidos =m solugBes micelares agquosas . postericrmente, Clins
Love <« col. 19802 estudaram o wuso analitico das micelas como
substrato para FTA, As propriedades micelares gque as tornam wviavels
para tal usce s¥o:r estrutura conformacional das micelas que protags a
molacula. oy estade bLriplebts, de colisBes com  SUpPressoras e
fosforescénoia; © nicro—ambiente micelar pode fornecer polaridade o
agquilibric Aclido-baszse adegquados o gue ocasicna um  sumento no
rendimento gquantico; permitem a detecgio de sspdcies hidrofdbicas eam
malic agquose @ favorecimento do acoplamsnto spin-drbita devido a maior
interacio, na parte hidrofilica das micelas, com {ions de Jtomos
pesados.,

Cline Love & col. {18802 investigaram FTA de compostos
como acetonas,. aldeldos, dlcoois, dcidos carboxilicos @ aminas em meio
micelar, relatando gque a sensibilidade do mé&todo & comparavel , para
muitos dos compostos estudados, com resul btados obhtidos via
fosforescéancia om temperaturas csriogénicas.

FPara o preparo das amostras e=m solugcido micelar, uma
guantidade conhecida da solugdo a ser analisada em um solvente valitil
& colocada sm um recipiente onde o solvents 4 evaporado sob atmosfera
de nitrogénico. Em seguida, € adiciconada a solugdo agquosa de surfatante
que radissolve o residuc. Para a obtencio de fosforescéncla, tambem &
necessario desoxigenar a solugio, através do borbulhamento de
nitrogénio, tornando o procedimento mais demorado.

O método requer também o uso de sais de Atomos pesados
para que ocorra o =feite do acoplamenio spin-drbita 2 obltencico deo

sinals mais intensos (Cling Love © col., 1880 o Skrilec o col. ., 188002,
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4. 3.1 e Sumsrio das GQaraclterisiticaes Analiticas dos Métodos

Obs,: Menhum dos mdétodos & complstamente livre de problamas. Os
limites de deteceioe variam  aentre nanocgranas | e subnanogramnas.,
dependendo da relagifo sinal ruido wutilizada pele autor. A faixa

" , N . . 2 3
dinimica de linsaridade varia de 107 a 107,

SUBRSTRATO YANTAGENDS ' DESYANTAGENS
Ppapel ds Himplea; vdaprdeo; mate- Sensivel & umidade: imbtenso
Fillre riars baratos; versdaiil, ruitde de funde
Fornecesnde o2 melhoresn

resultadeos pora uma gran-
d# wariedades de compostios;

faciulmente automalizdvel

Filtican ARapide; =zelestive por <ceor- Aplicdvel o um menaeyr n2 de
-gel toa compaoslos] MeNnoes fen- subzstdncilas ague o papel
sivel & umidade maig carc @ mars suscai ivel

4 supresszsdo por oHigénio

Hseewtato de Bastanle selaslive! guase Prepors mais elaborade; uso
sddi o rheensivel a4 umidade: a- reatrito, @ menor sensibilii-—
presenta ruide de {fundo dads que o papel

minimo

Solugdas Util paroe amostras agquoe- Prepare muite siaborede {ih>
micelares sas » compcecatoms ndoe po- regquer desoxigesnacde wvigoro-
Larea; pode ser auiomo- ma; menor faixa dindmicos de

Lizadeo junio com equipa-— linearidade (10

mento de HPLC

Referdncia: ¥o-Birnh, 1264

1. 2.22 FPROCEZZOZ QUE AFETAM A FTA

1.2.2.a7 Efeito do Atomo Pesado

Yor-Dinh (18842, apud Nasha (18850, observou gue ooorrs  um
auments na forca do oscilador da transicio So+ T&da substincia
i-cloronaftalene guando esta @ misturada com lodeto de  wtila.
Confirmou~se =ntio que a presenca de Atomos pesados, que podsm estar
como substituintes (efeito do dtomo pesado internod. ou  também,
pragentes no meio (efsito do dtome pesado sxterned podem aumentar
significativamente o processoc de cruzamgnto intersistema =, portanto,
a intensidade da smissico fosforescsnte (Vo-Dinh, 198402,

O efeito & sxplicado através do aceplamento spin-drbita.
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Comoe a magni tude do acoplamento aumsnia com o nlmerc aitdémico,. devido
ao aumento do campo magnético nuclear, proporcional a Z, a presenca de
dtomos pesad<os proporciona uma maior  emisslo da fosforescéncia,
havendo correspondente reducio da fluorescéncia. (VYo-Dinh, 1884, apud

MeGlynn & wel. , 19680,

FTA DO PIREHD O
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FPigura 1.3 Efsitoc do adigdo de eais de diomoz pesados no

espect re do pireno: o) zem zal; b2 com ocetato de chumbo;
g com niitroto de prata o dy com itodsto de césic.

1.2.2. 02 Efeitos do Oxigénio 2 da Unidade

Eixcistem diversos modslos tedricos que tratam dos efsitos
exercidos por moldculas de oxigénio na intensidade da emiss3o
fosforezcente C(Yo-Dinh, 1984 ¢ referénciasd. Este, estando no estado
fundamental <como triplete, desativa o estade excitade da espédcis om
andlise. Pode ocorrer o surgimsnto de certas bandas de absorcio devicco
3 formacédo de complexos de transferéncia de carga entre a espédcie & o
oxlgénio.

Vo-Dinh & col. (1877), mostraram gqus quando amostras foram
secas sob oxigénio puro apresentaram sinais menos intenscs de FTA e
gquanda secas sob nitrogénio puro.

A umidade também pode reduzir a intensidade de smissio das

amostras. Atribul-se estes fendmsno as fato de as moléculas de Agua
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romperem as  ligacdes hidrc}g{%}nio entre o substrats o as sspécies
fosforescentes passando a éompetir pelos sitios ativos da superficie
s4lide (Schulman e col., 1877 & Ford o col., 18782, Az moldculas dJdo
composte em anidlise, interaginds menos com a superficis do substrato,
Ficam mais Swuwiwitas a colisdes o desativacdes vibracionais. Al Sm
disse, molécul as de dgua podem facilitar a difusio de oxigénio ald as
vizinhancas <das moléculas fosforescentes, promovendo a desativacio das

sspdcies no @stado triplete.

1.2.2.¢) Efeito da Matriz
A adigidco de algumas substincias ao papel de filiro, como
por exenplo S8 que podem ocupar o3 canals e intesrsticicos snire as

fibras de eeslulose. & capazr de proporcionsr maior rigidez s molsculas
fosforescentloes. Asmsim, pala  inibicio dos movimento & 2 colisdes
molmoulares, & FTA s btorna mals intensa. Alguns materials utilizados
sfo: acetato <dw sddio, Acido biérice,. HNaF, NH4C1~ glicose & zacarose,
o3 gquals tambSm poderiam evitar a difus3o de oxigénio (Miday e col..,
LG782,

Y¥o-Dinh e col. (187863 sugesriram gue o uso de HaOH pode
formar uma cobasrtura, junto com carbonatos provenisntes do COZ
sxistents na superficie <o substrato. Tal fate foi constatado por
microgscopia =letrdnica gque pdde demonstrar uma fina cobesriura da

canada acima mencionada sobre a superficie do substrato.

1.2,3) INSTRUMENTACAD PARA A OBTENCEO DE FTA

A instrumentacio basica para obtencio de espesciros de
Luminescéncia <ompresnds: fonte de luz para sxcitacio das amostras,
monocromadoress, filtros, lentes, fotodstectores, amplificadores de

sinal, registrador @ o compartimento para as amostras (VYVo-Dinh., 18843,

1.2.32.a) Fogforoscdipio

Como & fosforescéncia vem acompanhada de oubras eomissdes
indeswidveis, tals como flucrescéncia, sspalhamento Raman o, tambdm,

luz espalhada da prépria fente, costuma-se utilizar um dispositivo
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shamado de fosforoscdpio, cuja funclo & fazer a discriminacio temporal
destas enissdes. '

O fosforoscdplo compresnds um cilindro rotatdrio contendo
uma janela latsral (Fig. 1.42 onde a amostra, em um tubo de quartzo, &
colocada na @altura da jansla. Com o cilindro rodando, somente haveri
excitacio desta gquando a Jjanela passar em frente A fonte de lu=z.
Analogaments, a delecgdc soments ccorreri quandoe ssta mesma jansla
paszar em freantse 3 snitrada do fotodstescior. BEnire a sxositacio e &
deteccio. portanto. decorrerd um certo intervalo de itsmpe, gus pod@ﬂ
ser & justivel de acordo com a welosidade de rotaclo do cilindro, Como
a Fluorgsscénclia ¢ Um Processe Jus oCorre na sscala doe tompo menor que

micro-—gegundom ., eszta nio seri detectada.

. Tube capilar parag
ﬂ/ amonlro

Frosco "Dewar” conbende

nitregénie liguide

ailidro do

fonforoscdpio

Radiagdc
eaxcitant e

Radiagdo emitiidag

N (fosforeacénciar

~

Y

Motor

giraiério

Figura 1.4: Mcdelo de um fosforoscédpio do

Lipe ctiindre rotatdriceo (Rabek, 4282,

Cutros instrumsntos digsponivelis e gue substitusm o
fosforoszcdpic sio: discos de Becguerel (Parker = col., 198175 espalho
rotatdrio (Vo-—-Dinh » col.,. 18770 & discos tipe "Chopper” (Ford & col. .,
18732,

1.2, 2, b2 Integrador Sincrons Lipe “Box-Car Aversosr'

Ao invés do uso de um fosforoscépio, pode ser utilizado wum
integrador sincrono tipo "Box-Car Averager” para rscuperacdo do sinal.
desde que a fonte de luz seja pulsada (por sesxemplo, laser de

nitrogéniold. 3ua fungido & adguirir sinais repetitives e fazer o

processamento  dos mesmos mediante o cidleule de uma média, apds
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determinado Aintervale de tempo a contar a partir do momento da
evcitacio da amostra,. (Rabek, 19823,

Cada zinal deve ser precedido de um pulso elstrdnico que
aclionard o equipamento, o gual & gerado em um um fotodiodo que recebs
parte da luzm provenienta do laser { desviadsa mediants uma limina ode
microscdpied. Assim, & possivel ajustar guanto tempo ("tims delay™>
apds a excitagdo da amostra se iniciard a recuperaclc do sinal =,
também, 2 largura do intervalo de temps (Tiims widih”) sm gue os
sinais serio colstados, Cada ponto corresponderd s ums mddia de virias

®

maadi das repestitivas, (Fig., 1.83.,

DURACAD DA ABERTURA
PTIME WIDTH=

CURVA DE ZATDA DO

Tw "BON-CAR
CARGA
FEARS e )
) o e o s o b
//#r; i
- | | }
-~ H
g MMJ)__m~_~.J’~—*”“
/{7 i B
{ g ————— .
‘ 1
P *w
1= EIHAL =. =10 ﬂL
ht i
T <« R0

CONTROLE DA

I«F—Lﬁ 4% —
AHERTURA

N

1o PULEO & FULS0 -aua, DE REFEREHCIA

Figura 1.5: grdafico de intersidade deo smissde X Lempo,

apds a sxcitagde do emostra com um pulso de lasar @m
t=0. © sinal & recuperado pele "Beox-Tar” a partir de
':'D, fazendo-se uma inltegracdo em todo © intervalo Tw.
Atraves deste instrumento, & possivel discriminar
temporal mente a Fluorescéencia da fosforescéncia, reglstrar o5

sspectros resolvidos no tempo e determinar os tempos de vida dos

sstados excitados de uma moldacul s,
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CAPITULO 2

MICELAS EM QUIMICA ANALITICA
INTRODUCAD TESRICA

2.13 LHurfatantes e Micelas

Surfatantes, também chamados de detergentes ou agesniss
tensoatlivos, 330 constituidos por moléculas que possuem duas regiles
digtintas, ume hidrofdbica @ oulra hidrofilica. A primeira, apolar, @
geralmente formada por uma ou mals cadeias de hidrocsarbonets podends
oonber ligegfes insaturadas. engquanto gque a hidrofilica pode ser
neubra, catidnica, anidnica ou ainda duplamente carregada (Fendler.,

raszl,

Pl

FRORIEDADE FISICcA

>) l“ 4 TENSAO SUPERFICIAL
AN — :

X — .
_ \ / PRESSA0 0SMUTICA

!

L ' 1 1

o CONCENTRACAD DE SURFATANTE-SDS

Fiogura 2.1: pPropriedades  fisico-guimicos do

surfotoantes dodecilsuliate de sddio {(Toneguiti,
damson, 4982

AL L] o sl
A e wid SPud

b3

molucBes de surfatants se caracterizam por diversas
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propriedades tais como a habilidade em diminuir a tensio supsriicial
da referida sclucdo & a formagio de micelas a partir de um valor bem
caracteristico de concentragio. Ezta & definida como sesndo a
concentracio micelar critica Ceom.e.) e representa, na realidade, uma
estraita falxa e concentracdes onds di versas propriedades
fisico—guimicas (Fig. 2.12 da soclucio sofrem sensivels alteracdes.

