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ESTUDRO ESPECTROSCOPICO DA FLUORESCEINA EM POLICALCOOL VINTLICOD
E POLICACETATO DE VINILAD
RESUMO:

Através das técnicas de espectroscopia eletrénica de
absorgdo WAVIES @ omni ssEo f'oram realizados estudos do
comportamentio fotofisico da 1 gorascai na om diversoz sistemas:
Cad) solugles aquosas de ’ diferentes pH, B2 soclventes pr‘éti cos
Cotanol o wetileno glicold, C<d poliCalcool wviniliced CPVAD.
Cdd) solventes apréticos (acetato de etila, dioxano @ acetonal,
(o> polilacetate de wvinilad (PVAcD. Oz estudos om sol ugties
permitiram que s detsrminasse o© comportamento de todas as
ospocias de dissociag do’  da flucoresceina b@sﬁ CTOMO das
caracteristicas de ssus agregados e serviu come base para a
interpretacio dos resultados cobtidos com as matrizes poli méricas,
que possibilitaram, ainda, | identificar a natureza ‘dos sitios ds
a;:isor ¢3o da flucresceina nas matrizes poliméricas.

Obser‘vou--se.« que, em solugles aquosas diluidas, todas as
formas de dissociagfo da f‘l ucresceina s=3o f‘c:r.t,ementa dependentes
do pH da solugdo, est3o presentes no estade esletrdénico
fundamental @ que apenas as formas neutras lacténica e anfo-ficon
néo estioc presentes no estado eleirdnico excitadoe., Utilizando-se a
técnica -de gspecltroscopia eletrdnica de excitagfo, verifi cou-se
gque nas sol uglies aquosas saturadas em pH 4&cidos CpH < 4,00 e,
neutros e basicos (pH > 6,0 ocorre a formacg3o de agregados do

tipo sandui che.



Verificou-se gque, nos solventes aprétitmsj utilizados,
soment.e .a especie lactdnica esté proesente nos astaaoa @letrénicos
fundamental ¢ excitado nas solugBes diluidas @ gue nas soluglBes
concentradas. ha um deslocamentoc do equilibric de dissociagfa no
sentido da formagio do anfo-ion.

No caso da flucoresceina dispersa em PVAc, cbservou-seo
quer nas amostras diluidas, quer nas concentradas, a presenga da
forma neutra lactdnica no polimero, no estado 2letrénico
fundamental. Porém,” ne estado eletrdénico | gexcitade ha wum
deslocamentc do equilibric no sentido de formag8e da forma neutra
anfo~ion, que € responsavel pgla omissio de flucrescéncia. O
espectiro eletrdnico de emissio da amostra concentrada apresenta
duas bandas c¢om alto grau de scbreposig3o, que desaparecem,
resultands em uma bandax Unica de meia largura maior, quando do
processo de recozimento, concluindo-se, portante, gue o corante
ocupa sitios de.adsorgzo diferentes na matriz polimérica, uma vez
que 935S Processo aliera o grau de cristalinidade do polimero.

Através dos espectros eletrdnicos de 'absorg:&o UVAVIE
emissso, ccnclﬁiu*se que, nas scoluglies diluidas em soclventes
préticos, ha um. squilibrico entre as formas neutras 1ac:t.61;xi=a. @
quinondide no estade eletrdnice fundamental & sntre a forma neutra
quinondide e, provévelmente, a forma moncaniénica no estado
letrénico excitade. Nas solugSes concentradas, concluiu-se e hdk
um egquilibric entre as formas guinondide, moneanidnica @,

provavelmente, a forma dianiénica.



Mos filmes diluidos de PVA coentendo flucresceina,
obser vou-s< um equilibrio entre as especios gui nondi de <
.mnoani dnica nes estados eletrdnicos fundamental e excitado.
Wilizando—se a técnica de espectroscopia de absorgio
infravermel he © processo de recozimento das amostiras, verificou—so
que a forms quinondide ocupa o5 sitios de adsorgSo na interfase
dos cristalites & a espdcie monoanidnica ocupa o sitios de
adsorglo da fase amorfa. A dispersEc de fluoresceina om filmes
mais concentrados de PYA, resulta na formagio de agregados segundo
um modelo 1 inear,

Esses resullados permitem as seguintes concluses: os
estudos do corante em solugHo foram Gteis para a i dex*;ti ficagdc das

propriesdades fotofisicas das gspecies de dis=soci a<;§c$ da
fluoresceina; atravées dess;s estudos foi possivel didentificar as
e'f.spéci es presentles nas matrizes poliméricas: sendo as diferengas
espectrais atribuidas as forgas de interag¥o ~ distintas
polimero-polimere < l‘ polimero~corante nos wmitios de adsergie do

filme.



SPECTROSICOPIC SITUDY OF DISPERSED FLUORESCEIN IN POLY CVINYL

ALCOHOLD AND POLY C(VINYL ACETATE> MATRIXES.

ABSTRACT:

Using the electronic absorption CUV/VIS) and fluorescencs

emission sSpectroscopies . it was studisd the photophysics of

fluorescein in several systems: (a) aguecus soluticons at different

pH’s, (b3 protic solvents (ethanol and ethylens glycold, C(cd poly

Cvinyl al<coholl ((PVAY, (d) aprotic solvents (ethyl acetate,

dioxane and acetone? and (&2 poly Cvinyl acetated (PVAcD. In this

way it was possibkle to understand the behavior of all disscociation

forms, as well as the characleristics of the aggregates of the dye

molecul e,

The studies of the fluorsscein in low viscosity liguid

solvents, @llowed: Lhe interpretation of the resulis obbained for

flucocrescein dispersed in rigid polymeric matrixes and the

identification of the nature of the different absorption sites of
the dye in the polymeric films.

In aqﬁeous dilute solutions, the disscociation forms
prese«nt in solut’.ic;n depend on the pH and all ithe speciss raxist in
the ground and excited elecironic states, except the neutral

forms: lactonic and.amphowion, that are not present in the later

state., Ulilising the slectronic excitation spectroscopy , it was

verified that in the saturated agquecous solutions in  acid

CpH < 4,00 and, neutral and basic (pH »6,0) media there is the



f‘ofnfation of a type sandwich aggregates.

In the sprotic dilute system, only the léctonic form is
present imn the ground and excited electronic states However, in
more concentrated solutions, there is a shift of the dissociation
equilibrium to form the ampho~ion in elecironic states,

For fluorescein dispersed in PVAc, the lactonic form is
present in both, dilute and concentrated films, in the electronic
ground state. In the excited state, there is a shift of the
dissociation equilibrium toward the neutral faorm ampho-ion, which
is responsible for the fluorescence. The emission specirum of the
concentrated polymeric film showed twe highly overlapped bands.
When this film was hesated Lo B0<C Cannealing preocess) and slowly
conled, the two bands collapsed , resulting in a single broader
band; indicating that the dys exists in different adsorption zites
of the polymeric matrix.

There is a disscociation equilibrium between the nsutral
lactonic and quinoﬁoid forms of flucrescein (both in the ground
electronic stated in protic dilute systems. It was suggested Lthat
in the e:.ccitad -Glectrcmic state, there is an sguilibrium bestweon
the neutral qt.;i noneid form  and monoani on. In <onc en-t,r at-ed
solutions, the neutralr quinonaid form, the moneocanicon . and,
probably, the dianion are pr'_esent. in sgquilibrium, in both, ground
and excited 919ctr-cnic states.

In the dilute films of PVA containing flucrescein, it was

seen that the quinconoid and monocanicnic forms are present in the



ground and excited slectronic states. The infrared s;;;-ect,ra showsd
that the neutral guinoneoid f‘ca;-m ocupy the adsor f:\*bi on sites in
| crystallite interfaces and the monoanion is dispersed in the
adsorption sites of the amorphous fase. Concentrated films of FPVA
containing 1 uara-_.—.%cei n result in the formation of the str uctux_-ca
aggregates.
These resulis allow the following coenclusions:

CAD the studies on fluorescein selutions permitied the
identification of the photophysical behavior of the di s:;;mc:i aticon
forms; |

CBED wlilising these studies it could be possible identify the
forms present in the polymeric m;.n.tri »OT

CCY  the spectral differences were  ascribed A to different
interaction forces for polymer-polymer and polymer—-dye system in

the different adsorption sites



- CAPITULO 1 —

— INTRODUCAO TESRICA -—

1.1- CORANTES XANTENICOS:

1.1.1- CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES:

Corantes desse grupc sdo derivados deo xantenc.
dibenzo-1 .4-piranc (I). geralmente com substituintes -—NHa ou  ~OH
na posicgio mela oem relagdc ao oxigénio ligado om pontac 1> . As

fluorescei nas contém os grupos hidroxila @ as rodaminas contém os

grupcs amino no anel xanténi coc 2l .

QO

Hp

CIo

Um dos primeiros corantes xantdénicos sintetizada foi =
flucresceina, obtida por condensa¢d3o do anidride ftalico com
resorcinel om presenca de aoido sulfarico concentrade (Basver.

s s C12C2D . o e

18715 . A emnissio de flucrescéncis intensa. mesmo om sclucSes
dilufidas. permite que a fluoresceina seja wutilizada como um
marcador para salva-vidas no mar. para tracar fluxos de dgua

subterraneos. e na medicina para def,erntinagao de circulagSc de

<32
sangua .



O sal de s&dic cu potissio da flucocresceina ¢ denominado
uranina. Atualmente. a fluor osceina ¢ utilizada, principalmente.
como intermediaric na obtencic de seu derivade tetrabromado

denominado ecsina (I1). descoberta por Carc, 1874*:3)'

CIIa

1.2~ COMPORTAMENTO FOTOFISICO DA FLUORESCEL NA:
1.2.1- TRANSICRQ ELETRONICA NAQO-RADIATIVA — CONYERSZO INTERN.

Martin = LindqvisLC4) estudaram o efeite de solventes

deuterados nos processos de conversde interna (€ S.l— —— SO) =)

cruzamento inter—-sistema ¢ Sl —_— e TJ. > nazs moléculas de

G-hidrox - 2-fenil-flucron (HPF) & flucoresceina. atraves de medidas

de rendimentos quinticos de flucorescéncia CQFD v fosforescéencia

- C4D
CE P) em sl ugdes alcalinas de Hao. Dao. CHQOH . CH3013 .
Nas condicBes do estudo, HPF (R = H) e lucresceina

CR =~ COO D estavam presentes na forma dissociadacld'?.



. O= resultados obtidos por es

adgua &

tabela 1.1 .

Tabela

fosforescdncia

e douterados

matancl protonados
1.1: Rendimentos guanticos
.C&P) ® conversic

de

interna

sAO

mostrados

flucrescéncia

L T

&I

fluorescel na em solvenlbes protonados e deuterados.

de

HPF

tes autlores para os solventes

fp =1

L9 i

F

COMPOSTO REND. QUANTICO SOLVENTE €0.01 M NaOH ou KOHD
H 0 D0 CH,OH | CH,OD | CD_oOD
I, 0.21 0,30 o.21 0,20 | o.3z0
HPF %, 0.008 | c.002 | 0.011 | 0.013 | 0,013
. 0.78 0.68 1| o0.78 0.69 0,6
;F [0 & ) O.a2 1.00 1.00 1, D0
FLUORESCET NA £ 0.032 | 0.030 | 0.035 | 0.023 | 0.0=2
- 1o. 0 0.05 K2 o o

Uma vez que os corantes s3o acidos fortes Lanto no estado

eletrénico

excitado.

como no estado fundamental,

ndc ocorre a




protonagio dos dnionz eletronicamente excitados., Na auséncia dae
protonagice @ outras reagles fotogquimicas., os efeitos de isditopos
rnos rendi mentos qu&n’c;i cos de fluorescéncia o fosforescédncia dewvem
ser devidos as variagfes nos processos ndo-radiativos de conversIEXo
interna (CI2 & cruzamento inter-sistema (CISD €143 .

A ‘deuteragdo do grupe =anténico ' apresentou efeitos
dezspreziveis nos rendimentos guanticos dos processos radiati vc:n:'s;
Isto indica gue as vibragles CH n3o estBo envolvidas nos processos
nAc-radiati -\.ma..-tsc 42 .

Segundo Martin e Lindgvist, o estudeo dos corantes om
solventes deuterados mostrou gque a transigEce nEo-radiatiwva
princi j:al ocorre via vibrag@es do grupo OH do scl vent;e. Através da

‘tabela 1.1, pode-se verificar que a deuteragdoc do grupo OH di minugi
significativamente a preobabilidade de <conversde interna. A
dfautar agico dos grupos metila ndo influencia acentuadamente o
processo do conversio interna para o corante HFF.

O rendimento quantico de flucrescéncia da fluoressceina
nic & afetado pelo processo da conversZc interna, uma vez que este

€ desprezi velc 4 .

Marti nc 52 estudou, postericormente, oc-efeitc de pontes de
hidrogénio nas transigiies eletrdnicas ndo-radiativas em corantes

xanténicos e obleve o5 resultados mostrados na tabela 1.2 para a

flucrescel Nna.
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Tabela 1.2: Comprimentos de onda maximos das bandas eletrénicas

de absorg¢io C)\a ,» @ emissHo (A 2, tempo de vida T .q°

bs. ma @m. max ad
do estado excitado, rendimento quantico de flucrescéncia Céplj.
rendimento quantico de conversZo interna C§CI).
SOl abs. max 1-:“au:i kem max -3 $
VENTES « Cmmd <nsd nmd Fi <1
CFQCHEOH 484 4,0 £ 0,2 502 1,00 = 0,05 0
HEO 401 4,0 £ 0,2 514 0,02 : 0,08
CHBOH 49085 4,0 + 0,2 Si8 1,00 * 0,08 O
CH3CH20H 499 3,9 %+ 0,2 520 0,97 £ 0,05 o)
H(‘.‘GN}-I2 508 2,6 * 0,2 528 0,78 + 0,08 0,22 + 0,08
HCONCCH3)3 Blg 4,0 .+ 0,2 543 0,88 + 0,06 0,42 % 0,06
CH3$OC:H3 520 3,8 £ 0,2 543 G,60 * 0,05 0,37 % 0,08

0O deslocamento espéc tral para comprimentos de onda
menores com © aumentoc na capacidade de formagiic de pontes de
hidrogénio, indica que .o estado eletrénico fundamental ¢ melhor

estabilizado pela liga¢%o de hidrogénic em rel agdo ao estado

excl tado. Esta obser vagEo & concordante com o fatoe da
flucresceina ser um Acido mais forte no estade eletrdénico
exci tadoc s> - Os deslocamentos similares para a regifc do azul dos

éspect,r.os eletrénicos de absorgfio e emissio de flucrescéncia, com
a formagiIo de pontes de hidrogénio, indicam que os estados SO e Si
sofrem a mesma mudanga na geometria molecular, fazendé com que os

fatores de Franck-Condon para as transigSes permanegam
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gssencial mente os mesmos.
Resul tados anteriores mostraram que a formagio de pontes
de hidregénio influencia,. principalmente. o processce n¥o-radiative

Sf‘""'"’ SO: quanto maior a capacidade de formag8o deste tipo de

CsD
CI ’

!-laur"l',:'m‘cssD verificou gue a constante deo wvelocidade (KCI)

ligagBo, menor & &

da fluoresceina ¢ menor om relagic a KCI do HPF. Como os grupos
fenila @ >=anténico (cromSforol n3o estice conjugados, peois nio
est¥o no mesmo planc, deve-se esperar gque o fator de Franck-Condon

n¥o seja influenciado peloe grupe carboxila da fluoresceﬁnacsj.

Segundo Marti nc S2 » & transi¢so n3oe~radiativa de convers3o interna
& influenciada pela proximidade dos grupos carboxila @ xanténico.

A presenga do grupe carboxila cria uma estrutura ordenada do
solvente em torno do grupe xanténico & aumenta a gél vatagHo de

8D
corante .

1.2.2- TRANSIGAC ELETRONICA NAC-RADI ATIVA.

CRUZAMENTO INTER-ZSISTEMA:

Segundoe Fleming e co-autor rasc 82 , nNa série: fluoresceina
CF12, weosina (EBr 4F'l 2. eritrosina (I 4F‘1 2 e rosa de bengala
L 4C1 4F’]. 2 ha um aumento acentuado da constante de wvelocidade para
o Cr uzaménto inter—-sistema por um fator de =~ 800 da flucoresceina
para a eritrosina, gue ¢ causado pela halogenagic do anel

xanténico da flucresceina. A substituigio de atomos pesados tanto

iz



ne corante, como no solvente, resulta em um aumento do acoplamento
spihvérbita entre os estados singlete e triplete, fazendo com que
o processc nFo-radiativo de cruzamento inter-sistema S1 e T1

seja mais eficienteC7).

1.2.3- FOSFORESCENCIA E FLUORESCENCIA ATRASADA:

Uma solugi¥o diluida de flucresceina em qualgquer solvenlie
dcido que fol resfriada até o estado vitreo, sem cristalizagZo, &
fosforescente, O solvente pode ser Acido fosfdérico, Acido
sulfirico ou os acidos citrico, tartariceo ou bdrico fﬁndi dos.
Nesses casos, ha emissio de fosforescéncia da espécie catidnica da

flucrescel nac 83 .

e » embora a f\bsi‘or escéncla

Segundoe Lewis e co-autores
seja uma propriedade caracteristica dé meios r igi dos, n3o & a
rigidez macroscépica © fator mais importante. Uma solugioc de
fluocresceina em 85% de Aacido fosférico apresenta emissio de
fosforescéncia a -80°C, embora nesta temperatura, uma haste de
vidro dispersa no Acido super resfriado possa ser rotacionada sem
muita dificuldade. Todos os soclventes utilizados no estudo da
emiss¥o de fosforescéncia da fluocresceina possuem muitos grupos
hidroxdla e permitem a for mar;éo de pontes de hidrogénio
s§1 venté-sol vente e solvente-soluto, dimi nui ndo, portanto, a
el

velocidade de difusic do corante

O espectro de fosforescénclia da fluocresceina em Acido
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bérice apresenta, a temperatura ambiente®, uma banda intensa Cbanda

) em =~ 47 nm o uma banda deo baixa intensidade relativa na regisoc

do verde Chbanda ). X medida que a temperatura decresce ha uma

diminuic3o gradual da intensidade relativa da banda na regidc do

azul. A temperaturas mencres do que -35°C, S0 & verificada a banda
: ) caed

na regific dé verde, em > 5758 nm .

Posteriormente, Mc Glynn e co—autor asc 72 denominaram a

fosforescédncia a de fluorescéncia térmica atrasada, pois ha um

cruzamento inter-—-sistema ‘I‘1 -—— - Si’ ativado termicaments e uma
emisslo de flucorescencia .‘3‘-1 e So, que tem © tempo de vida do

estade triplete. Este tipe de emiss3eo também & denominado

fluorescéncia atrasada do tipe E, por ser do mesmo tipe daquela

‘caracteristica da eocsi nac 7 .

Todos os processos fotofisicos cilados neste capitulo e
no capituloa 2 sZo discutidos detalhadamente por Birks em seu livro

entitulado: Photophysics of Aromalic !‘foteculescgj.
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1.3~ EFEITOS DOS SCLVENTES EM ESPECTROS ELETRONICOS

1. 3.1~ INTRODUCKO:

Sabe-se que o espectro eletrdénico de uma melécula imersa
em um sol vente sofre um deslocamento da energia em relag3c ao
espectro da molécula isocl adaC1 o . Duas classes de fendmencs de
deslocamento foram definidas:

CAY Muitos, especi ai mente o©os maiores, s3o atribuidos a efeitos
quimicos especificos do solvente em um ou mais estados eletrdnicos
do crom&fora. Alguns efeitos especificos importantes sdo: formagio
de pontes e hidrogénio; transferéncia de carga ou dé préton entre
‘soluto e solvente; e equilibrios de agregagifc de
sal vante, ionizagio e i someri ZagEo. LB A segunda classe &
atribuida a interagBes ff ..éi cas entre moléculas de soluto e
solvente, Teorias destes efeitos gerais assumem que o niveis de
energia d§ croméforc:;' isolado (& baixa pressic na fase de vapor3 e
solvatado =3oc os mesmos em uma aproximagdo de ordem zero e tratam
os efeitos do solvente como uma perturbacgio fisica dos niveis de
energia do cromdforo. Frequentemente, sé& perturbagBes devidas a
interagles intermoleculares . atrativas s3o incluidas na

anélisecj'i:).
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1.3.2- TEORIAS DE DESLOCAMENTOS ESPECTRAIS CAUSADOS POR

SOLVENTE:

E apreopriado construir uma tLeoria completa na gual
relagBes entre deslocamenteos causados por solvente ¢ por forgas
intermoleculares sio usadas juntamente com o© conhecimento deo
efeito dessas forgas em fungPes de distribuigo moelecular,
relacionando todas as propriedades de equilibrio do _ sistema
soluto-sol vente com os dados espectrais; no entanto, uma teoria
completa n3oc € possivel devide ao atual estigic da tecria de
fluidos densos.. Na tentati va de resolveaer o problema, S@
estabelecem parametrizagSes sistemiticas | e menos gerais dos
deslocamentos espectrais causados por solventes em termos de suas
propriedades macroscédpicas (Cindice de refragio, constante.
dielétricald. Tais parametrizagBes assumem gue as interagSes
moleculares responsaveis pelos deslocamentos espectirais podem ser
expressas em termos dos paridmetros gque governam a inter ac_;“::{c de
moléculas isoladas com um campo externo, como polarizabilidades
moleculares e | momentos de dipelo. O problema ¢ relacionar
propriedades ma'cr' oscodplcas de sistema a suas propr iredades
moleculares individuais (13, Para isto, adota-se as relaglSes de
Clausius-Mosotti, ou as de Onéager para a ligag3do entre
poelarizabilidade e momento de dipolo, e indice de refragio e
102 .

constante dielétrica

Uma outra rota possivel para uma tecria de deslocamentos
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espectrais parte do principic de gque o meic sclvente gque redeia 2
moelécula do soluto, @ uma fonte de campo elétrico oscilante cuja
média, gquadrado médio, etc, exerce efeitos observaveis no espectro
de uma molécula do soluto. Nesta aproximacZo, © problema consiste
em relacionar essies wvalores médios as propriedades macroscdpicas
do meio C10?.

A teoria da perturbag:ﬁc‘ de segunda ordem ¢ utilizada para
desepvol ver expressfes para as duas mudangas dos niveis de energia
eletrénica estaciconaricos e de diferencas de energia, ou energias
de transigi&o de uma molécuia de scluto simples, que se originam de
campos elétricos devidos a uma configuragio particular de wuma
melécula de solvente indiwvidual. A média dos ‘deslocamentos
resultantes €& feita sobre todas as configurac@es apropriadas das
mol'écuias do solvente da solugico. Esta média se relaciona as
propriedades mcroscépicas. da solug3o, do sclvente e do soluto
pélas egquagles aproximadas citadas anteriormente“‘oj.

Absorgio, 6u emi ssio de radiag¢io por um cromdforo ocorre
em uma escala de tempo pequena, comp.a}r-ada com aquela necessaria
para ocorrer a re-orientagdo molecular em um. ligquido. Portanto,
considera—-se que as moléculas do solvente que circundam um dado
croméforo  permanecem em posigses fixas durante os processos de
absorc;“a!’c' ou emissZo. A configuragZo do solvente apropriada & a

€11d )

correspondente aco estado inicial do soluto
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As expresstes mecinico-guanticas resultantes que
descrevamk os deslocamento espectrais podem ser desenvelwvi das om
termos de duas moléculas, © croméforo e uma molécula simples do
soivent.e. As solugles deste problema, que s3o obtidas da média da
fungio de distribuig3c do par soluto-solvente apropriade, podem
ser expressas em termos das fung@es de onda jk,i>={k>|1> para o
k-ésimo estado eletrdnico de uma molécula do solvente apropriada e
o i-ésimo westado eletrdnico de um croméforo do solﬁto isclado. O
Hamiltoniano H = Ho + H’ para este par soluto-sclvente & definido
em termos de Ho’ a soma dos Hamiltonianos nd3c perturbados para as
moléculas do scluto e do soclvente isolados, e H’ & o operador
inf.ér#qﬁo C113.

A soma das energias nXo-perturbadas da molécula do
solvente no estado k e do sclute no estado i é@ definida pér Eki'
e Va.s energias perturbadas correspondentes, incluinde termos de
segunda ordem na perturbagic s3Eo expressas por Eki' As energias
das transigcfes para o soluto nzo—pcrturbadc entre os estados O & 1
é& ECOO-01D ; e ECOD-01) para © soluto perturbado (solvatadol,
onde ECOO-012 ¢ igual a EOO - EO01 e ECOO-Cl) ¢é igual a EOCO -

1(11).

£0 O deslocamento espactral para esta configuragio

particulayr & entﬁoc 11 :

AvCem 1> = ched T raEC00-0131 = ched rE7€00-01> - ECOO-0131 €1

ig



As energias perturbadas do par solvente-cromd&forc do

sol vente s"a"cc 110 :

E Eoo + <OOIH’[00> + § [<OO|H’[k0O>|Z + T |<00jH’ [0i> (S +
o0 cO k=0 E,. -E i=0 E_.-E
00" Fko 00 =04
.2
+ T |<OO{H’ |Ki> | | c2>
1,k#0 B K, |
E,, = E,, + <OL|H'[O1> + E [<O1[H’[ki>|® + ¥ |<O1|H’[0i> |2 +
o o k®O E. -E i#0 T B -E_.
o1 "Bx1 =o1 "Eoi
+ T |<O1 [H’ |ki> (& ‘ | =)
i=1 E_ -F -
iro Fot Rk

O primeiro termo do lado direito das equacBes (2) e €32 &
a energia de ordem zero n3oc perturbada do crom&foro isclado. O
t,errﬁo de primeira ordem seguinte' representa, na aproximagZc de
dipolo, as interagBes dos momentos de dipolos permanentes das
-molécuias do solvente e do croméforo.Os trés termos restan’t;es s3do
de segunda ordem e representam respectivamente: (ad a interagdo
do- momento de dipeolo i::ermanent.e do cromdforc com o momento de
ciipclc induzido na molécula do solvente pele dipole do sclﬁto;
(bl interagfoc do momentc_: de dipolo permanente do solvente com o
momento de dipolo induzido no cromdforo pelo dipoleo do sclvente,
e (cd a interagfo dos dipolos induzidos mutuamente do croméforc e
do solventecj'ij.
Obtém-se a express3oc (4) para o deslocamento mét;‘!io da

energia de transigio devido A inter agﬁo' 'soluto-sol vente,

subtraindo—se a equagZoc (&) da equagic (3D e calculando-se a média
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da ‘expressHoc resultante sobre as funcSes de distribuigfo de duas
particulas para a separagic e orientacfc mitua da molécula de

soclvente em relagic ac croméforo. Esta ¢ representada na equagIo

C4> pelo fndice Av-1Y,

(AECOO—OiD)AV <ECOO*01}>AV - ECQO-012 =

= <I<OL|H’ |O1>1, - [<OO{H'[00>1, > +

+ [}: {[(Ol[H’[ki)[a]Av - (l<00[H’1k0>[83Av}] +
k=0 Eo1 "Eq Eoo™®xo | |

+ [.z (<01 {H’ 10i> |ZIAv - T [|<OOIH’ |0i> [T1AV] =
$ =1 Ey; gy i=0 EogEq,

+ | £ <01 [H [ki> [Z1Av - T  [<OO[H® (ki> [Z1Av] 4D
;‘:f Eo1 "Eys '1‘ :g Eoo By

Esta equagfo retém claramente as quatro contribuilcfes
distintas que devem ser consideradas na aproxi magﬁo adotada. Como
a dindmica molecular detalhada da transicfo ¢ desconhecida, a
perturba¢io @ representada em termos do campo elétrico Em, que o
solvente produz em um sitioc do soluto. O operader interagclio &
aproximado para:

H* = -E .pu

. m Tsoluto <S>

onde, u ¢ © operador momento de dipolo nas coordenadas do

sol uto
soluto. FungBes de onda para o sistema, que sXo produtos simples
de fungSes de onda de moléculas isgladas, s&c introduzidas de tal
forma que <ada elemento da matriz de perturbagfc na equagfo C4D

pode ser exXpressa como ha equagio (8), de modo que sejam um

produto de trés termos:



<Oi[H’ [k§> = <Oi[-E_.u Ik§> = - <OE_|k<iju

solut,ofj) .cos8 6D

soluto

(a) um termo que representa o campe elétrico no sitico do secluto
produzide pelo u ok ~ésimo momento de dipolo permanente ou dde
transi¢ioc do solwvente; Cb) um termo que representa o momento de
dipolo permanente ou de transig¢Zc do scoluto; €e) um termo qué
representa um _ efeito das  orientagBes mdluas do solvents <

croméf‘oroc 110 .