Exwistem diversos métodos para a detsrminagio da eLmee.
baseados em alteracdss das propricdades acima referidas. Um dos mais
comuns & 9o 2 oda medida de condutividade da solug@o em fungio da
concentragio. Jguando ocorre uma brusca alteracdo na variagio desta
proprisdade na regifo da o.mc. C(Fig. 2.13. PFara maiores detalhes, o
leitor itnteressado poderd consultar a referdncia de Shinoda = col.
19690,

HMa Tab., 2.1 =EHo mostradoeg trész dos =zurfatantes mals
comuns, os valores de c.m.c. e do nimero de agregecio (nlmero médio d=

moldculas de murfatants por micelal.

Taiela 2.1: Exsmplos de trés surfatanies comuns

b »
Homes c.m.c. o N Férmul a

Dodecil Sutfialo de

Sadio (SDE) 8,1 62 < H QR0 Ma
42 2T 3
Brometo de Cestil-~ _ .
trimetilamdnio (QTAB [ JURE = 3-4 sS4 (o4 3 N{GH ar
14 33 2 a
Polioxiets leno (233 .
pDodecano L f.Bri,j—-SS} (0. 06-~-0,09) 40 [ 3 LOOH CF ) [e} >3
12 25 2 2 23
a) Valeres em mM, 25°Cd, sol. aguesa

b Numero de agregagde
Exitraido de Fendler o col., 19735

Os valores fornecidos dependem de varios fatores teds
como: a hidrofobicidade da cadeia de hidrocarbonetos, natureza do
grupo polar £ do contra-~ion, Lipos e concentragfes de elelrolitos
adicionados, temperatura, pressiio e natureza dos solutos nelas
dissolvidos. A concentracio de micelas (M2 pode ser obtida através da

Eq. 2.1:

M = (35 - O3 ~ N CEg. 2.13
onde: B = conceniracde de surfatante; O = e.m.c o
M = Nimero de agregagdo
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Embora os sistemas micelares tenham sido investigados ha
mais de sete décadas, as particularidades de sua estrutura somenbo
agora tém sido melhor compresndidas. As micelas idnicas DOSSUSM Cerca
de B0 a 200 moléculas de surfatante que, em soluclic agquosa, So
organizam com ag cadelas hidrofdbicas woltadas para o adclecs oo
agregado (Fig. 2.20. A parise hidrofilica se dirige, portanto, para =
superficie formando a chamada camada de Stern, no qual cerca de 30 a
10% dos grupos esilo ionizados. com os contra-ions remanescentes
formando a dupla camada elétrica de Gouy~Chapman. ¢ didmetro do nicleo
variz entre 10 e 30 Angstrons sendo que a camada de Stern tem alg:,xns
Angstrons de espessura enquanto qgue a de Gouy-Chapman pode atingir atd

algumas centenas de Angstrons.

LPUPLA CAMADA
~d e )
CAMAD S DE. GOy — AP MAN

STLRNM

Figura 2.2 Modelo micelar (Fendlesr, 1082

DS . 2 SDs
IO Omero)

irnicalay

Historicamente, o primeiro modelo de micelas fol proposto
por McBain em 1914, sendo conhecido como © modelo lamelar, onde as
moléculas de surfatante estariam dispostas lado a lado e, também,
extremidade a extremidade, formandos uma folha (Menger, 18790, Hartley
em 1932 propds © modelo clissico, como sendo a micela constituida por

um ndcleo apolar enveolvido por uma camada de ions (Fendler, 1882D.
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Tal modeleo falha na explicaclo de diversas observacdes
expsrimsntais tals como as questio da pesnetracio de dgua nas micelas =
a prasenca de moldculas pouco polares localizadas na superficle, ques &
pol ar. Menger (18792 propds, entdo, oubtro modselo construlide com
estruturas moleculares a partir de um centro de simetlriaz. Os e@spacos
vazios sdo reduzidos a um ninime ssndoe admitidas dobras nas cadeian de
hidrmcarbmneﬁes‘ Aszim, temos a pressnea, @m um equilibrio dindmico,
de partes da cadela apolar na superficie, coesxistindo com lons =
moldculas de Agua. Este modelo, porém, sobre-estima a penetracico de
dgua no interior micelar.

Recentemente foram propostos outros modelos como o @ do
bloco—-suriatante CFromherz, 1 QSO)l & o reticular, 2m Lernos
sstatisticos €Dill & col., 18800, ambos citados em Fendler (19823,

Geralmente admite-se gue as micelas, sm concentracides nio
muito acima <a c.m.o., 330 aproximadamentes esféricas ou slipscoidais.
Pordm, com o aumento da concentraclo de surfatants, elas passam a se
alongar, adoudrindo geometria cilindrica ou lamelar. abld a formacio
das chamadas fases de cristal 1{quido.

Micelas como as mostradas na Fig., 2,2 =30 ditas normals.
Existem também as nmicelas reversas, nas gualis, guando eam solvents
apolar, o5 grupss polares estic voltados para o nlclesoe enguanto que a
parte hidroifdbica, para a superficie. l

Hs micel as fornecem microambientas que diferam
substancialmente do amblente da fase agquosa, possuindo polaridades e
viscosidades efelivas que variam de acordo com a regiio do agregado.
Micelas em solucdes aquosas apresentam microviscosidades entre 18 & 30
=P sendo, portanto, mailis altas gque a viscozidade de solventes
orgdnicos ou da dgua (1 a 2 <P), mas muito menores gue a de bicamadas
de vesiculas lipidicas (200 <P) (Turro = col., 1880). Algumas
observacdes evidenciam a existéncia de um gradiente de viscosidade em
direcio ac nidclec micelar, com os grupos metila terminais da moldcul a
de zurfatante comportando come se estivessem em sclvente apolar
CKalvyvanasundaram € col., 18783, Estudos via espectroscopia de absorglo
gletrénica mostram que a micropolaridade na regido de Ztern se

assemelha A do metanol (Fendler, 18982, apud Mukerjes 2 col., 18772,
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2.2) Interacdes de Sclutos com Hicelas

Fat-d micelas tém propriedades dea compartimentalizar,
solubilizar Cou ssparar) reagentss o solubtos nelas dissolwvidos. Podem
também alterar o equilibrico quimico = ch. aparente destes compostos,
além de modificar velocidades 2 mecanismos de procssszos gquimicos =
fotofisicos, Como mencionado anteriormesnte, estes solutos, por sua
vez, também podem proveocar alteracdes na geomstria e nas propriedades
das micelas CFendler, 1882D.

A solubilizacloc de substincias  hidrofdbicas aumsnta
bastant= na regldo acima da c.m .. Fendler e col. (19780 relacionam a
localizacio mals provavel de diversas substincias no interior de
micelas idnicas ¢ ni3o-idnicas. Admite-se, em geral. gque solutos
polares e idnicos tendem a se associar junio & parte polar da micela,
sngquante oue substinclias aspolares se localizam no nlGoleo. A sxtensSo
com gue uma melécula apolar se solubiliza no interior das micelas
depends do Lamanho ¢ {formato destas, assim como da densidade de carga
da superficie 2 do potencial elétrico dos grupos polares.

Entretanto, substincias e natursza apo}.a'r, mas e
possusm elétrons polarizdveis, também s3o encontradas na superficie
micelar. Moléculas de benzeno em solucdes contendo CTAB. por exempl o,
330 adsorvidas na interface micela-fase aquosa. Em concsntraces mais
glevadas porém, ocorre redissolucio, com a localizaclo das mesmas no
intarior do agregado CEriksson e col.., 1988).

Em gasral, substratos hidrofdbicos =2m sclucdes micelares
obedecem a uma distribuigio de Polsson snire as micelas (Fig. 2.32.
comne ol constatade per Alnmgren £ col. (19780, A squacio obtida £ dada
D

P =CMS. D ~ CMd = <Cmt ooty . &S

Y L

CEq. 2.2)

omde: F =probabilidads das miceslas contsr 1 molidculas ds
- solulco.
LMY J=toncenlracde de micelas que conlém i molésulas
" de soluto.
CMD =genceniracdo total de miceles (Egq. 2Z.12
Crd =MNimero médio de ceupagic de moldculas de sslutlo

por micesla.
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Fieura £.3: Distribuicle de Poisacn (Almgren 2 col., iovo,

Micelas sio. eniretanto, =sistemas dindmiceos. Assim, elas

ossusm doi® Lampos de relaxaslo, um da ordem de milisegundos,

0

correspondente 3 dissocliacfo destas em mondmeros e a subsequsnbs

ssocl aclo, € outro, da ordem de microssgundos, correspondente A

w

R

[

[N

issociacio de uma dnica moldcula de surfatantes, que se rsassocia com

asta mesma micela ou ainda. com outra C(Turro o col., 12202,

2.3 Emprego de Fluorimetria em Meio Micelar

Em gquimica analitica, o usc de sistemas micelares como uz:n
melo adequado para a sclubilizagio das substiidncias a serem analisadas
tem crascido muito nos ditimos ances. O grande interesse se deve ac
fato de que estles sistemas podem solucionar ou pelo menos amsnizar
alguns dos problemas tipicamente encontrades no desenvelvimento de
metodologias analiticas. tais como: reacse lentas; dificuldades na
solubilizacdo das amosbras, assim como dog resagentess: necessidade de
s melhorar a sensibilidadse de alguns métodos e de svitar o efeito de
interfesrentes @ supressores da  flucrescéncia. Revisdes sobre o
azsuntse. abrangendo as diversas drsas da guimica analitica, podem ser
encontradas em Hinze (18780, Cline Love e col.l18843, Pelizzetii =
col., (18985, Armstrong (1985) @ Mcoclntire 19900,

A Tlucorescéncia, bastante utilizada como tdenica para
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investigacio de microambientes e processos da cindtica micelar (Turro
e col., 1980>. também tem side empregada como uma ferramenta para a
determinacio de metais e compostos orglnicos nestes meios (Hinze e
col., 1984; Banz-Medel e col., 1887 e Singh £ col., 18822,

Esta tdéonica apresenta wantagsns sm relacio i convencional
2m melo homog@neo, proporcionande aumento da sensibilidade, reducio de
interferentes = nalores facilidades expesrimesntais. Os efeitos wariam
de um Lipo de surfatants para outro = tambdm, com o tipo de substincia
a ger analisada (Hinze, 19843,

E=te aumenio de sensibilidade (Tabk., 2.28) descorre do fato
de o cromdéforo ser transferido do meio agquoso para um microambiente
onde estarid protegido da SUP?QSSﬁﬂl da fluorescéncia provocada por
pontes de hidrogdnio com as moldculas de dgua 2 contra suprossorss
srgsentoz na a5 agquozsx. Além dismso, o préprio amblients, sends mois

s

o
A

organizades v mals viscoso, promove a redugio dazs b duz process

Z
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moldécoculas., C(Hinze, 19843,

Tabela 2.2 aumenic das intensidades de fluorescénctia

para compostos orginicos em melio micslar (Hinze, 10845,

Zomposto Melio Fator ™
Pirenc sSDS 2,3
OTAC 3,1
TK~-i00 5.5
Naftalenc TH~ 100 2,3
insulina CTAC 1.8
Retinol TH- 400 3,0
a-focofwrol Brij-as 5,0
2p= %
4-~amino-N-metilfitalimide SZDs 4,0

=1 Sy
Falor de aumesnte da senmsibilidads (I I,
micela dgua

CTAOD: Gloreto de hexadecilirimetilamdnio
TH-A00D:! Polioxitelilens {$,%: ocitliesnol
s#pR: Dodecilsulfalteo de sasdio

8rij-385: Polioxietilenoct(23a:r dodecanscl

A reducio de interferentes (Tab. 2.3) ocorre guando se
utiliza um surfatante, por exemplo, catidnico. Assim, supressorss de
mesma carga sio repelidos da superficie micelar e, consequentemente,
do fludforo. O mesmo pode acontecer para surfatantes anidnicos tal

come ha determinacio de antraceno em presencga do ion iodeio, qus atua



come supressor (Mcintire, 1990, apud Chang & col. . 1978).

A conveniéncia experimental & devido A nio neceszidade de
se trabalhar com seolventes orginicos, voliteis, pois estes sfo
selubilizados pelas micelas. Conseguentemente, torna-se mais fdcil a
quantificacice de amostras pelo método de adiclo padric.

A fluorimetria em meio micelar tem sido também aszociadda
com outras btdoenicas tals come em sistemss de deteccio para HPLCL
podendo © surfatante tanto participar da fase mdvel da coluna, como
ser adiciconado posteriormente C(Armsirong e col., 19830, També@ &
utilizada em smistemas de andlise por injecio em Tluxe (Mointire, 1990,
apud Ahiara = col., 1888 e em andlises clinicas (McIntire, 18690, apud

Halfman « col. . 1888),

Tabela 2.3 #feite do supraszores de fluocrescéncia

@ Presenga & ausencia de surfatantes
na detszrminacdo de compostos arcmdiicos
ciihang & col. , 42783,

COMPOSTO SUFPRESZSOR MELO % SINALS
Antracans fon Iodete dgua 13,4
' SOE 20,0
ien Pirtdinio Agua 41,0
GTAC TS, 0
Nitrometano Agua 38,0
: 8rij-as B5,0
Fluoranteno fon Tdalio Agua =, 4
STAC 82,3
TH- 400 7.2
Flucrenc fen ITodeto Agua 85,0
Brij-a% 23,0
fon Talio Agua 2,0
Brij-as 24,1
* % B2inal = relagclo entre o intensidode de

flucrescéncia do composto no pressnca ®
auséncia de supressor, multiplicada por
1400,



CAPITULO 3
SUBSTANCIAS ESTUDADAS

3.1 Fenotiazinas

1% e

SAsm substincias derivadas da fenotiazina comnpresndem  ums
familia ez grande importincia Farmacolégica davido a agio
trangquilizant® ¢ anti-histaminica gque sstes compostos oferscem. Alguns
sxemplos destas substincias sio: maleato de levomepromazsina {ou

metotrimeprazinal, cloridrato de clorpromazina o promazina (Fig. 3.10.

=

Ty
i'\‘- N Y
3 Tm : R
R _
rlJ
{enciiazina H H
promazL ne., HOl (CH > NOOH
2 3 2
maleate de Llevomspromazince CH CH{CH »CH MNOH ¥ OUH
2 3 2 32 3
zlerpromaz i na. HGL ' CCH 3 NOGH <l
2 3 3 2

Figurza 2.1: perivades de fenctliazinas

Fenotiarinas também possuem atividade tensoativa formando
micelas, devido a existéncia de um grupo hidrofdbico (cromdfareol = da
cadelia hidrofilica contendo o grupo amino (Florence e ool., 1971,
Zografi & ocol.,. 18540, Us wvalores da <. .mc. estio na faixa dos
gncontrados para surfatantes idnicos, podendo ccorrer a formacic de
mlicelas mistas com determinados surfatantes gue sio frequentesments
incluidos em dosagens Farmacéuticas, tornando critica a efetividadss
bioldgica.

O caompostos  acima menolionados possusm espectros de
fluorescéncia pouco intensos, com duas bandas de excitagio Cem torno
de 2580 e 30 run, respectivamente) & duas de fluorescéncia (estas
gitimas entre 4850 e 475 nmd)., Existem métodos analiticos baseados na
oxidacio do derivado por permanganato de potassio, formando o

sulfdxido, cujza emissico f{luorsscente 2 mais intensa sendo que o

)
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espectro de @xcitacio passa a apresentar guatro bandas entre 200 e 380
nm. Estes metodos sio empregados, também, na determinacio destes
férmacos em materiais bioldgicos (Mellinger e ‘col., 1883 = 1984,
Ragland e col ., 19843,

S3i flford & col. 18780, descreaveramn o limite de detscocio o
tanpo de vida da fosforescéncia 3 77 K de 138 substincias derivadas de

foancotiazlnas.

3.2 - Alaranjado de Acridina

3 corante alaranjadeo de acridina (Fig., 3.Z2) pode se

apresentar em gquatro espécies diferentes, dependentss do pH da solucio

mm oque ele se encontra (Zanker, 19820,
¥ AN SR ~-.‘/\yﬂ\/\ T
CH, )\ i m CH, CH, I ) \ CH,
. \/\ PN NS ™ /\¢“\ NN
N AN AN Y
. cH, | CH H :
o f'z ‘ L S 2
CAAH SR Cﬂuﬂx}-{23++
N .
: /'//\/’\
i /\/\/\ CH, Ci, 0 ed,
AN V/\\/\/)\/\ g fv\ NN/
; L ' I = i
CH, g{ CH, i, T CH,
- .&cridinﬁrangehase
CAaAH T CAAD

Figura 2.2: Estruturas das espécies de alaranjade

de acridina pressnies em equilibrio deido-base,
+ 4+ & +

LAAH = {AAR + E2 P = —-3.,10
3 2 <
+ + + +
¢ AA!—IZ b = CAAHY + 2 B = 0,40
o
+ +
AN = CAAD + H P = 40,43

Em scolucdes aguosas neutras ou na presenca do surfatante
203, o corante se apresenta na forma monoprotonada. O especiros
eletrdnicos de absorcio 2 de emizsio também variam para as diferantes
sspécies.

O alaranjado de acridina pertence a um grupo de corantes
catidnicos cujas moldculas, planares, sofrem agregacio =2m solucdo

agquosa estabel ecendo-se um squilibrioco zom o dimero. Para a subsbtincia



mencionada. & constante de dimerizacio CBrignoii @ col., 1878 ¢ da
ordem de (8-343. 107 M <a temperaturas ambientes e baixas forgas
idnicasd. Para =a espéciw wneprotonada, © espectro eletrdnico e
absorcio apresenta duas bandas com maximos em 480 nm (mondmerol e 470
nm Cdimerod, @ as intensidades dependem das fracdes melares de cada
forma. No espectro de fluorsscéncia. oz maximos ocorrem sm S48 nm

Cpondmerod & 950 nm (dimerod. {Zanker, 128523.

Em meico micelar. corantes orginicos podem apressntar

particularidades gque provocam alteracdes sspectrais. 530 bastants
v
sstudados sl stemas corante—detergsnts <om CArgas opostas, Lt
concentracdes bem abaixe da oc.m. .. formando agregeados de pares
idnices. Em concentracdes de surfatants pouco mosnores gus a S m. S,

corantes podem induzir a formagfo de micelas gue ndo existiriam caso

eles sstivessen ausentes (Mukerise o col., 18883, Tal ocorres com & ©
alaranjado de acridina como ol constatando por Sato o col., 1981 =
Ban e col., 1983,

Em farmacologia, © alaranjazdo de acridina & utilizado como
antisséptico. além da sua importidncia como ceorante utilizado em

microscopla.

2.3) Merbromin

A substincia merbromin, também conhecida comsrcialmente
pelo nome de merclUrio-cromo (Fig., 3.32, € um corante xanténico que
apresenta intensa cor wvermslha, possuinde grande aplicacio devido a
sua acdo antisséptica. Tal composto pode ser obtido através da reacio
da dibromoflucresceina com acetato de mercdrio Il om solugioco de MNaOH

Cwhite, 189203,

Figura 2.3: =masiruture de merbomin

Devido & sua intsnsa fluocrescéncia, o merbromin tem =sido

=28
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empregade em métodos analiticos para a determinaclo de firmacos como
carbimazol = tiabendazol (tioccompostos) e alopurinoel (Bedair = col.,
18805 =, ainda, penicilinas (Mori = col., 19880 e 1989).

Estes métodos se bassiam na diminuicS3o da intensidade da
flucrescéncia apresentada pelo mercdrio-crome, a qual & prmporcional P
concentragioc (em determinado intervalol do composto =sm anidlise. Tal
SUpressio occorre devido a ligagio do dtomo de mercirio com o de
snxofre doe fadrmaco ou, ainda, como no caso do alopurinel, <om a
hidroxila do ansl pirimidinico. Alguns mélodos colorimdiricos tambdm
foram desenvolvidos baseando-ss na absorcie elstrdnica dogs novos
cromdforos formados pelas reacdes acims mencionadas (Korany « col. .

1&89D .

2. 43 Cristal Violeta

Corantes trisrilmetanos, tais como verde de malasguita,

3

ristal vieocleta & azul vitdria B, estHo entre oz mais antigos corantes

e

i}

inteticos conhecidos (Fig, 2.4 - ecristal violatal. O sistema

crom&fars consiste em Lrés andls aromabicos ligados a um dtomo de

carbone central. possuindoe grupos auxoordmicos substituideos nestes
andgis em posicio para. tals como ~0H ou —NRZ {R = H, algqull ou arild
CAbrahart, 18773, 0 cristal wvisleta, além de sua grande importincia

woms corante para papelis, madeiras e tintas, tem atividade terapéutica

come antldinfective de uso Ldpico,

{oud

O o
i1 -
1] Cl

HitH
$€ 3}2

Figura 2. 4: mBstrutura do eoristal vielsta

Devido ao impedimento estérico na moldcula, o5 Lrés andis
aromaticos ndo estlo dispostos no mesmo plano mas s¥e forgados para
fora por rotagZo em torno das ligagB®es centrais. O cation exibe uma
estrutura tipo hélice, com simetria Eg, sendoe o sstado Sa dupl amenta

degenerado (Lewis @ col.. 1842D,. . *
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O composto aprssenta duas bandas de absorgio sletrdnica na
regilo vislvel do espectro, qﬁe se sobrepdem, e uma de fluocrescéncia,
am torno de SB28 nm. Lewis & col. (18420 sugerir.am gue sstas bandas
estariam associadas & existéncia de duas espéciss conformacionails <=m
wagquilibrio térmico. sendo uma a espécie sindtrics Lipo halice e outra,
assimébrica,. teria um dos anédis aromiticos com orientacio oposta aos
demals.

Todavia, Korppli-Tommola e col., {1880 e 19840, estudando os
sspecliros eletrdnicos do cristal violeta =am diversos solventes,
observaram que & sobreposigio entre as duas bandas esra maior com o©
zumsnto da polaridade do meio. Conclulram, entio, qus o corante
estaria dissociado e solvatado em solventes polares, mas. permaneceria
mna forma de par-idnico em melo apoclar.

Em meioc alcalino, o grupo hidroxila ataca o cation oo
cristal vielebta formando o carbinol, de fdrmula ECHECDZN.CdHQJS.C,OH.
Este composto & incolor devide & auséneia de conjugacio snire o anéis

CAbrahart, 189770,
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OBIETIVOE

1Y

O objetivo inicial deste trabalho fol avallar o emprego da
fosforescéncia & temperatura amblente como uma técnica analitica para
a daterminacﬁé de produtos farmacéubticos, tanto na forma pura como na
forma comerﬂiaimente vendida e também, se possivel, em anostras de
materials bloldgicos,

Fata téocnica, gus reguer o uso de uma superficie sdlida
{substrate) onde a apostra & depositada ou de um melo micelar., se
mostrou impraticidvel no decorrer dogs Lrabalhos & passamos a investigar
o uso da fluocrimelrlia em melo micelar para aqusela finalidade. Para
tal, fol necessdrio  uma investigagio prévia do  comportamsnto
espectroscédpice das substincias, de modo a encontrar as melhores
condl gdes xperimentais (tipos e concentragdes de surfactantes,
valores de pH, e@tec.) que permitissem a detecglo quantitativa das

substincias analisadas.
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CAPEITULO 4
PARTE EXPERIMENTAL

4.13 Reagentes

- Papéis de f‘_.‘iltr‘o Whatman, ne 40 {"ashless™ e n+* 1 (qualitativod;

~ Sflica-gel < Merckd, Kiesegel B80G; )

~ Maleato de L.evomepromazina, fornecide pelo Laboratédrio Cristidliz com
wepeclficacio de pureza 20,98% ¢ utilizado tal como fornecido;

- Cloridrateo e Clorpromazina, fornecido pelo Laboratério Cristilia,
com sspecilficacio de pureza 98,0859% @‘utilizado tal come fornecido;

-~ Pireno (Aldrich, 99,8%3,;

~ Alaranjado de Acridina, C(BDH, para microscopia) - 2g do composto
foram dissclvidos em 100ml de Agua -+ 100ml de solugdo NaOH ©,1M. Apds
a filtragem, = precipitade fol seco em estufa (B0 <C, B horas) {(Stone
e col., 18813 '

- Mercirico-cromo, (Conelgod - Purificado dissolvendo~o em dgua quente,
precipitado com slanol p.a. & seco em dessecador,

- Cristal Vioclsta, (Riedel-De Ha&n, para microscopia) usado conforme
recebido;

- Dodecil Sulfato de Eddic (Muclear, p.a.) -~ extraido com dter etilico
em um extrator de Soxhelet por © horas o recristalizads com stancol
p.a. abscolute por 3 vezes (Chalmovich < col., 19782

~  Bromelo e hexadeciltirimetil am&ni‘cﬁ, CTAB  CAldrich, L) -
recristalizado com etancl p.a. absolute, por irés verzes {(Chaimovich =
col., 1878

- Agua bidestilada - todas as solucdes aguosas Cexceto gquando
especificaded foram preparadas em dgua bidsstilada em destilader de
widro;

- Agua deionizada (deionizador Barnstead, nanopured;

- Qutros reagentes: stanol absolutlo (Merck, p.a.); acetona {Merck,
p.a.’; clorofdrmio (Merck, p.a.); metanol (Merck, p.a.); 1,4-dioxano
(Distribuidor Analitica, p.a.?; iodeto de sdédio (Vetec, p.a.d; nitrato
de prata, (Vetec, p.a.)d; hidréxido de sddic (Vetec, p.a.); triclorsto
de cromo III CRiedel-De Ha¥n, p.a.d; &cido cloridrico (Merck, p.a.D;
cloreto de matileno {Merck, pP.-a.0; KEHF"()‘g CVatec, p.a. 2

Tris-hidroximetilaminoamstano (Sigmad.
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4.7 Instrumsniacio

- Limpada de MercUrico (Phillipsd HPL-125¥, sem o bulbo externo;
- Lampada de luz infravermelha C(Philips) 200W, facho médico, modelo

Comptal ux;

H

Espectrofot.dmetro de absorgiio UV/VIS (Intralab), modelo DMS 100;

-~ Microzeringa (Hamiltond, volums 10ul; '

~ Micreopipetas (Kacild, volume 200l

- Cubetas de guartzo (SLM~-Aminco), 5 faces polidas e 1,000 <m c:ie.

caminho dtico;

- Condutivimetre (Micronald) modelo B331 - constante da cela: 0,74
-1

am .