A- INTERAGCERD ENTRE OS DIPOLOS PERMANENTES DO SOLUTO
E SOLVENTE:
o p:fimeiro termo da equagioc (4) representa a interac3o
dos dipolos permanentes das moléculas de scolvente e cromé&foro e

pode ser escrito como:

1 o
L] > — . = -
(<01 ]H* jO1 JAV £<O?fH ]OO>3AV Em,perm'[‘usoluto Hsoluto
o~ - i e, 0
N Em.perm' LHeolutor SO3P H gt e o 1€ 72
d 1 ° a ' itud d t de di 1
onde, H_oluto © Hoclute S2¢ as magnitudes dos momentos de dipolo

permanente dos estades excitade e fundamental, respectivamente, do
croméforo; 3 €& o Aangulo entre eles no sistema de coordenadas

molecul aress, E‘.m perm ¢ o campo que os dipolos permanentes do meio
»

solvente produz no sitic do croméfore e pode ser avaliade pelo
) '

método de campo de reagcfio em termos de Heooluto®

da constante

=1



dielétrica £, e do indice de refracio n da soluglio. Se for feita a

aproximagio de que o croméforo & uma particula esférica de raio d,

a expressfHo seguinte & obtidaC11)=
O
= 2'”sclutc g -1 na - 1 | ced
e perm a® €+ e ne 4+ 2

Considerando-se que no equilibric,antes  da excitagXo,

Q0

m, perm deve ser paralelo a ool uto (cos® = 1D, temos cue o
primeiro terma da equagio T4 contribui com o© seguinte
deslocamento espectralC113:

[<01 |H’* IO:I.>JAV - [<CO|H* |00 JAv =
. -3 o . 1 _ .0
- E[Cad D''C'!"s.-‘.t::t.'Lu’c.c)'c‘usc:lt.,x*t..:::w'':c's‘rg Hsol utoj] *
% | £~ i na -1
e + 2 na .2
e — 1 rxa - 1 [ =]
= D = 2 -
n + 2

A derivagZo das equagSes (8) e (9 assume gque a
orientag@o dos dipolos permanentes do solvente nEo pode mudar
durante o processo de excitaciio e 56 s3To aplicadas a molécul as com

grandes dipcolos permanentes no estade fundamental 11> .
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B - INTERAGAOC ENTRE O DIPOLO PERMANENTE DO SOLUTO E ©

DIPOLO INDUZIDO DO SOLVENTE:

O segundo termo da equagio (4) pode ser representadoe em
termos da interagic do momentoc de dipolo permanente de um

croméforo gclar com © campo de reagio E devido 3A

m,induzide’®

polarizagTo eletrdnica do solvente induzida pelc momentoe de dipolo

permanente do croméforo. B @ diferente para cada estado

m, induzido

eletrénico do croméforo, mas para ambos os estadeos, o termo cosd

da equag@oe (6 & igual A& unidade. A magnitude apropriada de

Em,induzido para o estade {i-ésimo do croméforoe pode, ent3o, ser

aproximada por um campo de reagfo de um continuo polariziavel de

constante dielétrica nz, que & produzido devido aoc momente de

dipolo pontual u

s localizado no centro de uma cavidade de
solutoc _

raio d. A equagIHo correspoﬁdente éCM‘):

T {0 1<01 |H’ [ki> |Z1Av ~ [ [<OO[H" |kO> ganAv} _
k=0 EooEp Eoo-Ero

_ i El‘ 1 _ EO } O
e | m,induzido’ Msoluto m, i nduzido’ Msoluto

3,1 2 __ o 2 2 _
- [d 'c'usoluto) C‘usolutoj ] —-n—é—i— -
n + 2
' 2
= . n -1
——— C140

n + 2
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< - INTERAQXRO ENTRE O DIPOLO INDUZIDO DO SOLUTO E DIPOLO

PERMANENTE DO S0OLVENTE:

O terceiro termo da equaglo (4) & o mais dificil de ser
avaliado, exceto no caso usual de um solventg: nic polar. Como
Mc Rae observou, nio pode ser resolvide pela aproximagdc do campo
de reagfio gque pode ser uti_lizada para os outros termos. Foram

foitas sol ugBes aproximadas desse termo para © caso de soclutos n¥o

polares e scolventes polares, no gual © mesme tem uma contribuigXo

significativa €115 .

No caso limite, no qual o soluto & aproxi madamente
isoi;répico, as somas nesse terceiro termo podem ser dacqmpostas no
produto de um campo médio quadrade (Stark) e a polarizabilidade do
Aest.ador apropriado do seoluto C11).

O efeito Stark do solvente considera o modele no qual a
molécula do solutc ocupa uma cavidade esférica de raio d,’ a qual
é atribuida uma polarizabilidade o. Essa cavidade & circundada por
uma camada esférica do solvente de raio R, gque ¢ denocminada c.amada
do solvente. Considera-se que a cavidade esférica do solutc e a
camada do solvente estEoe imersas em um meic continuc (solugHod,
que possuil uma constante dielétrica, &. Para cada configuragZo das
moléculas na camada do solvente, hia uma pql arizac¥%o liquida
resul tante Ms. ques produz um campo E:s no sitio. da ‘molécula. do
11> ‘

soluto

Se o] campoc Stark e o soluta s3o orientados

=4



aleatoriamente, tem-se quec 11> :

PR . 2
t|<og(_ﬁ_ém>| 1AV _ o TIE afO b oy o lideose |,
i#0 OO T 0§ 1#=0 EOO”EOJ'.
. ’ =
- 2 - c<o!’“Js.mlu'c,c:»lj‘)3 :
- cEm :.e’.-r*mD 3 Av 120 E __-E c112
P ‘ “o0 o4
A s 12 , 2
[]<0L [H" |0i>|Z1Av _ L [<O0|H" Joi> |Z1Av _
2> E_. -E_ -~ L E._°E_
il ol Oi i=0 00 TOi
. 2 1 _ 0 :
- CEn. perm) 2l sluto “sol uto] ciz>
de 70{1 t 1 i bilidades dos
onde, o 4 4. © colute FEPresentam as polarizabilidades oS

estados inicial e final do soluto, respectivamente. Né"?: é claro se
a orientagc3do aleatdria em relagZc aoc campo St.ar-k. ¢ vilida para
solutos polares, mas como este termo ¢ pouco significative em
relagdc aos outros termos para esse tipo de soluto, a equaglc (12D

pode ser wutilizada. A aproximagSc de Mc Rae para esse termoc pode

ser utilizada‘:llj.
2 _ 2
[CEm,perm) /3].6.\: = [[Em,perm]Av]/B N>
onde [E ] ¢ tomado como o campe de reacico do solvente em

m,perm Av

relagioc ao dipolo permanente do sol utoc 115 .



O valor de ([({E 321 & calculadeo através da
m, perm Av
ci1> -

expressic abaixo

2 2 P
-[EE ermJA"’? = [108.11":3(}2/::{3}- [Cs: - n 2. 2« ; n D] 14D
m.p R £.Cn + 2 .
e a equagEc (13D torna—s;ecii_):
2. | 2 (EC )
[]<O1|H* |0i> |TIAv _ _ [|<OO|H’]0i> |1Av _ _ m,perm’ Av
X E . —E.. > E k.. = 3 *
i1 01 Qi i=0 o0 704
i (8]
< asol uto 0(sr::il. uta
o ioa.lnaCR/cD 1 o - Ce — nED.CEe + naD _
= = kTC asol uto imsc:;l Lo = -
) =4 b e.Cn + 2
= B*;[Cs - 1o .cze + naa] Cc1ed
e.{n + EJB

D— INTERAGAC ENTRE DIPOLOS MUTUAMENTE INDUZIDCS Do

SOLUTO E SOLVENTE:

O termo final da equag3c (42 representa a polarizagZo de
dipolo mutwamente induzida das moléculas do seolvente {as forcas
de London). Cada soma nesse termo pode ser expressa como séries de
energia de polarizacfo para um meio de constante dielétrica igual

a ca reagi ndo com os dipolos de transiglo yl Para o tipico

J .
soluto’

soluto esferico, cada termoc nessas séries & multiplicade por um
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fator Ai §° dependendo das [requéncias de Lransic3o do solulo e
C11d

%ol vanle .

13
A [mi_;ij_ cicd
onde,
kO z kO 2
- _ pkOc‘u sol vente) Cu sol \n.a-rﬂ;,:—z-rJ
pji~2 IR ) - | A
k=0 ko T ¥ji k=a Yko” Yji

& o reciproco do comprimento de onda médio de Mc Rae do espectro
de absorc&Eo do sclvente. Em termos dos par&metros definidos acima,

a contribuich das forgas de London para o deslocamento espectral

éC.'ti):

5 LI<OL IH" Jici> e 5 L1€00|H" ki %1 av

k=0  Foi By ~ |k=mo  Foo"Eyy =

i=1 i=0

1i 2 Qi = ’
_[[ T A cysolut,oj E -1 ]] _ T A c’usoluta) [:8 -1 ]]] 18y
i=1 J* a S =0 %+ 43 n= 4 1
Para cada termo {-ésimo dessas somas., o Iindice de

refracio do solvente deve ser avaliado na frequéncia v, ..  Essa

i3
dispers3c ¢ desprezada f{regquentemente de modo que a equagia (18D

anlerior pode ser fatorada para fornecer. aproximadamente, o

resul tado apresentado na equagio C14D €115 .



£ [<o1 [H {ki> [Z1Av 5 L1<OO|H" Jici> 1Z1Av

k=0 Eot Eys = k=0 EooEks =

i1 i=0

_ "1 £ A cutt 52 A O 2 ne - 1 B

- i dS - 101 1i - Hsol uto - 'EO 0i~“Hsol uto - nE . 1 -
-2 :

- a2 ] c1ed
=1 + 1 )

Istc completa a decomposigic da equagio C43'_ No caso de
um especiro de absorg¢fo, este pode ser expressoe em termos de
propriedades macroscépicas dos componentes e parametros do medelco
V‘a.cima através da combinagfo das equagBes {O),010),182 < €1Q@D,

' resﬁl tandp emc 113 :

2 = = ’
<AECOO-013>, = CA + O. E.__‘:..L] . B [c.s 023 . C2e + :] .

na + 1 e.ln + EDE
=
e - 1 n -1
+ D. [ — ] : 200
e + 2 =N > : )
Os paréametros A, B’, C e D s3To as constantes a serem

avaliadas & partir dos resultados experimentzis ou em termos das

expressfes dependentes do modelce desenveolvide anterior mentac 110 .

11 2 oi 2
A=_[}:A.C;u D M-S Ty 3]/3 C21d
i =1 1i soluto 1 =0 Qi Tsoluto d
B = — [108.1n2€R/deTCa1—ac')33/}23 : caad
S 1 2 o} =2 '
¢ =~ [(‘usoluto) - (‘usolut.o) ]Ag czZs

=8



D= -2 [Pgol uto"u-‘;olut.o - (1“201 utc-]a]Aa | c24

As equagfes (213 a (232, também sZo apliciveis A emissZo
do estado { para o estado fundamental. No entanto, a expressZo
apropriada de D_a. para um espoeciro de emissio pode diferir da
equagio (240 guando ¢ tempo de vida do estade excitado ¢ maior dor
que o tempo de recrientagZo dielétrica. Nesse casc a expressio

para De éCJ.lD:

_ i 2 i 0 _ ‘
De = — E[Cysolutc) a (’uscluto' ysolutaJ]Ag =-D=+2C 230

A aplicagio da equag¢io (202 a um proeblema arbitrario
deve ser realizada cui dadosament;e. uma vez que essa fol derivada
com aproximagfes, algumas das quais incompativeis mutuamente.
Cada termo da eguagioc (20D representa o termo pri neipal em uma
aproxXimagiEo semi-classica das propriedades da - scsl ugIo. Essa
equagio deve se aproximar muitc do comportamento das contribuigBes
dominantes para =] desl ocamento espectral para um par
solute-sol vente particular. No entantt.b, o5 termos das expr‘essﬁes
exatas das contribui ¢Bes dominantes que tenham side omitidas podem
ser maiores do que os termos princi pais das contribuigSes menor es
em um casoc particular. O termo gue envolve B’ e representa a

interagi3o do dipolo induzi dc; do soluto com o dipole permanente do
‘sol vente, por exémpl o, pode ser desprezivel em relagfoc a ocutros
termos omitidos na expressZc da interagio dos dipolos permanentes

para o casc de um soluto polar em um solvente polarCilj.
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1.4~ APLICAQXO DAS TEORIDAS DE DESLOCAMENTOS ESPECTRAIS

AQOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS:

Esta seg3c tem por finalidade ilustrar alguns fenémencs
representativos que podem ser explicados pelas teorias discutidas

na segdo 1. SC11).

1.4.1~ HIDROCARBONETOS AROMATICOS COMO CROMOSFOROS

NAC-POLARES:

O=s hidrocarbonetos aromiaticos peoliciclices condensados
parecem ser bons protdétipos de croméforos nEo-polares e tem =ido
utilizados fregquentemente para estudos de deslocamentos

. Ci1d
espactrais .

Um exemplo consiste em se aplicar a tecoria descrita
anteriormente aovs dados oblidos por Weigang e Wild para a

transigic =letrdnica 1La do tetraceno., Um grafico da frequéncia da

banda ©-0 da transig¢Xo 1 L'a do tetraceno wversus a fungo
= ' .

Cna-—ijﬂi 2n +13 (figura 1.13, mostra come estes dados s3o

correl aci onados guandoc sé& seo considera a contribuigio da

polarizag&o induzida mGtua do solute e do sol ventec 11> .

A= linhas na figura 1.1 representam cs ajustes do valor A
da equagico (180 por guadrados minimos,usando os dados para os
diversos sol ventes: hidrocarbonetos, halcalcanos, Alcoois e

cetonas. Embora um ajuste relativamente bom tenha sido obtido
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dentro de cada classe de solventes, excetc para os Alccois, o©os
valores de A calculados diferem por um fator de 2. HA, também, uma
grande wvaria¢io nos valores calculados de v,» obtidos por

extrapolag®o para: indice de refragfoc igual & uni s:iz-.xcit':.-c 120 .

21,300 -@ -
S
.

.? 21,200}
=
o
8 21,100}
o
21,000 |-
20,900 |-

: 1 1 1 L i i B
0,17 0,18 0,19 0,20 0.2t 0,22 .23

nz-l
2nc+ 1

Figura 1.1i: Grafico do numero de onda experimental da banda 0-0 da

a-*'1 J para 39

transig¢gEo 1 La do tetracenc versus a funcio na-i J.{2n
solventes, onde n & o Indice de refragZo do solvente. As curvas
representam o ajustes por quadrado minimo da correlagiio entre

estas wvarilveis para oz hidrocarbonetos ( D, halocalcanos

11>

{-. .-, &lcoois (~ —~ - 2 e cetonas (~-—-D)

Orsando se considera, também a contribuigio da interagZo

entre o dipolo induzideo do sclutc e o dipole permanente do
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solvente, h& um melhor ajuste dos dados, que pode ser verificado

através dé; figura 1.2C13).

A figura 1.2 consiste no grafico das frequéncias de
transi¢doc experimentais versus o©os deslocamentos das frequéncias

calculades <om o melhores parametros de ajuste (A ¢ B’), segunde

as contribuicBes ci t,a.dasc 12 .

21300 ¢ ¢ o | 4

= b
* é\o

T
v,
E x%ego
: )
S, 21.100 e & -
o
21,000 | a -
20,900} _ _

H H 1 i 1
1300 1400 1500 1600 1700

~AV cale. (em™)

Figura 1.2: €raficc do ndmero de conda experimental da banda 0-0 da
transi¢io 1La do tetraceno versue o deslocamento do ndmeroc do

onda para o melhor ajﬁste destes dados, A e BC113.
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Similarmente, bons ajustes feram oblidoes por Nicol e
colaboradores para varias bandas vibrénicas das transigSes i L'a =]
1 l“b de <cinco outros hidrocarbonetos aromiticos, incluinde o

Ci11d
antraceno .

1.4.2~ DERIVADCS POLARES DOS HIDROCARBONETOS AROMATI COS:

A dependéncia dos espectros eletrdnicos de absorgZo na
regifoc do ultiravioleta préximo e de fluorescéncia da estrutura da

antronitrila ilustra algumas das mudangas mals simples que ocorrem

- em hidrocarbonetos aromiti cc:-sc 11 .

eor : 2A 3A

1.0

Absorbilncia

430 400 370 340

Comprimento de onda { nm )

Figura 1.3: Espectro eletrdnico de absorg¢lo ne ultravioleta

préximoe da antronitrila €110 % M em formamida a 28.¢C112.



Arbitrdrias

Unidades

400 430 460
Comprimento de onda {(nm)

Figura 1.4: Espectros eletirdnicos de emissZo de flucrescéncia do

anﬁx;acano < » @ da antronitrila C-—-3 em wum filme de

poliacrilonitrila a 285-¢°337,

A influéncia do sclvente nas energias das trés bandas do
espectro de abscrgfio (1A, 2ZA & 3A) e da banda 1-0 do espeptro de
5;1 ucrescéncia da antronitrila podem ser ajustados
consideravelmente bem & partir .da equagioc (20), onde se consitdera,
também, a interagioc entre os dipolos permanentes do soluto e
solvente, & a interagic entre o dipolo permanente do soclute e o
dipolo induzido do solvent.etlij_

O= valores cbtides para os parimetres é, B*, Ce D ou De
para westas bandas sZc comparados na tabela 1.3 com os wvalores
obtidos para a banda lde absorgfo 0-0 do antraceno pelo ajuste de

quadrados mini mos©1?,
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Tabela 1.3: Melhores valores de ajuste dos parsmetros da expressio

de deslocamentas do solvente Cequagio (203) para a

antronitrila e antraGGDOC11),
(cm—lj
gé";; SOLVENTES - ’ —
v CA+CIA 0 B D10
ANTRONITRILA
ia nitrometano =B57a127 -8,0%0,3 -1243 —32*4
2A acetato de etila 27931 +37 ~7,8%x0,8 ~1345 —41 16
A Acido acético =8083+20 -32,2+20.,2 -3t=2 —4+3
1 -0E acetato de amila =5441 2187 ~-11,0%1,2 20212 {-102*13
ANTRACENO
O-0 1-~bromobutanoc 27’89;4i?8 -6,86£0,3 {-15,11+0,71-0,8+4,3

O= wvalores de (A+C) para as bandas 'elétrénicas de
absorgic 1A e. 2A e para a banda eletrdnica de emiss¥c da
antronitrila s3o comparéveis? mas levemente maiores do que o valor
de A das bandas correspondentes do ;ntraceno. Isto & coérente,
pois a p,rinc:ipa'.l contribuico para A de ambas as moléculas ¢ o
termo relativo a polarizabilidade do sistema de elétrons n do anel
do antracenoc. H&A ainda alcontribuigﬁoradicional do grupoc cianoc na
polarizabilidade da'antronit;ilaC133.

‘Como era Aesper-ado para uma molécula polar, o8 valores de

D para as bandas 1A, 2A, e a de emissSo da acetronitrila sZo

diferentes de zero, O guociente obtido pela divisXe do valor do
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parametro D para a banda de emissZo pelo valor do parametro D
referente ‘ 4 banda c:.le absorgfo correspondente deve indicar a
magnitude do momento de dipole do estado excitado » Se o5 momentos
dos estados excitadeo e fundamental sZo parzalelos {ou
antiparalelos) e a relaxaglo dielétrica completa ocorre durante o
1=

tempo de wvida do estado excitado - Esta razZo DersD sugere que o

momento de dipolo do estado excitado é 3%+1 vezes maior gue o do
estade f‘undamontalcil). Embora uma interpretacio precisa deste
némero esteja sujeita a uma consideravel incerteza, esie resul tado
indica claramente uma mudanca significativa no momento de dipolo
na excitagBo deste estado da antrenitrila. Mudangas no momento dJde
dipélé desta magnitude n3c siHo miite grandes, no entanto, deve
haver urha mistura da transigdo iLa com  um  processa de
‘transfe.réncia de carga do subs{,ituinte do anelcj':-';).

O grande valor negative do valor de D para a banda 1A e
ZA, indica que a separagic entre as bandas 0-0 dos especiros
eletrénicos de absor¢io @ deo emissio de fluocrescéncia aume;':ta' com
© aumento da constante dielétrica do solvente. Cerca de dois
tern;o's' da separagZic 0-0 & atribuida aoc termo que envcl’ve Q
parametro D na equaglo (181, enquanto que um tergo deste efeito &

atribuido aoc termo que envolve o parametro B’ €133 .
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1.5~ EFEITO DO SOLVENTE NOS ESPECTROS ELETRONICOS DE

UM SOLUTO EM UMA MATRIZ POLIMERICA:

Este estude ¢ consideravelmente si mplificado se s3I0
utilizados para comparagic solventes 14 quides, nos gquais o soluto
apresenta espe:.‘;tr os eletrénicos de _absor ¢3c e de emissXo idénticos
aqueles do solute na matriz polimérica, isto &, a matriz
polimérica e © solvente devem fornecer ambientes qui m.x cos
similares para a molécula do sclutc. Para o poliacril onitrila o
solvente modelo seria a acetonitrila, por exemplo.  Para o
polietilenc tereftilico, o solvente de estudo deve seor © benzoato
de etila ou o tereftalato de di —but11aS14,

Atraveés da tecria de perturbagZc de segunda ordem,
‘ Mataga= =] Kubotac 155 elaboraram = as  seguintes equagBes para
calcular o©os deslocamentos éspectr ais relativos dos espectros de
abscrgfo e fluorescéncia em diferentes solventes, cconsiderando que

c; termo fa ¢ nulo:

- Bp - C. H - Cye—,uob. f (as

Zmax _ .max . _
AD A D, v & A
L aelmax | _max = _ _ _ -
AvE = g B, = 6E Bp C. M- C,ue ,uob . £ L2870

onde:p = (n®-1242n%41> e £ = [Co-10.Ce42) - CnP-13/nP42). B e C

sio fungSes do soluto, ﬁﬁiax =3 Apgax s3o os deslocamentos

espectrais do mixime dos espectros de absor¢3io e emissTo,

respectivamente, D A®C 35 s3o numeros de onda miximos. Os termos & A



e éE sfo os ndmeros de onda miximos corrigidos em relagic a

transigio ©O-0 dos espectros eletrdnices de absorgioc o emizssXa. A

-magnitude dos momentos de dipolo do scoluto nos estados eletrdénicos

fundamental e excitado s3o Mo © Ho» respectivamentec'1'43.

O deslocamente de Stokes ¢ dado nesta aproxi magiEo

14D
por :

=max l_)max

= - 2
¥, e = CGA + ¢SE) + C.Cpe ;.;03 .

<280

E=spectros de abscorgio sZo devidos a2 transigfes

eletrédnicas de estado de equilibric fundamental para o aestado
excitado de Franck-Condon, isto &, as configuracBes rﬁoleculares do
est.rado de equilibric fundamental do sclutc e do sol ven»te e
mant..,ida. A reorientagic das moléculas do sclvente em rel agic ac
estado excitade de equilibrioc dura o tempo TR tempo de relaxagfo,
Se o tempe de vida médic Te dos solutos no estado excitado € muito
menor que T, a em:i..ss;‘a’o ocorre a parft.ir do estade excitade de
Franck-Condon e o lado direito da equagic C(27) ¢ substituido pelo

lado direito da equag®io (268) com -6_ 20 invés de +&.. Isto, no

E A

entanto, & excegfico para solventes ligquidos a Ltemperatura ambiente.

O tempo de vida Tp Para transigSes permitidas ¢ da ordem de

1x107 956142

" Polimeros sintéticos, geral mente apresentam regi Ses
cristalinas e amorfas. Aceita-se que moléculas do solutoc mi gram

para a parte amorfa no processo de adic¥o do coranteC14).
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E uma questfc discutida, se corantes e molecul as
fluorescertes com gréus internos de¢ liberdade possuem tempos - da
rel axagio TR<1x10hg $ A& temperatura ambiente em polimeros com
grupos polares e n3o polares. NIo & pré-requisitco que o saluto
relaxe em um nanosegundo, mas que © sistema inteire do soluto,
asssim come as moléculas do solvente imedi atamente proximas,
relaxem neste intervalo de tempccg‘o.

Para exemplificar a aplicacio da teoria de deslocamento
espectiral anterior a sistemas onde o solvente & ﬁm polimero,
escolheu—-se o polietilence tereftilico Cem poliéstef, PES), pois as
propriedades deste, que  contém grupos éster polares, s3o
relativamente bem conhecidas. Obteve-se oé ntémeros de ondas maximos
da banda -de maior comprimento de onda dos espectros eleirénicos de
absorg:‘"a"’o @ flucrescéncia de 18 soclutos dif‘aréntgs Cagentes
branqueantes flucrescentes) em 10 sclventes liquidos, assim como
em polietilens de tereftalate {(poliéster, PES em tecido e
filme. bxstes dados foram ajustados de aceordo com - as
equagtes (£S8) o CE?)C14D.

Fol realizada uma 4nalise de regressZo linear mﬁl‘t,i pla
dos dados dos espectros de absorgSc e flucrescéncia, segundo as
equagBes (262 e (27) com a finalidade de se estimar os valores dos
parametros p e f para o filme e tecido de poliester e, de se
calcular através destes parametros o indice d.e. refragc n e a

jpermissividade £ €& baixa frequénciad efetiva nos sitios das

moléculas do solute. Isto foi feito separadamente para cada um dos
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15 solutos i, e a seguir somou-se e calculou-se a média“t %,

1 15 - 1 is 1 15 1 135
A gy -l wp s, - (-__ > B.].p. --(—- TICH Cp —pa 33]:“.
151-—-1 A.dij 151=1 o A 15.‘.:1 i J 15.1:1 o Ta o J
280
1 15~max 1 15 1 15 1 is
P . = XD +6.3. — [ EB.].p, ....[..___ TiCu Cp —pa J]]f‘
1‘3i=1 E,ij 1‘31:1 o E7i 15i’=1 i J 15,5y Te e "o J
T30
CTR « TEJ
As equagBes de regressio resultantes sﬁoc"“u:
15~max o
= = C2UR40+3600 —~ L11080X1800D.p, — C3BOF2005. fF <312
i 18-max
15 Ve 14 < CZBzZ80E7S0) - C11670£3300).p, - €1470+4000.F, <=2
=g S d J J

No entanto, verificou-se que para o poliéster, T » Tg

que para o Ultimo terme da equag3c Cé‘&) tem qgue ser substitulido

(=4

por aquele da equaglo (31). Este coeficiente, no entanto, é‘ mais
do que 30 vezes menor do que aquele do termo p. Come p e f s¥o da

mesma ordem de grandeza para solventes polares, isto mostra que

para polietilenc tereftalato o valor pequens ou nulo de £ &
' C14d
desprezivel quando comparado com o termo p .
Reddi shc 183 estudou as propriedades dielétricas deste

polimerc nos estados cristalino e amorfo nas condicBes Umido w
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seco, e verificou gue a contribuigfic devida ac termo £ esti dentro
da incerteza do valor de p e & desprezivel para todos os wvalores
de £ e n para este polimero.

Em principio, deve ser possivel prever Se o termo f tem
uma contribuigfc significativa no deslocamento espectral causado
por solvente, como foi sugeride por medidas diel&tri cas. As
moléculas do solute adequadas devem possuir valores de momento de
dipolo CHQD altos no estade eletrénico fundamental, o a diferenga

H, — H, deve ser significativa. Lippert e co-auter esc 173 obt i veram

e
espectros eletrdnicos de absorgfc dessas moléculas e verificaram
que os coeficientes de f tém valores altos. Os coeficientes de P
nas equagfSes (31) e ( 3:?.3 » que devem ser idénticos nesta

, apfoxi magHo, estio dentro dos limites de confi anga,

| As figuras 1.8 e 1.8 mostram os nGmeros de onda
obser vados para os maxi mc;s de absor¢io e 1 uorescéncia versus
aduel es calculados segundo as equagdes €310 - e L322,
respectivamente. A éliminac;ﬁo do termo f‘a parece ser justificada
para esta escolha de solutos e sclventes, verificando-se o ajuste
excelente das equagBes de regressIc malti pla linear., S& para
solutos com momentos de dipolo muito diferentes .nos eostados
fundamental e excitado, assim com altos valores .de K este termo
€& importante.

Os valores calculados para o polietilenc tereftalato Ccom

n = 1,66 para o tecido e n = 1,70 para o filme de poliéster

CfPES = 02D estZo muito proximos dos numeros de onda observados.
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Figura 1.5: Craficeo dos nUGmercs de onda observados. versus os

15
~max

1 5
15 21 ALj

nos solventes j=1 a j=10, assim como em tecido (n=1,86; f=0) e

calculados a partir da média dos méximos de absorcio

filme de polietilenc tereftalatoe(n=1,70; f=0]. 05 solventes
indicados na figura sXo: l-~acetato de etila, Z-hexano,
3-ciclohexano, 4-N,N-dimetil formamida, S-tolueno, B-tereftalato
de di ~bu£i la, 7-benzoatc de etila, 8-cloro-benzenc, @-benzocato de

benzila @ 1Q—1~clorc—naftalenocj'4).
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Figura 1.8: Graficeo dos nUmeros de onda observados versus

calculadoes a partir da média dos miximos de emissSo de

i8
flucresedncia —-—11—? vgafjnos selventes j=1 a 10, assim como om
=1 ?
tecido de polietilenc tereftalate (n=1,868 ; f=0) e filme Cn=1,70 -

£=03. A numeragio dos solventes & a mesma da figura 1.SC143.'
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1 .6- OBJETIVOS:

Este trabalho tem por objetive principal, o estude do
comportamernto fotofisico da fluoresceina em duas classes distintas
de solventes: Cad liquidos, pouco-viscosos -ou nAo-viscosos - e‘.
(b)) rigidos, viscosos.

A primeira parte do trabalho consiste, ent¥o, na anilise
dos espectros eletrénicos de absorcio UVAVIS e emissZo da
fluoresceina em diferentes solventes nIo—~viscosos, visando:

CA A identificagio das bandas caracteristicas das varias formas
de dissociag8o presentes em solug@es aquesas diluidas | em pH
diferentes;

(B> A identificagfo de agregados de varias ordens e o tipo de
disposi?;ﬁo geométrica dos mondmeros em solugSes aquosﬁs saturadas
em uma faixa de pH;

O A atribuig¢lo das bandas caracteristicas da forma neutra
lacténica da flucresceina em solventes apréticos dC(acetatoe de
etila, acetona e | dioxanol e a influénci ar do aumento da
concentrag®o; _

(D> A caracterizag3o dos equilibrios quimicos de dissociagZo do
corante em solventes préticos (etancl, etilenoc glicol) e, come no
caso anterjior, o efeitlo de aumento da concentragfo;

CE> © eétudo da fotofisica da fluoresceina na forma cristalina
dispersa em nujol.

A seguﬁda parte do trabalho visa identificar as formas de
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dissociag&< do corante, através do estudo comparative do
comportamento deste dispersce nos solventes rigidos como:

poliCacetato de vinilad e poliCilcool vinilicod, e nos sol ventes
liquidos, c<cujas estruturas s%o andlogas As unidades r epetitivas
dos polimercs como: acetato de etila e etanol, relacionados,
respectivaménte, ac primeiro e segundo polimeros citadoes.

Al ém disto, e a nivel preliminar, procurar —se-—;'é.
identificar os diferentes sitios de adsor¢fc dos polimeros e as
diferentes formas dispersas da flucresceina em cada um deles.

Pr opSe—se, ainda, correl acionar os deslocamentos
espectrais observados nos polimeros em relagio aoé sol ventes
organi éos a modelos ',j‘a existentes e as propriedades

fisicoe-quimicas, como parimetros de soclubilidade ¢ 5'&') .
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— CAPITULO 2 w

— PARTE EXPERIMENTAL -

Neste capitulo serfo discutidas as técnicas de
puri ficag&o, preparagic das solugBes e filmes poliméricos, além
dos equipamentos utilizados para a obtencZo dos espectros de

abscorcio, excitacio e emiss¥o,

2.1- PURIFICACAC DAS SUBSTANCIAS:

Faz-se necessaria uma | purificagfo dos | sol ventes,
‘fl uocrescei na e polineros a fim de se | evitar possiveis
dinter fér éncias de impurezas, tais como, sobreposicZo com as l bandas
espectrais do corante, processos de extingio da emissZo de

fluorescéncia ¢ cutros fatores,
2.1.1- PURIFICAGCAC DOS SOLVENTES:

CAd  AGUA: A 4gua wutilizada fol bidestilada em sistema de
destilagie de wvidro;

CB> ACETATC DE ETILA (MERCK - PAY: Inicialmente, este solver;te foil
 seco scbr‘*e carbonato de potassio CVETEC - PAY durante 24 horas. A
seguir, foli destilado fracionadamente;

CC) ACETONA (MERCK - PA): Este solvente foi seco sobre carbonato
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de pota=msio CVETEC - PAD Cpreviamente purificado por

recfistalizagﬁc e seco em estufad por 24 horas, filtrado e, a

seguir, destilado fracionadamente através de uma coluna de
vigr auxc 12 :
(D> ETANOL. (MERCK - PA): Fol seco sobre sulfate de magnésio

CFISHER SCIENTIFIC COMP.) anidre por 24 horas, filtrade e
destilado fracionadameﬁte através de uma coluna de vigreuxcj');

CED n-HEXANO (QUIMIS - PA): Fol seco sobre sulfato de magnésio
CFISHER SCIENTIFIC COMP.) anidro por 24 horas, filtrado e elulde
em uma coluna (25 cm de comprimento) de silica gel 60 CMERCK - 70
- 230 mesh ASTMD) e alumina (MERCK - 70 - 230 mesh -~ ASTM) e
sulfato de magnésio, sendo que este foi utilizado novamente para

uma melhor elimina¢3o da Agua.
2.1.28~ PURIFICACAC DA FLUORESCEINA C(MERCKD:

Fol dissolvida até a saturagZo em uma solugZo diluida de
hidréxido de sdédio e filtrada. O corante foi pfecipitadc atraves
da adigfio de uma solug¥o 1:1 de 4cido clorfdrico CMERCK - PAD.
Este processo de purificacfo ¢ denominado lactonizagio, ou seja,
conversZc para a espéclie lacténica (3. Segundo Neckersca).
lactonizagEo proporciona um procedimento simples para purificar
corantes.xanténicos. Muitas impurezas nos produtos comerciais sZo

inorgénicas, e a precipitagZo da lactona com #&cide clorfdrico

concentrado deixa as impurezas em solug¥o. Este precipitado foi
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separado pof* filtragic e lavado seguidamente com éter etilico

CMERCK -~ PAD e Agua. A seguir, fol seco em estufa a 100°CC1).

2.1.3- PURIFICAQCAO DOS POLIMEROCS:

CA> POLICACETATO DE VINILAD CALDRICH — ALTO PESO MOLECULARD:

Fol preparada uma solugfo concentrada do polimeroc em
acetona. A seguir, foli feita uma pequena diluigio da soclugZo para
facilitar © processo de filtragZo em funil de haste curta,
utilizando—se papel de filtro quantitative (C(Whatman-40D. O
filtrado foi gotejado diretamente do funil para o béquer c:ﬁntendo
n*-hexanoc _33 s o pelimero . preciﬁi tade foi sendo coletado,
imediatamente, com uma espitula de pol iCpropilenol. e depositado em
um béquer. Esta técnica de precipitagfoc foi utiliz_ﬁda para se
minimizar a oclusfo de impurezas, uma vez que o. PVAc forma wum
precipitado floculoso, que tende a se agregar, formando uma sé&
massa polirmérica.

Fi nalma_ant.e, ¢ polimerc purificado fﬁi dissolvido em
acetona, sSendo que esta solug3o foi distribuida .de.- modc_: mais
uniforme possivel, em uma placa de vidro recoberta com
polietileno. Deixou-se evaporar o solvente naturalmente por cerca

de 24 horas e obteve-se um filme muito fino do polimero, que pode

ser pesadoc para a obtencfo das amostras estudadas.



CB> POLIC ._ELC.OOL VINILICO> C(CARLO ERBA - RPE) (PVAD:
Preparocu-se uma solug3o diluida do polimero e filirou—ée.
Através de um dispersor de vidro, esta solugZo fol aspergida em
uma placa de Petrl contendo acetcnaCS), ocorrendo a formagio de um
preéipi tado fino, facilmente coletado com uma espatula. o
principio de funcion#mento do aspersor de wvidro consiste no
arraste da solugfo de PVA em 4gua por nitrogénic gasoso. Um

esquema do arranjo esperimental € mostrado a seguir na figura 2.1.

Apdés a precipitagio, filtrou-se o polimerc em funil de Buchner,

lavou—se com acetona e secou-se em estufa a &0<C.

tubo de vidro c.ontendo
algoddo e silica ativade
A A A S A AL

spray
' \QS\ :
WS
AN
_ LY \\\ N \'::"'-.‘__
solugde o )
poﬁ?m'ero ' precipitante _

»

Figura 2.1~ Esquema do equipamento utilizade na purifi caq:ﬁci do

poli Cilcool vinfilicod.
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2.2~ PREPARAGAC DAS SOLUGSES LIQUIDAS EM SCLVENTES

PROTICOS E APROTICOS:

CAY SOLUCOES AQUOSAS DILUIDAS:

As solugBes de fluoresceina em Agua foram preparadas na
concentragifs de 8,3):10“6 M. As solug®es em &Acido sulfdrico 5 e
10 M foram preparadas a partir de &cido sulfiurice concentrado. As
solugles écidasl de fluoresceina foram preparadas a partir das
solugfies em acido sulfirico, sendo que o pH medido por um pHmetro,
DIGIMED -~ modelo DMPHZ2, que possui um faixa de medig¢ic de 0,00 a
14,00, com uma precis3co relativa de =+ 0,01 obﬂendo-—se os
seguintes valores: 0,03; 0,12; 0,43; 0,79; 1,14; 1,48; 1,82; 2,190:
2,85; 2,82; 3,33; 3,73; 4,1i8; 4,88; 5,05 ¢ 5,61. |

 As solugBes na faixa de pH de 5,00 a 8,50 foram
preparadas a partir das solugBes tamp¥o de fosfate de sédio
monobasico 6.7>40 0 M CECIBRA - PA) e fosfato de sédio dibBasico

8,4x10 &

M CECIBRA -~ PAD, obtendo-se ©s seguintes valores de pH:

a,23.

(B) SOLUCDES AQUOSAS SATURADAS:
Foram pesadas massas de fluoresceina suficientes Ppara a
preparacio 'de solucSes de concentragcfio da ordem de :I.O--3 M. A

seguir, foram adicionadas as solugBes Acidas 7 Cinclusive em Aacido

sulfdrico 8 e 10 M e tamponadas A fluoresceina. Uma vez que a
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sol ubilidade do corante ¢ fortemente dependente do pH Ccomo sex;é
discutido no préxime capitulod, na faixa de pH intermedi é.ria ar::-i da
e tamponada, houve saturag3o das solug@es. Todas as sol usSes foram
filtradas e, a s'eguir foi. medide o pH, obtendo-se os seguintes
valores: 1 »02;28,17; 2,80; 4,30; 4,37; 4.,66; 5,47; 5, 78; 6,31;
6,40; 6,87 e 7,73.
(CO SOLUGQTES EM SCLVENTES APROTICOS:

Preparou-se solugBes de flucresceina em solventes

apréticos Cacetona, dioxanoc e acetato de etilad, nas concentragcSes

mostradas na tabela abal xo.

SOLVENTE CONCENTRACOES ~ M
acetona 1,002 | 1,000 % | 1,000 %

acetato de etila 1,0007° | 1,000 % | 1,000 0

T diowanc 1,240 % | 1,000 % | 8,360

CD> SOLUCTES EM SOLVENTES PROTICOS:
Preparou-se sol ugSes de fluoresceina am sol ventes
préticos Cetanol e etileno glicold) obtendo-se as concentragSes

mostradas na tabela abal xo.

SOLVENTE CONCENTRACSES ~ M
etanol 8,810 % | 7,007 ° | 8,30 °
etileno glicol 8,040 % | 5,000 ° | 5,040 %




2. 3;- PREPARAGCXO DAS MATRIZES POLIMERICAS

CONTENDG FLUORESCEI NA:

CA> FILMES DE POLICACETATO DE VINILAY (PVAc):

O polimero foi dissolvido em acetona, adicionando-se a
esta quantidade suficiente de uma s*.oluc;ﬁo. de flucresceina em
acetona 1 ,0>c10—4 M, a fim de se cobter um filme com 0,50% em peso
de fluoresceina.

A seguir, a solugio de PVAc e acetona foi vertida em uma
pl'aca de vidro recoberta com pclie-tileno e espalhada o mais
uniformemente possivel de modo que formasse uma cgmda fina. ©
solven{.e foi evaporado' é, temperatura ambiente, ocorrende a
formag3c de um filme pouco espessoc e incolor.

Através do mesmo processo foi preparado © filme na
porcentagem em peso de 0,10%.

O= filmes de wuranina em PVAc foram prep;arédas:' por

procedimentos  semelhantes e seu estude sistemitico vem sendo

objeto de ocutra tese de mestrado do grupo.

(B> FILMES DE POLICALCOOL VINILICO> CPVAY:

O polimerc fol dissolvido a quente em 'agua bidestilada,
adicionando-se a solugHo, quantidade suficiente de uma solugZs

1,008

M de flucresceina em etancl, a fim de se obter filme de
PVA contendo flucrescefina 0,64% em pesc. A seguir, evaporou-se a

dgua em estufa a cerca de 70°C. Obteve-se um filme pouco espessoc,
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het:erogéneo, mais concentrade nas bordas. Retirou-se da par-te
central e mais homogénea do filme poliméricoe a amostra utilizada
para registrar os espectros eletrédnicos de absor¢io, excitaciio e
eniss3ic. O filme contendo fluocresceina 0O,07% em pesc fol preparado
simultaneamente ac filme descritc anteriormente pelo mesmo
procedimento, diferindo apenas na concentragfo da solugfc inicial
de fluoresceina em etanol. Obteve-se um filme homogéneo e
transparente.

Os filmes de PVA contendo ‘fluoresce._iné. 0,002%, 0,007% e
1,47% em peso, também foram preparadés a partir de uma solucfo de
fluoresceina e PVA em Agua. Porém, as solug®es foram conceﬁtradas
em forno cromatografice a BO*C e a seguir, foram e\}aporadas em
dissecador a vé.cuo; '

Os filmes de wranina em PVA foram prgparadcs por
procedimentos semelhantes e seu estudo sistemitico vem sendo

objetivo de outra tese de mestrado do grupo.
2. 4- INSTRUMENTAGXO:
2. 4.1~ ESPECTROS ELETRONICOS DE ABRSORGXO:

Os espectros eletrénicos de absor¢io da fluoresceina em
todas as solugBes liquidas, exceto em sol uglies aquosas saturadas,
foram registrados através de um espectrofotémetro UVVIS, Varian -

modelo Cary 2300, utilizando-se uma cubeta de 1.0cm de caminho
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étinco; assim como os espectros do corante dispersos nos rilxﬁes
poliméricoss de PVA e PVAc, que foram adaptados a um suporte
apropriado

Embora o espectiro eletrénico de absorg¢foc da acetona tenha
sido compensado, n3c fol possivel a obtenq;“a"o do espectro da_'
fluoresceina em socluglo diluida de acetona, devido A sobreposic¢Zo
da banda do solvente A4 banda do corante na regifio do ultraviocleta.
NZo foram registrados, também, os especiros da flucresceina
dispersa em PVA nas concentracBes de 0,002% e 0,007%, devido ao
baixo coeficiente de extincioc molar do corante & 4 baixa espessura
do filme.

Através de um espectrofotémetro UV/VIS, Intralab - modelo
DMS 100, obteve-se os espectiros do corante nas solug@es aguosas
saturadas, utilizando-se cubetas de 1,0 cm de caminho»&tico.

A ut,il..i,zaqzo de um ou de outro espectrof‘dtémetro em cada
caso, n¥o se deveu as suas caracteristicas éticas, mas apenas por
questes de dlisponibilidade, Jél que dados os altos coeficientes de
exting®o malar e a largura das bandas da fluoresceina nio exige um

instrumento de alta resclugio.

2. 4.2- ESPECTROS ELETRONICOS DE EMISSAO E EXCITAGZXO:

cAD INSI‘I-&UMENTAQ!KO UTILIZADA:
O= espectros de emissio e de excitagfioc da flucresceina

nas solugSes liguidas faram registradoes através de um



espectirofl uorimetro (Perkin Elmer - modelo MFP-44B), que possui um
tubo fotomultiplicader HAMAMATSU CORPORATION - modelo RO2Z8, cuja
.faixa dé resposta espectral ¢ 185 a 9830 nm. Todos os espectros
foram registrados, ajustando-se as larguras das fendas dos
monocromadores de excitagfio e de emissZo correspondentes a uma
resolugdc de 5 nm, excetc os espectros de emiss¥c e de excitacglo
da fluocresceina em solugBes diluidas em acetona e dioxano, | qué
foram obtidos com uma largura da fenda do monocromador de
excitacio correspondente a uma resolugic de 7nm. HNIZo se
utilizou filtros para se obter nenhum ‘dos espectros.

Obteve-—se os espectrogs de emissio da fluorlescei na nos
films. poliméricos de PVA Camostras diluidasd e PVA::'at,r-avés de um
‘espectrofluorimetlro aberto que contém os seguintes componentés:

Cad Lampada de vapor de mercirico de alta pressioco e arce curto,
ORIEL, tipo SA-DC-M 200W - modelo 6137;

(b)) Cubeta de vidro, com janelas de quartzo de B,Oc:m-' de caminho
dtico, contende uma solug3o de sulfato de nigquel, na concentracgio
de 200g-L;

€cd Filtros de vidro FUNBEC -~ tipo UG - 1;

(d> Frasco de Dewar com janela para UV-/VIS, Scalon, médelo S—817;
(ed> Tubo de quartzo contendo a amostra;

Cfd Fotomultiplicadoera, EMI, modelo 6256B, operandc com uma tensdo
de 1005 ?;

- €gd Monocromador de 0,5 m, Jarrel-ASH, mecdelo 82-‘—405, com gr ade

holografica de 1800 gsmm, faixa espectiral de 180 a 800 nm;
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Chd Nanoampef-imetro, Keithley Instruments, modelo 610-C;

€i> Registrador Xt, Hewlett-Packard, modelo 7100 BM, com papel
milimetrado Dard S. A., modeloc ML-O270-1037;

Cj> Fonte de tensio para a fotomultiplicadora RR preducts for
Reséarch Inc. S_—SOE.

Umna vez que os dois filtros combinados transmitem na
regifio de 360 nm * 20 nm, utilizou-se esta faixa de comprimento de
onda de 'excitar;zo para registrar todos os espectros de emissZo da
flucresceina, exceto em alguns casos, gue serZo espec:ifi;:ados neo
capitulo 3, referente 4 discussfo dos resultados. ‘

A escolha desta faixa de excitagfo se deve ao fato de que
t.oda;s as formas de dissociagfo aa fluoresceina absorvem nessa
regifo, apesar desses comprimentos de onda n3o corresponderem,
necessariamente, ac comprimentc maximo de absorg3o.

A escolha dos diferentes espectroflucrimetros se dewveu
apenas a conveniéncias experimentais e facilidade operacional,
destacando—se © uso do espectrofluorimetrc Perkin-Elmer paré as
medidas de fluorescéncia das' diversas solugBes e das medidas dos
seus especliros de excitacfo. Como a emissXo da f‘luoresceiﬁa em PVAc
tem baixa intensidade, n3c fol possivel registrar os espectros de
emissico e excitagio nesse equipamento. Problemas técnicos nZo
permitiram, também, que se registrasse os espectros de exc;itagrﬁo

_no espectroflucrimetro aberto.



CB> PRINCIPICE DAS TECNICAS UTILIZADAS:

Os principios das técnicas de espect.roéc:opia eletrdnica
.de absorg3o UVAVIS e emiss3o tém sido muito discutidos na
literat.uracg’cap'ij. No entanto, a técnica de espectroscopia
eletrénica de excitag¥o, que ¢ nXc menos importante, tem sido
pouco abordada. Como esta técnica foi muito ttil, no sentido de se
identificar a formaglo de agregados, alguns comentérios ser5§
feitos a respeito desse tipo de espectroscopia.

A técnica de espectroscopia eletrénica de excitagZo
consiéte, basicamente, em uma medida indireta da absorcXo da
amostra. A fim de se esclarecer esta defini¢Zo, deve-se descrever
o proéediment.o de obtengfo do espectro de excitac;éo, descrito a
‘seguir.

Considere um exemplo hipotétice, no qual um molécula
orgéanica qualgquer tenha kmax de emissZo em 450 nm e )“max de
excitagdo em 300 nm. Para registrar o espectro de exci tag3o,
deve-se, primeiramente, fixar xma.x = 480 nm no monocromador de
emiss8o e,a seguir, o comprimentoc de onda de excitacZo & variado.
O espectro de excitag3ic consiste em um grafico da intensidade de
emiss¥o de fluorescéncia vs comprimento de onda de excitac¥o. Isto
significa que © feixe que incide no fotodetector ¢ o da luz
emitida, porém sua intensidade ¢ dependente do comprimente de onda
de exci t,é.t;'a"o; O kmx da banda de excitag¢Zo, no caso 300 nm, indica

que neste comprimentco de onda, a amostra apresenta maior

intensidade de emissZoc. Portanto, o espectro de excitacZio & uma



medida indireta da absor¢3o, pois analisa-se quais as espécies que
estio no Kest.ado fr und;amental Cabsorvem> e emitem, por exempl.o' em
450 nm. O espectro eletrdnico de emissBo ¢ uma medida direta, pois
indica quais s%o as espécies presentes no estade eletrénico
excitado e que decaem radiativamente para o estado eletrdnico
fundamental. |

Segundo Barltrop e Coyle, a técnica de espectroscopia
eletrénica de excitagZo complementa a de absor¢§OC4). C espectro
de excitag3o pode apresentar o mesmo contorno e di$tribﬁi-;:5o de
compriment.os de onda observados no espectro de absor¢Xo. No
entantoc, em casos onde hid uma sobreposi¢¥o das bandas de absorgXo
dasl éspégi es fluorescentes e ngd—fluore$centes. © espectro de
excita;ﬁo pode fornecer informa¢@es relacionadas, somente, as
espécies enﬂssorasisj.

Observa-se, fundamentalmente, que quando uma espécie
absorve a radiag3o e emite fluorescéncia, o espectro de excitacg®o
é idénticé ac espectro de absorgfo. Peor outro lado, quandoe mais do
que uma espécie absorve na mesma regific, e essa é a si tfuac;ﬁo
comumente observada quando ocorre agregagfic de espécies, como a
enmissdo geralmente ocorre em regiBes diferentes e o espectro de
excitagio ¢ medido em um comprimento de onda fixo de emissXo,
apenas o especiro de excitagZo de uma das espé;ies ¢ registrado.

Essa é uma das grandes utilidades da técnica de espeqtroscopia de

excitagXo.

Outra grande aplicacZfo dessa técnica aparece &



identificagic de excimeros ou exciplexos, jistoe &, espécles
presentes apenas no estado eletrénico excitade e como tal ‘nEo
apresentam espectros de absorgfo,

Além das vantagens da espectiroscopia de excitagfo frente
a d§ absorg¢ic, no que diz respeitoc a propriedades intrinsegas das
moléculas, como a forte superposicioc das bandas de absorg¢io, a
~analise fluorimétrica tem, ainda, uma outra vantagem, que diz
respeito & prépria técnica, dado que possul uma sensibilidade
muitc maior. Esse aumento da sensibilidade ¢ verificado, §or-que- ]
sinal de fluorescéncia pode ser observado, amplificado e
regis’grado diretamente, enquanto que na - espectroscopia eletrénica
de absor¢®=o, o sinal registrado :;:onsiste na diferenga entre as
intensidades de luz transmitida e absorvi daC4}.

Similarmente, para a fosforescéncia, onde a a!;asor‘q.“a"o
direta T-:"E - S & pouco provavel e, portanto, ocorre com um
b_aixo coeficiente de exting®o, o© espectro de excitagio de
fosforescéncia pode fornecer informag®es importantes a resp;a-i to
das espécies que emitem fosforescéncia e est¥o presentes no estado

eletrénico fundamental €S> .

2. 4.3- ESPECTROS DE ABSORCAO INFRAVERMELHO:

Os espectros infravermelho dos filmes poliméricos de PVAc
e PVA foram obtidos através de um espectrédmetro Perkin Elmer 180.

Wilizou-se um  equipamento de aquecimento, acoplado a um
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controlador ‘de temperatura Perkin Elmer. A amostra fol inserida
entre duas placas circulares de wvidre &tico, Separadas por um
espagador com espessura determinada e maior do que a espessura do
filme polimérice, para evitar a ocorréncia de estiramento

mecinico, © que alteraria o grau de cristalinidade do filme.,

2. 4.4~ DECONVOLUGAO DAS BANDAS DE ABSORCAO ELETRONICA DA
FLUORESCEINA EM SOLUCSES AQUOSAS DILUIDAS:

Como os espectros eletrénicos de absorgZc da fluoresceina
consistem em um pacote de bandas vibrénicas, procurou-se realizar
2 sua' decomposicio atr;avés de um programa computacional de
‘deconvolug o de curvaCSD. Basicamente, este programa calcul-a uma
fung®¥o matemitica que mais se aproxime da banda de absorg&"o cbtida
experiment almente,

PDuas funq:ESes s3o utilizadas no cAleul o. A f‘.unc;ﬁo de

Gauss, expressa pela’ equagio abaixo.

-1n 2C5-5 2
I =1 .exp - + o Cid
© CAD, 3%
12
onde, I & a intensidade para o nimero de onda »; I ¢ a

O
intensidade no pontc de maxima absor¢Zo; 1-30 ¢ o nuimero de onda

maximeo; A;a)a € a largura A& meia altura (meia largurad e o é a

absor¢io no nimero de onda i nicial €7 .




A fung3o de Lorentz—Cauchy ¢ mostrada abailxo.

_ CAISi/aaa
XCHd = I . + <2
O 5 -55% + can, _»°
o 1.2

sende que os parametros possuem o mesmo significado descrito

aci mac e .

#

O programa de deconvelugfoc faz o calculo a partir do

produto das fungBes gaussiana e lorentziana, resultando na equagio

3.

ICw) = Io_ {[1 + ?.C; - ;oba]—i.exp[-xa.C; - )]2} + &« <3
.onde, 3y wC x1+>c23 caracteriza o contornos da banda, sendo igual a
zero para a fungdo gaussiana e igual a um para a fungHo
lorentzi anac 7 .

Para se iniciar o calculo no programa sﬁo introduzidos os
seguintes parsmetros para cada uma da banda: Cad wval c-;r da
absorbincia ou transmitincia no comprimento de onda maximo de
absor¢fio; <pd cc:m;::vrimento de onda maximo em nm; C¢d meia largura

da banda da ordem de 30 nm e €dd valor do parametro Xy sCx, #3603 da

equacio I
O programa ajusta os parimetros por sucessivos ciclos
iterativoas até¢ que o espectro calculade se aproxime do espectro

experimenta], permitindo que se obtenha dessa forma o espectro

deconvol us do.
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CAPITULO 3

— RESULTADOS E DISCUSSXO —

3.1- ANALISE DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE ABSORCXO E DE
EMISSZXO DA FLUORESCEINA EM SOLUGCSES AQUOSAS DI LUIDAS:
3.1.1- CONSIDERA(;&SE‘.S GERAIS SOBRE 0O ESPECTROS DE ABSORGAO:

Zanker o Peterc 1>

-est.uda.r-am os espectros elestrénicos de
absorgio da fluoresceina em dioxano em uma faixa derpH Acidos e
basicos,atraveés da compar agio destes com os da molécula
S-hidroxi ~-9-fenil~-fluocron CHPF), andloga a fluoresceina, exceto
pela auséncia da carboxila; concluindo que dependendc do pH, a
fluoresceina pode apresentar as seguintes formas de di5$ociagzo:
cétion.C:LD; moléculas neutras: quinondide (20 e lacténica 3D,
moncianion (9 o di&nion C8). Mencionaram, ainda, a possibilidade
de existéncia de uma outra forma da molécula neutra, denominada
zwiteridnica ou anfo-fon C4). |
Martin e Lindqvistca) assumiram a existéncia da espécie
anfo-ion (43 e, posteriormente, a mesma foi constatada = por
espectroscopia de absor¢fo infravermelho, através de duas bandas
caracteristicas do anion carboxilato, consistinde em uma forte
entre 1500-1600 cm_i. correspondente as vibragBSes de estiramento
assimétrico e a outra mais fraca entre 1430-»140.0' cm-i, atribuida

.as vibragBes de estiramentc simétrico. Deve-se ressaltar que estas

bandas nZo apareceram nos espectros de infravermel ho das moléculas
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neutras quihonéide C2) e lactdnica (3D,

T

Ho

Figura 8.1: Formas idnicas da fluoresceinaca).

Adotando-se a seguinte notagZio para as constantes de

disscociag@o da flucresceina, tem—se que:

Equilib;‘iqs dg dissoci agcHo Constantes:

HeF1" —— H' + BRI Ky p1* = CHYILH FLI/THFLTT 1D
H,Fl —— H' + HF1™ Ky g LHY1. IHFLTIAIHF1T . C2d
WRLT —— e m® ok - = th R T oo

e F A -
onde, H3F‘l s HaFl e Fla representam as espécles: catidnica (1D,
molécula neutra C(incluindo as formas quinondide (2), lactdnica (3D

o anfo—-{fon C4D0, monoani énica 8D =Y dianidnica cad,



respectivamente.

Martin e Lindgvi stc 22 obtiveram os seguintes valores para

as constantes de dissociagZo da flucresceina: pKH = 2,2;
3
pKH = 4.4 e p!‘HF'J. -= 6,7. Porém, Diehl e
2 :
Markuszewi ski €43 s prosseguindo o estudo da fluoresceina,

determinaram com maior precisfo as duas primeiras constantes de

dissociag@o através dos dados de solubilidade do corante em fungXFo

do pH e chegaram aocs seguintes resultados: . pKH Fl+ 2,13 e
B . 3
2
Martin e Lindqvi&tca) utilizaram o estudo comparative das

moléculas da flucresceina e do HPF em solugSes aquosas, para
identificar as vér-ias espécies da flucresceina em diferentes pH,
nos estados eletrdnicos fundamental o excitado., Considerando-se
que os grupos Xanténico e benzénico dissubstituido da fluoresceina
nIAo estIo conju;_:;ados, pois se situam em ;ﬁlanos perpendiculares, o
especiro wletrdénico de absorgdo do corante se divide em dois
conjuntos distintos de bandas. O primeiroc, na r‘egié‘:c_: do visivel,
pode ser 'atribuidc a absorg3o eletrénica do anel xanténico e neste
cCasoc, as espéciés: catidnica (13 e anfo-ion (4D Canel xan£énico
carregado positivamented 'devem apresentar banda com comprimento de
cnda maximo e contorno anéloéos; © mesmo ocorrendo com as espécies
quinondide (23 e- moncanidnica (83 C(anel xantdnico com carga
efetiva nulad. Deve-se esperar, portanto, que as espécies do

corante que possuem anéis xanténicos anilogos, apresentam o mesmo
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tipo de espectro eletrdnico de absorg¢io na regific do visivel. O
segundo <onjunto de bandas aparece na regifio do ultra-vicleta e
pode ser atribuido A absorg3io do anel benzénico dissubstituido e a
outras tr ansi¢g@es do grupo xanténico. A espécie lacténica C3D & a
Unica quer n3o apresenta absor¢fic eletrdédnica na regifo do visivel,
pois a formag&%c da ligagdco lacténica quebra a conjugagXo
eletrénica do anel xanténico. -

Apesar das varias formas da fluoresceina terem sido
analisadas por espectroscopia ética, existem duvidas a respeito do
comparté.ment.o fotofisico das diferentes formas da inolécula nautra.
Devido a este fato, definiu-se como primeiro objetive o e.studo dos
‘espectros eletrénicos de absor¢Xo da fluoresceina em sol ugSes
agquosas diluidas CE!,SS:-(.?.()W6 M> de diferentes pH. Para isto, foi
feita deconvol ugio das curvas espectrais através de um programa
computaci onalcs:)g Como todas as espécies da fluoresceina, exceto a
espécie 1l actdnica (3D, sZo caracterizadas pela sua absorg¢X¥o na

regific do visivel, serZo discutidos, primeiramente, os eépectros

eletrdnicos de absorgdo nesta regiXo.

3. 1.2~ RESULTADOS OBTIDOS DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE
ABSORCAO:
— REGIAO DO VISIVEL:
- O espectro de absorc¢fio da fluoregceina'erﬁ dcido sulfdrico
10 M apresenta uma banda larga e n%o estruturada, que pode ser

decomposta nos seguintes comprimentos de onda, em ordem



‘decrescente de intensidade de absorgfo: 435,8; 413,55 | e 382,323 nm.
Suplie—se gue essa absorgio se_ja- devida A espécie céxt.iénica 1> da
fluorescei nac 2> Cfigura 3.2a).

A medida que o pH da sol ugZo aumenta, observa—-se um
deslocamento espectral das duas primeiras bandas ci tadas
anteriormente, de =~ 3 nm para comprimentos de onda maiores, sendo
que a terceira banda apreéenta um deslocamento espectral maior, de
2« 7 nm Provavelmente, a espécie anfo—ion (4) da flucresceina
comega a se formar, causando um deslocamento da banda de absorgcio
para energia menor, embora o contornc da mesma n¥o varie. Pode-se
atribuir este deslocamento a interag®es diferentes do solvente com
as duas espécies do corante (figuras 2.2b a 3.4D.

Em pH = 1,82 o© espectro eletréniceo de absor¢XEo da
fluoresceina na regific do wvisi{vel apresenta, além da banda em
463,85 nm., as seguintes bandas decompostas @ om orden; decrescente
de intensi dadel de absorgio: 438,6; 418,00 e 401,23 nm. Por.
comparagico com o trabalho de Martin e co—autorca), atribui -se esta
banda a absorgio do anel xanténico com carga efetiva nula présente
na espé;cie Qui nondide c2d da fluoresceina.  Nesse pH,
provavelmente, existem em equilibric as espécies: catidni -c:aCJ.D.
anfo-fion (42 e quincnéide; (2 (figura 3.4bd.

Considerando-se que“ © priméiro pKa para a dissociagZo da
flucresceina % 2,i3, supfe-se que acima deste pH, a concentracio

da espécie catidnica (1) vai diminuindo gradativamente, havendo um

equilibric predominante entre as formas neutras da flucresceina.
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Entre

fluoresceina em &gua 8,3x10
HESO4: Cad 10 M (20; (bD B8 M (2 e (cd pH = 0,03 3.
parénteses s3c apresentados os fatores de multiplicagZo dos

valores de absorbiancia.