- Medidor de pH - (Micronald.

4.2.10 Espectroflucrimetro Convencional

Marca SLM-Aminco, modelo SPF-800 ¢, esmpregado nos estudos
de fluorescéncia esm meio micelar. Az solugdes foram analisadas =m
cubatas com 4,000 om de caminho Sticeo. atravds de excitaglo a 890°, Os
sspectros estio corrigidos pela variacfo da intensidade de emissfo da
lampada =, =m alguns casos, também corrigidos pela curva de respostsa

da fotomultiplicadora e do monocromador.

4.2.2) Espesctrofluorimetro com Laser

Para a obtencio de espectros através de excitacio pulsada

com laser foi utilizado o esguema mosirado na Fig. 4.1:
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Figura 4.1:

Esquema da montagem parae o f{luorimelre com

excitacdo por laser de Nz (387,4 nmd.

LEQENDA! L = laser; 8% = separader de feize; PD = foto-
transisticor) ®5H# = compartimenio poara amesire; LB = lsniae
F = {snda; MO = monocromador! SMC = motor de passo para

e meonoecromador! PMT = {octomuliiplicedora; HY = {fonte de
alto itensdc) SBRZIC = “Box-dor” onds TRA = galilhs, QV =
coertrole da pertia, AV =2 n? de amesltlragens, @ = porta,
m| = mitnal & BY = “"busy”; BR23% = processador analdgice;
SRZ45% = interface o O = oscilescdpio.

L.aser (Lambda Physik) modelo EMG 102 MSC,

com uma mistura de nitrogénico (80 mbar2 + hélio (384

luz monocromatica em 337,11 nm;
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- Monocromador de emissfo CJarrel-2sh) de caminho ético 23 cm. Foram
utilizadas fendas de BO e 2B pm Cpara a entrada e saida,
respecitivamentel. A varredura da grade fol feita mediante um moltor de
passSo; ‘
- Fotomultipl icadora (EMI B288 52
- Integradeor Sincrono (Stanford Research Systems), consistindo de:

al Bow-Car», modelo IR 280, '

b3 Processader analdgico, modelo SE 238,

< Interface, modelo SR 2498,
FotobLransistor (TIL 783,
Osciloscépico (Nicolet), modelo 2090 ITI-A;

i

i

- Lentes convergentes e filiro GG-375.

Para a obtencio de espsctros por- este sistema, uma pagusna
parte da radiacio pulsada, empregada para excitacio, era desviada para
o fototransistor mediante uma LEmina de microscédpio. Ests, por sua
ez, fazia © engatilhamentoe do "Box-Car®. Duas lentes convergesnies
foram utilizadas, uma delas entre o laser « a amostra e outra snirs
easta o o nonocromador. O filiro SG-278, na entrada do monocromador,
blogueava a entrada de radiaglo espalhada do laser.

As amostras foram posicionadas de forma gque a maior
qguantidade de luz emitida incidisse na fenda de entrada do
monocromador, monitcrando—se a intensidade do sinal pelo osciloscépio
ou peloe voltimetro digital do iht@gfador. O comprimento de onda
zelecionade no monocromador correspondia ac madximo de enissdo da
amostra. Devido a possibilidade das amostras sofrerem fotodegradacio,
procuramos manté-las o menor tempe possivel expostas & radiagio
durante esta etapa de posicioconamento. _

Amostras em soluglo foram colocadas em cubetas mantidas em
suporte adequado, fixo a2 mesa por uma base magnética. Assim, o
posicionamente sra feito apenas para a primeira amostra, a ©im de
garantir maior reprodutibilidade nas medidas. Substratcs sdlidos para
FTA foram mantidos na posicdo vertical por garras e presilhas, sendo
necessirio fazer o alinhamento para cada amostra. No primeiro caso, oS
espectros foram obtidos por excitag8o lateral e no segundo, por
excitacio frontal,

A aquisicio @ © processamento dos sinais enviados pela



fotomultiplicadora fol feita pelo integrador "Box-{ar®”, otimizando os
seguintes parimetros: nimero de amostragens por ponto, atraso e
largura da porta sletrdnica do instrumento e sensibilidade. A linha de
base ol ajustada manualmente para intensidade zero, selecionando-se
no monocromnador um comprimento de onda abaixo de 380 nm oy, Cainda,
atrasando~se =@ porta em uma pozic¢ido em que nic houvesse mals emissio
luminescente. )

Lim microcomputador interfaceado {via RS-2322 a
instrumentacfo monitorava todo o procedimente de agquisicio dos

espectros através de programas em linguagem Basic.

4.32) Preparo das Amostras para FTA

4.3.10 Papel de Filiro

A= amostras de papel de filtro foram cortadas a partir de
folhas retiradas «do melo da caixa, em pedquenoss guadrados de
aproximadanmente 1 am®. Elas foram sempre manussadas atraves de uma
pinca = mantidas em placas de Petri. Uma amostira de papel rascunho
Ctipo jornald também fol analisada, devido ao fato desta seor menos
luminescente dgue o papel de filtro podendo portanto proporcionar um
rufide de funde mencs intenso. '

As solugdes da substincia a ser analisada, no caso,
maleato de levomspromazina 107° M enm etancl, foram adicionadazs atraveés
da microseringa. 0O volume empregado, 2m geral, ol de 3 ul. Scolucdes
de sals de Atomos pesados também foram adicionadas atraves da
microseringa €3 ¢4l3: ilodeto de sdédic 1M, acetatoe de chumbo O,88M =
nitrate de prata 0,.2M. As adigdesz foram feitas culdadosamentie de modo
que a ponta da MCro—Ser‘inga nio tocasse a superficie do papel. A
secagem do sol venie nesta superficie fol feita através da limpada de
luz infravermelha durante 15 minutos, mantendo-a a 20 om de altura da
amostra, com intensidade conbtrolada por um Variac., Estas condigdes
foram otimizadas previaments para gque a sescagem nio provocasse
degradacic na superficie do papel. As amostras foram mantidas em
dessacador ate o momente do estudo.

Os espectros foram obtidos atravéz do fluorimesiro ocom
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laser, fixando-s2 as amostras na posicic vertical entre dois suportes
metilicos., Um fluxe de nitrogénio seco ol constantemsnts mantido em
frepnte 3 amostira, para reduzir a adsorcio de dgua & a presenca de
oxigénic no substrato.

Devide b intensa lﬁn&h@scéncia apresaentada peslo papsl Jde
filtro, alguns tratamentos com solvenites foram feilos em folhas de
papeal, antes e utilizd-los, a fim de reduzi~la. Foram eles:

—=2luligido: pedagos doe papel foram colocados verticalmente
em um béguer wontendo 10 ml de stanol ou clorefdrmioc. Apds a completa
eluiclo por 3 vezes, foram gecos 2 temperatura ambisnte, analisando-se
3 parte central dos mesmos,

—-rafluxo: amostras de papel foram colocadas em um extrator
de Soxhelet O{sem o cartucho para s8lidosd, e refluxadas com etanol
absoluto :iurante- Z horas.

—imersioc =m solventes: as amostras f{oram mantidas =m
diversos tubos de ensalo contendo 10 ml de um dos seguintes solventas:
acetona, matanol, dioxano, agua deionizada, dioxano + dgua delonizada
£1:1) & gter. O pericodo de imersio variou sntre 24 e 72 horas. Para os
tegtes com agua deionizada, foram utilizados frascos de polietileno,

Em =zeguida, em todos os tratamentos acima mencionadoz, as

rasz foram s£cas a temperatura ambiente e procedida 2 anidlise
spectral como descrito previamente. Também foram feitos Lestes
através da iLirradiscio da superficie do papesl com limpada de meredrio
sendo as amnostras colocadas verticalmente em um carrossel, com a
lampada no cenitro, a uma distinelia de 10 em O tempo de irradiacdo

variou entre 10 minutos © 23 horas.

4.2,.2) Bilica—gel

As placas de vidro utilizadas continham uma superficie
rugosa @ foram cobertas com uma suspensdo de silica-gel: diclorostano
£1:3) CPavia =& col., 18823, A solugZo de maleato de lesvomspromazina
107 M também foli utilizada como amostra, = os ;ﬁroaadim@ntmﬂ para =&
deposicio desta na superflicie da silica & posterior secagem £ anilise
gspectral foram idénticos aos descritos para o papel de filtro. Para

anidlise, as placas foram suspen=zas na posigio vertical.
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4.3, 83 SolucHes Micelares

Uma solugdo de pireno 10™* M em acetona foi utilizada como
amostra. Uma aliquota desta fol colocada =m um bégquer de 10 mi,
deixando gque o solvenltle evaporassse. Em seguida, fol adicionadeo § ml
de uma solucio de 3DS 8.0. 107%M, levando-se o béquer ao ultrasom por
10 minutos. Também foram preparadas amostras com a adicio de 0,8 ml de
acetato de chumbo Q,01M ou de nitrato de prata O,01M.

A segulr, a amostra fol transferida para uma cubetia, :::.na::ie
tentamos fazer a desoxigenacio da solucleo pelo bkorbulhamento de
nitrogenio conmforme ilustrade na Fig, 4.2, O oxigénio, presente tamlém
no nitrogénio como impureza, fol removido previamente pela reagio com
zinco metédlico, através de um frasco lavador contendo amdlgama Zn-Hyg
£9:12, com uma solucdo de CrClg O,1 M~ HCL 1 M, (na auséncia de
oxigénlo em melio dcido o cr® se reduz a Cr%, passando de verde para
azuld O Vogel , 1878, Oz especltros foram obtidos atrawvés do

sspectroflucrimetro com laser.

Y
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Figura 4.2: Sistema para remocdo do oxigédnio
i

dizsoclvide nazolucldo micslar.

4,43 Preparo das Amostras para Fluorimetria em Melio Hicelar

4.4.10 Determinacio da c.m o, de =S50S e de CTAB

A c.omc., dos surfatantes SDS e CTAB fol delerminada, apds
purificacdo, através de condutividade, sendo inicialmentse medida a de
um velume conhecido de igua bidestilada (50 ml). Com uma micropipeta

de 200 wml Cpreviamenite calibradal, foram feitas sucessivas adicdss de

29



seluclo estogue de surfatante (0,2 M para SDS e 0,04 M para CTARY ao
volume inicial de Agua iadicéés “in situ”). O sistema fol mantido sob
agitaclo magnética a velocidade censtante, monitorando-se eventuals
variacdes da temperatura. As medidas foram feitas sempre 1 minuto apds
cada adiclo de surfatante & os resultados, graficades em funcio da

concentragclio.

4.4.2) Maleato de Levomepromazina

Através do espectrofluocrimetro com laser foram realizadas
medidas de flucrescéncia do maleato de levomepromazina 107° M em
diversas concentracdes de scolucgdes de 5SDS. Az amostras foram
preparadas “in situ”, conforme acima mencicnado. Feoram colocados em
uma =ubeta 2 ml da solucio aguosa da substincia cbtendo-se o sopectro
de fluorescencia. Em seguida, foram feitas sucsssivas adicdes de
aligquotas de 10 ul de SDS 0.1 M através da microseringa Cpreviamente
calibradad. A cubsta foi culdadosamente agitada apds cada adigio,.
evitando~se a formacio de bolhas, para em ssguida abter o sspectro de
Fluorescéneia. Estas adicdes foram @fetuadas atéd gus a solusdo na
cubeta atingisse uma concentracdo de SDS em torno de 0,05 M, A
intensidade de flucrescéncia fol moniterada em 480 nm, graficando-se
as valores em fungfo da concentracio de SDS corrigida pela diluigdo.

Foram obtidas CUrvas analiticas para solucdes da
substinsia acima na faixa de 10" a 107 M, preparadas pela técnica de
diluiches sucessivas (razfo 1:2) em stanol e em solucdo de SDS O, 08M.
Az intensidade dos sinais, menitoradas em 480 nm, foram graficadas em
funcio da concentracfo, em escala logaritmica. Também foram preparadas
solucdes conbtzndoe iodeto de sddio em concentracido 0,02 M (meio
etandliced e «de 0,0 a 0.8 M (em 3DS 0,08 M), sendo usadaz, como
branco. solucBes de iodeto de sédio.

Através do espectrofluocrimetro convencional foram felios
espectros de excitagio Ckém. = 480 nmd e {lucrescéncia CK@X_ = 280,
510 e 3B0 nmd de solugdes 1070 a 1070 M do composto (diluidas
sucessivamente na razlo 1:8). Os solventes foram Agua e solucdes de
SDE 0,04 e 0,2 M Foram construidas duas curvas analiticas
empregando-se a intensidade do sinal em 450 nm, sendc uma na faixa de

1077 M Cem SDS 0,02M) e cutra em escala logaritmica entre 1077 e 1078
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M Cem SDE O, 4M, Subtraindowsé sempre o valor da intensidade do minal

relativo ap bhranco.

4.4.3) Cloridrato de Clorpromazina

Foram obtidos especiros de exciitagdo C?\Qm = 480 nmd e de
fluorescéncia C?x@m = 310 nm do cloridrato de clorpromazina entre

1672 @ 10°° M em solucio de SDS 0,04 M.