70



1-18 i
8.88} H
5
ﬁSI :- '.‘ 3'
Eisg P v“‘:-
3129 " .'-‘ '..
210.08
BN
. 1053 3 < H
1.45¢
g, . .
nms- (o)
- L N
4 LR
8.3 ! .
R - S -u"'_‘" R ) T T R L e
’ £1.39 34l.83 218,
1] ‘
1:57 9 - ‘.
: ' " {e) i
“!Sn ] o ]
. 8
T : : _ {.'f'-, i
3-35 i ’ "‘ l‘. " . . .. :.' .‘.:'
4 E l." N SN
.O ,.':‘:-"-,...“ N --.'3“_ - ..‘
J " Lt ey s oS ]
412,38 345.80 212.58 - 208,088
(1] . .
"Figura 3.3: DeconvolugZo dos especiros eletrdnicos de absorgZo da
5

fluoresceina em Agua 8,310 - M nos seguintes pH: Cad 0,43 (3,
(k> 0,78 (2> e (D 1,14 €2). Entre parénteses sfo apresentados os

fatores de multiplicagfo dos valores de absorbincia.

71




0.93

“S- '
.68 i

0.33}

(a) i

" I
,
. 1:43" (b) g:
‘bSQ :
893} : ¥
b4} i 1\ | Y
:ﬁw-.“...,u':: T '.\\.-l. Ma “'-.1
: 440,88 %808 239,02 268,09
I.ﬂﬁr - 5
f
.75} L) :
L LI |
s, AN
B.50} () ¥i%.
. o L
e /d 5
432,50 355,08 27158 280.60

- an
-Figura 3.4: Deconveolugic dos espe

fluoresceina em égﬁa 8,3}:10’6

(b> 1,82 (3> e (cd 2,835 (2.

ctros eletrénicos de absorcio da
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Entre parénteses sZIc apresentados os

fatores de multiplicagXo dos valores de absorbincia.

=



A medida que o pH da sclug3o aumenta, observa-se que a
banda de V-absor‘;ﬁo nz;l regifio do wisivel tem a sua intensi.dz'ade
relativa diminuida. Em pH = 2,88 (figura 2.4c) a deconvol ucio dos
especiros -eletrdnicos resulta nas seguintes bandas com maximos
centrados mnos comprimentos de onda: 474,5; 432,2; 420,08 ¢ 393,22 nm.
Verifica-se gque ha um deslocamento espectral das itrés primeiras
bandas para a regiZfo de menor energia, enguanto que a Gltima banda
se desloca para a rogifico de maior energia. Além disso, ha& uma
intensificacio relativa da banda em 474,585 nmn, sigpificando que o
‘equilibric se desloca no sentido de forrﬁac;%‘c da espécie
gquinondide {2).

4 Com o aumento do pH das solug@es diluidas de fluoresceina
em agua, <onstata-se a mesma tendéncia descrita acima, ou seja,
.deslocémento das trés primeiras bandas para comprimentos de onda
majiores, deslocamento da gquarta banda para comprimente de onda
menor e aumento da intensidade relativa da banda situada a cerca
de 478 nm Cfiguras 2.8a o 3.E8b).

No pH = 4,18 (figura 3.5c¢), verifica-se a existéncia das
seguintes bandas decompostas: 4786,9; 440,7; 421,7 e 387,1 nm. Além
dissc, h& wuma inversBc das intensidades relativas das bandas em
476,8 e 440,7 nm. SupBe-se que haja um deslocamento do equilibrio
no sentido de formagio da espécie monoanidnica (8), gque possui o
anel xanténico idéntico ao da espécie neutra quinondide (23 (carga
efetiva nulad. Portanﬁo. Ja devem estar em equilibrioc as espécies

da molécula neutra e © monoinion C5).

73



L3y

LY} .
' _ (a) 2 Y

Rbs.
a-“ 3 -

5532 3 - 7 : |
. i ' ‘“**:ffffﬁ"”fif;?"‘«ﬁq
268,068

L {-‘.:.::;:::? [in o
£35.58 357,80 718,50
| 1

ni

1.55' o 1
[ 4

‘

L b
* (b) ¢

. 4‘

B\»S. A !
CRH R
0.7} ik
s : ..' .

i
200,09

289.03

40,80 3%0.60
L

x.zs i

0.5} . .
| (e) ¢

fiis, | -
884 '

6,32} ;L
'.'1:-*“’ r : et it e b
368,60 288.08 _2%-35

440,88
| L]

Figura 3.85: Deconvolucfo dos espectros eletrénicos de absorcio da
M nos seguintes pH: Cad 3,33 (23

fluoresceina em Agua 8,23x10
Entre parénteses sX¥o apresentados os

(bl 3,72 (22 e (cd 4,18 2.
fatores de multiplicacZo dos valores de absorbincia.

L




No pH = 4,58 (figura 3.6a), pode-se notar ‘as seguintes
bandas: 474,5; 448,8; 420,8; 20,2 nm. Verifi::a-—sé queae todas as
bandas té&ém as suas intensidades relativas aumentadas, embora a
banda, cujo maximo se situa em 474,85 nm, apresente uma maior
intensificagio om relacio as outras  bandas citadas.
Considerando-se que o segundoc pKa da flucresceina & 4,44, supSe-—
-se que no pH 4,58 ha uma concentrag3o maior da espécie
moncanidnica (8I.

A medida que o pH continua a aumentar C.entre 4,98 e 5,722
observa-se que todas as bandas se deslocam >~ 5 nm para a regifo do
wvermel ho, exceto a Gltima banda em =~ 385 nm gque tem um
deslocamento para a regifo do azul (figuras 3.8b a 3.7a).

Em pH = 6,02 (figura 3.7b) verifica-se a existéncia de
cinco bandas na regifo do visivel centradas em: 488,8; 4685,65;
448,2; 428,7 o 285,22 nm. Pode-se atribuir o apareci'mer;to da guinta
banda ao deslc:':ament,o do equilibrio no sentido de formagZo da
especie dianidnica (63. Provavelmente, neste pH, estic presentes
eﬁi equilibrio as espécies: guinondide (2), moncanidnica €5 e
dianiénic.a <62, 'equilibrio este que, em pH = 6,80 Cfigura 3.8a) se
desloca no sentido de formag3o do difnion (8. Obsarvamée uma,
diminuicEe da meia larg;:ra da banda e um aumento acentuadoe na
intensidade relativa da bar;da em 489,2 nm. As outras bandas
observadas sXo: 468,0; 449,0; 432,7 e 384,86 nm. Nota-se ainda que
I489,0 : 14.65,0 >~ 2,5, indicando um aumﬁm’t_,o da concentrag¢gio do-

didnion (62 em solugfo.
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A espécie dianidnica predomina em pH = 8,79, uma vez que
o terceirc e 6ltimo_pi{a da flucoresceina & atingido em 6,?-. As
bandas observadas sXZo: 483,8; 465,6; 450, 4; 432,9 e 385,22 ﬁm.
Verificando-se uma razio de intensidade 1489.8 : 1465‘,6 = 3:1
Cfigura 3. 8b), '

7 Efm PH subsequentes, constata-se um aumentc significativo
na intensidade da banda em cerca de 490 nm, em rel agio as outras
bandas. Supde-se que isto indica um aumento da concentracio da
espécie dianidénica (8) em solugdo (figuras 3.8c e 3.8ad.

No dltime pH -est..udadc CpH = 8,23) (figura 3-. gb3, o
espectro eletrénico de absorgXo da fluoresceina na regifo do
visivel apresenta as seguintes bandas 489,3; 466,4; 454,7; 38R8,7 e
385,.6 nm, com uma razfo de intenSiaades de I489,3 : I466,4 2 4:1.

Conclui-se assim, gque o equilibric estid totalmente deslocado no

sentido de formagfo da espécie dianidénica ¢8&2.
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Figura 3.8: DeconvolugZo dos espectros eletrdnicos de absorgZo da
fluoresceina em agua '8,3x10—6 M nos seguintes pH: Cad 7,57 (2D;

by 7,93 (23 e (cd B,23 (2). Entre parénteses sXo apresentados os

fatores de multiplicag®o dos valores de absorbiancia.
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3. 1.3~ CONSIDERAGOES CGERAIS SOBRE OS ESPECTROS ELETRONICOS

DE EMISSAQ:

Leonhart e co-—autorescsj determinaram os valores dos
rendimento= quinticos de flucrescéncia das quatro formas da
£l ut:;rescei na: cation (123, molécula neutra, moncanion €3) e di&nion
C(B) s¥o, respectivamente, 0,39.. 0,00, 0,286 e 0,93. Assumiram, no
- entanto, qgue as formas neutras se apresentam apenas como’ espécie

quinondide (2) e lacténica (30 e obtiveram os valores das

constantes de equilibrio no estado éxcitado singlete: K: = 0,18,
* * -7 " * 3 .
Ka = 8,0 e K3 = 1,1i8x10 L’]::.K:3 = 6,83. O cilculo de K.‘L e KE foi

fel po ~através de um programa computacional, considerandes que a
concentr ar;‘fé‘o relativa da molécula neutra era nula ne estado
excitado. Embora estes valores fossem compativeis com os dados
experimentais, gquestionaram o significado fisico dos mesmoé » uma
vez gque consideraram que a mol écul a neutra nIo emitle
f_l uorescéncia. Posteriormente, Guyot e outrosc 7 calcularam os
. seguintes valores para as constantes de equilibric no e-si;.adé
excitado singlete: pK:j = 2,0; pK; = 4,0 e pK; = B,7. Os valores do
rendimentos quinticos de fluorescéncia relativos &s formas neutra
e monoanidnica foram, respectivamente, 0,14 e 0,26. Em quai squer'

3
casos, observa-se, que os pK sIo menores do gque os do estado

eletrénico fundamental.
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3. 1.4~ RESULTADOS OBTIDOS DOS ESPECTROS ELETRAONICOS DE

EMI SSAO:

Os espectros eletrdnicos de emissZo da fluocrescef{na nas
soluglfies agquesas Acidas T e 10 M apresentam uma banda larga,
assimétrica na regifo do vermelho, nZc resolvida vibronicamente

com Amax =" 480 nm, atribufda a espécie calidnica (1) Cfiguras

3.10.a e 2.10bD,

No pH = 0,03 Cfigur‘a 3.10cl, observa-se uma banda larga
de emissio de fluorescéncia com maxime em 508 nm e um ombro em
>~ 480 nm, além de uma diminuigZo na intensidade total de emissXo.
Embora as espécies catidnica (1) e anfo-fon (4D tenham © mesme
perf‘:.l da banda de absorc;ao na regifc de visivel, devido ac anel
xanténice carregado pesitivamente, supSe-se que a banda de emissIo
em A = 508 nm seja devida ac anfo-ion (42, enquantoc que o ombro &
atribuido & emissZo da espécie catidnica €12. Segundp Martin e
Lindqvistc 23, ocorre uma reaglioc protolitica do anf‘o-'ior.: €4) no
estado eletrénico excitado em duas -etapas: Cad um préton @
dissociado do grupo xanténico; e (b) a perda do préton neste grupoe
diminui a forga 4&cida do grupo carboxilato e resulta na sua
protonagio do ion carboxila. O resultado efetivo &€ a ﬂransf‘ormagﬁo
do anfo-fon (4), no estado eletrénico exci tado, na forma

quinonsdide (23, de acorde com o seguinte mecanismocajz -
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ou seja,

4 — 8% syt , 2® e
Como inférmagsc adicional - para confirmar o modelo
descrito, observa-se que © espectro eletrénico de excitagZo da
fluorescei na em solugio aquosa  de dcido sulfdrico 8 M (figura
3.30d> apresenta uma banda assimétrica na regiZo do azul com
maximo em 480 nm O\EM = 480 nm) relativa ac ca:t.ic;n C12. Esta banda
é praticamente, a imagem especular da banda de emissZc, podendo-se

concluir gue ¢ a mesma espécie, no casc a catidnica €12, que

. absorve ¢ emite.
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Figura 2.10: Espectros eletréniéc;tﬁnﬁéia enissZo de fluorescéncia da

flucresceina em Agua 8,3x1 0—6 M em HB‘SO 4’ nas seguintes

concentragSes: (ad 10 M (13; (b B M 1) = nos seguintes pH:

Ccd 0,02 C35; Cdd 0,12 (33; Ced 0,43 (3> e (f) 1,14 C3). Entre

parénteses s3o apresentados os ganhos do especiroflucrimetro

utilizado.
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No pH = 0,12 (figura 3.10d), observa-se que a banda -de
emiss@o mais intensa aparece em Bl0 mm e tem um pequenc
deslocamentoc espectral para a regific do vermelho em relacXo 'ao
especiro eletrdnico de emissZo do corante em pH 0,03. Além disso,
o ombro em = 480 nm tem sua intensidade relativa diminuida. FEste
rasv.-:li.ado. sugere uma diminuigZo na concentragio da espécie
catidnica (1) e um deslocamento do equilibric ne sentide de

formagio do anfo-ion (40,

No pH seguinte, 0,43 (figura 3.10ed, verifica-se que: Cad
diminui ‘a intensidade relativa do ombro em ~ 480 nm; Cb) o maximo
da banda se situa em S14 nm; C(cd hi o aparecimento de um ombro em
2 T80 nm. Este ombro em 880 nm ¢ atribuido ao acoplamentc de
certas freguéncias vibracionais fuﬁdamentais da molécula como um
tedoe ou em parte, com a transi¢lo eletrdnica principal da
'moléculacsj. Sugere~se um deslocamento do equilibr‘io no sent;i do de
formag3o da espécie neutra quinondide C2), estando ainda presentes
en solugio as espécies catidnica (1) e anfo-icon C(4), gue sofre uma
reag3io no estado excitadao e se transforma na espéci e
quinondide {23.

O espectro eletrdnico de excitacio da fluoresceina no
pH = 1,14 Cfigura 3.31ib) apresenta uma banda muite similar & banda
de excitagio do corante em Acido sulfdrico S M (figura 3.30dD, com
}‘max 2 460 nm CJ\EM = 516 nmd.

Esta hipétese de reagfo do anfo-fon no estado eletrdénico

excitado se fortalece quando se analisa os resultados espectrais
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para a solugdo em pH = 1,14. Nesse caso, enquante o especti‘o
eletréonico de excitagfo apresenta uma banda muito similar aquela
presente em solugfic aquosa de acide sulfdrico § M, J\mx e 460‘ nm
C)‘EM = 616 nmd, o espectro eletrénico de emissio difere tante no
comprimento de onda de emissTo, com bandas em 480 nm e B16 nm,
quax;st.o no seu contorno C(figura 3.10f).

Pode-se concluir, portante, que o anfo-fion €4) absorve
_ Cesta presente em solugic no estado eletrédnice fundamental), ou
seja, € excitado e a espécie quinondide a2y emite, estando
presente no estado eletr‘énico excitado.

A medida que o pH da solugfo aumenta Caté pH = 2,19
(f‘s_'.g_uxjas R.ila a 3.11cd pode-se verificar gue: ¢ miximo de
enissfo @ se situa em 516 nm; o ombro existente em =~ 480 n;n
desaparece e aquele situadoc em 550 nm tem um pequenc aumento de
intensidade; wverifica-se, ainda, uma diminuicZo na intensidade
total de emissIo. Sugere-se, desta forma, a presenga da molécula
ngutra em equilibrio. Paralelamente a este estudo, registrou-se os
espectros eletrdnicos de emissfo da flucoresceina em solucBes mﬁito
diluidas €1x10™° e 1x107% wo para as quals seguramente n3oc hi
formagio de agregados e verificou-se a existéncia de uma banda com

maximo em B15 nm e um ombro na regifo de 550 nm (figuras 3.12a

- 2.128c.
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Figura 3.11: Espectros eletré&nices de emissfo de flucrescéncia da
fluoresceina em agua 8,310 ° M, nos seguintes pH: Ca) 1,48 C3);
B> 1,82 C33; (el 2,18 (3D; dd 2,85 (3 (ed 2,92 C3>; Cf> 32,73
€10 e {g> 4,18 (13. Entre parénteses s¥o apresentados os ganhos do

espectroflucrimetro utilizado,
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Nos pH subsequentes, 2,85 e 2,92 (figuras 3.11d 9'3.1193,
nio se observa mudanga espectral significativa, excetoe na
intensidade total de emissZo que tem uma diminuigiEe mais
pronunciada. Este comportamento € o mesmo observado nos espectros
eletrénicos de absorgio, para os quais nesta faixa de pH, ocorre
uma diminuigdo no coeficiente de extingZc molar. Outras
observaces sobre este comportamento seré.‘o detalhadas
posteriormente no item 3.5, 3.

No pH = 3,73 ((figura 3.11f) observa-se um' aumento
pronunciadc na intenéidade de emiss“a"c, embora J\m# = 8158 nm e o©
contorne da banda ndEc tenham se modificado. Pode-se sugerir como
hipttese © deslocamento do equilibrio no sentido de formacfo da
espécie nomoanidnica {(8) e como o seu centro emissor ¢ andlogo ao
da molécula neutra quinondide (23, n3Zo se espera uma alteracfo no
contorne da banda. Una vez que os rendimentos quénticbs de emissZo
de flucorescéncia das formas neutra e monocanidnica (8) s3o,
respectivamente, 0,14 e O,ESC'?D, deve-se chegar a mesma conclus3o,
isto ¢, gue a espécie monocanidénica fambém esteja presente em
scolugio.

Para pH mais altos, verifica-se que a intsnsidade total
de emissd3o continua a aumentar, sendo o dobro em pH = 4,88
comparada aquela do pH = 4,18 Cf‘iguraé 2.18a e 2.11g0. Suge}*e—sa
que este.comportamento seja devido aco deslocamento do equilibric

cada vez mais no sentido da formagZo da espécie moncanidnica (5).
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Figura 3.12: Espectros eletrénicos de emiss¥o de flucrescéncia da

fluorescgina em agua nas seguintes concentrac@es: Cad 1,Ox10“7 M

&) s

€30>; Cbd 1,0x10 ~ M (3D; Ccd 1,0x10 ~ M C1). Entre parénteses s¥o

apresentados os ganhos do espectrofluorimetro utilizado.
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MNos pH subsequentes: .S,OS, 8,41 e 5,81 (figuras 2.12b a
2.13d), nE> se observa modifica¢les significativas na posigic dos
A » no contorne ou na intensidade da banda de smiss3o. Porém, na

max

solug8c de pH = 6,028 (figura 3.13wd, constata-se gque o© kmax de
emissgo so desloca para B17 nm e h& uma alteragic no contorno da
banda, havende um pequenc aumento na sua intensidade relativa <
uma diminuigSo da intensidade relativa do ombro na regifc de
=~ D80 nm. Suplie-se gque, com o aumento do pH, a concentragiic da
espécieo dianidnica C(8) wvai asumentande, a mac:iida que sSe apro-—
xima deo pKa = 8,7.

HNozs pH seguintes: ©,37; 6,80; 8,79; 6,98 o 7,14, (figuras
2.12f a 2.15a) constata-se simultansaments um deslocamentio do
maximo de emissdo para A = Bl19 nm o uma diminuigHo na sua meia
largura, gue provavelmente esti relacionada com o desfépar'raci mento
do ombro axistapt@ na regilc de S50 nm.

A partir de pH 7,22 ate 8,23 (figuras 2.18b a4 2. 184D, n¥o
se observa alteragles especirais significativas, sugerindo-se que

o equilibri o de dissocisgiao da fluoresceins se encoentra tetalmente

deslocado no sentido de formagfo da espécie diani@nica (8.
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Figura 3.12: Espectros sletrénicos de emizsHo de fluorsscéncia da
fluoresceina em agua 8,3)(10“6 M, nos seguintes pH: (a2 4,58 {12
Cho 5,080 (12; (el 6,41 (123 CdD 5,81 Ci1D; (e 6,02 €12 & £ ©,37

€132, Entre parénteses s3o apresentados s ganhos= do

especiroflucrimetiro utilizade.
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Figura G@.141 Escpeociros cletrénicon de smicsBo do flusrescéncisn da

fluoresceina oem agua 8,3):10—a M, nos seguintes pH: (a) 6,80 (1D;
(bl 6,72 €12 e (c3 6,88 (12. Entre parénteses sSo apresontados os

ganhos do espectroflucrimetro utilizado.
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Figura 2.18: Especiros eletrénicos de omissSoc do flucrescéncia da

fluorgsceina em agua 8,3x10“6 M, nos seguintes pH: (ad 7,14 {13,

Cbd 7,383 C123; (g2 7,83 (12 e (dd 8,22 (1). Entre parénisses sXHo

apresentados os ganhos do espectroflucrimetre utilizado.
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3.1.5— RELACDOES ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS DOS ESPECTROS
| EL.ETEO&I COS DE ABSORGZO E EMISSARO: |

Segundo Martin e ca-—autor‘ce}, a flucresceina possui os
andis xanténico e benzénice dissubstituido situados em planos
perpendiculares, n3oc havendo deslocalizagio eletrdnica entre os
MESMOS . Devido a esta geometria molecular, os espectros
eletrénicos de absorgic do corante em solventes viscosos e
nSo~viscosos podem ser separados em dois conjuntos distintos de
bandas. Ao anel xanténico e ac anel benzénico dissubstituido sZHo
atribuidas as Dbandas de absorgioc nas regi@es do wvisivel e
ul tr.a;vi c:_l eta, respectiwvamente.

Pode-se  constatar, ainda, que oS equilibrios de
digssociagioc das formas idnicas da flucresceina s3o fortemente
dependentes do pH das solug@es aquosas diluidas.

Em funcio do fato de que ém solugio aquosa a fluoresceina
sé encontra dissociada em diferentes formas em equilibrioc e,
considerando-se, ainda, que algumas destas formas absorwvem o
emitem na regifo do visivel em mesmos comprimentos de onda, n3oc &
possivel se atribuir comprimentos de onda miximos preciscos para
cada forma.

A tabela 3.1 mostra os valores dos comprimentos de onda
mAximos aproximades de cada espécie. A espécie catiénirca Ci> tem o
maximo de absorgido situado em 436 nm e emiss;_ﬁo em o 480 rm. O

anfo—fon (42 apresenta o comprimentoc de onda ‘maximo de absorgXo
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C2x 438 nmd muito proximo ac da espéecie catidnica, pois estas duas
f‘ormaé. possuem o© anel xanténico carregado positivamente. ' 8]
comprimento de onda de omissio observado em solugSes contendo o
anfo-fon (4) no estado eletrdnico fundamental, ¢ observadoc em
SOSVnm e atribu_;\'..do a emiss¥o da forma quinondide (2).

As espécies quinondide (2) e moncanidnica (8D, apresentam
os comprimentos de onda maximos de absorgio e emiss3o muito
proximos, <entrados em x> 475 nm e x 515 nm, respectivamente.
Pode-se atribuir este comportamento ac fato de que aﬁbas as
espécies possuem o anel xanténico com carga efetiva nula. Apesar
desta coincidéncia de espectros eletrdénicos, estas espécies podem
ser ‘identi ficadas devido ao desloca'xmahto de equilibrio, sendc gue
para pH mais baixos a forma quinondide se gpresenta em equilibrio
com as outras formas neutras, enquantc que em pH mais altcs‘, este
eguilibric so desloca com a presenga das formas monocanidnica e
dianidnica. A consequéﬁcia disto € que ocorre uma nmudanga de
c::ont,orno das bandas.

Finalmente, por apresentar © anel xanténico carregado
negativamente, a espécie dianidénica (8) apresenta os espectros
eletrdnicos de absorgio e emissio diferentes das demais espécies,

com miximos centrados em 488 nm e 520 nm, respectivamente.
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TABELA 3.1: Comprimentos de onda maximos das bandas eletrédnicas

de absorg¢Zo C}\ABSJ’ emi ss&Eo C?\EM) da fluoresceina em

solucSes aquosas diluidas.

ESPECIE A ABS Cnmd }‘EM Cnmd
catidnica 436 480
anfo-ion 439 8508
qguinondide 476 _ 515
monoanidnica 476 815
dianidnica 489’ 520

A figura 3.16 procura mostrar a variagfo do compr;imento‘
de onda em relagio ac pH, das bandas de abscorc¢Zo com A « imi ci.al
cem x> 420 nm e = 464 nm  das soclugSes agquesas dilufidas de
fluoresceina. Esta figura permite a determinagio aproximada dos
trés pKa da fluoresceina, relatives as suas diferént.es formas de
disscciagio. Pode-se verificar uma mudanga de coeficiente angular
da curva {j entre os pH 2 - 3, faixa em que se¢ situa © primeiro
pKa, cujo vs.lor_ ¢ 2,13, Através da curva M, pcdé-se obgservar ums
alteracio do coeficiente angular em pH 2= 4,0; va.l.br proximo do
segundoe pKa, cujo valor é 4,44. Finalmente, pode-se cbservar uma
nova mudanga do coeficiente angular Ccurva 2 em pH X 8,0, que

corresponderia ao terceiro pKa, cujo valeor é 8,7.
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Figura 3.16: Crafico do comprimento de onda ws. pH das bandas
eletrdnicas de absor¢fo centradas em: (&) =~ 438 nm e () ~ 464 nm;

nas solugSes diluidas de flucresceina,

Q7



B. 2~ ANALISE DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE ABSORGCAO E DE
EMISSX0 DA FLUORESCEINA EM SOLUCSES AQUOSAS

SATURADAS:
3. 2.1~ CONSIDERACOSES GERAIS SOBRE A FORMAGAC DE AGREGADOS:

Apés o estudo do comportamento fotofisico das espécies
monoméricas da fluoresceina em solug®es dilufdas, e para completar
o estude da fotofisica da fluorescefna, prcpae"se. come  segundo
objetive o estudo do corante em solugSes concentradas dependentes
do pH, para a verifica¢Zo do efeito de formagfic de agregados nos
espectros eletrdnicos de absorgic e emissIo.

Para uma mel hor compreensio do compor tamento da
flucresceina em soclugBes saturadas, foi necesséric_:' um estudo
simultinec dos espectros eletrdnicos de absorgio .e emissEo, ums

vez que forneceram informacSes complementares, como sera

demostrade a seguir.

Segundoc Rohatgi e » & agregag¢ioc de corantes Causa

mudangas pronunciadas nos especitros eletrénicos dé abs;ornc;ﬁo e
emiss3o. Essas mudangas podem ser explicadas através da Tecoria
Exciténica, dque se baseia na interagfoc de croméforos em cristais
moleculares (Tecoria lde Davydov) e er.n agregados diméri cosc S -

B A Teoria de Interag¢io Exciténica quande aplicada a
moléculas diméricas do corante, prediz um deslocamento espectral
para alta frequéncia se dois cromdforos idénticos sZo arranjados

28



em uma orientagiio exatamente paralela, de modo que os dipolos de
transig¢lo criados quém:io da excitagio, entfo em fase para as duas
moléculas componentes do dimero. B criada uma degenerescéncia,
devida a probabilidade igual de excitagfiico das duas moléculas no
dimero. Esta degenerescéncia & destruida quando os dois dipolos de
transigfo sofrem interagc®@es de primeira ordem com a radi agEo
e_letron:agnética. e resultam em d;:nis estados de energia, cujas
auto-fungdSSes sXo: wa,w: + w:. ¥ onde as fung®es de onda ao estado
fundamental podem ser representadas por V-¥, © o asterisco
representa a fungfio de onda da molécula excitadACQD. A cada wuma
destas aut.o—-funcBes estid associado um auto~valor.

| Para se analisar as possi.bilidades: de transices
eletrénicas para essa situacfo e, ccnsequentemeﬁte » poder
interpfetar as observaces experiméntais. deve—-se considerar trés
‘possibilidades de orientagfo dos momentos de transicZo das
molécul as que formam o dimerocj'o):

Cad Os dois momentos de transigfo estfo obliquos aoc eixo dimérico.
Neste caso, © arranjo em fase dos dipolos de transigio dos
mondmeros ¢ atrativo e causa uma diminuig®o de energia, enéuanto
que o arranjo fora de fase dos dipolos de transig3o & repulsivo e
leva a um aumento da energia do estado excitade da molécula
dimérica. O= momentos de transigZc relativos as transig@es de
dipolo elé&trico d?: estado fundamental para os éspados excitdénicos

do dimero s3o ,ambos, diferentes de zero. Portanto, as duas

transig¢ties s3o permitidas e causam um desdobramento da banda do



monémero. Na figura 3.17 ¢é nmostrado o diagrama dos niveis de
energia dos estados exciténicos. Os ovais correspondem ao per'f‘il
da molécula, e as flechas duplas indicam o eixo de polarizacXZo da
€103

transigio elelirdnica molecular considerada
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Figura 3.17: Diagrama de energia da banda excitédnica para o dimero

molecular com os dipolos de transigXo obliquosC1oj .

(b2 Os dois momentos de transigioc paralelos, apresentam duas
possibilidades de arranjo: 1) intera¢"a‘o fora de fase, que
corres;;oﬁde eletrostaticamente a uma diminui¢Xo de energia e (2D
interag3c em fase, éue causa um aumentc de energia devido &

repuls3o. Como o momento de transigio ¢ dado peloc vetor soma dos
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momentos _ de dipeol o individuais de transig¢io na mol éc ula
componente, as transi¢fes do estadeo fundamental para o- es tédo
exciténico E' sio proibidas, enquanto que as transicdes do estadoe
fundamental para o estadoc E*’ sZo permitidas (figura 3.18),
resultando em um deslocamento da banda eletrénica de absor $Eo para

a regi3o do azulcio)_

DIPOLCS DE TRANSICAO
PARALELOS

OXON—

[]
H
£] 1

S ~\_<“E t
—-1-e 1

F

NIVEIS DO NIVEIS DO RELAGAOD
MONOMERO DIMERO 00S
DIPOLOS

DESLOCAMENTO PARA
o AZuLl

Figura 2.18: Diagrama de energia da banda exciténica para o dimero

molecular, com os dipolos de transicio paralolo._c‘.C1OD.

€cd Uma outra situagZoc possivel & aguela em gue os di polos de
transi gﬁ6 alinhados eom uma molécula dimérica apresentam um
diagrama de niveis de energia excitdnica mostrade na figura 2.19.

Através do diagrama pode-se observar que o arranjo em fase dos
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dipolos de transig¢fio causa uma atrag3o eletrostatica, produzindo o
estade excitade E’, enquanto que o arranjo fora de fase c.‘;iu$a,
repulsﬁo eletrostatica, resultando no estado E**'. Portanto, os
momentos de transigioc tém valores finitos do estado fundamental
pafa o eétado E’, resultando em um deslocamento para a regi3c do

vermelho da banda de absorg:ﬁoClOD .-

DIPOLOS DE TRANSICAO
ALINHADOS

oo

S

Eoee—
—E&' ==

21
mu’ws:ss po NIVEIS DO R%.onscﬁo
ONOMERO DIMERO DIPOLOS

DESLOCAMENTO PARA
O VERMELHO

Figura 2.19: Diagrama de energia da banda exciténica para o dimero

melecular, com os dipolos de transigfo ali nhad0$c 105 .