4. 4.4) Alaranijado de Acridina

Foram obtidos os especiros de absorgic e de flucrescénaia

oo = 402 nn de solucfes de alaranjado de acridina 10‘52\4 em
dive}sass. concantractbes de SDS atéd 8,0 mM. As solugdes foram preparadas
por  adi¢do “ip Situ" de solugio estogue ode surfatante G,2 M. Este
' de

e , s -G e
flucrescencia do alaranjado de acridina 10 M em concentragdes de SDS

e+

experimento também fol repetido para obtengcio de especltro

i

acima da c.m.c. Catd 18 mdd.
Foram construfdas 3 curvas analiticas do corante am =Ds
0,02 M. com as amostras preparadas por diluiches sucessivas (1:50,

: o ~10 -5
compreendende as seguintes concentracoss: em torno de 10 M, de 10

-7 A . s . ~ - .
M e entre 10 & 10 M. As intensidades de emissio foram monitoradas
em B20 nm, graficando-se estes valores em funcio da concentragcio em
esrala linear =, para a bterceira curva, @m escala logaritimica., O

branco foi subtraldo.

4.4.53 Merbromin

Espectros de absorgio e flucrescéncia C}\ch_/ﬂ' =  B00
A S28 am CS38 nm para as amostras em CTABY de solucdes aquosas de
mer brami n 10" M foram obtidos em diversos valores de pH entre 2 e 12
{ajustados pela adi¢fo de solucio de NaOH ou HCLDJ.

A partir de sclugdes aquosas 10" M da substAncia citada,
tambdém foram regisztrados espectroz  de fluorescéncia em diversas
conceniracdes de surfatante pela técnica de adigdo Yin situ?. Foram

elas:

~soluclo estogque de SDS 1,00 M em pH 11,8 Ctampio
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fosfato-NaOHY , atd atingir S c.m.c.

-~solucio estoque de CTAB 0,20 M em pH 8,00 Jtampdo
Lriss/HCLY, até 10 c.m.c.; |

—solucio estogque de Briji-35, 0,045 M em ambas as solugdes
tampdo acima mencionadas, até 100 c.m.c..

Curvas analiticas foram construidas para solugdes cujas
concentracbes sSe situam entre 107% & 1077 M, preparadas por diluicdes
suressivas L:10, nos seguintes melos: Agua; solugdo de MalH pH 11.5;
solucfce de Brijf-3% Z2mM em pH 11,5 tamponado (foslfato-NalH) e solucio

de CTAB 1 mM em pH 9,00 tamponado {trissHCLY. O branco fol subtraido.

4.4.8) Criztal VYViclsta

Foram registrados os espectros de absorgdo e de emissao

. . . -5 .
A = SO0 nmy de scolucdes de coristal violeba 10 M oeam diversos
[= 3.4 099

valores de pH. Em seguida, foram feitas as medidas de intensidade de

iy

missio Cem B30 nmd na presenca de solucio de surfatante (solucdes
stogque de SDE 0,40 M, CTAB .10 M & Brij-38 0,045 M) a uma solucio

.. A s ;
aquosa 107 M da substincia contida na cubeta.

i

As curvas analiticas foram construldas para sclucdes da
. - ~ -4 -8
substincla (concentracdes entre 10 e 10 M, preparadas por

Adiluincdes sucessivas 1:8) em Agua, SDS 0,010 M e Brij-38 2,0 mM. O

branco ol subtraido.
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CAPITULD S

FOSFORESCENCIA A TEMPERATURA AMBIENTE {(FTAD
RESULTADOS E DISCUSSAD

5,12 Subsirato: Papel de Filtro

Os  espectros de luminescéncia mosirados na Fig, 5.1
correspondem aocs dois tipos de papdis de filtro utilizados negle
trabalho. Whatman 1 s Whatman 40, Cbhssrvamos que eles possusm enmissio

nuito intensa na regifo visivel do sspectiro eletromagndtico.

1.50 o
- ™
] {,F;i
. ~ 1 kX
‘}.C;U ] § jh‘n "’i‘\.‘
] 3
——— I fhjv %W‘;O
- =1 g
N oih rl A
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: .50 : ", ix
':"' “LJH:\"‘.\\’-\“-
SRKY I.lll,%llrilli!{i(%lf‘iﬂ?’i’i‘j
400 450 500 520 E00 BE0
ety
Ficouyra 5. 1: Eapeciros de lLuminescéncia dos papédis de filiroe
whatman 4 & Whatman 40, A = 387,31 nm.

SR D .

O composto maleato de levomespromazina, que em temperaluras
criogénicas exibe fosforsscéncia com intensidade mixima de emissio om
488 nm (Gifford = c<col. 1878, se torna ndo fosforescente quando
suportado em papel de filtro, sendo que o espectro obtido (Fig. 5.2
n3o exibe bandas que possam ser distinguidas das bandas de emissio do

papel (que chamaremos de referénciad. Ocorre apenas pequena diminuicdo
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da intensidade de emissio desta substineia em relagfo a sste Gliimo. A

acdl gBo

intensidade <da banda de emissio do composto (Fig.

*®

dee smails contendo

Atomos

pesados nio  provoca  aumento de

8.2 & Tab, 5.13,
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Figura D5.2: Espectros de luminsscédncia de:!: a3 Papel de Filw
tro Whaoalman 405 by papel + 5 Ll de sol. maleato de levome -
promazi na 10 JM; ¢y tdem &4 anterior, com adigdo, também, de
% i, de sol. NaI 4M. A = 387,41 nm,
2XC. .
Tabela B,1l: Efeitos do dtomo pesado em FTA
5.1, a 5.1.b
% k]
AMOSTRA I AMORTRA I
A 1,01 < 0,80
B Q,e2 D 0,88
G 0,82 E 0,82
A = 237,4 nms465 nm, Espectros obitidos aocb idénticos

BHC, S BT,
condicde s,
B30 em 5. 1.b),

#xcelo o numereo de amostragens.,ponio

{iA0 om . d.0 @

A) Papel de filiro wha%man 40; B Papel + 5 l sol. maleoto
de Levomepromazina 40 M, As amosiras G, B e E sde lguais &
omezlra B, mas contém B L das seguinles solugdes: Ty Mal 4iM;

o> pb{ao@tat¢>zro,z M e B}

AgMD_ ©,2 M.
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Os conjuntos de medidas (Figs., 5.1, 5.2 & Tab., B.1) foran
adquiridos em datas » condic¢bes instrumentais diferentes, nioc podendo
ser diretam=nte comparados os resultados entre um conjuntoe = outro.
Com < aumentc do nimerc de amostragens, ocorre diminuicBo &
intensidade do sinal obtido (Tab., B.13. O iodeto ataca a supsrficie o
papel tornando-a amarelada, engquanto gue o ion prata, sob radiacio UV,
escurece-a. )

A varlacdes das intensidades de emiss3o nas diferentes
amostras, como mosiram o resultados acima, somente foram confirmadas
preparando—as em duplicata ou triplicata devide aos problemas ja
mencionados na parte experimental. Observamos que a Lluminac3o da
superficie do substrate pela radiacBo laser leva A fotodegradacBo
deste, diminuindo a intensidade de fluorescéncia. Uma iluminacio
durante 3 minutos a uma tawxa de 18 Hz reduz em cerca de 20% a
intensidade de emissio do papel e apds um total de 30 minutos. a
redugdo & des B0% Isto porém ndc provoca altsracdss macroscopicamente
observavels.

O papel jornal também apresenta emissfc intensa e ni3o
uni forme, sofrende foltodegradacio sob  irradiacdo  com laser. A
intensidade de emissBo corresponds, em média, a cerca de 40% daqusla
observada para o papel de filtro (monitorada em 460 nm).

A Tabela 5.2 apresenta dados sobre os tiratamentos de
2luicio, refluxe ¢ imersio do substrato em diversos solventes, oS
quais nado f{oram capazes de reoduzir a intensa emissio do papsl .
Concluimos. portanto, gque as substincias luminescentes, sendo de
dificil extracio, correspondem a materiais tais como heniceluloses

a-sou ligninas.
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Toabela B.2: Tratlamentos com soclwvenies empregados
nes papéis de {iltre visande remover subsiténcias
Luminescentes.

PAPEL SOLVENTE TRATAMENTO Ib
40 Eitanol Eluigde, 3 vezes 0,21
40 Etanol e Eluicdo, 38 vezes/ .
Clorofdrmic solvenls ’ G, @91
1 Etancl Eluigdie, 3 vezes 3,79
40 Btancol Extrator de
Soexhelsi, & h G, 72 !
1 ' “ " .88
i Metanol Imersde, 48 hs G,88
1 Acelona " " 0,83
i Dioxane - " 1,00
1 Agua - oo
deionizada 0,78
1 Agua deioniz, @ ,
dioxano {1:4) Q,83

=% .
Paopdis ¥Vhatman, n® 40 =« 1

Iintensidades monitoradas em 4469 nm ltelutgdes @ axtroacdes )

s 448 m {(imeredes), 02 wvalores wesifoc normalizadeos em rela-
cdo & intensidades de smissdo do papel de {filtro sem trata-
moento (extracdes = eluigdes) e em relagdo & do papel Lra—
tado com dioxanc {(imersdesd., Kexc = AB7 .4+ nm,

Os Ltratamentos acima mencionados também foram Lsnitados por
Ward @ col., 189810 e Batsh e col. (1882D, com resultades tambédm pouco
satisfatdrios CCap. 12, embora fossem utilizados papéis de difsrentes
Marcas. dificeis de ssrem adguiridos ne mercado nacional. A
intensidade de fluorescéncia deste depende do tipo de madelira e
processamento ao qual © mesmo foi submetido.

Em uma Ultima tentatiwa, também ndo ocbhitivemos resuliados
satisfatdrios com a iluminaclo da superficie dos papdis através de uma
lampada de merctrio, cujo espectro abrangs desde o UV atd o IV. O
cbjetivo desta irradiacfo fol provocar fotodegradacdo da superficie do
substrato, levando a formacdo de produtos menos luminescentes., Este
efeito fol oposto ao obtide para a irradiagdo com o laser de
nitrogénio,.

Em razio do exposto, resolvemos nio mais continuar com o

uzse do papel de filtro como substrato., nem na tentativa de utilizar
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compostos diferentes do malealo de levomepromazina, pois, mesmo se
consegulssemos resultados mails satisfatdérios, como por exemplo na
determinagio do pireno Cgue possul intensa emissio luminsscentie @ pode
ser excitade com o laser de nitrogéniod, a Lécnica ainda seria
bastants limitada. O empregs de um especlroflucrimetro, ndo disponivel
na @poca em qus @stes trabalhos foram realizados, e que pormite
excitar amcstras em difsrentes reagl des do espsciro; de Tam
fosforosaedpio, para discriminar Lemporalmente © sinal de luz @
diferentes marcas de papel, Ltalvez poderfo levar a resultados mais

sabisfatdrios.

5.2) Silica-gel

A silica-gel sxibe smisslo muito menos int@nga-que o papeal
de filtro, come pode ser wvisto na Fig. 5.3, Porém, =sla apressenta
inconvenientes experimsntals pois. como a placa de vidro deve ser
mantida na posicdo vertical e n3o hi aderénocia adequada, o subsirato
ge desprende facillmente da mesma.

A difusdo da solugio da amostra na superficies do substrato
¢ pequena, ao contrario do que ocorre com o papel de filiro. Assimnm,
temos  aDenas  uma  posguena  area daquela superficie preenchida <om
amostra donde a intensidade do sinal é menor. Qutro problema se refere
L reducic da aderéncia do substrato no local onde a amostra &
adicionada.

Devido a estes fatores ¢ ao Fato de sste subsirato ser
seletivo permitinde a determinacio de um nimero pequeno de compostos

via FTA, nido julgamos convweniente insistir nesta metodologlia.
3
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Figura 5.3: Especiros de emissdo utilizando-se como
substrato a silice-gel. A somenie silica @ By aul
de mal. standlica 40 M de Maleato de Levomepromaz lnd.

5.3 FTA Estabilizada por Micelas

MBc foi possivel obter remoclo eficiente de oxigénio da
solugdo micelar =, em consequéncia, os espectros de soluges de pireno
(Fig. B.4> foram atribuidos a flucrescéncia deste (Cline Love e col.,
1980), Com a adicido de sals de prata, come ja menciconadeo. ocorreriam
reacdes fotogquimicas na  selucio enguanto gque sals de chumbo
precipitariam na forma de dodecil sulfalo de chumbo, pois o ponto de
Kraft desta substincia & de B3 °C (tempsratura sbaixo da gual nido se
formam micslasd (Miyamoto, 19801,

A remocio de oxigénio, sssencial para s obler FTA om meio
micelar (Cap. 12, apresenta um inconveniente muito grande, gque & a
formacido de espuma, levands a perdas consideridvels de amostira no
sistema por ndés uwtilizado, Neste processo, o composto a @ ser

determinado também estard presente na espuma, mas em concentracio
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diferente & <da sclugdoe, © gque ird alterar a concenbracio total da
amostra, Algdm disso, com o borbulhamento de gis, a solucio itambém
estard sujeita a evaporagio de solvente, sende ssta outra fonte de

erro para trabalhos quantitativﬁas.