As propriedades espectrais de agregados moleculares est3o
relacionadas acs parametros | estruturais e levam a avali #gﬁo de
par amet,rrcs derivaveis -experi mentalmente tais ' come: distincia
intermolecular, orientagfoc molecular mGtua . e intensidade da

absorgfc da luz pelas moléculas componentesc 83 .
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Para Lransigfes permitidas por dipelo elétrico Co caso z;'ia
flu&rescei nal’, © potencial de interac¢cioc & do Lipo dipolo~dipolo &
a interag@o de ressonincia & dada por:

U= " [ﬁ?’la .Ccos8 + 3ccsa¢3 ced

R -
onde, R ¢ a distaéncia intermclecular, ¥ & o momento de transig¢Eo
do monSmero, 8 ¢ o &ngulo entre os eixos de polarizacZoc dos
mondémeros € ¢ € o© &Angule entre os eixos de polarizagBSo dos
monémeros @ a linha dos centros moleculares. A interagi@e de
ressondncia ¢ igual & metade da diferenca energética entre os

11>

mAximos das bandas diméricas .. A extensioc da separagic entre

estas bandas dependerd da forga de interagfo entre os dois dipolos
ciad

oscilantes nas duas moléculas . O Anguloc 8 & dado por:
tan“@ = 71 - 7>
2 5

onde fi e fa s8o as forgas dos osciladores das bandas diméricas
nos comprimentos de onda maior © menor em relagio & banda dao

Ci1332
mondémero .

A distancia entre os mondémeros (R) depende da disposigdo

geomdtri ca.c 11> .

Com base no trabalhoe de Kasha e colaborador es'c 103 s
1 .

Arbeloa e co-aulores 12 » propuseram dois modelos, nos gquais os

momentos de dipolo eléirico estfo obliquos (figura 3.20).

N> modelo I, os mondmeros estZo em planos paralelos com o

angulo twist, 8, enquanto que no modelc II, eles estic no mesmo
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planco formando um angulc €. As interag¢@es de ressonincia nestes

model os $EOC113:
. N .
U = -—lﬁgl- rcose Cmodelo I ced
R
- [!-v)fal .Ccos@ + Bsenael)
U = - 3 = Cmodelo IID g
R

As hipdteses sobre se esse modelos se aplicam ocu nZe ac
caso da flucresceina, tém que ser analisadas de modo diferente
para cada uma de suas formas de dissociac¥o, tendo em vista as
possibilidades de diferentes interag@es eletrostiticas no caso dos
fons e as possibilidades de inter agSes scluto-sol ven-te diferentes
‘para as formas neutras. Para que as hipdleses possa.:ﬁ ser

colocadas, partir-se—-i dos resultados especirais cobtidos.

Figura 3.20: Modelos geométricos diméricos com dois.parametroscj'ij.
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3. 2.2~ RESULTADCS OBTIDOS:
A> SOLUCTES DE FLUORESCEINA EM ACIDO SULFURICO S E 10 M:

O espectro eletrénico de absor¢fc na regifio do visivel de

uma soclugdo saturada de fluoresceina Cconcentragdio = 1x10—3 M3 em

&cido sulfdurico 10 M apresenta uma banda assimétrica na regiZo do
azul em 436,88 nm (figura 3.21a), similar & banda obserwvada na
solugdo diluida analoga , atribuida A absorgZo do grupo xanténico
carregado positivamente da espécie catidnica C1). O espectro
eletrénico de omissio de fluorescéncia apresenta uma banda
assiméirica na regific - do vermelho em 800 nm Cf‘i gura 2I.2ic),

C14D

. Segundo Pandya ¢ co-autor sy & emissZo em concentrar;ﬁea' mui te

baixas Co 3){10_7 M) ¢é essencialmente devida a mondmeros, enguanto

que em concentirages mais altas Cx 3}&0_4 M) ¢ devida a dimeros.

Para concentragBes intermediidrias Cx 3nd 0'_‘3 M5, .inoriémer« os e

dimeros co-existem em equilibrio. Joshi e ca—autoreSC1s). também
chegaram A& conclus3o que Jj4& ocorre agregagdc em concentragSes

acima de :I.x.‘LC)--S M. Portanto, pode-se concluir gque em  uma

concentragfio = 1}6.0-3 M, ha& absorg3c e emissZo de -agregados. £
interessante notar que a banda de absorg¢®o relativa aos agregados.
n3o sofre um deslocamento significativo em relagfo A da espécie

monomérica, .enquanto que a banda de emissio sofre um deslccamento

de 20 nm, comparando-se com © espectro eletrénico de emiss3o da
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Figura 3 21: Espectros eletrénicos de absor g3 e de emissic de
fluorescéncia da fluoresceina em sol ugdes aquosas saturadas,
respectivamente, em: Cad) e Ccd HaSO4 10 M (3,00, Cbl) e C4D HaSO4
S M <0,3. Entre parénteses & apresentade o ganho do

espectrofluocrimetro utilizado.
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especie monomérica. SupBe~-se que a estrutura do agregado da
fluoresceina tem o mesme croméforo da espécio monomérica.

O espectro eletrénico de abseorgio da flucoresceina om
acido sulfdrico B M apresenta o mesmo tipo de bandé em 427,44 nm. O
espectro de emissio apresenta uma banda assimétrica na regifo do
vermelhe oem 495 nm, ou sSeja, © mesHo deslocamento sspectral
observade no espectro  anterior. Nesse caso, também, deve-sé

inferir a existéncia de agregados nessa solugio Cfigura 2.21b).

B> SOLUGZES ACIDAS CpKa < 2,13):

Em pH = 1,02, observa-se a presenga de -uma. banda de
absorgic na regido do visivel em 427,4 nm, enguanto que a banda de
emnissioc tem seu méximo em S15 nm, apresentandc dois ombrosz, o
primeiro menos pronunciado em =~ 480 nm e o dltimo em =~ S50 nm
(figura 2.228a). Através da analise do ezpectro ds;' ébsor&;ﬂc:,
pode-se reafirmar gque a espdoie com anel xanténice carregado
positivamente existe no estado eletrénics fundamental. Observa-se,
porem, gue a banda de emissTo (figura 2.82c) & muito similar ao
espectro de eniss3o da fluoresceina em solugSes diluidas om
pPH = 0,43, que jad havia sido atribuido A emissIo d§ cation 13 e
“anfo-fon C42. Segundo Dishl = ca~autﬂrC4), as solubilidades das
Gspécies' anfo-ion (43 o quinondide (2) decrescem na faixa

i1 = pH = 2, per manscendo aprc}dmadamenﬂe constante entre

2 2 pH 2 4. A partir do pH = 4, a sclubilidade da flucoresceina
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Figura 23.22: Espectros eletrénicos de absorgfo e de emissZ¥o de

fluorescéncia da fluoresceina em sol ugSes aiquosas saturadas,

respectivamente, nos seguintes pH: Cal e Ced 1,02 CO,30; (b e CdAD

2,17 1,00, Entre parénteses & apresentado o© ganho do

espectrofluor imetro utilizado.
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passa a aumentar (figura B.23) (tabela 23.2). A partir destes
dados, werifica-se¢ que tanto a sEpeciroscopia eletrénica de
‘absor gde qguantoc a de emissIo, n¥o permitem conclusSes definitivas
sobre a presenga de agr egados na solugfo saturada de pPH = 1,02,

permitind< apenas a proposi¢fo da existéncia de um equilibric om
solugd8o envolvende as formas: catiénica €13 e anfo-ion (43,

conforme sresultados apresentados no item 3.1.4. Os resultados dé.
especliroscopia de excitagio permitirZc ums melhor identificagio
das espéci @s presentes nessa sol ucdc saturada e em outras, para as

quais a solubilidade da fluoresceina & bBaixa (item 3.32.15.
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Figura 2.232: ZSolubilidade das especies anfo-ion (42 Ccurva AD @

quinondide €23 Ccurva B) em funcSo do pH a 23°CC4}.
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Tabela 3. Z: Solubilidade das espécies: anfo-ion (4) e gquinondide

€20 om fungfco deo pH, forga idSnica 0,1OC4J .
pH INICIAL ANFO-T ON £~QUI NONGI DE
DO TAMPZO CONCENTRACEO CONCENTRACZEC
pH FINAL M pH FINAL M
1,00 - 1,10 7,22x107° 1.08 2,41>10° 7
1,49 1,862 2,11x107° 1,51 8,02x10 *
2,00 2,07 7,.82x10 % 2,08 2,80x10" %
2,28 2,33 6,82x10 4 2,38 2,50x<10" %
2,64 2,69 5,2ex10 * 2,65 1,87x10 %
2,08 3,01 4,81x10 % 2,01 1,80x10 %
3,40 3,39 2,88x10 % 2,43 1,50x10 %
32,90 3,02 4,45x10 % 3,02 1,62x10 %
4,35 4,37 S,84x10 % 4,36 2,17x10 %
4,Q0 4,80 1,40x10 2 4,90 5,068x10 %
5,17 5,18 2,15x10 ° -~ —
5,35 5,34 3,31>40 % 5,38 1,28x10°°
5,55 5,53 4,72x10°% 5,55 1,90x10 >
6,04 6,03 1,80x10 & 6,08 5,95x10 °
O especiro eletrénico de abserg¥o "da sol ugHo < Om

pH = 2,17 (figura 3.22b) apresenta uma banda eom

4237 .,4 nm e uma._

banda pouco intensa em = 489 nm, que @ alribuida ac anel =xanténico

com carga efetiva nula. Quantc ac espectro eletrénice de omissIo

Cfigura 3.22d> constata-se uma diminuigXo da intensidade relativa

110



do ombro em > 480 nm, além disso o A maximo da banda se situa em
818 nm e nEo hid alteragfc na intensidade relativa do ombro em
x BSO0 nm. Considerando-se que nesse pH a fluoresceina ¢ pouco

C4)e_ uma vez que o especiro de emiss¥o ¢ muite similar

soldvel
Aqﬁel e observado uti lizando~-se solugZo diluida nesta faixa de pH,
propdie-se que estlic presentes apenas as espécies monoméricas em
equilibrio: catidnica C1) em concentragfic baixa, anfo-ion (42 e

quinondide (2.
CO SCOLUGTES ACIDAS (pKa < 4. 4D:

. Observa-se gque a bar':d:.a de absor¢io na - reglf@o de
comprimento de onda maior, 2 470 nm, se intemsifica a4 medida que o
"pH aumenta (2,80; 4,30 e 4,37 (figuras 3.24a, 3.24b e 3 =Bad,
havendo deslocamentos espectrais de » 10 nm para a banda em
2 440 nm e de =~ 4 nm para a banda em = 470 nm. No pH 4,37, sio
observadas as seguintes bandas na regiZfo do visivel: 473,2; -4;49,3

e 2 300 nm, sendo as intensidades relativas I ~ X

473,2 449,3°
Quantoc aos espectros eletrdnicos de emissfo (figuras 3.24c, 3.24d
e 2.285cD, observa-se uma banda em 518 nm com um ombro  em
> 550 nm, n3o havendo deslocamento do maximo de emissZo, com o
aumento do pH. Considerando-se que as bandas .de ébsorg:ﬁoi e de
. emissXo \apresentam os deslocamentos espectrais das bandas an&l ogos

Aqueles observados para solugBes dilufidas,  propSe-se gque nIo

ocorra a formagio de dimeros, trimeros ou oligdémeros.
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Figura 32.24: Espectros el e-if,r dnicos de absorcZo e -de emissiIo de
fluorescéncia da ' fl ucresceina err-n solug®es agquosas saturadas,
respectivamente, nos seguintes ;.3!{: Cad e Ced 2,80 (1,00; Cbd e CdD
4,30 (1,00, Entre parénteses ¢é apresentado o© ganho do

espectrofluorimetro utilizado.
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Figura 3.25: Especiros eletrénicos de absorcZo e de

fluorescéncia da fluoresceina em solugBes aquosas

enissio de

saturadas,

respectivamente, nos seguintes pPH: Cad e (3 4,37 C€1,0); (b e Cdd

4,66 (0,30, Entre parénteses & apresentado o

espectroflucrimetro utilizado.
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O deslocamento para a regifo do vermelho nos especitros eletrénicos
de absorg®io com o aumento do pH pode ser explicado pela formag3o
'da espécie moncanidnica (8), em equilibrio com as espécies da
molécula neutra.

Q especiro eletrénico de absoreZo da solugdo com pH = 4,66
(figura 3B.25b) apresenta trés bandas principais na regifo do
visivel: 473,7; 451,2 e ~ 390 nm, sendo as intensidades relativas
1473‘.7 = 1451’2. O espectro eletrénice de emissio Cfigura 2.28d) &
muito similar aquele observado anteriormente, exceto por uma menor
meia largura da banda, sugerindo também um equilibrio entre as

espécies monoméricas: quinondide (20 e moncanidénica ¢5).
D) SOLUGTES ACIDAS (pKa < 6,7):

Na solugHc de pH = B,47, nota-se trés bandas principais
de absor¢Eo na regific do visivel: 474,9; 453,8 e 390,8 }xm, ' sendo
que a primeira possul uma intensidade relativa maior Cfigura
3.86a). O espectro de emissXo apresenta uma banda com maximo em
520 nm, apresentandc o ombro em 550 nm menos pronunciado (figura _
3.88c). Neste casoc, pode-se sugerir como hipét.esg ‘o inficic de
formagio de agregados, uma vez que o maximo de emissXo, gque havia
'permanecido na mesma posigio até ent3o, se desloca 5 nm. -

” No' pH 58,75, cbserva-se no espectro eletrénico de
absor¢io, as trés bandas principais erﬁ: - 476,7, 458,7 o

386,88 nm, havendo um aumento na intensidade relativa da primeira
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Figura 3.286: Espectros eletr Snicos de abscr¢fio e de emiss3o de
fluorescéncia da fluoresceina em solugBes aquosas saturadas,
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espectirofl uecri metro utili zado.
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banda, O maximo da banda de smisz%o s¢ situa em B2E nm, deslocado
om ralat;ﬁcx a scslut;'é‘{c; dilufida (figura 3.28d). Provavelmento, ha
f‘or_magﬁo de agregados da espécie moncaniénica (B3, uma vez que o
pH-é maior gue © correspondente ac segundo pKa (pKa = 4,43,

A= modificagtes espectirais da solugio com pH = 6,21 sEo
significativas tanto para solruc;ﬁﬁas diluidas, quanto para sbluc;ﬁies
saturadas, om relag3c aquelas com pH menores (figura 3.27a2. A
primeira banda de abzcorgia apresenta um deslocamsnto
c'kmax = 425,82 nmd e um aﬁmanto consideravel na .inténsidada
relativa, oe modo que a segunda banda (x 455 nm) passa a sSer um
ombro. O especiro de emissfco apresents ums banda assimébrica na
regi‘?id do wermslho com A‘max = 821 nm (figura 3.27c. C‘pnside;an-—
do-ss esse= deslocamentos espocirais e mudan;é$ no contornoc das
.bandas'da smnissfo, sugere-se gque ocorra formagio de agregados. Os
espectros sletrdnicos de absorgfc das solug@es: saturada o dilufda
do corante nesta faixa de pH tém contornos de banda' mui to
ﬁarecidos, podsr-seo—ia sugerir come hipélese a formagico de
agregados, cujos mondmeros consistem na espécie moncanidnica (52,
conforme indicado anteriormente (item 2.1.2).

N pH = 6,48, observa-se uma diminuigHo significativa da
meia largura aa banda de absorgico em 487.8 nm e -diminuic;go da
intensidéde relativa do ombro em =~ 4535 nm (figura 2.27b2. Em
solugBes di luidas. estas caracteristicas indicaram um deoslocamento
do egquilibro no sentic'k: de formag3c da espécie dianidnica (82, uma

vez que este pH esld préxime ac terceiro pKa (pKa = 8,72. Q
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Figura 3.27: Espect_.ros eletrénicos de absorg¥o e de emissZo de
fluorescéncia da fluoresceina em solugBes aquosas saturadas,
respect,irvamente, nos seguintes pH: Cad e Ced 6,31 CO0,1); Cbd> e Cdd

6,48 (0,15, Entre parénteses & apresentade o© ganho do

espectroflucrimetro utilizado.
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espectro eletrénico de emissﬁo apresenta banda larga, assimét.rica
na fegizo do vermelho com A'max = B35 nm (figura 3. 27d>. Novamente,
-se propSe que este deslocamento do maiximo de emissXo seja
atribuido & formag3oc de agregados da espécie monoanidénica (8) ersou

da espécie dianidnica (6.
E— SOLUCDES NEUTRAS E BASICAS (pKa = 6,73:

No pH = 6,87, a banda de absorg¥o tem seu mAximo em
488,85 nm, um ombro em >~ 485 nm e umar banda de intensidade relativa
bem menor em = 380 nm (figura 3.28ad. No especiro eletrénico de
emi ss¥o, observa-se uma banda assimétrica na regifc do vermelho
com hma:% = B38 nm. Considerando-se que nesta faixa de pH, a
solugfo saturada apresenta uma banda de emissZo chm maximo em
E38 nm, deslocada para a regifiv do vermelho em rélac;ﬁc aquela da
solugiio diluida (510 nmd VCfigur-a 2.28c) e o espectro eletrdnico
de absor'; ¢io, além de um contorno diferente, apresenta
1488.5 T 145,5 = 2,5; sugere—s= qﬁe esteja ocor“réndo a formacZo de
agregados, cuja espécie monomérica ¢ o difnion (8. -

O espectro eletrénico de absorg¥o em pH = 7,73 apresenta
duas bandas: a2 primeira muitc intensa com o maximo de absorbéncia
pouco resolvido em -_~_.. 478 nm, e a ségunda =~ dez vezes menos intensa
com méxi‘mo de absorbincia em 381,7 nm (figura 3.28b3. O espectro

eletrénico de emissdio apresenta uma banda assimétrica na regifo do

vermelho com maximoe situado em 542 nm. Até este pH, verifica-se
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Figura 3.28: Espectros eletrénicos de absorg¢ioc e de emissio de
fluorescéncia da fluoresceina em éol u:;ESesl aqucéas satﬁr adas,
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7,73 €0,10, Entre parénteses & apresentado o ganho do

eSpectr-cf‘l vaorinmetro utilizado.
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que os espectros de absorgSo do corante em solugbes saturadas, =%o
muito similaras a’xqual.es chservados em soluge@ss diluidas om faixa
de pH analoga, tanto om relagic A regilfo de comprimsnto de cn.da,
como em rel agdc ac contorno da banda. Em consequéncia desse fato,
quandc da formagfc de agregados, foi suposto que as suas unidades
monoméricas eram responsiavels pelz?\ absorgdo, ou .seja, t,.ant,o o
agregado, <omo © monémero, tinham cromdforos comuns. No entanto,
nice se observa este mesme comportamento no pH = 7,72, ums vez que
a banda mais intensa de 'absoryﬁo t.em seu mé.xi’m_o om o 475 rim,
enguantc gue em solugles diluidas de pH anilogo, © maximo de
absorgdo situa-se om = 488 nm.

Vi sando uma meslhor caracteri zag8a da em;L ssdo dos
agregados da_ especie dianidnica (8) da fiuores;:eina, obhteve-se o

2 : .
M om moio

,espectx;o sletrdnico de eomissIc om uma solucBc Sxi o
fortemente alcalinoe (pH =~ 13D, cbservando-se a existéncia de uma
banda assi m&trica na regific do vermelho, com méximo om B84 nm
C.f‘i gura 3. 20, Conforme indicade anteriormente em solugles aguosas
dilufidas basicas, a fluoresceina se apresenta na forma do dianion,
de modo que se proplie que neste pH sstejam pressnies om sol ugHo:
dimeres, trimeros ou agregados de ordem maior da ospédcie
dianiénica (G,

O= resultados dos espectros eletréni ¢o§ de absorg3o o de
emissSo de soluglss concentradas de flucresceina sm diferentes rH

apresentam, para as faixas de pH onde a solubilidade do corante &

alta, algumas modificagles especirais gue sugsrem a presenga de

iz0



agregados . Entretanto, dada a complexidade dos espectros nIc se
pode, claramenie, fazer as atribuigBes @ definir os modelos de

agregagaic.

) 3 'l 'l 'l ! 4 X, A i I ] L E L] l L 1 A ]

500 550 600 650 700
» { am )

Figura 2. 22: Espociro esletrénico de omisz¥o de flucrescdnciz da
fluoresceina em uma sclugHo aguosa S,Oxio*g M CpH ~ 1. O ganho

do espectroflucrimstro & 20,

i=1



3.3~ ANALISE DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE EXCITACAOC DA
FLUORESCEINA EM SOLUCOES AQUOSAS DILUIDAS E

SATURADAS EM VARICS pH:
3. 3.1- RESULTADOS OBTIDOS:

A espectroscopia eletrénica de exciiacﬁo ¢ uma técnica
complement.ar & especiroscopia eletrénica de emiss¥o, uma vez que.
s¥o detectadas as espécies emissoras presentes também no estado
eletrdénico fundamental. Como foi descritco no item 3.2.2, as
modi fica¢®es espectrals pronunciadas, como deslocamento dcr maximo
e o contorno da banda, sZoc observadas nos especiros eletrénicos de
emissdo. No item 3.2.2, foli proposta a presenga de agregados nas
sol ugSes saturadas aquosas, exceto na faixa apfo:dmada de
1 = pH = 4, para a qual a solubilidade da fluore$éeina & p=guena.
A anilise dos espectros eletrénicos de excitag¥o permitira a
confirmag&o desta hipdétese, uma vez que sXo detectadas as espécies
estaveis do estado eletrénico fundamental e qué .emitem no estado
eletrdnico excitado.

O espet:ttro eletrénico de excitagZfc da flucresceina en
4dcido sulfdrico 10 M em baixa concentragZo C8>d0“6 M> apresenta
uma banda larga e rassimét.rica na‘regi?fo do azul com maximo em
440 nm —.Cfi_.gura 8.30b> (A, = 478 nm>. No entanto, em soluglo

saturada anadlega, verifica-se uma banda estreita com maximo em

478 nm e uma outra com maxime em 384 nm ¢ intensidade relatiwva bem
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menor (figura 2, 320a2 U‘E:M = 300 nm. Fode-se ::onstatar que ©
maximc comprimento de onda de ca)r;citag:ao da fluoresceina, em
éolug:ﬁo diluida, se situa ne “vale" existente entre as bandas
observadas no especiro eletrénico de excitagEo do corante em
sclugie saturada. A principal diferenga entre os eospeciros
elet;.rénicos»de excitagio e de absort;go © gue nesse Glitimo, ha& um
“pacote” de& bandas devidas as espécies monoméricas o diméricas qué
co-existem  em solugio, absor vendo nas MESMAS regides de
compriment < de onda, enguanto que o© espectro eletrédnico de
excitagdc € registrade em relaglc a um determinado comprimentc de
onda de emissic @, portanto, muiteo mais simples. Isto significa
que o mesmo detecta as espécies que ostic presentes 'em solucdo no
-estada eletrénico fundamental ¢ emitem nagquele comprimento de onda
determinades. Pode-se supor, portante, gque © espectre sletrénico de
sxcitagdo da flucresceina em solugio saturada & devido ao dimesrco
catidnico do corante, uma wvez que hid o desdobramento da banda
monomerica de ‘acordo‘c:cpm os modelos prqpostos no item 3.2.1.

Hos especiros eletrénicos de exc:itac;a'g da flucresceina om
HESO4 S M, constalta-se a existéncia de uma banda assimétrica na
regifico do azul, com méximo em 440 nm na solugio diluida (figura
2. 2045 C}.EM = 480 nm), enguantoc gue na solugio -saturéda aparocem
duas bandas em 4068 & 280 nm, sendo gue a Gltima possui uma meifx
largura maior @ uma intensidads relativa menor Cfigura 3. 202
CKEM = AD5Snml. Como no caso anteriof, o maxdmo d'ea excitagic no

espectro da solugdo diluida se situa entre as bandas de excitag3o

iez
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Figura 2. 30! Espectiros eletrdénices de excitagieo da flucresceina

nés solucgles aguosas em HESD4 10 M: (ad saturada CAEM s00 nm,

102; CbY 8,3x10 ° M Chgy = 472 nm, 0.2 e em H,SO, 5 M: (o
. .

saturada CAp,, = 408 nm, 0,3>; C(dd 8,3x10 =~ M Cxpyy = 480 nm, 1,00.
Entre parénteses s=Zo apresentados oz comprimentos de onda maximos

das bandas de emissio e ©s ganhos do espectroflucrimetro,
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do espectro na solugEn saturada, Provavelmenie, ha a formag3o do

dimere calidnico da fluoresceina na solugSe saturada om HES'-O4 =2 M.

O especiro eletrdnico de excitagio da flucresceina em

solucdo diluida, pH = 1,14, apresenta uma banda assimétrica na
regifico do azul, com maximo om 440 nm {figura 2.3231bL3
CJ\EM = 815 nm. Deve-se observar gqus nic hi deslocamento da banda

de excitagZo em relagfoc aocs espectiros eletrénicos antericres nas
solugles m HESO4 8 » 10 M. Como foi discutide antericrments, nos
itens 2.1.2 o 3.1.4, em pH = 1,00, ha um equilibric entre as
espécies calidnica (12 e anfo-ion (42 da fluoresceina nco estado
eletrénice  fundamental; mas através de uma reagSc no estado
eletrdnice excitado, cocorre uma transformacio do anfo-fon €43 em
uma modificagdo quinondide (2), que emite em Bi5 nm. Uma vez que o
espectro eletrénico de excitaglo foi registrado om relagfo ao
méximo de enissHo C?\EM = B1l8 nm) & este sspectro & similar agqueles
observadoz  em -suluc;.ﬁes muito Acidas, este resultado confirma =&
sxigténc-iar do anfo-icn (42 no estado elotrénice fundamental < da
forma quinonside (22 no estado elstrdonico excitado.

‘Pro5saguindo o westude da flucoresceina  em solugles
concentradas, verifica-se gus o especire slstrénico de fax&itat;‘éi\v
em sclugEo saturada no pH = 1,02, apressenta uma banda com maximo
em ~ 400 nm & uma outra c:;om menor meia largura e intensidade
relativa similar & anterior, cujo maxime se mitus em 480 nm
Cfigura 2, Z21ad) CA

M = 818 nmd. O "vale" existents entre estas duas

bandas coincide com o méximo de excitagdo em solugfo diluida
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Figura 2.31: Espsciros slstrénicos de excitag¥c da fluer emreina

nas solugloes agquosas: Cad saturada, pH = 1,02 C?\EM = Bl19 nm, 0,33,
—&

(b 8,210 & M, pH = 1,14 CAEM = Bl8 nm, 0,32); C(c) saturada.

pH = 4,30 CAg = 518 nm,0,2; Cdd 8,3x10 °M, pH = 4,18 CA =515 nm,

0,2). Entre parénteses silo apresentados os comprimentios de onda

méximos de emissZc das bandas @ os ganhos do sspectroflucrimetro.
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doe corante. Quando se analisou oz espectx;cs eletrénicos de
absor¢g3o e emissio da fluorescelina em sclug3c saturada no
pH = 1,02 Citem 3.2.2b), comentou-se que os dados eram inconclusi-
vos em relagd3o A possibilidade de formag%o de dimeros, devido a
baixa solubilidade do corante nesta concentragfo hidrogenidnica;
porém, a partir do espectro eletrédnico de excitagHo, constata—se a
existéncia de bandas caracteristicas de estruturas diméricas. E:
dificil determinar qual & a estrutura molecular do dimero formado,
uma verz que as espécles: catidnica (12 e anfo-ion (4) estZo em
equiiibrico neste pH Citem 3.1.2). Provavelmente, hi formagio de
dimerces do cation (1) e do anfo-ion (4).

7 Os espectiros elétrénicos de excitag8c da flucresceina em
solu¢gdBes dilufdas c}"EM = B15 nmd nos seguintes pH: 4,18 (figura
3.381dd; 5,05 e 5,41 (figuras 3.32b & 2.32d), foram muito similares
aos espectros em sol ugBes saturadas nos segul ntes pH.
respectivamente, 4,30; 4,66 (figura 3.31¢) O"EM = 515 nm e 5,47
C(figura 3.32a e 3,38 Chgy = B20 nmd. No entanto, verifica-se que
as bandas dos espectros nos pH = 4,86 e pH = 5,47, em solugSes
saluradas, apresentam intensidades relativas majores em comparacio
aos espectr-os em sol.ugaes diluidas a pH préximos. SupSe-se gque até
o pH = 4,30, hi uma pequena solubilidade do corante, havendo unm
equilibrio das espécies monoméricas da forma neutra, deslocado no
sentido c—ie formag®oc da egpdcie quinondide (23. O espectro de
excitagdo apresenta, ‘portanto. uma sobr‘eposigﬁo 'das bandas de

excitagio das espécies monoméricas da forma neutra do corante, com
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Figura 3.32: Espsctros eletrédnicos de excitagloc da fluoresceina

nas solugBes aquosas: (ad saturada, pH = 4,66 (Ap, = 818 nm, 0,3);
Cb> 8,340 ° M, pH = 5,08 CAgy = 518 nm, 0,32; (ed saturada,
PH = 5,47 (i, = 520 nm, 0,3; cd> 8,3d0° M, pH = 5,41
Crgy = BIS nm, ©,3D. Entre parénteses s%o apresentados os

comprimentos de onda méximos das bandas de emissfio e os ganhos do

espectroflucrimetro,
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as bandas de emiss¥o da lampada de xendénioc do espectroflucrimetro
utilizado, uma vez que nf3o se utilizou nenhum sistema de filtiros.
ﬁos pH = 4,606 e 5,47, a intensidade relativa malor das bandas
indica um maior numero de cromdforos excitados e, portanto, uma
concentra¢@o maior do corante em solugiio saturada. Como as bandas
caracteristicas de formag¥o de dimeros nf¥o s¥c observadas, pode-se
SUpor que mesmo a espécie monocanidnica (82, JA presente nos pﬁ
citados Citem 3.1.2), é melhor estabilizada em solugZo na forma
menonérica, por formagio de pontes de hidreogénic da mesma com as
moléculas de Agua. |

O espectro eletrdnico de excitagZco da fluofes_ceina em
soluq:ﬁb diluida O\EM = 519 nmd, pH = &,60, apresenta uma banda,
cuja estrutura vibrénica ¢ complexa e com mixime situado na fegigo
de 408 nm C(figura 3.33b2. Poder—se-ia atribuir este espectro a um
equilibric entre as espéclies quinondide (20 e moncanidnica 5D,
coms se havia observado anteriormente através dos éspectrcs
eletrénicos de absorgfic Citem 2.1.2). O espectro eletrénice de
excitagio dé corante em solugfo saturada C}‘E‘.M = 538 nmd,pH = 6,87,
apresenta uma banda estreita e intensa com maxdmo em 525 nm, um
conjunto de bandas de intensidade relativa baixa e estrutura
vibrénica complexa na regific de 480 a B00 nm, nos mesmos
comprimentos de onda observados no espectro eletrédnico de
excitac;ﬁc; en sclugio dilufda, e uma banda intensa e larga com
maxime de excitagio em 348 nm o intansidarde re;lat.iva similar

adquela em 825 nm (figura 3.33a). Além dessa Gltima banda, pode-se
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Figura 3.33: Espectros elet.?énico$ de excitagfo da fluocresceina

nas solug@es aquosas: (ad saturada, pH = 6,67 C)‘EM = 85238 nm, 12>
B

Cbd 8,340 M, pH = 6,60 C)‘EM = Bl19 nm, 0,13. Entre parénteses

s3o apresentados os comprimentos de onda midximos de emiss¥o das

bandas e os ganhos do espectrofluorimetro.
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observar ouiras duas com intensidades relativas menores e maximo
em 400 nm e = 310 nm. O fendmenc de desdobramento de bandas de
excitacEo em relagfic & banda do mondmero para a soluglo saturada
Cconforme discutide em 3.2.1) n¥o ¢ observado no espectro
eletrénico de excitagfio em solugio saturada (pH = 6,673, uma ve=z
gue © conjunto de bandas de excitag¥o do monédmero aparece na
regiZo de 450 a 500 nm.  Provavelmente niFo ha& formagZo de
dimeros, mas de agregados de ordem malor, como trimeros. SupdSe-se
que a banda com méximo em 32348 nm seja devida A excitagZTo de
trimeros, uma vez gque possul um contorno similar 4 banda de
absorgfio do trimero do diidnion da fluoresceina em pH = 18“'13

banda éam estrutura vibrdniéa complexa na regific de 480 a 500 nmm
pode consistir de uma sobreposigfo da banda de excitaco das -e$pécies
monoméricas do corante com as bandas de emiss¥o da lampada de
xendni o.