1.50 N - '

NENEREREN

1.00

——,

(Volts)

-

14 :

[}
AN ENEE|

Q.00 1

Figura 2.4: gEspeciro de flucrescéncia de sol.
pLTeENG (40 M) em SDE 0,084 apds ssta  Ler
sido borbulhada por Nz durant e 30 min.

M&todos de degasagem por sucessivas stapas de congslamento
e aguecimento a pressdo reduzida consomem muito  tempo  tornandeo
invidveis em praticas rotineiras. Estes mdtodos também podem levar i
evaporacio de solvente ¢ expansic do volume de Agua =m  balxas

temperaturas, gquebrando o btubo capilar.
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CAPITULS 8

FEMOTIAZINAS
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de absorgio do maleato de levomepromazina e
do cloridrato de clorpromazina (Fig. 6.12 nio sofrem alterac®es nas
posicdes dos maximos das bandas guando se varia a concentracgio destas
substincias., Verificamos, também, gque em melo micslar a posicico das

bandas & independente da concentracio de surfatants.

90,5001 0,400~

ABS L ' ABS

0,400 .
Q200

0 1
0,30 0,000 et e S E—
180,0 232,0 2740 316,0 3848,0 400,0
' . T ONM :
0,200 -
0,100
v L i ‘
OJQOO - S SIS S PR S |
200,0 250,0 3000  350,0 400,0 40,0
NM
Figuras §.1: BEspectres de absorcldo de sol. 10'—52&
de: A Maleato de levomspromazina & B8r clori-
draoto de clorpromazina. Solventes: stanocol.
Todavia, 035 aspaclros de excitagio depasndemn da
concentragio destas substincias (Fig. 8.2, Para o maleatoe de
levomepromazina., este se assemelha ao de absorclo, gquando em

o ] . .
goncentracdes  da ordem de 10 M. Asima desta, porém, ocorrs uma
gradual alteracio na relacdo entre as intensidades das bandas om 253 =

208 nm., sendo qus a primeira diminui até praticamente desaparecem
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e ” i -
gquande a conoentracdc sstid em torno de 10 M. A banda remanescente
C2058 nmd, cuja intensidade wvem aumentands com a concentracio, sSe
dasdobra em oduas outras,. respectivamente em torno de 280 e 385 nm.

o ” , -3
guando a cencentracio da solucio atinge 10 M

VoL TS

<PL0 EXCITADAS Gued X . 440>

YoLTS

T

<209 . P

fraracio (o)

Figura 8.2 fspeciros de excit g«;&o de maleato de lLeavome-
proy:azi.no. em dgual A) _B,0. 40 M; B) 4,0. 4C M; O 2,0,
10 » =3 D> 4,0, 10 M. Os niumeros 40 =2 40C, Nos especw

Lraos corrospondem oo ganho. kS = S50 nm.
2.

Os perfis dos espectros de flucrescéncia ndo wvariam
significativamente com a concentraclo (Fig., 8.3, apresentando uma

banda larga © assiméirica em torno de 450 nm‘{?\wc = 2B0 ou 310 nmd.
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Para a solugcdo 1077 M CA e, 310 nm), ocorre um pequenc aumsnto (10220
E=d <

na largura da banda a meia altura quando comparada <om a da solucio
=.0. 107t M. Este alargamento sugere a presenga de agregados

contribuindoe para a emissio.

YIS

e L
+ — §
0] . 500>
FLUOSESZENCIA Gy

FLUDRESCENCIA {ram)

Figura 8, 3: Espsciros de flucrescéncio do maleato _dele-
vomepromaz‘tga em Adguai A Big. 10_ M: BY 4,0, :u:x" M, O

Sy 2,0, 40 Me D) 1,0, 40 ¥, 0Os ndmercos 4€ o 100,008 -
especl o, correspondem ao ganho. A = BiC nmMm &, po-

ra @ @2pscirs D, 3850 nm. G

As alteracdes observadas nos espectros de excitaglo  ndo
foram detectadas nos de abscorcifo pois estes envolvem tambdm transiodes
cujos decgaimentos ndo sio radiativos. Estas alteracdes podem ser
sxplicadas através da Teoria Exciitdnica, dque se baseia na interacao
entre cromdfores em cristais moleculares e agregados dim@ricos,
CRohatgi, 1968). De acordo com a resultante dos nmomentos de dipolo de
transicio das moléculas do dimero, ocorre um deslocamento espectral,
oriando-se uma degenerescéncia; quando sstes dipolos sofrem interacdo
de primeira ordem com a radiaglo elstromagnética, esta degensrescencia
& destruida resultando dois estados sxcitados com snergias distintas.

As diferentes transicdes aelebtrdnicas possivaels @m
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agregados provém da maneira come os momentos de transiclo se orisntam
nestes (Kasha e col., 18685) sendo que para as substinciaz utilizadas,
podemos supor que os momentos de Ltransicao estejam cbliquos em relacio
a0 eixo dimérico (Fig., 6.43. Un arranjo em fase destes velores Jdiminul
a energia da transiclo fLatrativod sesnguanto que o fora de fase
(repulsivel. leva a um aumento da energia do estado excitado. Como a
resultante do momento de transic3c & diferente de zerc em ambos os
casos, temos um desdobramento da banda de excitacic em duas novas

bandas. : .

BISGLOS DE TRANSICAO
0BLIQUOS

, . f;/>\
PN

F

NiVEIS CO KiVELS 0o RELACED
HCNOMERGD DINERQ cos
. . oFowes

DESDOIAAMENTY DA
BAMNDA

Figura ©.41 piagroma de ensrgia da bando sxcitdnica

para o dimero molecular com oz dipolos de transicde
abliiguos (Dibbern, 41989, apud Kazha & col., 1985,

A formacio de agregados provavelmente vem ocorrendo desde
ccnceﬁtrac&eﬁ abaixo de 107° M devido ao perfil da bkbanda de excitacgio
em 3208 nm, gue mostra uma tenddncia a se desdobrar Jj4 na regifo dw
107*M., Estas subtincias também formam micelas, smbora os wvalores de
c.m.¢. relatados na literatura estejam acima das concentracdes atd
agora investigadas., Florence e col. (19710 delerminaram por medidas de

pH e RMN wvalores de <¢.m c. desta substincia, como ssndos 1,78, 10_2%4
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Csolucdo agquosa) @ 4,50 L1077 M CsolucBo 0,184 M de Naﬁl}i »  propondo

também uma estrutura para sstes agregados (Fig. 8.8,

| T
— s
T W

Figura 8.5: Estruturas dos agregodos de fenciia-
Zinag proposia por Florence & col. (319743 fal=t]
formas: Ar aAdjocents o B> alternada.

Mas estruturas acima., as moléculas estariam superpostas
com a cadeia carbdnica tanto na forma adjacente come alternada,
admitindo-sa tambdém a p@ssfbilidade de formar uma espiral. em  um
arranjo intermediirio aos dois acima citades. Nesta situagio, o modelo
seria compativel com o alinhamento obliquo dos dipolos de transigdo ja
proposto a partir de nossos especiros de excitacdo.

Duando estes compostos foram  dissolvidos eom solugdo
micelar de SDS. notamos os mesmos efeitos verificados para solucdes
aguosas e os especiros ndoc ssrdo aqui apresentados. Assim, as micelas
nioc sio efetivas em promover a desagregacdo das moléculas da

idncia, pelo menos nas concentracdes de SDE utilizadag €0,04 e

o
0]
o+

A Tab., 6.1 mostra alguns dos resultades obtidoz para
zolucfes de malsato de levomepromazina & cloridrato de clorpromazina,

sendo gque sste dltimo é menos flucrescente em relacdo ao primeiro,
=)

tendo sido determinade apenas em concentracdes ac redor de 10 M.

i

o metodo sy bageia am medir o pH do solucdico do surfotante em divarsas
conceniogdes airaves de uma itvlacio. Como oS fenotiazings e
digsoctiam maLs facilmentie ™G forma micelar, o PH da solugdo Sl
sigpificalivamenie ns <. m. . Florence 2 col., 1971,
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Jabwla B8.1: internsidades de flusrescéncia de al gumas

solugdes de derivadeoes de fanotiazinas.

- .
Exc., ~Ewm,. Meio Fenda Concentroacdio I
{rnm2 £ nm) (M) (voltiad

MALEATO DRE LEVOMEPROMATIMA

L0/ 442 Agua 2,8 2.0, i0E{~4} 2,890
4,0, 4108 (-~-5 2,83
8,0, LOE(-4} 5,08
FAD 445 SDR C.,.04¥ 2.:5 2,0, 10E(-4) 3,72
4,0, L1O0E{-5 0,39
2,0, L1OE{~g&> 2,13
zolventia G, 03
2HG. 445 BOW O ,04H 5,0 &, i3, AUE{(~5) 3,25
8,0, 410E{(~G) 0,30
i, 4G, AOE{~-S) O, 4%
4,45, 4OE(-7 L, 2%
solvenie 0,44
10744 ZDLE 0,20 2,5 4,0, A0E{~3) 2,42
2,0, 4A0E{(~4 2,47
4,0, 40E{-%) 4,89
8,0, 10E(-G2 G, SO
1,6, 10E{(-4) $,323
aoclvents Q,2a8

CLORIDRATDO DE CLORPHROMAZTINMNA

AN LB EDE O,04M 2,0 i, 0. 1 0E~-3 ) 0,02
2,0, 10E{~4) G,30
&, 0. L1 ORE{~3) G,14
8,0, 1O0OE{~aG) 9,07
solvente O, 04

i
GCorreaponde & fenda de entrada do moncocromador de

emiasadoc. As demals condicdes do espectrefluorime-

tre foram mantidas constantes.

Devide & formacio de agregados, ndo foi possivel a
obtencio de sinais intensos em 1077 M, gquando me = 31C nm. Em base
aos resultados acima, congtruimos a curva analitica ilustrada na Fig.
3.6, para solusdes em concentracdes da ordem de 1077 M, em SDE 0,04 M,
havendo disp#rsio muito pequena dos dados experimentais (varifnecia 7.8
L1007, N3o obtivemos medidas reprodutiveis para solugdess abaixo deasta

concentracio devido ao intenso ruido de funde e emissio de impurszas

do sol vente.
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Goucinlezeso (18 E407 Molam)

Figura 8.8: curva enslitica porae sol., de maleoio

de levomespromazina sm SDE O, 04 M, A =
SRG . SEM,
2T0 nms/ 450 nirm,

Az medidas efetuadas através do espectroflucrimetro com
laser mostraram Jqus, para uma solugdo 107° M de maleate de
levomepromazina em 5D5 5 mM, a intensidade de emiszsio & cerca de Lrés
vezes malor guando comparada com a intensidade da mesma em dgua. Isto
ocorre na regldo da c.mc. (4,8 mM - vide Apéndice), mostrando qus as
molécul as  da levomepromazina estio incorporadas nas micelas. A
intensidadse do sinal permanece ssbivel em uma faixa de concentracdes
de SDS até cerca de 8 mM.

A3 curvas analiticas para solucdes em stancl e em SDS
C,08M (Fig., .70, oblidas através de medidaz no fluorimstro com laser,
mostram que © primeiro sclvente proporciona menor disperszfo dos dados
em relacico ao pelindmio de segundoe grau ajustado para o gréfico. As
varifncias calculadas foram 8,4 .107% <Sps 0,08 M e 8,0 .107*
Catanol). Devide A presenca de rulde de fundo, as barras de errs se
Lormam muito significativas em escalas logaritmicas guando ¢ sinal &

. p e . -5
pouce intenso,. sendo possivel detescltar apenas concentracdes atd 10 M.
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Ficgura 6,7 curvaes onoliticas para sol. de malea-
to de Levomepromazina em! A elancl e By 2D8 0,08 M.

= 837,1 nm / 45CO nm
S C. 7SN,

A presenca de iodeto de sddio, embora pouco soldvel nas
solucdes investigadas, proporcgicona um aumento na intensidade de
anissio de solucdses de maleato de levomepromazina 107° M. O aumento &
de 20% quando na presenga de 0,02 M Nal em stancl. e de 139% para 0,5 M
de sal em SDE 0,08 M (medidas monitoradas em 448 nmd. O efeito € menos
significative =m micelas de ZSDE devido sestas serem também anidnicas,
repelinds portanto o fon iodeto da superficie. Seria de ser esperar
que este lon. conhecido pelo seu efeito em aumentar a taxa de
cruzamento inter-sistema de espécies no estado excitado, provocasse
supressio na intensidade de flucrescéncia.

Gifford & col. (19772 determinaram os limites de deteccio
para a clorpromazina, HCL ca. 107 M e para o rnaleato de
levomepromazina (4,5, 107% pela técnica de fosforescéncia a 77 K.
Mellinger & col. {12845 determinaram espectroflucrimstricamnaente
concentracdes de clorpromazina.HCl da ordem de 1077 M em Acido

sulfdrico, pelo métode da oxidacfo da subsiincia por 5:343*;{% (Aem =
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240 nm = A%m‘ = 2IBC nmd., Assim, nossos resultados mostram que &

possivel, em melo micelar, delerminar concentracdes prévimas aos

resul tados aci ma.