O espectro eletrénico de excitagiic da fluor-es;:ein'a em
solugio saturada (=~ ixio*a M», pH = 7,72 C:\.EM = 848 nmd) apresenta
as mesmas bandas, cobservadas no espectro do corante em pH = 6,67
(figura 3. B4ad. Segundo a atribuicio feita anteriormente, ocorre a

C11id

formagiio de agregados neste pH. Segundo Arbeloa » ha formagZo

de agregados de ordem maior, isto &, trimeros, tetrimeros, etc, em
concentra¢gBes maiores do que 1x10"1 M, porém, todo o seu trabalho
se baseou no estudo dos espectros eletrédnicos de absor¢Xo do

dinion da flucoresceina, técnica esta que ¢ reconhecidamente mencs

sensivel do que a espectroscopila eletrdnica de emissZo. Devido a
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Figura 3.34: Especiros eletrédnicos de excltaclc da fluoresceina

nas solugBes aguosas: (ad saturada, pH = 7,73 O‘EM = B42 nm, ©,3D;

—6
(bl B,2xd0O M,_ pH = 7,03 C)‘EH = Bl9 nm, 0,1). Entre parénteses

s83o apresentados os éompri mentos de onda maximos de emissXo das

bandas e os ganhos do espectroflucrimetro.
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este fato, € possivel se detectar a presenga de trimerocs em
concentr acdes menores do que aquela sugerida por Arbelca, j& que a
concentr agio da fluoresceina nesta solugio saturada @

aproximnadamente 1isd 0'_3 M.

O espectro eletrdnico de excitaglo da fluoresceina em

melo fortemente alcalino CpH =~ 13> (figura 3.38) ¢ )‘EM = B84 nmd na
concentragioc de Sxi 0“3 M, apresenta uma banda muitoc intensa e
estreita em 531 nm, um conjuntco de bandas pouco i ntensas e

estrutura vibrédnica ’‘complexa na regific de 450 a S00 nm, anaAlogoes
as bandas de excitacZo do mondmeroco é, provavelmente as bandas de
emissioc da lampada de xendnio. Observa-se 9que a banda de
excitagio atribuida zos trimercs tem a sua intensidade relativa
_consideravelmente diminufida, em relagZo as bandas da espécie
monomérica do difnion da flucresceina. Uma vez que, pf*aticamente,
ndo se supde a faxisténcia de trimérog em solt.i;:ﬁo, conclui-se que
ha formagio de agregados de ordem maior, dos quais poder-—se-ia
atribuir a. banda em 531 nm. Esta banda também foi observada nos
espectros. eletrdnicos de excitag3o da flucresceina nas solucles
saturadas C= 1)(10-3 M> nos pH = 6,87 e pH = 7,73 descritos ante-
riarmentie, com ii:atensidades relativas bem menocores, comparadz;.s com
a banda de excitagfo de trimc__sros. Isto leva a supor, que nestes pH
Ja existiam agregados de ordemA maior em solugie, mas em
concentraic;&ies menores.

Uma vez identificadas as bandas de excitagcXo relativas

aocs mondmeros, dimeros e oligémeros de diferentes formas de
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dissociag&o da fluoresceina, que se apresentam comoc bandas
desdobradas em relagic acs mondmeros, discute-se, a seguir,

modelos para agregagfio da fluoresceina em solugBes aquosas.

;lrlll|1!1|;sl'l;:.ilna;l:.g;‘:-a.ltlcr,

250 300 350 400 450 §00 550

Figura 3.35: Espectiro eletrénice de excitag¥o da fluoresceina em

solugo aqgquosa 5.0:40"3 M, pH =2 13, C>EM = 564 nm, 10>. Entre

parénteses ¢ apresentado o ganho do espectrofiucrimetro. -
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2. 2.2~ MODELOE PARA AS ESTRUTURAZ DOS AGREGADOES Da

FLUORESCEI NA:

Arbesloa e Ojedatie} estudaram a formag3o de agregados da

Redamina B (RB), que & um derivade da flucrosceina « difers om
estrutura molecular na substitui¢fo dos dois stomos de oxigénio do
anel xanténico por grupos amina C--NC‘.HECHsl. O sspectro eletrénicc.:
de absorg®o do dimere da RE apresentou duas bandas com méximos de

absorbidncia em: G808 e B22 nm; sendo gue a Ultima teve intensidade

relativa maiocr, enguantc gue a banda deo monémerc aparsceu om

i1z
nm

feiie! . Uma wvez gue a banda de asbsorg¢ifc do monémero seo

desdocbra eom duas gquando se tem o di mero, supfe-se gue esteja
‘havendo interagdo excitdnica entre as moléculas do cor ante na
sstrutura dimérica. il)@ﬁ_rgr —se—ia SBPET B gue @ SCSpeOci®
catidnica €10 da flucresceina apresentasse o mesmo tLipo de
comportamento em solugBes saturadas, masz como fol descrito
anteriormente (conforme item 2.2.2), o= espectros sletrénicos de
abzorgio em solugBes diluidas =4 saturadas foram muito similares,
C130

Arbeloa » Rohatgi e outroscg), que estudaram o efeitco

da formagEeo de agregados de dinion da fluoresceins: om solugos

saturadas., tutilizaram celas do tipo RIIC c¢com caminho otico
varidvel. Eles nZo pudsram obter estes valores abscolutos dos
caminhos  &ti cozs utilizados, devido a diwversos f{atores, COmo

paralelismo das janelas, elc. No entanto, mudancas conhecidas nos

mEsSmOs, Ccausaram variagles da densidade otica. A partir deste



efeito determinaram a absortividade na regidsc do visivel neo
espéc:t,rca.

Segundo Arbel oac 13 N

contorno do especliro de
fluorescénocia depende nio 36 da concentrag¥c do corante, como do
tipo de c©ela utilizada, devido ao efeitoc de re-absor¢¥o. Este
depende do arranjo geoméirico utilizado para as medidas e & devido
3 sobreposigdc espectral entre as bandas de absorglc e emiss3Io. C
efeitec de re-absorgdc produz uma diminuigZo de intensidade na
parte mais energetica do especiro eletrénico e um aumento na outra
parie {(re—emissdcd. Istoe implica emrum deslocamenta espsciral do
maximo de flucrescéncia para energias menores (deslocamento para o
vermel hod cie .

Nos experimentos descritos anteriormente para &
flucoresceina em solugles agquosas, observou-se que em .c-:lat‘;rminadas
faixas de pH, hcf.t um deslocamento espectral consideravel das bandas
de emiszEo para regido de comprimento de onda maior Cenergia
menor’} nas soluglos saturadas om .r“elag&“o as solugles diluidsas.
Além dis_so, os resultados cobtidos uLilizando——sé a especlroscopia
eletrénica de excitagHo revelaram que om algu.!mas faixas ds PH,
pode—-se ob&ervar. a fc;rn;ac;'é‘.’o de dimeros, pela diferenga destes
espectros nas soluglBes satu_radas quando comparadas com solugles

diluidas. Fode-se, ainda, considerar como conclusZc inicial, que o

processcn de agregagio depende em algum grau da caracteristica da

sol ugdo {interag3o scluto-solventel, ji que naqueles pH das
sol ugles, cujas solubilidades do corante s3o baixas, nZEo se
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observa a formac3c de agregados.

C172

SGal o oulros sugeriram uma disposigio geomdtrica para

o dimero <atidnico da RB, gque permite a formagZo de pontes de

' hidrogénio entre o grupe do dcido carboxilico de um monfémeros © o

oxigénio e&m ponte do anel xantdnico do ocutro. Esta sugestio &
€115

concordante com © medelo I, proposte por Arbeloa figura 2. 362

para o dimero do didnion da fluoresceina.

' =
Figura 2. 26: Estrutura geom&trica do dimero catidénice da CRBDCi"J.

Pode-se sugerir come hipdtese gue o dimero catidénico da
flucresceina tem o mesme tipo de estrutura geométirica da RE, uma
vez que os <dois corantes sé diferem no grupo substituinte do anel
xanténico, havendo deslocalizaglo da. carga positiva nos anédis
xanténicos respecti vos.,

: L .

Rohatgi obleve © especire eletrdnice de abscorgic do
dimsreo do di&nion da flucresceina através do cilcule apropriade deo

espectro do corante em soclug8o em uma concentragio delerminada, na
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gqual mondOmeros ¢ dimsros coexistem em equilibrico, como mostrado a

sSeguir,
100 T T T ; T T
90 -
<
¥
e
»
w
t ¢ ¥ t
550 °° 500
% { nm )
F;igura 2. 27! Especiros de absorglo do monémeres -o-o- o dimero
@8- do didnion da flucoresceina (I e do ciation da
RB CIIDCQ).,
Ecohatlgi ce 2 Arbel oac 110 s propuseram uma sesirutura

geométirica (modelo I2 do dimero dianidénicoe da flucresceina aniloga

Agusla do dimero catidnico da Rodami na B. A distincia

{0

intermolecular, R, foi calcoculada A& partir da equagSo 6 Os

dipolos de transicEo para a banda no visivel em ambas as mol &culas
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s¥o polarizados ao longo do eixo maior, isto &, perpendicular aos

mondmer os e permanecem no plano da molécula. Portanto, a
crientag®o dos dipolos moleculares é dada pelo angulo €, formado
pelas duas moléculas componentes do dimero e ¢ obtido pela rotag3o
dos mondmercs aco redor do eixe perpendicul ém aos planos das '
moléculas © Jgue passa ‘através de seus centros de simetria. O
sngulo & fol calculade através da equagfo 7, descrita
émteri crmente Citem 3.28.1 )Cg) .

Os valores experimentals e os calculados para os varios

parametros sZo dados na tabsla 3. 3( o .

Tabela 2.3: Niveis de energia em nm.

CORANTE mondmer o dimero
M B 1 EZ R em A aAngulo &
Fluoresceina CFl1 2y 480 480 | 507 7.6 81

Pode—-gse observar na tabela 3.8 e figura 3. 27, que ha
desdobramento da banda do mondmero em uma banda de energia menor e
outra de energia malor, devido a interacgio excit.énicacg).

A figura 3.38 mostra a estrutura mais provavel para o

dimero di‘ani &nico da fluor es‘c:ei na.
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Figura 3.38: Estrutura do dimero dianiénico da fluorésceinacj'g:).

A fim de se estudar a natureza da ligacZo entre os

mondmeros no dimero, foram calculadas algumas fung®es de estado

C11D

termodinémicas de dimerizagio A entalpia de formagl3ic do

dimero C Al-ig) foi calculada através da equagZo de Van't Hoff e a
constante de dimerizagZc foi obtida para varias temperaturas. As
variag@es produzidas na energlia livre padr¥o e entropia fToram

avaliadas & partir. das equag®Bes mostradas a seguir.

a

465 = RTInK,
_ 6 .0
ASP = caHf - acH.T

d
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Os valores calculados a 20°C sZeli17.

ac® = -3,0 + 0,1 RI.mo1 T
g
AHS = —28 + 1 kJ.mol * 10>
Asg = -82 + 5 J.mol T.k}

As variagBes de entalpia e entropia sugerem a formagZo de

pontes de hidrogéni oc 11> .

Como o diAnion (B> da fluocresceina tem
grupos hidrofilicos, @& possivel que uma camada de Agua se acomode
entre o =anduiche dimérico do diénion €8 da fluoresceina e
minimiie a repulsio e}.eirostética entre as duas unidades de cargas
negativas em cada molécula. Minimizagio adicional desta repulsfo
‘provém da orientagic destas mgl éculas ne dimero, fatoe que
explicaria a distancia intermolecular de 7,8 A, observada entre os
@némeros no di maroc gD.

Se as concentragces do mondmero =) dimero s3oc,

respectivamente, [Ml] = C.x e [D] = C.{1 - -8, a constante de

dimerizagio & fornecida pela equag3o (11D.

Kd = 1 - x . C11D
3(‘;}:8 _
onde, x ¢ a frag%c molar do monémero em uma solucie de
& 1

concentragfo C. Na falxa de concentragZo entre B5:d0 - e 130 M,

a constante de dimerizacfo (Kdd n3o apresenta gr ande wvari ag8o. Em
concentrag@es maiores, o valor de Kd varia devido & presenga de
outros agregados. A constante de dimerizagico a 20°C para

concentragSes até 1_x1‘o"1 M & Kd = 5,0 ¢+ 0,212,

Em concentra¢@es maiores do que 1:-4:!.0_1 M, ha fermagioc de
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outros agr*egados. O primeiro modelo proposto ¢ a formagio de
trimeros, considerando-se os equilibrios dados pela equagio 12
abai xo.
M+ M ——a D (KD Ci2D
prrrermrere—
M4+D — 5 T (Xt
JF A—

onde o equilibrio

M+ MM+ M — T ' 13D
. | M
é menos provévelC113.
Segundo Arbeloacg‘i) ha contribuig8io de forgas de Van der

VWaals aditivas para a formaglco de agregados de ordem maior, como
trimeros, tetrimeros, et_c N

O tratamento excitédnico do trimero & si mi‘l ar aquele do
- dimero. As energias de transicio sXo obtidas atraves do

determinante secular.

CH-E> U u’
U CH-ED u =0 - Ci4D>
u U  C(H-B

ocnde U e U’ s3c as integrais de ressonincia entre mondmeros
adjacentes e n3c adjacente, respectivamente., Estas interacSes de

ressonadnci a s¥o dadas pelas equagBes a seguir.'

U= - M5 cose 15>
3 .
R

s . _ U.cosg@ : ’

e C16d
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onde os fatores de fase 5%u escolhidoszs de modo gue oz momentos de

transigfico dos mondmercs sXo M = M = M 11>

¥ v w
A lteoria excitdnica foi aplicada considerandeo-se wum
trimero formade por irés mondmeros dispostos em planos paralelos,
utilizando—se os parémetros geométrices calculades para o dimero.
As diferengas de snergia entre o mdximos noe espectro do trimerco =
aquelas obtidas através desta teoria tiveram wvalores muito

préximoes, indicando que estle modelo goométriceo & razodvel €110 .

Segundo Rchatgicj‘a),' o terceiro monémerc no trimero, teria um
angule {wisi €@ em relagido A molécﬁla anterior. A constante de
trimerizagio média calculada por ArbeloaC11) ¢ Kt = 10, incﬁicando
gue o trimero ¢ mais estavel em relagdfo aoc dimero (Kd = 5D,
Agregados de ordem maior apresentaram, portanto, um arranjo

helicoidal dazs meldéculas do corante, come raprgs@ntaao na figura

3.238., Este Lipuv de configuragfo foi denominada Sis-Kababi Bor

Daudel cias .

O;s-; resuliados obtidos neste trabalhe indicaram que &
fluoresceina sofre um processc de dimeri za#ﬁo em solugles
concentradas e, em faixas de pH onde predomi nam as formas:
catidnica <13, a:nfa-i on (43, moncanidnica (B3 e dianidnica (863,
como inegul vocamente estabel_ scido pela espectroscopia eletrdnica
de excitagEo. Por aﬁal ogia, com os ‘ resultades obiidos para a RE,
concl uid —se que o modeleo I pode s.:;r aplicade para o agregado do

corante.
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Figura 2.32: Arranjoc helicoidal em modelo sis-Kababt para

agregados de corantESCIBD.
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3. 3. 3~ CONCLUSZO:

Baseando-se no estude preliminar do  comportamento
fotofisico da fluoresceina em solugBes agquosas saturadas a varios
pH, poder-se~ia supor que a solubilidade da fluoresceina em Agua
depende da fca;ﬁacidade das espécies monoméricas em equilibrio na
soluglo formarem agregados. Segundo a literatura estes | séo
formados por dimeros e ' oligdémeros através de intera¢Ses
eletrostaticas, além das forgas de Van der Waals. Em PH muito
baixos predominam as espécies que possuem um gradiente de carga,
isto &, as espécies catidnica (1> e anfo-ion C43, sen&o possivel a
agregagio resul tando em espécies diméricas ;:;cr interacgio
‘ele_trcstét.i ca e, consequentemente, haA uma estabilizar;ﬁé das
estruturas diméricas em so}ugﬁo e a solubilidade da flucresceina &
alta, principalmente nas solug®Bes fortemente Acidas. Quando o pH
da sclugZo aumenta, o equilibric quimico se desloca no V'f.seht.ido das
formas neutras; t.en.do em vista a impossibilidade de interacSes
eletrostidticas entre os monémeros, resultando na formag¢fo de
dimeros, ocorre uma diminuic¥®o na solubilidade da flucresceina e o
aumento de concentragfo apenas desloca o equilibrio, alterando as
concentragcBes relativas das formas neutras. Quando o rH aumenta e
o equilibrioc ¢ deslcocade no sentido de formagXo da espécie
monoanidnica. (85), verifica-se um aumento da solubilidade da
fluoresceina, embora ainda n¥o haja formagZo ude estruturas

diméricas, pelo menos nas formas que resultariam em desdobramento
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excitdnico das bandas. Esse aumento de solubilidade pode ainda sér
e-xfbi icado pela possibilidade de estabilizaglio do monodnion (85)
através de interagBes fortes com o solvente; no caso a adgua. Em pH
maiores, a solubilidade deo corante continua a aumentar, havendo,

no caso da sclugBo saturada (O 1){10_3

My, a for;magﬁo de tri meros . e
agregados de ordem maior da espécie dianidnica (8> da
fluoresceina. Infelizmente, devide & alta concentragioc do corante
nas solugBes (solugBes saturadasd) e aoc Sei.;t alto coeficiente de
extingZc molar, n3o se detecta a formagio de dimeros, que ocorrem
em concentrag@es menores, ot predominam em concentr a¢cSes

‘intermediarias. Em meio fortemente alcalinoc (pH =~ 13D, observou-
-se, praticamente, ~apenas a formagZo de agregados mais complexos,
cuja estabilizagdoc em solugfioe possibilita um aumentoe na

solubilidade da flucresceina.

2. 4~ ANALISE DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE ABSORGAO,
EMISSAO E EXCITACRO DA FLUCRESCEINA EM SOLVENTES

APRGTICOS:
3.4.1~ ACETATO DE ETILA:

A fim de se verificar o efeito da matriz, seja liquida ou

rigida, sobre as propriedades espectrais da fluoresceina,
realizou-se estudes comparativos do comportamento fotofisico do

corante em solventes organicos liquidos anadlogos as unidades
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repetitivas dos polimercs e nas r espectivas matrizes | poliméricas.
Inicialmente, apresenta-se os resul tados obt-i dos para a
flucresceina em solugdo de acstato de etila, cuja estrutura &
similar & wunidade repetiti ve;. do polifacetatoe de wvinilad &,
posteriormente aqueles obtidos com ocutros sclventes aprétic os:

dioxano @« acetona.

CAD SOLUGAC DILUIDA:

O espectro -eletrdnico de .absorglo da flucresceina om
acetato de etila 1,0:{10—8 M apresenta wuma banda estreita com
méximo em 278 nm, © outra banda intensa, cujo méximo s=eo situa
abaixo de 200 nmm (figura 2.40a). Segundo Martin e Lindqvistca),
espécie lacltdnica €2 da fluocresceina, s& absorve na regidc do
ultraviocleta, pois a formag8o da ligag3e lacténica guebra =
conjugagio .aletrénica de anel xanténico. Zanksr ‘9 PetarCJJ,
verificaram que'a flucresceina em dioxano apresentcu uma banda de
absc’:r"g:ﬁc em 277,88 nm, similar aquela obtida em acstato de etila.
Prop@s-se, peortanto, que somente a espécie lacténica estid presente
neste sc;:l vants*‘ organico, O espectro eletrénice de omissia
CAEXC.‘ = 280 nmd épresanta uma banda fraca, larga e nZo estru;t,urada

vibronicamente, com maximo em 410 nm (figura 32.40ed. Segundo. Chen

18> - . : o~
g co-autares » & ©spocis lacidnica da flucresceina em solugio
- . - . cisd .
nic emite flucrescéncia. Klein e Hafner verificaram que a RBE
& bgnzeno teve seu miximo de absorg8c em 211 nm o emite

fracamente flucrescéncia em 447 nm. Estes autores atribuiram sssa
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emiss3oe azwul & espécie lactdnica da RB e, gque essa & fortemente

dependents da peolaridade do solvente, ou seja, A médida que® ha wum
aumento da polaridade, a emissfSo se desloca para comprimentos de
anda maiorescj'gj. Por comparag3c com este trabalho, prop@e-se que
a eomissfic de flucrescéncia da fluoresceina om acetato de etils,
com maximo em 410 nm, @ devida & espécie lacitnica (32. O especiro
eletrénice de sxcilagHo C?\EM = 410 nm? da flucresceina om acetato

de stila 1 ,Ox_‘LObs M apresenta uma banda com maximo em 220 nm, cujx

estrutura wibrédnica & muiteo similar. dguela cobservada na banda de

absorgEoe (figura 2.40c). Pode-se concluir, portanto, gque a

espécie lactdnica (22 s estavel tan’t',c: ne estade eletrénico
fundamental, come no estado eletrénico excitado em scluglies
diluidas.

CBY SOLUGAO CONCENTRADA:

o espéctro eletrénico de absozfg:é"o da fluorescelna em
acotate de eotila 1,0><10—3 M,apresenta uma banda nfc esiruturada
vibronicamente com maximo em 444 nm. A solug®o inicialmente
incolor, ‘quandd dilufida, se torna amarelada quando concentrada
{figura 3. 40bD. 'O especira eletrénico de omissHo CJ\EXC = EQO nml
apresenta wuma banda lafga com maximo em 478 nm e um ombro na
regido de 420 nm (figura “3. 40£2. O espectro eletrdnicoe de

excitagHo (figura 3.40d2, nloc apressnta bandas caracteristicas de

agregados, conforme os modelos descriteos anteriormente.
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(a) (b)

(e)

250
A (nm)
Figura 3. 40:. Espectros eletrénicos de: Absorgic em: (ad 1,0)«10”6 M
€1,003; CBD 1,0xi0 = M €0,50>; ExcitagXo em: Ccd 1,0x10 ° M Crhpy
= 410 nm, 30); Cdd 1,060 ° M (A, = 475 nm, 13; EmissSo em: Ced
-5 _ . -3 "
1,040 MCJ\EKC = 280 nm, 300 e {{fd 1,0x10 M clEXC = 360 nm, 3D
da fluoresceina em acetatc de etila. Entre parénteses s¥o

apresentados os comprimentos de onda miximos de onissEo o

excitagio, aldém dos ganhos dos equipamentos utilizados.
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Com base nos resultados cbltidos para as scoluglies
dilufidas, propBe-se gue a banda de emissfo em 420 nm seja devida a
'espécie lactdénica (32 da fluoresceina. Segundoe Klein e HafntarC1g),

a reodamina B em sclventes mais polares, como acetonitrila e

di —cloro—-metano, apresenta duas bandas de emissHo de
fiuor escén<cia, a primeira em = S00 nm devida & forma neutra
lactonica <322 & a Ssegunda em = S70 nm, devida & wespécie

quinondide da rodamina B, cuja distribuigio de carga ¢ similar ac
anfo-fon €42 da fluoresceina, ou seja, © anel xanténico &

carregado positivamente e o anel benzénico dissubstituido e

carregadoe negati vam@ntéc 192 .

{Considerando-—se que a formagdo de oligémer.os em solugdo
exige uma participagdo efetiva do solvents, se intercalande ‘entre
o5 'planos moleculares @ gue isto seria dificil no casc do acetato
do otila & outros solvante#, como serd mostrado a seguir, @ pouco
p;‘ové.vel a presenga destes oligémeros da forma lacidnica da
fluoresceina. Unm aurﬁento da concentragio deve levar. portanto, a
um deslocamento do eguilibrio gquimico de dissociaglco entre as
diferentes formas da flucresceina, mesmo sm solventes aproticos.
Com esta consideragfco, prop@e-sze gue a banda de emisslo em 4759 nm
seja atribuida ac anfo-ion (42 da fluoresceina em sclventes
apréticoé. Como j& havia sido discutido anteriormente, (item
3.1.43, © anfo-ion 4D da f‘lucr@scair;a om solugles aguosas om pH
baixos, sofre uma reagdc no estade eletrdnico ‘excitado @ so

transforma ha espécie quinondide (22, gque emite fluorescéncia em
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8510 nm. Como o acetato de etila ¢ um soclvente apréticc, nEG lé
possivel & ocorréncia da reagsco coitada, pmssibiliﬂandc, assim, &
emissic do anfo-ion (42 gue, neste caso, tom una omissfo similar a
especie catidnica €12; ja que essa também possui o anel xantiénico
carregado positivamente. Pode-se concluir, portantao, gue em
solugBes de fluoresceina GIm acetato de elila (em concentragcfes da
ordem de 10“3 M) ha um equilibric entre as espécies lactdnica (32
& anfe—ion (423, enguantoc gue em solugles diluidas, a flucresceina

osti presente na forma lactdnicalzd, .
2. 4.2~ ACETONA:

CAY SOLUQOES DILUIDAS:

A aceitona possui uma banda deo absorgiio com médximo om =~
220 nm, pouce intensa, devida a transigcio n » n* da carbonil &, que
& proibida p‘or simetri ac 202 . Conseguentemsnte, apesar da
compensag&o de espectrofotdmetro, ocorre uma superposigio desta
banda da aicelona com a banda de absorgEo na regific do wul trav‘i cleta
de uma s::':l ug o ae fluoresceina em acelona 1,@:«:10“5 M., Uma wvez que
esta sclugio & iﬁcmlor, propfe-se que a @spédcie lactdnica CSﬁ esta
presente. O wsspeciro | eletrdénice de oemissEo C}\EXC = =90 nm2
Cfigura 3. 412 apres-enta uma banda f:ouco intensa & n3o estruturada
vibrénicamente, cc;m maxime om 410 nm. De acorde com a proposigio

para o comportamento folofisiceo da fluoresceina em acetazto de

etila a baixa concentracic, propie-se gue esta banda seja devida a
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emissSo de fluorescéncia da espécie lactidnica CBD.- QO espectro
eletrénico de excitagio CJKEM ='-‘ 410 nm? (figura 3.. 412 apresenta
uma primeira banda estreita e intensa com méxime em 2331 nm e uma
segunda, com uma intensidade relativa significativamente menor, em
relagio a primsrira; cujo méximo se situa om 268 nm. Esie sspectro
& muito similar ac espectro eletrdnico de excitagio da acstona
pura nas mesmas condi¢lies, podendo-se observar a superposicdo da
banda de exitacio da acetona com a banda de excitagio da
lactona (2®D. Registrandoe-se o espsciro elet,raﬁico de eomissdc e
considerandoc o comprimento de onda de excitagio igual a 320 nm,
verifica~se o© aparscimsntcs da mesma banda de emisz3o em 410 nm,
porém mais intensa (figura 3.41c). Qu seja, guando se utiliza o©
comprimento de onda do méximo de excitaglc da acetona, oblom-se
uma maior eficiéncia quintica de omissdo da espécie lacténica O3D
da flucresceina. FPode-se, desta forma, sugerir como hipdlezes qus
pela esxcitagdo ‘elet,rﬁnica da acetona, ocorra uma transferéncia
ressonante de energia para a espécie lactonica CED: que, por Sus
vez, emite flucrescéncia. Esta transferéncia de energia & mais
ef‘iciant.s; em rélat;ﬁo a4 absorgio direta de energia pela espécie
lactlnica, uma vz que occorre um asumento zmignificative na

intensidade da omi ss3o.
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Figura %.41: Especiros eletrénicozs da fluocresceina em acsiona
1,03{1{}—5 M de: Excitagdo C?\EM = 410 nm, 1002; (b2 Emiss3Eo de:
C?"EXC = 220 nm, 1003; Ccl Emissdo c}\EXC = 320 nm, 302, Entre

parénteses s3c apresentados os comprimentos de onda méxd mos  de
emissio e excitagfo, além do ganho do eguipamento utilizado.

Cilento' < Durancal)caa)

verificaram quie EY a;: slona
triplete, gerada enzimaticamente por oxidacEe do iscbuliraldeido
possui a2 sua emi ssZo dé fosforescéncia extinta, com  um
aparecimente =i mui taneo do eomissSc de flucrescéncia de corantes

wanténicos, tais como: fluocoresceina, eosina © rosa de bengala,

demestrando uma ocorréncia de transferéncia de energia. Sugeriram
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que poderia haver um  processe de  transferéncia exciténica
triplete-triplote, gerande wum estado Lriplete do corante, @
postericr cruzamento inter—-sistema para gerar um estado
flucrescente 5 .
3 i
E/
]

O

7 _ .
] + CORANTE —— . ., \ﬁ: +  PCopanTE® Ctrlp}et@
_ superiocrl

PCORANTE ™ Ctriplete superior — » ‘CORANTE™ C17d
No entanto, nEo se observa este processo de emissiSco do
corante em uma scluglo de fluoresceina e benzofenona om a;etcna a
temperatura ambiente. Héfertcag) e Chesneauc 242 » wbhservaram esle

processo de transferéncia do energia triplete—singlete em sclugles

vitreas a 77K de benzof én.c}ha & corantes xanténicos, havendo uma

diminuigice da emissic de fosforesceéencia da benzofencna e emissdEo

de flucresceéncia alrasada pelos corantes. Este processzo seré

objeto de estudos futuros.

CB> SOLUGTES (ONCENTRADAS:

O espectro eletrdnico de emissio  da flucresceina
CAEXC = 332 nm em acetona B8,4x1 0-4 M apresenta uma estrutura
complexa com, basicamente, trés bandas: a primeira, pouco intensa,
possul seu maximo em 410 nm; a segunda, com intensidade relativa e

meia largura maiores, cujo miximo s situa em 472 nm, & um ombro

com maximo: em = D40 nm (figura 2.42b3. Conforme a atribuigico

- proposta anteriormente para a flucoresceina em acetato de etila

(= 1>d0_3 M), neste casc, & provavel gue o aumento de concentragio
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resulte no desl ocaﬁxento do equilibrio quimico de dissociagHe entre
as espdci o= lacténica (@ & anfo-ion C4). O espectro sletrénico- de
excitagdo C AEM = 4780 nm) apresenta uma banda estreoita, assim&trica
na .regi o do azul, com maxime em 440 nm, muite similar aguela
observada no espoctiro da fluoresceina =m acetato de

otila Cix1 O 2

M>, fato que referca a hipotese discutida acima
Cfigura 3. 42a0. |

O espectiro elatr‘éﬁiccx de absorgioc da fluoresceina om
acetona 1,."(3:»::1.‘0—::3 M, apresenta uma banda com maximo em 43Q nm,
assimét,r‘ica né regifc deo azul (figura 3.42e3. Dc'mesmo modo gue
para a solugdc eom acetato de etila, a solugSc concentrada
apresenta c<oloragd8o amarelada, diferindo, portante, da sclug3c
diluida, | gue £ incolor. & espectro eletlrdnico cié emiss3o
CAEXC = 440 nm) apresenta uma banda asszimétrica na regifo do
vermelho, <cujo maximo se situa em 475 nm (figura Z.48dd. ©Q
espe;t,rqn eletrénicoe de excitagio CJ\EM = 473 nm) apresenta uma
banda estreita, assiméirica na regific do azul, com ma"a.#imo om
440 nm {(figura 3.428c). Considerando~se que nEo sSo observa a banda
de emiss3do em 410 nm, come nas scolugBes diluidas & na scluc;ﬁo de
acetato de elila & que © especirc wletrénico de excitaglo difere
daquele para a espécie lactdnica, prope-so que, nessa
concentragEo, predomine em solugdo o anfo-ion (42, Uma vez que os
ospectros eletréniceos de excitagio o eﬂﬁssﬁo .siﬁo, praticamente
Vimag@ns especulares, conclui-se que o anfo-ion (42 Q-Sté. presente

em scolugioc nos estados eletréniceos fundamental o excitada.

188



lilllllll!iili'lli{‘fflllilll!l-l]

350 450 500 550 &50
7-{71«n‘

400 600

(e}

;!l'll-|’lll‘|l.f|ll!1|
350 400 450 500

550

Alnm)

Figura 3.42: Espectros eletrénicos de: ExcitacZo em:Cad 8,4x10
Chgyy = 475 0.3 Cbd 8.4x10 % M e = 232
cdd 1,003 440 nm, 0,3D
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2. 4.3~ DIOXANO:

CAD SOLGC;KD DILUIDA:

Assim como foi cbhser vado na solugio diluida de
flucresceina em acetona, em dioxano 8,3}(3.0”8 M ha uma supsrposig¢io
da banda de abscrgfic do dioxanc com a banda de absorgfc atribuida
3 espécie lactdnica (30, na regific de 220 a 280 nm. 0O espectro
eletrdénice de emiss3c apresenta wuma banda fraca,larga e n3o
estruturada vibronic;amente,- cujo maxime se situa em 410 nm Cfigura
3.43b). Como n3o ha abscorgdio na regifo do visivel, pois a solucXo
% incolor, @ o especiro eletrdnico de omissio ¢ andlogo aguolos da
£l Qc;réscei na em acetona e acetato de etila, prople-se, 'novamerﬁte,
que a gspécie lacténica (3> esti presente emrsoluga’o, tanto no
,eatadc\.sal etrdénice fundamental, como no sstado elstrénico exéi tado,

O espectro eletrénice de omissSo CJ\E}{C = 210 nm> da

flucorescei na em dioxano 1,0x1 O—Ei M apresenta a mesma banda

descrita acima e atribuida & espécie lacténica (2 de corante

Cfigura 2. 43c),

CBD> SOLUGAL CONCENTRADA:

- Na concentragio de 1,8:(1{}_4 M, a flucresceina apresenta

uma banda de absorgdo estreita e estruturada vibroni camente com
maxime em &78 nm (figura 3. 43ad. O espectro eletrénice de omissde
apresenta  uma banda com maximo em 410 nm atribuida a espécie

lact@nica C322,
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O espectro sletrénico de emissifo deo uma soluclo saturada
de fluoresceina em dioxano apresenta, wuma banda larga com maximo
em S00 nm © uma banda, com um ombro situado em = 445 nm,
lafgamente supsrpeste & banda mais intensa C(figura 3. 43D,
SupBe-se que estas bandas sejam devidas as f‘c::.rmasz anfo-icon (43 e
lacténica (3), respectivamente:; observando-se, no entantoc, um
deslocamento espectiral das duas bandas para a regifc do wvermelho.
Estes deslocamentos especirais para comprimentos de onda maicores
podem ser atribuidos ao efeito do -sol vente por diferenga de
polaridadeclg). Alraves deo sspectro eletrénico de exgitaqﬁio nEo se
veri fi;:a a formagdo de «a;g;regados, pois nic haéd desdobramento
excitdnico, indicando novamente que o aumentc de concentrac3o
Provoca APpenas um deslocamento no equilibric ' quimico de

dissociagdo.

ige



(b)
(a)
l 1.1 ¢t % l 1 1§
250 300 _ 300 350 400 450 500 550 6800
Alnm) ‘ Aflem)

(e)

'l 1 'l 1 i i L L i 1 2 i [ 3 l i [l 1 2 I i F 1 e L I
410 450 500 550 600 650

)\(nm)
Figura 3.43: Espewctiros eletrdnicos de Absorgio em: {ad 1L 2xi0 M
{1.00) e de Emissdo em: (b S.SxIO-G M X - 290 nm. 1002; (i

4

EXC 4

H CAEKC = 310 nm. 1003; (dd 1.2x10 M {kEXC = 320 nm.

1000, & (el soluciu saturada CAEXC ~ 280 nm. 30) da flucresceina em

-5
1,0x10 °

dioxano., Enlre parénteses sio apresentados os comprimentos de onda

maximos de excltaclo, além dos ganhos dos equipamentos utilizados.
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2. 4.4~ CONCLUSOEZS:

Em solugfes diluidas de solventes apréticos como acetato
de etila, acetona e dioxanc, constata-se que a flucresceina tem o
mesmne compor Ltamento fotofisico nos estados o) :ai;ré-nic05 fundamental
e excitado, ou éeja, a forma lactdnica (3D absorve em 275 nm <
emite [lucorescencia em 410 nm. PropSe-se, ainda, que na solug3o
diluida de fluoresceina sm acelona, oCOorra  um procssso  de
transferéncia de ener:gia deste solwvente para o corante, agmentando
a oeficiénecia gquintica de omiss3o.

Em solug@es concentradas, aoc invés de agregagio do
corante, prop&e—ser que haja um deslocamento do equilibric quimico
de diszociagdo no sentido da formagdo da espécie anfo-ion 42,
presente tantoc noe estado eletrdnice fundamsntal C‘;absorc;é‘ca om
440 nmd, come no estade excitade (emissXo em. 475 nm), nos
solventes aprdéticos estudados. Pode-se concluir, portanto, que o
anfo-ion (42 n3o se transforma no esstado eletrdénice excitade, na
espécie quinondide (2); apresentande uma .banda. ' de emissXo
semelhante & do cation (13, jad que essa espécie ta;nbém possui ©
anel xanténico carregado positivamente., Verifica-se, também, que &
fluoresceina em uma scluglo concentrada de dioxano, apresenta um
deslocamento espectral da banda de emissSc em relagSoc aos
espactroé do corante om acetato de etila e acetona, concluindo-se
que oste deslocamenio ¢ causado por uma mudanga na polaridade do

sol venle.
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Tabela 2. 4: Comprimentoz de onda maximos das bandas slstrénicas de

abscorgic @ de emissSo da fluoresceina om sclventes aprdéticos.

C1) acetatoe de etila; (2) acetona e C322 dioxanc.

FORMA LACTONICA ANFO-TON
?\ABS Cnm2 A‘EM Cnm : }\ABS Cnm);_ kEM Cnmd
Cid> a7s 410 444 475
<ad - 410 4320 47S
=20 =75 ' 410 —_ : 800
Exx=e estudo permiiig gque 3¢ | identificasse,
inequivocamente, as absorgles e emi ssUes do anfo-ion da

flucresceimna, o gue n3ioc pode ser realizado em solugles agquosas,

tendo em vista a complexidade dos equilibric envolvidos.
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3.9~ ANALIZSE DOS EZFECTROZ ELETRONICOS DE ABZORGCRO E

EMISSA0 DA FLUORESCEINA EM SOLVENTES PROTICOS:
Z=.8.1- ETANOL:

CAY SOLUGECO  DILUIDA:

A finalidade do estudoe do compértamentci fotofisico da;.
flucresceina em etancl e wotileno glicol ¢ compara—lae aoc
comportamentc do corante na matriz polimérica de poliCalsocl
vinilicold, c¢onsiderando~se que estes -solventes possuam mol Scul as
andlogas as unidades repetitivas do polimero. |

O espectiro eletrénico de absorgic de fluoresceina em
‘etanol C?.QxiO_S M) apresenta cinco bandas, sendo um ombro ‘pou.cc:a
pronunciacda em o~ 800 nm, duas bandas com intensidades relativas
proxXimas com maximos neos comprimentos de onda de = 480 e =~ 451 nm, .
um cutro ombro mais pronumciado em relagdc avc anterior -E'm-ﬁ‘:a: 4320 rm
e a Ultima banda, pouco intensa, com méxime de abscorg¢fc em 370 nm.
Na regific do ultravioleta, pode-se cbservar uma banda de absorgXo
estreita & com estrutura vibrénica definida, com maximo em 277 nm
e intensidade relativa maior em relagfc ac conjunto de bandas
obser{rado na regifc do wvisivel Cfigura 3.44ad. Nesse caso,
suple-se gque © equilibrio esteja deslocado no sentide preferencial
de f‘orma;t;a’cx‘ das formas neutras da fluaresceina, entre olas a
pspocie lactdnica (22 & a espécie neutra quinoﬁéide. cza.

O espectro elelrénico de emissZo (figura 2. 44c) apresenta
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uma banda em B18 nm com um ombro ém o 540 nm. Estfa eni ss3o pcnﬁa
ser atribuida a especie gquinondide &evendo—se, entretanto,
ressaltar que dado o falo da existéncia de um equilibrico qQuimico
de dissociag¢do e dade © fato de que os pK* s8c mencres gque os do
estado eleotrénico fundamental , nEo 5@ bode doscar tar Ca .A
possibilidade da presenga do monocdnion no estade eletrdnico
excitado. A auséncia de emiss3oc da espécie lactdénica pode s dever

a processoes de transferdéncia nSo-radiativa de energia.

CB) SOLUCAD CONCENTRADA:

L& Gspec.bré olatrénica .de absorglo da flucoresceina om
eltancl na concentragic de g,axzxo”"‘ M, apresenta cincoe bandas na
regifc do wvisivel, cujos maximos se situam  nos  seguintes
comprimentos de onda: D32, 484, 486, o 420 e BTQA nm Cfigura
3.44b0. Comparando-se este espectro com o espgcf.:ro anterior da
fluoresceina em etancl, verifica-se gue a banda pouce intensa om
822 nm, a#resénba um deslocamentid para o vermelhe @ gque ha uma
inversdo das intensidades relativas das bandasl em 484 o 4896 nm,
sendo a segunda mais intensa. N3o se observa a Eandé atribgida 1
espécie lactidnica (3D na regilfc do ultravicleta com o aumento da
concentraczo do corante em scolugdo. Esta caracteristica também &
cbservada nas solugBes em acetona, aceotato de etila e dioxano,
isto &, ‘ o aunentc da concentragdco causa um deslocamento do

equilibric no sentido de formag3o do anfo-ion (4), nestes

solventes aproticos. Nas sclugBes alcodlicas, propSe-se gue haja
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Figura 3.44: Especiros eletrdnicos de: AbsorcZo em: Cad 7.9):10_3 M
€2.003; Cbd 9.8x10 % M ¢1.00); FEmiss¥o em: Ccd 7.9x10 > M
Chpge = 60 nm. 0,3 & <) 8.8x10 * M CAg,. - 360 nm. ©.3) da
flucresceina em etanol. Entre parénteses sio apresentados os

comprimentos de onda miximos de excitacZo, além dqs ganhos dos

equl pamentos utilizados.
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unm equilibrioc entre as espdcies quinondide (B2), moncanidénica (82

= pr ovavelmente, da espdcie dianidnica (62,

O especiro eleirdnico de emissZo da flucresceina om
4

etanol Q,BxiO_ M apresenta uma banda estreita = mais intensa,
cujo méximo se situa om 518 nm o uma outra com maximo em 551 nm

Cfigura 3. 44d). Deve-se supor gue nesta concentracioc, haveria a

possibilidade de formag3o de agregados, pois nas soluglBes aguosas

saturadas., cujas concentragSes sEo préximoes a &, 8x1 0_4 M,

verifica—se a eoxisténcia de dimeros e trimeros em sol ugE. Os
espectros elelrdnicos de excitacio rs;gi sirados om relagio aos dois
comprimentos de onda de emissioe (818 & 551 nmd, apr éaentam
estruturas  complexas e similares, diferentes daquel as

caracteristicas de agregados, cujos mondmeros seo dispBem em planos

pax_' alelos.

CEB), guando a concentragio

de rodamina B em etanol aumenta até 1):10“3 M, occorre um peguenc

. -1
deslocamentc espectral para energia menor de cerca de 3850 om nos

Segundc Arbsloa & co-autores

espectros eletrdnicos de absorgic e emiss8c de flucrescéncia,

<280 Cesd

Segundo Ferguson & Faraggi » ©ostas alteragtes espectrais

sBe causadas por um deslocamento do equilibric quimico de
disscociagdo no sentido de formagdo da espécie catidnica da RB, aco

contrario de oulros autores, gque sugeriram a possibilidade de

<280

dimerizagic do corante. Arbeloa e co-autores propuseram Jqus
. -2 .

somente em concentraglies acima de 5,0x10 M de rodamina B em

gtanol, ocorrem mudangas nos espoeciros eletrdnicos de abz=orgio
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devidas a agrégagﬁc do corante. Estes autores verificaram gue a
constante de dimerizagio da forma catidnica da REB em etancl 5
algumas ordens de magnitude do menor que a calculada em solucSes
aquosas. Alribuem esle comportamento a interaglos especificas das
moléculas de etanol com os grupos etilenc-amine do corantecasj.
SupBie~se qQUe a fluoresceina apresente o© mesmoe comporiamento
cbservade para a KB, havendo formagSo de pontes de hidrogéni:.:-
entre as moléculas de stancl e o grupeos hidroxila de anel
xanténico, dificultande a agregagio. Portanto, © resultado efetive
do aumento da concentragico de fiﬁcresceina em etancol & o
deslocamentc do equilibrio gquimico de dissociaglo, n§ sentide de
formag¥e do moncinion () do corante.

Provavelmente, assim como a RB, a flucrescesina lfcrma
di meros om concentragdes acima de 15(10_g M. Arbeloa o co-
autoresca5 propuseram uma estrutura linear (croméforos est3io no
mesmo planol para esses dimeros da RB, uma vez que asliﬁteragaes
entre as meoléculas de etancl o os grupos etilenc—amino dificultam
a esirutura sanduiche cobservada nos dimeros om solu§3as AGUOTAS,

Qjeda e colaboradorescag}

atribuiram o mesme tipo de configuragio
linsar para © dimero da rodamina 86 (RGG), Este tipo de estrutura

corresponds ao modelo geométrico II, discutideo no item 2.2.1.
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3. 8.2~ ETILENO GLICOL:

CAY SOLUGAOC DILUIDA:

Na ceoncentragio de S,O}dO_S M, verifica-se que o espectiro
Glet-.-rénico de absc:rg:ao, na regido do visivel, apresenta: uma banda
mais intensa em = 482 nm; uma banda, mais fraca e suparposta. a
anterior, <com maximo em =~ 455 nm; um ombro em = 439 nm & uma banda
bem pouco intensa com maximo em = 2IVS nm Cfigura 3. 48a2.
Analisando—se ostie espec‘trc- na regifio do ultraviaoleta, conétata*s@
a presenga de uma banda com maxime em Z78 nm, gue aprssenita a
mesmna estrutura vibrénica da banda de absorgic da flucresceina om
dié#anc. QO especiro eletrdnico de émssa'c apresenta. uma banda com
comprimenio de onda méximo em U222 nm com um ombro em = D88 nm
‘Cf‘igura'; 2, 45c)., Com base nestes resultados, pode-se supor ;:;ug no
estade eletrdnico fundamenial, hid um equilibric gquimicoe de
dissoviagEo entre as éspécies: gquinonéide (82 & lacitdnica (23,
p-or'ém, vst® se encontra deslocade ne sentideo de fc:-rmaq;ﬁcb da
primeira forma. Esta conclus3c se deve ac fato de que a
intensidade relativa da banda na regifoc do visivel & maior em
relagio aguela na regifc do ultraviolsta, Além disso, dado o
equilibric guimice, n3co s pode excluir a presenga da espécis
monocanidénica (82. Quantc ac especiro eletrénico de emiss"a"o; duas
Apossibilj‘;dades devem ser consideradas: (a) a forma lacténica (3D
pode sofrer uma reag8o no estado excitado e se transformar na

gspécie neutra gquinondide (2) e consequentomente, a omissEo se
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deve as formas quinondide (23 e moncanidnica (B); (b)) a lactona
estd presente no estado excitado, porém transfere sua energia para
a espéci e quincndide cad, nIo apresentando emi ss&o de
fluocrescéncia. NZo ¢ possivel, porém, relacionar o mecanismo mais
provavel, com o conjunto de informagdes disponivels.

(B> SOLUCDES CONCENTRADAS:

No espectroe eletrdnico de absorgiio da fluoresceina na
coﬁcentragﬁo de 5.0}(10"4 M em etilens glicol, verifica-se o
aparecimento de uma banda com maAximo em » 530 nm e intensidade
relativa muito pequena. HA uma inversZo de intensidade relativa
das ba..ndas com maximosg e;m' 481 nm e 4855 nm, com uma intensificagio
‘da Gltima quando comparada com a solugSo dilufida. Observa-se,
ainda, um ombro em = 434 nm e uma banda muito larga e pouco
intensa, cujo miximo se situa em =~ 376 nm Cfigura 3.45b>. ©
espectro eletrénico de emissfo apresenta uma banda cc;m méxl me em

523 nm e um  ombro pronunciade em =~ 545 nm C(figura 3.38d4d>. O

aspectro eletrédnico de excitagZo C x‘EM = B23 nmd apresenta uma
banda com estrutura wvibrénica muito complexa, porém n3oc
caracteristica de formagX¥o de dimeros . Como JjA4 havia sido
discutido para a '. solugio 8,8xt 0—4 M em etanol , nota-se o

desapareci mento da banda de absorcfio em 278 nm caracteristica da
espécie lactdnica (3). O fato do espectro eletréniceo de excitacBZo

n3o ser caracleristico dos dimercs sugere que, do mesmo modo
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Figura 3.45: Espectros eletrénicos de: Absorgfic em: Cad 5.0x10 - M
-_— —F3
(1.000; Chbo S.0x10 + M (2.000 e Emissic em: (cd 5.0x10 ~ M
. -4 - .
O\EJ{C - 360 nm. 0.100 e {d) B,0xi0 M CAEXC - 360 nm. 0,1> da

fluoresceina em etileno glicwl. Entre parénteses s¥o apresentados
os comprimentos de onda maximos de excitacZo, além dos ganhos dos

equl pamentos utilizados.
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gue o stancl, o elileno glicol ao interagir com a flucoresceina ndo
o faz com wuna geometria apropriada para formar uma camada de
intercal agHo que estabilize a espécie dimérica. Com bazme nessa
hipdtese & no conjuntc de bandas deo absorgSo o de eomissIo,

supBe-—se que ostlo em equilibrio as seguintes formas: neutra
quinondide ‘C2), monoanidnica (8) e, provavelmente, a ospdcie
dianidnica (82, nos estadozs eletlrénicos fundamental e exci téclc ,

pois. hd um deslocamento para a regific de wvermelhe da banda de
eniss3o <m relagio aos espectiros anteriores. Martin =3
co—autor esc =02 realizaram  um est,{xdo do ceomportamento da
fluoresceina em meic alcodlico o obtiveram espec;,trm muito
semel héntes aqueles regi str ados nesse trabalho, é.t.r ibuindo os
MESIOS a equilibrios existentes entre as espécies i ndiﬂ cadas

anteriaormente.

3.5.3- ESTUDO DA ESPECIE LACTONICA EM SOLUGZES

AQUOSAE DILUIDAS:

Uma vez que & detectada a pressnga da espoéci e
lactdnica <3J, om solventes préticos como o© etancl e stilena
gliceol, Lor‘na—se necessaric uma analise dos espectros eletrdnicos
de absorgSo da flucoresceina om solugBes aguosas diluidas em
difer gntéw prH na " regifc do ultravieleta, para confirmar a
presenga ou nio da éspéci & citada em agua.

Analisando-se os espectros eletrdénicos de absorgdc
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decompostos  por deconvelugdo de curva, varif‘ica--sq gue bandas om
a~ 263, =« 230 @ » 188 nm, n¥o apresentam uma variagfo significativa
do comprimenio de onda maximo de ak:;sorgao om relagidc ao aumentio do
pH. Esta caracleristica n3oc & wverificada, porém, para outras
bandas. |

Através da figura 3.468, pode-se verificar gue na faixa de
pH de 2,880 a §5,085, hid o aparecimentc de uma banda om 284,4 nm,
cujo mé& i mo dee absorbincia ocorre no pH = 2,02, Obser va-se,
tambem, Jgue nessa faixa de pH ha uma diminuigio da intensidade
relativa da banda de absorgSo na regifc do visivel, conforme
comentado anteriormente. Se h& um nimero menor de cromdforos
absorvedores e a concentragic do corante continua a mesma,
suplie—se gue devem existir espécies da fluoresceina, gue absorvem
na regisfic do ultraviolata. Como todas as ospdcises ‘-do corante,
exceto a espécie lactdnica (22, absorvem na regigo do visivel,
deve-se sugerir como hipdlese, gue esta espécie eété presents em
sol ugBos aquosas diluidas (o 1x10-—6 M2 na faixa de pH de 2,588 a
8,05 @ que haja um equilibric entre as trés f‘ormas neutras da
flucresceina. Martinca) =3 Chencj'aj, sugeriram qklxe a ospécie
lacténica €32 esti& presente em scluglies aguosas em pH =~ 2, wvalor
oste concordante com aquele obtido nesse trabalho, pois a
absorbincia maxima da banda em 282 nm ccorre ha solugloe agucza de
pH = E,Qé. Segundo Martinca), a melécula neutra existe em solugBoe
na seguinte proporgio: S8 da sspécies lacténica (3D, 1-4 como

anfo-ion (42 e 14 como forma quinondide (22. Petrosyancgl)

171 .



sugeriu, tambdém, que a espdcie lacténica (3D deve estar presente
em menor proporgio e caloulou as constantes dos equilibrios

tautonéricos mostradas a seguir.

IHEFC.{)} :
Lqu = EHchﬂ} = 6,04 £ 0,14
EHEFCID}
= = + T
t’l/z EH'£C2)J 32,08 £ 0.17 cied
 [H_FCz2]
Lz/q = TH_FC ] = 1,88 t 0,10

onde g, 1 e z representam as formas neutras da flucresceina:
qu;ir;onéide €22, lactdnica (3D e anf‘o-—ion C4d, respectivamentie.

.- Begundo Martin e co-autort®’, a eﬁpécié lacténica (22, om
solugles aquosas, sofre uma reaglo @ se transforma, assim 'como ©
anfo-ion €42, na expocie quinondide (82 no estado eletrodnico
excitado, ndc emitindo fluorescéncia em solugSo aguosa. Os
rlesultados apresentados para as scluglies da flusresceina om stanocl
@ etilenc glicol. para as guais tambédm n¥oc se observou emissIo da

forma lactOnica (3D s8o concordantes com as informagfes acima.
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2. 8. 4~ CONCLUSJES:

Os espectros eletrénicos de absorgie de solugBes diluidas
de flucresceina em etancol, apresentam cinco bandas na regi3o do
visivel, sendo que as bandas om = 480 o 481 nm tLtém intensidades
relativas maiores ¢ muitco proximas sntre si: observa-se ainda, uma
banda com maximo em 277 nm, intenzidade maior em relag3c ao
conjunte de bandas na regifc do visi vel‘ & muito #imilar ac
especiro do corante em dioxano, atribufida 3 espédcie lactdnica (2D.
Deve-se propor que haja um eguilibric entre as espé-ci es da
molécula neutra, guinondide (22 e lactdnica €2, sendo oyt
encontra-se deslocado ne sentido de formagdo da eépécie neutra
lacf.,énica €32, no estado eletrdnico fundamental. Q@ espectro
sletrénico do omissioc, apresenta uma banda intensa com maximo om
518 nm e um ombro em > S40 nm. A emiss3o caracteristica da espécie

EM

portanto, gue a espécie neutra gquinondide (20 o, provavelments, o

lactdnica C32 Cx = 410 nm2), n¥oc € constatada. Pode-se concluir,

monofdnion (€8), estioc presentes em soluglo no estado eletrdniceo
excitado.

O ospeciro eleirdnico de absor¢3le da solugfo concentrada
de fluoresceina em etanol, apresenta, novamente, as cinco bandas,
porém ha wuma inversZe das intensidades relativas das bandas com
méximos  em 484 o 4588 nm, sendo que a sogunda s® torna mais
intensa. O espectro eletrdénico de emissio apresénta uma banda

intensa com maximo em 818 nm ¢ um cmbro em > 881 nm. Deve-se supor
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gque, tantce ne sstado eletrénice fundamental, como i-xo excltada,
est8o om equilibric na sol ut;éx’o as seguintes as-péc.ios: neutra
quinondide (22 e moncanidnica (5.

Q especiro elelrdénice de absorgio das solugles diluidas
de flucoresceina em etileno glicel, apresentam as bandas mais
intén$aé c<om mémmés em == 48l & > 455 nm, na regiZc do visivel; e
uma banda com menor intensidade relativa comparada ac espectro
total na regifo do vizivel, com méximo oem 278 nm e atribulida A
espécie lactdnica (32D, Proplie-se . que, no estado eietr:&nicc
fundamental , ha um equilibrioc entre as espécies da molécula neutra
gquinondide (23 e lacidnica (2D, encontrande-se deslocade no
sentideo da formag3o da primeira. Provavelmente, nesse casc, a
espécie monodnion (5D também osta presente em soluglo, O espectro
oletrénico de smissEoc apresenta uma banda com mé.:l-cimea‘gm S22 mm @
um ombro em x S58 nm, Este perfil de banda & carat;‘t,raristicc: do
especies gue pa;..issuam o anel xanténico com carga efetiva nula,
podendo-se supor que h& wum ®quilibric entre as espéciss nsulra
quinendide (22 ¢ moncanidnica (83, |

.Em solixc;&es diluidas do flucresceina om etancl » stilsno
glicol, nEco se constata a omissIo da espocie lacténica €3, Duas
hipéteses principais devém sor discutidas: a primeira supBe gue a
lactona, assim come © anf‘c-i-tan (4), em solugfes aquosas diluidas,
sofre uma reagio -no estado wletrénico excitado, transformando-se
na espécie neutra guinondide (2); e a ssgunda propde que a ospecie

citada, esta presente no estade excitado, porém transfere sua
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energia ode& excitagdo para a espécie neutra quinondide (22 e,
consgquan'i;.— smentia, n%’:\ emite flucrescéncia. Com o conj Qnt§ " de
i nf‘of magSes disponiveis, ndoc & possivel determinar gual a
possibilidade mais correta.

Verifica-s® que o© ospectro esletrénico de absor g8o da
solugdoc concentrada de fluoresceina em estilenc gliceol, apfassnta
uma invers3fc das intensi da_des relativas observadas no casce do
etancl, sendoe gue as bandas L 8m maximos eom 481 o 455 nm, havendo
intensificagio da Gltima b:;;nda. O espectro eletrdnico de  emissZo
apresenta wuma banda com maxime em 822 nm o um ombro em = =49 nm.
Suple-se gue nos estados eletrénicos fundamenial o excitado, h& um
equilibri © entre as espécies: neutra gquinondide C2), menceani Snica
(82 e, provavelmente, dianiénica ¢(8), uma vez gue ha um
desl ccémentc Para o vermelho da banda de omissEo,

Analisando-se oz sspectros sletrénicos de excitacio das
soluglies concentradas em stancl e etileno glicol, n3c ze chserva o
désdubram@nto exciténico caracteristico do formac¥o do dimeroz deo
tipo sanduiche, que & detectado em solucSes aguosas saturgdas.
Prope-se Que as meléculas de etancl e etileno glicol n3o possusm
geometria apropriada para se intercalarem entre as bandas
monomericas @ estabilizarem as cargas negalivas dos anéis
xanténico & benzénico, Verifica-se gque, NessSes splventas préaticos,
h& wun deslocamsnto do squilibric no sentido de formagSo da espécic
dianidnica 8l quaﬁdo do aumento da concentragio. Este

deslocament-© de equilibrio também occorre em soluglies conceniradas
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do corante em solventes apréticos, porém em sentido inverso, isto
%, no sentido de formagfo da ospécie anffo-ion (42,

Assim como & constatada a presenga da espécie
lacténica (22 nos solventes préticos, etancl e etilenc glicol,
também & werificada a presencga dessa espécie om solugBes aguosas
diluidas na.faixa de pH de 2,5‘3 a 5,08, Baseia—-se esta conclusio
no fato de que nessa faixa de pH, h& © aparecimentoc de uma banda
om = ZB5 nm, cujo maximo de absorbincia situa-se no pH = 2,02 o

uma acentuada redugfc das bandas de absor¢Zc na regifoc do visivel.