CAPITULO 7

ALARANJADO DE ACRIDINA
RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os wespeciros de absorclo e de flucrescéncia de solugdes
. . s , - "
10 M de alaranjado de acridina em diversas concentractes de 3D5 sao

apresentados, respectivamente, nas Figs. 7.1 e 7.2,

-

_UNID. ARBITRARIA. -

1 { 3 ) { 1 1 ! 1 3

400,0 4360 4720 5080 5440 5500
NM '

Figura 7.1l: Especiros de ubsorgdo para sol. de alaran-

. .. ~-= \ -

jode de acriding 10 M nas seguintes concentragdes de
BDS (mM>:: AY 0,0 B O,5; G 2,0; Dy 8,0; E) 3,5, F3
4,0 = G &,0.
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Figurs 7.

Espegiros de {lucrescéncia ds sol.

de alaranjado

de acridina 40 M nas seguilntes concentiragdes de SDE {mM)
Ay Q.0 B Q,%; Q) 4,0; D) 4,5 E) 2,9 F) 2,5; Gy 8,0 H»
2.8;: Iy 4,0; J) 4,5; K 5,0 8 L) 8,5, O numero 40, em al-
gunes w@#apeciros, corresspondes ao ganhe., Mos demaira, ganhe 4.
A = 492 nm.

eNC. .

Ma auseéncia de surfalante,

aos descritos por Zanker (1388522,

corante predomina em solusdes

: . -5
menores o iguais a 10 M.

o3 especiros sdo semelhantes
mostrands gque a Fforma monomS$rica do

gquando utilizadas nas concentracdes

A banda correspondente a esta formsa

=l



absorve em Lorne de 480 nm, @ a do dimero em 470 nm. Ji& o sspeciro de
flucrsscéncia apresenta bandas, respasctivamente, om 5458 & em 880 nm.
As intensidades nos maximos das bandas correspondenites A
enissio do mondmero podem ser visualisadas na Fig., 7.3. Com adicBes de
pequenas quantidades de SDS occorre reducfce driastica nas intensidades
de absorc¢io £ emissio. 0 sspectro de absorcio se torna mals largo, com

a banda corrsspondsnte ac dimero mails intensa que a do nmondmerc. Sato

e col. (19812 e Ban e col. 19830, propdem que estes dimeros o
agregados maiores estejam na forma de par-idnice deo itipo
CAAH ——=DS™2 e 0 espsctro de flucrsscéneia também mosira a pressnca do

dimero em virtude da esmniss=8c om B30 nm, sendo a banda do mondmere

bastante suprimida.

L imam i dm. >
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b b e
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e
e
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-

.2 \ t 4 fhsorgis Eletronica

| .
A \‘ ./j 3 Flugrescencia
3, E\— a 2 1-

" .

T * = H ¥ T 1

Iows & 25 3 35 4 a5 & s ¢
Concentragio de $I% (i)

LT R

Figura 7.3: internsidades de absorcio e féuorescéh—

civa, pora sol. de alaranjado de occridina 10 M am SDS,

atd @ c.m. oL . A = 45% nm e A = 452 nm S
abe, e@xe, S em.

B30 nNm.

Continuando-ze com adigdess de SDS, as bandas de absorcio
correspondentes ao mondmero sofrem aumento brusco de intensidadades
quande a concentragio de SDS estd entre 2,0 e 5,0 mM. Este fesndmenc
fol simultaneamente observado nos espectiros de flucrescéncia,

praticamentis na masma falxa de conceniracdes de SDS (2,0 a 5,5 mMd.
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Ban e Sato conzideraram que sstéd ccorrendo a formacio de agreagados
pré~micelares ricos em moléculas de corante, devido ao fato do
surfatants & o corante possuirem cargas opostas,

Ceom a2 adicBo de mais surfatante, tals agregados vic sa

desfazendo & S» rearranjando até gue, na ¢c.m <., s@ formam as ndcelas
convencionais. Posteriormenls, uma malor concentragio de surfatanles, =
conseguentensente de micelas, proporciona umé. redistribuicio das
mnoléculas de alaranjado de acridina enire slas, ald que este predomins
na forma monomérica. Isto foi confirmado por célculos estatisticos
ubilizando-se a distribulgico de Polisson (Ban & col., 18833, Desta
maneira, & Justificado o aumsnte das intensidades de absorcio e
fluorezcéncia das bandas corrsspondentes ao mondmero neste meio. No
caso da flucresscéncia. o aumento de intensidade podes se dar também
pela diminuicfo dos processos de desallivagdo ndo radiativos devido &
protecio gques &35 micelas {ornecem as moldculas de corants.
A establlizacio das intensidades de absorgic e @mi’sﬁéoi
comgca a ocoorrer na regific da e.m.e., cujo valor determinamos como
sends 4,8 mM em solucio aquosa (nmétodo de medidas de condutividads -
Apéndice), Ban e Salo observaram que, para uma malor concentracio de
corante. se {az necessirio uma maior concentracido de micelas para oqus
cocarra a desagregagio do primeiroe, fazendo cilcoculos estatisticos pela
distribuicio <o Polisson e medidas de tempo de vida das espécies de
corants presentes em solucfo micelar.

Comparando-se oz espectros  oblidos para amostiras de
alaranjado de acridina 1.4, 10““1«{, constatamos que, =2m solusdes de SDS
cujas concentiracdes se situam entre 0,8 » 2,0. 10"2 M, as intensidadeos
de flucrescéncia sao cerca de cinco vezes malores gquando comparadas
com medidazs efetuadas em dgua. Acima desta faixa, a intensidade sofre
uma pegquena reducido, atinginde, em ©,15 M, um valor quatro vezes maior
que em adgua. Esta redugio s= deve ao aumento da supressdo causada por

impurezas no surfatante.

lrujimethabas = col., (i278) determinaram o c.m,c. do SDE alravés deo
medidas dag inmntersidades de absorglo 2 emissio de solugdes de alaran-
jode de acridinag sm diversas conceniracdes de |BDSE. Um wumento pesrcen—
tual brusce na intensidades de Flucocrescénciao om G,14 mM fornsced um vo-
lor de c.m.¢. proximo «o do Literatura, determinade por cormdulividade
18,4 mM ~ Fendler e col., 1275,
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possivel determinar concentragtes entre 3,2, 107*° e 2,0, 1077 M de
forma reprodutivel, utilizando-se solugdo 0,02 M de SDS, As curvas:
observadas guande a concentracio de alaranjado de acridina varia entre
1077 & 1070 M C(Figs., 7.4.b e V.4.c2, apresentam peoguena dispersic dos
resultados, com varifncias de 2,2, 10° & 3,7. 10° respectivamente.
Os espectros obtidos para a construglo da curva da Fig., 7.4.¢ s3o

apresentados na Fig. 7.5,

[ G

VOLTS

e e e i

<510 005

E ] FLUORESCENCIA Crara)

Figura 7.5: sspeciros de {luorsscénecia de seol. de

ataranjade de scridina em BDE 0,02M nas seguilntes
concentragdes {nanomolar?: A&y ©,0; B 41,0 Y 2,1
Dy 4,0; E: ©,0; F) 8,0 o G 40,0, A =492 nm.

@RC.

Medidas de flucrescéncia para sclugdes cujas concentracdes
s¥o da ordem de 1077'M nio apresentaram resultados reprodutivels
devido ao limite de sensibilidade do aparelhe o As impurezas
provenientes do surfatante. Observamos, embora de forma qualitativa,
que um ndmsro malor de lavagens da cubeta com dgua bidestilada leva a
resultados mais reproduﬁiveis em concentragdes de alaranjado de
acridina menores ou iguais a 107 M, mostrando portanto o efeito da
provavel adscorgio do corante nas paredes das cubstas., Concentragdes
acima de 1070 M também sfo dificeis de serem obtidas devide & baixa
solubilidade dos  coristals em &gua e aoc corante estar na forma

cdimerizada.
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CAPEITULD 8

MERBROMIN (MERCURIO-CROMOD
RESULTADOS E DISCUSSAD

O merctrio—cromo & wvendido comercialments em selugdo, em
torno de 2%, Porém, nas concentracdss em gue itrabalhamos, abaixo de
107% M, as =olucdes s=e tornam vermelho-amareladas. Tal efeilo é‘
stribuido a desagragac8c deste (Pandya e c¢ol., 18772, sendo um
foandmeno bastante comum em solucdes de corantes.

O comportamento espectroscdpico do merbromin depende do pH
da soluclo em gue esta substincia se encontra (Figs., 8.1 e 8.2, A
absorcio @ a fluorescéncia, pouco intensas em meio Acido, sumentam
$ignificativamente com o pH, atéd gue este atinja 10,8, ¢ maximo d=
absorcio gradualmente se desloca de 4853 nm (pH 2,12 atdé atingir BO0 nm
CpH 5,8, Em pH = 10,5 notamos dois méximos na regifo do visivel (420
e BO0 nm). Come © anel benzénico estd em um plano parpendicular ao
rostante da molécula (Martin = col., 1978), a banda de absorcdo na
regido visivel do especiro corresponde aoc grupo xanténico,

320 S '

ABS

0,258

oozt

0i28

0,064

2,000

1900 3020 ‘4140  S260 6380 7500
N
Figura 8.1: Espectros de abﬁfécao de aoclugdes
syuocsos de merbromin 4,4, 10 M noes saguintse
valores de pH: A} 2Z.,4; B B,2; G 4,8; 0D 5,8
{oweorre noturalmenis om Gguor; EI 7,.2: ¥y 2,4

& 9 44,53,
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Figura 8.2: Eespeciros de fluoresscéncio de solucdss

aquesas de merbromin 4,4, 10 M nos segulnies valo-
res de pHI A 2,2; B 4,8 T 5,8; Dy 7.2 EY 8,4
£33 £ ,4 (?50 V) o 42 40,5 {730 V. ¥Walores snirse pa-
rémteses correspondem 4 lLensdo aplicada ma [stomual-

tiplicadora. Nos demais especiros! 8006 Yolis..

oH - -

Figura 8.3: Espécies de {lucrescsina presentes
em @egquilibrio &oido-bame: 1) catidnica (M #1ly
2y neuirao <H2§=‘%.>; 3y lactdnica; 4 anfoléri-~

ca: %) monocanidnica (HEFL)Y & & diamidnicea (Fly
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CHF1OY - CH;FlD + H K = 2,2

<
CHFL> = CHF1> ™ =+ H* PK_ = 4.4
CHF1D = CF1D° + H¥ pK_ = 8,7

Martin e col. {19782 sstudandoe o comportamento de outro
corante xanté&nico, a fluoresceina, identificaram as diversas espécies
desta substfncia presentes em equilibrico Adcido-base (Fig. .20,
determinande também os respectives valores de pKQ. Como o merbromin
possui estrutura semelhante, podemos fazer analogia deo comportamento
deste com o da fluoresceina, com base nos irabalhos de Martin & col.,
1978 & de Dibbern, 1289,

Como no caso da f{lucresceina, podemos conclulrs que as
espécies anidnicas do merbromin sfo responsiveis pelo aumento das
intensidades de absorcio ¢ de emissfc. B possivel a existéncia de um
equilibrico, em meio dcido, enire as espécies neutra, lactdnica e
anfolérica, pols astas oocasionam diminuicbes nas intensidades
espectrais devido & perda de conjugacio sletrdnica no ansl xanténico.

A Fig. B.4 ilusira os espectros de solugdss de merbromin
em surfatantes e a Tabk., 8.1 apresenta resultados para solugdes em melio

tamponado,
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Figurs 82, 4: Eapac}_;os de flucrescéncia de sclucdes de
merbromin 2,0, 40 M ewm! A dgua)l H) O,0085M Brij-35;
L1y O ,05x Erij~35; D 0,003 M CTAB 9 By O,38M CTABD.
Solucdes om Brij~-38: ganhe 40, ras demaita, ganhe 4.

¢ A = BOO rmd
exa.
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Tabela 8.1: Resuliades comparalivos das intensidades de
fluerescencia de solugdes de merbromin (A = BO4 R .

o . aHC. .
os resuliados estdo ssparadoes em duas puries peln cada
uma Ffoi obitida em diferentes condigdes insitrumentais,

Merbromin Surfatanta Flusrescéncia
=] pH
{107 MO Nome mM A . Cnmd i WD
max Max
<4
4,44 - - 2,0 587 D, e5
P <h
1,08 Brij-s8s 4,4 D,0 527 G, 44
<h
4,24 OTAD o, &,0 558 ©,24
faY
1,04 aTAB i3, 2 2,0, 538 0,40
1,44 - - 14,7, BZY O,32
4,40 Brij-as O, 5 41,7, %27 o,84
4,07 Bri j-a8 i,5 44,7 527 0,20
4,09 SDE zz,2 14,7 oy @, 80
o
O,B4 - - gi,sb B27 o,04
o, 84 Brij-as 2,0 14,5 B2y o, o8

@ o .
tamp do trissHOL
tampdo fosfaloe NaOH

<
sol. NaOH

Observamos gue em valores de pH elevados, Ltanto na
presenca como na auséncia de solucdo tampio, o surfatante Brij-38 nio
provoca alteracdes espectrais, quer em intensidade quer na posigic da
handa. Porém, em solucdes aguosas (pH em torno de 8,00 sem solucio
tamplo, a presenga deste surfatante desloca a posicio do miximo de B528
nm  para aproximadamente  B58  nm, causandoe grande supressio hé
intensidade de emissico. 0 efeito pode zer atribuido ao deslocamento de
equilibrio provocade pelo Brij-35 no sentido de se formarem as
espécies de merbromin mais apolares que estio presentes em meio dcide,
as gqualis absorvem e emitem fracamente {Fig. B.40.

O surfatante CTABR provoca, tanto em pH B,8 (sol. aquosad
como em pH 9,0 (meio tamponade), deslocamento especiral do mdximo da
banda de fluorescéncia para aproximadamente B42 nm < D238 nm
respectivamente. O desleocamento, neste caso é atribuido 2 incorporasio
das moléculas de merbromin 3 micelas formadas por nmoléculas de
surfatante de carga oposta aquslas. Pordm, em meio tamponado (pH =
9,0), ocorre supressio da intensidade de fluorescéneia apds adicio de
CTAR, o que foi atribuido ao efeito do fon brometo, o gual suprime a

emiss3o. Em meio nio tamponads (pH 5,83, este efeito & compensado pelo

88



deslocamente de equilibrioc que o CUTAB provoca, no sentide de dissociar
as moléculas <de merbromin.

A= curvas analiticas ilustradas nas Figs., 8.5 A o 8. 58.B
apresentam variincias de 3,6. 107 (sol. aquosad; 2,4. 10° (sol.
MaOH, pH 141,50 5,6, 1073 C2,0 m¥ Briji-35, tampioc fosfato, sasndo
excluido o ponteo correspondente b menor intensidade) = 32,8 1077 coTAR

1,0 mM, tampZo tris, excluldos os dois dliimos pontosd.

4 $ol, aguesa

4 1.7 WM (T3, pH 8.3, trisAiCl /
33 & Sal. Hatit (pH 15,37 1.5
B 2.9 M Bei-35, 80 11,5

tanpan fosfats/NHali

-
w
-
=]
T

-

\

Yaaewd X P b i dmdse Ao Bk s oo
wr

ordj KX Eovtwrnwd Aondloy alor Ileud w s mes >
=

N

/)5//k |
-1 i : , -1.5

. ; T : T T
~8.3 -1.5 6.5 ~5.3 . & -£8.5 -8.% -8.5 15 —5'.5 -5.5 -4,3
Loz {Conventraghc Holam) Leg tConcentoagin Molant

Figura 2.5: curvas analiticas pora sol. deo merbromin
e mei oS8 Aagquosse (B.3.q) o micelar {(5.5.bx. A s

exe, “om,
BO0 nmoS27 o nm (S38 mm paro sol. JTABY.

Na auséncia de surfatante, foram determinadas solucdes de
atéd 107° M de merclirio-cromo (Fig. £.85.A). Ji& om presenca de CTABR =
Brij-38, feol possivel obter valores de até 107%° M, ambora neste caso,
os pontos correspondentes estejam mals distantes da reta (Fig., 8.35.BD,
A maior sensibillidade € proporcionada pelo melio contendo Briji-358 em
meio tamponado, o que evita deslocamentos de equilibrio das espécies
presentes (embora em pH 11,5 acreditamos que todo o merbromin esteja
na forma dianidnicad. O CTAB, como jA mencionado, proporciona sinais
mencs intensos. |

Medidas em CTAB 2 na presenca de tamp3o fosfato ndo foram
realizadas cdevide a formacio cle precipitados. Solucdes =m

~ -
concentracdes da ordem de 10 M se agregam, conforme pods ser

o2



inferido do alargamento da banda e do deslocamento do maximo de

absor¢io de 5227 nm para aproximadamente 538 nm (sol. agquosa) e, de 338

1,0 mM CTaR, pH 9,0 em tampdo Trisl,
Em CTAE, ocorre precipitacio de

nm para em torno de S60 nm (sol.

merbromin nesta concentracio = a3
intensidads de flucrescéncia & reduzida em cerca de 10 vazes.
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"CAPITULO O

CRISTAL VWIOLETA
RESULTADDS E DISCUSSAD

Os especiros de absorcioe de solucdes 1.1, 107 M de
cristal violetsa sm diversos wvalores de pH (entre 2 & 72 nioc sofrem
slteracdes na posicio das bandas (Rmém = B82 nmd {Fig. 8.43, oom
intensidades praticamente estivels. Soments em pH 2,1 notamos um
pagusne deslocamsnto do miximo pars 888 nm, & o surgimsnto de um
pegquene onbro em Ltorne de 420 nm Analogaments, o espectiros de
flucrescénoia sdo idénticos com méxiﬁc em torno de 820 nm Ckéxc. = B20

nmd (Fig. 9.3, especiro A. Em pH 2.1 a intensidadoe de flucrwscéncia

deste mixime & cerca de 10% mencor comparando-se com aguslas relativas

a outros valores de pH.

Figura #8.1: rspeciro de absgrgao de solugdo
de cristal violetla 4,4, 10 M em dgua, no
pH de 35,8,

Os espectros de excitagfo mostram que, com o abaixamento
do pH para 2,1 e em seguids para 2,1 ocorre um alargamento da referida
banda, cujo comprimento de onds miximo estd enire BY0 e 3880 nm, com o

aimiliidnec surgimento de oulra banda, menos intensa, om 280 nm. Assim,

71



podencs sSupor JuUe ocorre protonsciioc do corante eom valores de pH
baiwxos, justificando as alteraches esspecitrals observadas.

A Fig. @.2 ilustra as intensidades de fluorsscéncia de
solucdes 1.1. 10™° M de criztal violeta em fungBo da concentragdo de
szsurfatante. Em nenhuma situacio Ctanto para 5DS como CTABR ou Brij-3850,
ocorrem deslocamentos significativos do miximo de emissio, em Lorno de
530 nm. A determinacloc precisa deste é dificil devido & banda larga e
praesenca de ruide. A Fig. 0.2 mostra os espectros para solucdss em

Bri j-—355,

i & H

~
Venb orma <Unl tm>

Prid-35
Zodecil Sulfate de $hdio
CIas

Yratwinz b ity Ao

i

e L3

K}

r 7 ! ‘ i r
4 3 i2 15 22 24

Goncentrazde de Surfatente (milimolap)

Ficgura 9.2 intensidades de ﬂuog@scénciq de solu-~
¢Bes de cristal viecleto 1,4, 10 M em moie micelar.
= [IHO,EE0 nm.

ST . ST,

Os espectros de absorgio para zolucdes do corante obtidoé
em preseonca de tensoativos apresentam pegquenas diferencas de
intensidades cquando as concentracdes dos surfatantes corraspondem
hquelas do Gltimo pontoe de cada curva mostrada na Fig. 8.2. A posigio
des miximos de absorcfo sofrem pequenas alteracdes devido aos
diferentes sitios deo seolubilidade. Assim, tals maximos ocorrem &m 583

Am CCTARY, S85 nm (SDS) o 880 nm (Brij-353 e 882 nm Ciguad CFPig. 8B.1D.
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Figura 9.3 mapeciros de flusrsascéncia de solugdes de

eristal wvicletita 4,4. 40 M noas seguintes concentiragSes
de Brij~5% (mM}! A) 0,00: ,05; 0,09 0,i4; O,23] O, 45

Q,20; 4,23 2,2 2,8 e K» 4,i. Valores om segquénsia da
baixe para cima, nes sepeciros. A = BBO nm.
ERHG -
Portanto, devido a estas peguenas diferencas em

intensidades nos espectros de absorcio, podemos associar o aumento. da
intensidade de fluorescéncia 3 protecic gue as micelas proporcionam ao
croméforo contra desativacio ndo radiativa. Deste modo, o CTAB n3o
ocasiona aumento significativo da emissdo, haja visto gue este Ltem a
mesma carga oo corante, repelindo-o da superficie micelar. SDS é
Brij-3%, aumentam a intensidade de emissio em, respectivamente, csrca
de 3 o B vezes. Assim, para a construcfo das curvas analitica foram
sscolhidos os seguintes meios: EDE O,010M & Brij-38 2,0 mM, para os
quais obtivemos intensidades maximizadas.

A necessidade de se trabalhar com uma concentracfo de
Brij-28 muito acima da c.m c vem do fato de este valor ser baixo para
o surfatante em questio ¢ 8,0 a 4,3. 107> M, Fendler e col., 18753,
ndso sende ¢ nlmero de micelas suficiente para incorporar todas as
moléculas de soluto.

A Fig. 9.4 mostra as curvas analiticas. Fol possivel
determinar, em melo micelar, até conceniragdes da ordem de 107" ¥ de
cristal Qioleta Ccontra 1077 M em soluclo aguosa nido micelard, A

dispersdo dos pontos & pequena tanto em SDE como em Brij-38 sendo gue
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para este Gltime os sinais sac pouco mais intensos. As variincias
caleuladag foram 1,7. 10° (Brij-38) e 8,8 10° (SDS). Os pontos.
correspondentes & concentragio 2,06, 10" M nfo est3o incluides no

cdlcule da sguacido da regressio nem da variidncia.

ek
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Figura 8.4: curves analiticas paro solucdes de

cristal violeta sm dgus & om meio micelar, mo-

mitoradas sm 630 nm. {A = BH0 nm
sxC,

Em concentracdes da soluclo em tornoe de 10°° M, tanto @m
dgua coma em surfatante, observamos a suprsssdo da flucrescéncia
devids av inicis da formaclBo de agregados., Isto pode também ser
constatado nos deslocamentos espectrais para comprimentos de  onda
malores e no alargamento das bandas (Fig. 8.3). A soluclo micelar ndo
acarreta deslocamento do sgquilibrio entre as espécies monom@ricas e
agregadas. Caso isto nio ocorresse, tais agregados estariam presentes

apenss quande as concentragdes do corante fossem malores.
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Figura: 9.58: mepectres de flucrsscéncia de sol. de cris-

tal wioleta em 2,0 mM de Brij-33%, nos _seguinies ¢oncen-

tragdes ':Mi_:; AY 4,0, 40 “% B} Z,4.40 Jig oy 4,4,
LDy 8,2 140 s EY 4,9, 4 ; F} 8,2. 40 3 O, 4.
e HY roeferémcia. Ganhoe 100, =axcetio B, @ e D, onds
ulili=zado ganhe 10, Kex«: = BBO nm. ‘
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Vimos gque a téonica de fosforescédncia & temperatura
ambients, @Mmiora apr=santando vantageans Ltals SIS simplicidads,
rapidez, possibilidade de automaclo ¢ limites de destecclo balxos, ndo
apresentou resultades setisfatdricos nas condi¢gdes om gue trabalhamos.
Talvez astes posSsan s mel horados mediante DL uUso de i
sspectroflucrimetro no gual se podes selscionar o comprimentio de onda
da luz empregada para excitacBo e subtrair o especiro relativo A
emlssic do subsirato.

Mesmo tendo sido extensivamente investigados muitos tipos
de materials para serem ultilizados como substrato, sste continua a ser
um fator limitante para © bom desemnpenho da referida técnica e, por
azte motivo, o numeros de btrabalhos publicados scbre o assuntce wvem
diminuindo drasticamente nos Gltimos anos.

Om sistemas micelares Lém rescebido bastante atengloc por
parte de pesquisadores em diversas dreas da quimica @ biogquimica. Em
gquimica analitica, existem mnmuitas possibilidades de trabalhc na
determinacico de compostos quimicos por Fflucrimetria sm meio micelar.
Esta & uma altesrnativa para grupos de pessquisa e de limitadas
disponibilidades financeiras, devido a nido necessidade de squipamentos
de alto custo e para laboratdérios de andlises clinicas, devido &
zlevada sensikbilidade da técnica. Para a cobtencio de resultados mais
satisfatdrios. fTaz—-se necessarioc Lm razoavel conhecl mento do
comportamento e dos tipos de interacdss das substincias em andlise com
as micelas, para gus os Ltrabalhos sejam melhor dirscionados.

O resultados obtidos mostram a possibilidade de se
determinar concentracdes de até 107 Molar oferecendo, portanto,
possibilidades de desenvolvimento de métodos analiticos para
determinagio de componentes tLracoes em, por exemple, amostras de
materiais bioldgicos, além de permitir a adapltacido das metodologias ja
existente para fluorimetria ccnveﬁcional {em solventes homogdneosD.
Tambdm & possivel o acoplamento com oublras Lécnicas analiilicas Lal

como a coromatografia com detector de flucrescéncia.
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APENDICE
Determinacio da c.mc. do D% e CTAR

A o.m. e, determinada pelo método de condutividade forneceu
os seguintes wvalores: 4,8 mM (SDEY e 0.8 mM (OTABD, engquanto gque os
valores fornecidos pela literatura s3o respectivamenie, 8,1 o Q,Q'm}‘w&,

O método empregado para purificacio destes surfatantes ndo
foi eficiente, portanto, na remeglo das impurezas no caso do DS,
Estas possivelmente corresponderiam a &dlcocis de cadeia longa, a
partir deo qual o surfatants ¢ produzido.

Mo caso do CTAB, mais soldvel no solvente ao qual =le foi
recristalizado, tinhamos a presenca doe menos impurezas ©/0U © ProcasSso

de purificacio fol adeguado,
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