Tabela 2. 58: Comprimentos de onda maximos das bandas <1 étréni <an de

absorg3o & de emissie da flucresceina em solventes proéticos.

lactona guinondide moncini on
* aBS M A aABS M A aBS M
12 277 — 480,451 515 480451 | - 515
stancl
ca2 — _ 484456 12 484458 |Sig.o51
. L > | 278 —_ 482488 Des 451 S4ES s22
etileno ]
glicol oy - - 481455 523 481,455 |S23.545

Onde, (1) solugio diluida e (2) solugo concentrada, A (nmd.
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2.8~ ANALISE DO ESFECTRO ELETRSNICO DE ABZORQKO DA

FLUORESCEINA NA F ORMA CRISTALINA:

Dada a Poessibilidade deo cristalizsace do corante na
matriz polimérica, além da possibilidade dé deslocamenta de
equilibric entre as diversas formas da flucresceina, bem coma a
possibilidade de formagle de Sligdmeros, definiuv-se como cutro
objetive, conhecer o comportamento espectral da fluoresceina na
forma cristalina, Para isto ehbteve~se o espectire eleirénice de
absorg¥c da fluorescsina dizpersa em nujol, que apresenia um
dublete com bandas de mesma intensidade e maximos om 272 & =79 nm,
sende gue o vale, isto €, © minime de abscorgBe entre as mesmas
situa-se em 278 nm Cfigura 2. 47, Cbhserva-ce, também, bandas de
baixa intensidade da absox.*q:gc entre 300 & 340 nm. C(Comparando-seo
eéte, Com @ espectiro elestréniceo de absarg%o da fluoresceina  on
dioxano 1,0:{10*4 M Cf‘igura 3. 430, podemse constatar gque © maiximo
de absor¢XHo da banda coincide com ¢ minimo de abzorgZo entre as
duas bandas da £l uoresceina em nujol.

Segundo & tecria excitdnica descrita antericormente ns
discussé"m scbre a formac%o de agregados, pode-so sSugerir como
hipétese que dimeros da especie lacténica 2 da f‘luorsaec:saina
complem a sua estrutura cristalina, uma wvez que nio se verifica
ner;huma banda de absor¢3oc na regifo do visf{vel, Apds  ter

determinadeo a estrutura da fenolftaleina, cuja estrutura & yg
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. 320
tri~-fenil —metana, Baeyer @ propds que a flucresceina na forma

cristalina, tem a estrutura de uma lactona (3D,

A(nm)

Figura 2.47: Espectro eletrénice deo abgorgfic ds fluoresmceina
dispersa em nujol. © ganho do especirofotdmetro wutilizado foi

1,00,

A hipdtese sugerida anteriormente de gue © cristal da
flucrescel nia contenha a =mua forma lactdnica (3D & concordante com

as propostas feitas em cutros trabalhcscj'g)ceipceal & mais ainda,

dada a ocorréncia do desdobramento excitdnico, sugere-se gue a




cela unitaria seja formada por dimeros da espdcis lacténica €322 da
fluorescei na.

Aposar dessa concordincia de resultados experimentais,
deve-se ressaliar que Dishl = cn—autarc 240 » Propusseram gue a forma
cristalina wvermelha da fluoresceina & composta pela estrutura
quinondide (Z), enguanto que a lactona (32 apresenta-se na forma
incoler. Considerando-se que neste trabalhao utilizou-se
flucresceina na forma cristalina vermelha e que os resul tados
especirais sugsrem a presenga da forma lacténica €2, sniende-so
que esta ainda ¢ uma guest3c em aberto, a ser estudada

utilizando-ze Lécnicas adicionais, entre elas a difrag8oc de

raios-X.

2.7~ ESTUDO DO EFEITO DO SOLVENTE NA FOTOFISICA DAS

FORMAS MOLECULARES DA FLUORESCEINA:

A fotofisi c:'a @ as caraclteristicas espectrais do corants
¥anténico, rodamina B, tem sido largamente estudadas em fungic da
concentragao do corante, viscosidade, polaridade e
pelarizabilidade doz molvenis, aldm do pH das scolusles aquosas. No
entanto, ndo se determinou uma correlagfc precisa enire os
desl ocaméntus espectrais e rendimentos gquanticos obsirvados e
eosses parimeiros do scl vente( = .

Segunde a Tecria de Efeitco de Sclvente descrita no

220D . .
capitule 1, Arbeloa e co-autores » COnsideraram gque as energias
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de absorgSo Vips © fluorescéncia w dependem de dois tipos de

EM
interagies das moléculas do corante com © zolvonte: sfeito global,
§u9 depende da constante dielétrica = do indice de infragdoc do
sci venle; e interaglies especificas de curta distancia.

2 fato conhecide que © processoc de relaxagdo do
solvente, devide a mudangas no momento de dipole no processc de
excitagdo. causa um deslocamento para a regifc do vermelho do
espectro eletrdnico de fluorescénciaC1g). Esta recorientagdoc do
solvente &€ devida a um aumento do momento de di pelo das moléculas
do corante no estado eleirdnico excitado. HA um maior deslocamento
para a Treogifo do woermelhe no ospectre de fluoréscéncia om
solugBes, poi-s a transig¥c eletrénica ocorre dé un  estado
®letrénico excitade estabilizado para um estado fundamental n3e
estabil izadoc 342 . Arbeloa < co—autorcj'g) » werificaram gque ha uma
fgr te dependéncia do deslocamento de Stokes c;ABS - ;EM) da

lactona da rodamina B em relagdo ac parametro do scolvente, Af,

calculade através da eguagHo abaixo:

b
VRKCEL E
La8n + 12

onde & & a constante dielétrica e n & © indice de refragdo do

D
sol ventec ie .
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Tabela 3. 5: Comprimentos de onda maximos das bandas eietr‘énicas de

absorgie @ omissRe da flucoresceina, constante dieldtrica & o

indice de refracgio, nCS‘SB’

sol vante A Apg hm }\EM/nm sc s52 nc % Af .

acetona —_ 410 20,70 1.32388 O, 2842
acetate de etila =278 410 6,02 1.z@72 Q,1922

dioxano 278 410 2,21 1,420 C,1482

Analisando-se a tabela 2.5, n¥o se verifica deslocamenta
de  Stokes o ppe — Voo da forma neutra lacténica €3 da
fluorescei na nos solventes estudados, apesar dos AfFf diferentes.
N&o ¢ pos=ivel, portanto, a utilizag8e da teoria de sclventes no
esludo dam caracleristicas espectrais da sspecis lactdnica (22 da
flucrescei na.

. <320

Arbeloa =] co-autores constataram que nao ha

cor-réla-;:a’c: sntre o deslocamento de Stokes e o parametrc de
+ .
solvente Af para o anfo-fon da rodamina B CRE em solventes

C220

préticos Ha duas explicagles possiveis - para este

compor tamento,

CAY O modelo gue fundaménta a teoria do efeitc de sol ventes em
gspecliros eletrénicos, po:;;tul a as perturbagles no sistema
soluto-sol wente céusadas per interaglies eletrostiticas do tipe
dipolo-dipolo, Deve-se considerar gque em solventes préoticos,

ocorre a formagic de pontes de hidrogénic entre o solutc o o
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solvente, que sHo interagBes quimicas sspecificas, diferinde om
naturezsa © ordem de magnitude das interagles cletrostiticas.

tB) Provawvelmente, os espectros eletrénicos de absorcio e emiss%’é
ndo s3o devidos 3 espécie isclada, ou seja, ha um equilibric entre
as espécies catidnica ¢ anfo-ion €42 da rodamina B CRED.

PropBe-se gque a f1 uor_asceina apresenta,. nos solventes
préticos, etancl, etilenc glicol e dgua, © mesmo comportamento
observado no caso da RB. Nesse caso, o problema ss torna mais
complexo, uma vez gue haA um numeroc maior de especies presentes om
sclugdo, Qgue absorvem na mesma regifc do especire, ndce sendo
-possi\@tl o isolamsnto de uma determinada SEpécio, nos sol ventes
citados. Além disso, ccorrem interagles especificas cio tipo pontes
de hidrogénio, que inviabilizam a utilizagZc da Tecria de Efeito

de Sclwventes,
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3.8~ ANALISE DOS ESPECTROS ELETRONICOS DE ABSORGAQ E DE
EMI SS?SO DA FLUORESCEINA EM MATRIZES DE POLICACETATO

DE VINILAD CPVA::) E POLICALCOOL VINILICOD C(PVAD:

2. 8.1- CONSIDERACOES GERAIS:

2.8.1A- MODELOS DE DISSCLUGAC DE MOLECULAS AROMATICAS

EM MATRIZES POLIMERICAS:

O estude do comportamento de meléculas arométicas
pequsnas dispersas om matrizes  peliméricas estiradas
uni é:cialm_ente, tem se revelado muito importante na dster_minac;&“’cﬁ da
ori entgggm das cadeias poliméricas e das mcniéc:ul as aromaticas
,dispar#as na matriz., O estiramento uniaxial do polimesro favorsce a
anisotropia do meio, diferenciande os diversos sitios oo upados
pelas moléculas aromiticas. Konwerska-Hrabowska = Krfszew_skicasj
s;.zggriram, através de medidas de dicreisme linear na regiZo do
ultrea—viocleta, qgue sas meléculas de pirsens seguem & resrisntagic
dos cristalitos e se localizam nas superficiez adjacentes a estes
na matriz de peolistilenc (PE). © &ngulo entreo © eixc maior da
molécula do pireno @ © eixe principal do cristalito & constanta. =
independente da deformag®o. HA pelo menos dois tipos dif erentes de
sitios no peolimero, passiveis de serem ocupados por meldéculas,

sendc gque nNo primeire, as interagles polimsro-molécula aromitica

s83c mais fortes, havende uma orientagZc mais definida, e
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correspondendo as superficies adjacentes aos cristalitos: e no

segunde sitico, onde as interagles SZo mais fracas © © sistema mais
C2720328D

desordenado » correspondende & fase amorfa. Estudos de

relaxagdo dielétrica do 1-bromo—naftalenc em pelietilenc CPED

estirado, mosiraram gque o mecanismo de corientagio do scluto parsce

ser a adsorgio nas superficies dos cristalitos de pblietilenccggﬁ.

Segunde J %ngcga), as moléculas orglnicas aromaticas nZEoc se
dispersam ne inlerior da fase cristalina,

Thulstrup o Miéhlcaa} @ outros autores, cmnsideréram gue
a melécula organica de dois ou mais andis benzénicos se situa no
planc yz, mendoe que o eixo de polarizaglc maior se situa aoc longe
do eixc =z @ o menor se situa ao 'longo do eixe y. O eixo x &,
entdc, perpendicular ac plano yz. A partir de espectiros dicrdicos
'de absor¢g®ce nas regifies deo infravermelho, visivel ou -ultra-—
violeta polarizados paralelamente CA" R AZD ou perpendicul armente
C.A'L & Ay) a direg3o do estiramento ¢ possivel se determinar a
orientagio da moldcula om relagle 32 matriz polimérica. Pcde;ze,

portanto, determinar a polarizagiSc de transig@es vibracionais na

regifo do infravermelho e eletrdnicas, nas regifes do visivel e

ultraviel ct—ac 412 . Segundo Thulstrup o Michl c42> @ Mat.suoka‘: 432 ’
crisentagioc da molécula na matriz dopends do seu formato. No
C44D

entanto, o©os resuliados cobtides por Konwerska-Hrabowska » n3o
 foram convenientemente explicados pelo modeloc do formatc do
motecula, mas pelo modelo de polarizabilidade, gue considera as

forgas repulsivas e atrativas do sistema. H&, portanto, uma certa
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discussde a respeilo do modelo, que explicaria adequadamente o
compeortamente de moldculas aromiticas eom matrizes poliméricas
estiradas wuniaxialmente.

Moleculas fortemente polares, insolaveis em polietileno

CPE), podem ser estudadas om polifilcool vinilicod CPVAY estirado,

na regiixo’ do uliravioleta-visivel Sou na regiio do
. C41
infraverme=l ho 2 .
p C480
Al ~Hassan ¢ co-autor ’ sstudaram © comportamente

fotofisico de um corante da classe das merocionaninas em solucSes
dilgidas & em matrizes de PVYA, e observaram que a eomissZc de
fluorescéncia nas matrizes & dependente do compri mant,c- de onda de
excita§ﬁo; © mesmoe niEo ‘ac-cntecendo em soluglBes diluidas. Além
disso, na matriz rigida &4 temperatura ambiente, n3c ﬁé um
equilibric entre os diferentes sitios de solvatagZec do corants,
Una das indicagfes de gue este equilibrio nIo ocorre, & gue os
processos de recczim_ernt.o de polimercs conduzem a uma aitérat;"a’c do
contelide relative de'rsgiaas‘amor‘fas o cristalinas.

D@;B@ conjunto de informagles, pode-se concluir gque o
localizagd3o de moléculas em uma matriz polimérica semicristalina
envolve mitioczs de natureza diferentes e, consegqueniemsnie, com
interages polimero-molécula diferentes, ® que entre esses =itios

devem ser excluidos agqueles situados no interior dos cristalitos,
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2. 8,18~ CARACTERISTICAS DOS POLIMEROS POLICALCOOL

VINILICOD CPVAD E POLICACETATO DE VINILAYCPVAcD:

Q PYA possul a seguinte {fdrmula geral -CHE—C.HC OHI -] n’
cuja unidade repetitiva possui estrutura anilogs ao soclvents n';a*'o :
viscozso etancl. Portanto, espera-se gus a fluoresceina na matriz
polimérica de PVA poderd apresentar o mesmo conjunte de formas
iénicas pressentes em oguilibric nas soluglBies de scelventes n3o
viscosos analogos.

&) PYAC possui a - suUa uﬁi dade repetitiva
Cct —CHB—CHC (DC.C*CH:B) -] nj andloga & estrutura melecular do acetato de
etila., Lonsequentemente, espera~se qus a flucorssceina tenha o
mesmo comportamento fotofisico na matriz polimérica e no solvente
organicao.

As propriedades fisicas de polimerocs,: ivncl uindo os
valores de tem%:er atura de transigdo vitrea (TgCPVAY = 388 K e
TgC F‘VA::J = 301 KIJ estio rle;l acionados & forga daszs ligagles
covalentes, A rigidez dos segmentos da cadeia poliméri ca; e a
forga dés inter agBes intermoleculares entre as cadeias do
pelimero. A for :,;.a das inters¢les intermcleculares correspéndc; a
denzidade e wsnergia co;asi va (CEDDY, gue & a energia molar de
vaporizagdc por unidade dé volume. Uma vez gque as atragBes
intermolecwul ares dkc solventie @ scluto ccorrem quando ha dissolugXo

do soluto, os valores de CED podem ser utilizados para prever a

solubili dadec 480 .
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Hj. ldebrand demonstirou a relag¥c entre sclubilidade e
pressio interna do scolvente o Scatchard incorporou o C.ODCGi to de
CED a equagac de Hildebrand, definindo o parametro de solubilidade
na raiz guadrada de (CED. Portanto, o parametro de solubilidade
total, para scolventes nlo-polarss, & igual & raiz guadrada da
diferenga entre a entalpia de Yapori zagEo CAHV) 2 o produto da
constante ideal dos gases (R) e a temperatura Kelvin (T2, dividida

pelo velume molar (v), como & mostrado na equagZo abai >c<:>c 462 .

AH. - kT 1.2 | ,
5t=[w——AE]=[ v ] 20
) v

P

Como © calor de wvaporizagZo de polimeros sélidos. nZo
pode ser obltido, Small utilizou os valores para as constantes
molares de atraglo (8 para a estimativa dos parémetros de

' C 48D

sclubilidade de polimeros nfo-polares

D, ZCED

5’&, = —g L=

. L4853

onde, D €& & densidade e M € © peso molecular .
Hansenc 472 propds uma extensio do método de Hildebrand
para sistemas polares € gque possuem ponies de hidrogénio. Ele

considera gue © paramstro de coesio ¢ composto por uma combinagio
linear de componentes relativas as inteoracBez: nSo-polares ou
dispersivas CédD. polares CépJ & por pontes de hidrogénic CcShD .

O 'parametros de solubilidade de Hildebrand Cétb e os de
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Hansen s3o listados abaixo para os polimeros e solvente orgiAnicos

utilizados.

Tabela 3. 6: Parimetros de solubilidade de solventes nZo-viscosos

= #olimar-os {& em }dPai/a)C47).

SOLVENTE 8y <5p Sy &
etanol 7,7 4,3 9,8 13,0
1,2-etileno-glicol 8,3 5,4 12,7 16,1
Agua 18,6 16,0 42,3 47,8
PVA - - 0,1 12,6

acetona 18,8 10,4 7,0 20,1
acatateo de etila igs,.8e 5,2 T2 ie,i
i ,4—dioxano 19,0 1.8 7.4 20,58
PVAc 20,90 11,3 0,6 25, 6

Considerando-se que o©os parametros de solubilidade
representam as forcas de interag¢des intermolecul ares,
procurar—se-4 correlacioni-los com as caracteristicas espectrais
cbservadas para a flucresceina nos diferentes sistemas, Jji& | cgque oS
model os kci tados anteriormente para os deslocamentos espectrais por
efelto do solvente, n¥o se aplicam aocs mesmos. .

Algumas indicagBes de que se pode correlacionar as
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ocbservagles especirais com os pardmetros de solubilidade surge
quando s compara os resultados obtidos para as solugBes diluidas
da flucresceina em solventes apréticos (dioxano, aceteona ¢ acetato
de etila?, para as quais se identificou a laciona come a forma
presente nNno sstados eletrénicos fundamental ¢ sxcitado., Estes trés
sol ventes ‘beiim parametros de sclubilidade totais préximoes, bastante
diferentes dos solventes prétices estudados e, além dissc, Lém os

comp&:nantgs do parametro de sclubilidade devide as pontes de

hidrogénioc ( <5h3 muitc semelhantes.

3.8.1C~ INFLUENCIA DO PROCESEQ DE RECOZIMENTO NO GRAU

DE CRISTALINIDADE:

A cristalinidade ¢ definida come a fragle oem peso de
material cristalino. Esta definig¥o seria exata, se o polimerc
fosse composto apenas por duas fases distintaz, isto &, uma fase
perfeitamente cristalina & ocutra perfeitamente amorfzx, No sntanto,
provavel mente c:déte uma zona intermedisria, aldém das duss fases
citadaz, de modo que uma cadeia polimérica pode passar de uma fase

. . . . _T48)
a outra através dessa regifoc intermediiria .
- H& varieos métodos de determinagic da cristalinidade dos
. pelimeros, tais come: difragdo de raios-X, densidade, espectro de
482
¢ -

absorgioc infravermelho, calor especifico, et . Tadokoro e

co—autoresc48), determinaram © grau de cristalinidade de filmes de

FVYA _Submat,idos a tratamento térmico em diversas temperaturas
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Cambiente, 100, 180 e 18203, Atraves de medidas de densidade a
=28e(l, voerificaram gue h& um aumento de densidade = da
cristalinidade com o aumento da tempesratura de recozimento. Aldm
disso, observaram gusg a uma mesma unidads relativa, o conteddo de
dgua sorvida noe filme polimérico dimi .nui com © aumento da
temperatura de recozimento, significande gue houve um decrdéscimo
do conteddo amorfo e conseguente aumento do contedde cristalino.

Através do espectro infravermslho, ebservaram gue a banda =ituada
em 1140 cmﬁl tem a .?;ua. intensidade _aumant,ada. com © recozimento,

sendo portanto dependente do grau de cristalinidadeC48>, Segundo

Peppasc 490 s a banda com maximce oem 816 cmul diminui a sua:
intensidade c<om o recozimento, pois had uma diminuigdoc da regifio
amorfa.

Quande filmes de PVA sSo irradiados por feixe sletrdnico
abaixoe da temperatura de transiglc wvitrea Tg, oc»v::«:fre degr adagio
dos mesmos;: no entanto, acima da Tg cocorre a formagZo de ligagles
cruzadas devido a wun aumentio da mobilidade das cadeias. Noesse
case, guando aumenta © grau de formagdo de ligagles cruzadas
Cdensidade de ligagles cruzadas p = 8x10_43 a cristaiinidade nZo &
favorecida. Em densidades de ligsagles cruzadas menores, ha uma
maior cristalizag¥o, devide ac ccmp{'iméntc da cadeia e auséncia de
defeitos, gque comumente ocorrem em sistemas, cqj.as densidades de
ligagBes cruzadas s3c altas, O grau de cristalinidade depende,

portante, da temperatura e do tempe de recozimento, ou seja,

gquanto maicores a temperatura e o tempo, mais eficiente sera a
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cristalizac;?:iocso;. Essa dependéncia entretante € fortemente

inf_l.uonciada pela forme com que se dé © resfriamento,

Os filmes de PVA aquecidos 3 temperaturas préximas & Tg e
resfriados bruscamente tém a estrutura original restaurada uma vez
gque a frequencia e intghsidade da banda situads em 3380 cm_1 sRo
similares &a° sspectro original. Em aguecimentos acima de 1208, o
processo de restauragio da eétrutura inicial' nac ¢ completa., Acima
de 1202, .prati¢am9nte,l n3o ha restauragio sendo osta
caracteristica de uma altesraglic irreversivel na estrutura do
polimero, gue possivelmente esti asszociada a uma Vdesidrataggo do
PVACBiD._'Tadokorc» & co—autcresc¢8) J& haviam verificado essas
alﬂeragﬁas gquimicas resultantes da decomposigio do PVA gquando osse
& aguecido a temperaturas iguais ou maiores a 180‘*(:(583.

Para ilustrar wesse processoc agquecedu-se um filme poucs
SSpPeSS0o de PVA 4 temperatura de = 140°C & deixou-se resfriar
.l.‘entamenteu, cbtendo-se espectros infravermelhc antes e apés o
aquecimento CFigura 2. 48D Claramente se observa  uma
intensificacio relsativa da banda om 11486 cm—l, indicande dosioa
forma um aumento do conteddo cristalino,

" Procurar-seo-4 vorificar 5@ GBEa modi i cagdo de
conteddo cristaline e, consequentemente, se a altarag'é."b das

caracteristicas dos sitios de interagdo se modificam, atraves do

sstudo deo amostras de PVA contendoe 1 uoresceina. .
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Figura 2.498: Espoctros de absorgSo infravermelhe de um filme de
PVA purc de espessura = 0,028 mm: (a) antes do recozimento a

140°C; (bl apds o recozimentoc a 140+C e resfriamento lento.
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2. 8.2~ RESULTADOS QBTIDOS:

2.8.2.1- POLI C(ACETATO DE VINILAY (PVAc):

CAD AMOSTRA DILUIDA:

o espectro eletrdnice de  absorg®ce da flucresceina
dispersa em PVAc na porcentagem em pesc de Q,10, aprssenta wuma
‘banda estreita,;, cujo méaximo so situa em 278 nm CF‘igura_ 2. 4920,
Esta banda de absorgio ¢ muito similar Aquelas  observadas em
selugles diluidas do corante em dioxane e acetate de etila;
podendo-se supor, portanto, que somente a espécie lactonica (32D
estd presente no filme peolimérico incelor. No especiroc eletrdénico
de emissTe (Figura 2. 49c), cbserva-se uma banda com maximo situado
em 480 nm. Em rela¢io aos ospectros elﬂatrénicos de emissSo da
flucresceina em dioxano, aceltona o acetato de stila, constata—so
um deslocamento especiral para a regi¥o do vermslho de 20 mm,
guando comparado a2 banda atribuida A espécie lacténica T2 T:}\EM =
410 nm) & de => 15 nm quando comparade & banda atribuida ac anfo-
fon C42 € }‘EM = 475 nm) em soluglBies concentradas de sclventes apro-
'Licr.:.vs. Consideragdc—sc gque o filme permanece incolor, essa é- wma
forte indicagfo de que a lactona esti presente no estado elotrd—
nico fundamental, b que @ refor;édﬁ pelec espectireo gletrénico
de absorg¢®o obtido. Entrotanto, o deslocamento especltral de 20 nm

na banda espectral ndo pode ser explicade apenas pela interag3o

polimerco—fluoresceina, jé& que esta magnitude é muito grands.
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Figura 2.49: Espectros eletrénicos de: AbsorgZe da flucresceina

dispersa om filmes de PVAc: (a2 0,10% (4,000: (bd 0,80% C4,00):

EmissTe de filme 0,10% (<) antes ,Cl,OxiO_e A e (dd apds o
recozimento a B0+ Cl,OxiO—? AD; Emiss8o do filme 0,80%: (&) antes

7 7

€1,0x10 " Ad e CfD apdés © recozimento a S50¢C €1,0x10 ' Ad. Entre

parénteses s3o apresentados os ganhos dos equipamentos utilizados.
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Uma primeira hipdtese a seor considerada para explicar o
fato de qgue a banda de omissdc aparece 8o deslocada para o©
vermelha no caso da matriz polimérica, ¢ gque apesar da forma
lacténica estar presente no estado eletrénice fundamental, a
ospécie responsavel pela emissio é o anfo-ion (4) o, nesse casa, o
desl ucamentx; espectral tem magnitude suficiente para explicar um
efeito de interagioc molécul anolimaro.

Analisando-se os parametros de solubilidade 5}1 para os
sl ventes nIo-viscosos apr aticos C7,0-7.,42 o o© do PYAC (3,82,
observa-se para esse ultimo um valor maior, © gus pode indicar o
deslocamento do gquilibrio ne sentido de formagico do anfo-ion 42
no estadec excitade, através de interagfies mais polares.

Kamat = F oxc S3DCG4

cbservaram que os especliros
eletrénicos de absorgic e emissic de corantes croconatos (viol etéx
g azul de croconated em eltancl se deslocavam ﬁzar a a regido do
vermelho guando se acrescentava © polimero poli(4-vinil-piri ;::ii nad
CPVP) as solugBes. Este efeitc também foi observado para os
dorivados hal mgena;dos da flucressceina, tais comeo: eritrosina B
rosa de bengala. A mesma experiéncia realizada com a piridina n3o
apresentava o©s dJdeslocamentos espoctrais obser vacl-os para o
polimeroe, Esses autores propuseram que as cadeias pelimdricas
deslocam as moléculas do solvente da esfera de solvatagSoc do
corante, h%vendo uma diminuig3o da  forga .de interagio

scluto-sol ventec S52 .
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Analogamentie, pode—se supor que as interagBes no sistoma
anf_‘cs—i on €42 — PVAc s5o mais fracas, @ consequentomente © miximo
da banda de emissfo so encontra deslocado para a regifo do
vermelhe em relagico aquelas do anfo-ifion (40 ~ solventes apréticoes
no estado eleirdnico excitadeo; enguanto gque no estado eletrdnico
fundament=zl . as interaglies do sistema lactona - solugles diluidas
dos solventes aprdolicos e lactona - PVAc s3o muito parscidas, uma

vez gque nEo ha deslocamentos das bandas de absorciEo.

CBY INFLUENCIA DO PROCESSO DE RECOZIMENTO:

Vi=ando observar s a f;uorescaina & sensivel as
interag@ss nos sitios do poiimaro _ prmﬂrncadas j::elo processa d$
recozimento, acﬁuéceu—ﬁe o filme antericr a B0+C Cacima, portanto,
da Tg) e pormitiu-se um posterior resfriamento lentio. :

Apds esse tratamento, observa-se que n3c ha alteraghes
significativas no especiro eletrénico de emiss8c (figura 3.4%9dD.
Isto indica gue a amostra & termicamentes astév&l nesta faixa de
temperatura de agquecimentce & que a utilizaglo da flucresceina om
baixa conceniraglie come sonda luminescente, nioc permitiu gque =e
identificasse possiveis alilerages no grau de cristalinidade ou na
natureza dos sitios de adsorgio _do' corante, provocadas - pelo

processo de recozimento.
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CCO AMOETIRA COMCENTRADA:
No estudo de um filme de PVAc contendo flucresceina
0,80% em pesc, cobserva-se uma banda de absorgio estreita e com a
mesma estrutura vibrénica do espectro do filme de PVAc 0,10% om
peso, com © maximo situade em 277 nm (figura 2.49b). Uma vez gue
este espectiro & muito similax; aos especiros eletrdnicos de
absorgdo da flucresceina em scluglBes diluidas de solventes
aproticos e no filme de PVAc mais diluido, atribui-se essa
absorg3c & forma lacténica (32, O espectro eletrdnico de emissIo
apresenta duas bandas com al t;c: grau de superpozsicio o intensi da@aa
relativas muilo préximas, cujos mdximos se situam em 490 e SO0 nm
Cfigura 2. 49s). |
| Essas bandas de emiss3o estio deslocadas = 18 nm para o
vermelho, guando so comparé com © espectro alet;rénico de emiss3Eo
da flucresceina na forma de anfo-ion (42 nos solventes apréticos
(dioxano, acetona o acetato de etilad), & & bastante semelhante, a

menos do desdobramento, 3 do films contsndo baixa concentrac3c de

fluocrescel na.

CD> INFLUENCIA DO PROCESSO DE RECOZIMENTO:

Ao contraric do que observa-se na amostra diluida, o
espectro eletrdnico de emissHo da amostra concentrada apds :::
aquecimento a S0°C com posterior resfriamento lento, apresenta uma

Gnica banda centrada em 498 nm (figura 3.49f). Suple-se gue ossa

banda possa ser atribuida ac anfo-fon (42 da flucresceina do mesmo
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- modo que a oniszic observada eml zsoluglies concentradazs de solwventes
aproticos, apesar do fato de que o filme permanece incolor.

Quanto ao desdobramento da banda de emiss3co observado
antes do processo de roecozimento, hi dois fatores a sorem.
discutidos.

O primeire considera gque durante a formagico do filme
polimérico contendo a flucoresceina, ocorre a formagZo de sitios de
adsorg8o do corante de naturezas distintas extsrnamente Aé. rogiso
cristalina. Unm desses sitios consiste na regiZe amorfa do
polimeroc, <«ue n3c possul uma estrutura definida © poderia ser
comparada &80 melic isotrdpico aﬁstanta nos solventes liguidos,
tais como: acetalo de ostila, acetona ¢ dioxano, onde existem
interagfes fracas. Os outros sitios poderiam ser delsclr'itos comc as
superficies laterais dos cristalitos, caracterizando interfases
cristalino - amorfo © que om geral se compor Lam como  reglSes
tensionadas, onde ha intesragles mais fortes. Esse comportamenta &
similar aguele observado para compostos aromiticos disparéos @m
polietilénc:, para o©os quais se observa qus as moléculas menos
orientadas esl3c rodeadas por um meio mimilar ao nujol, portanto,
numa regifc amorfa, Bnquénto que as mais orientadas estio suj _@i tas
A interagdes mais fortes e zituadas na superficies dos
cristalitos. Quando ocorre o recozimento, ha um aumento do grau de
cristalinidade, devido 3 eliminag¥c das regiBes tensionadas, gue
se cristalizam. Por outre lado, < processe de recozimento,

permitindoe uma mobilidade das cadeias, provoca uma difus¥o das
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mol écul as adsorvidas, levando a uma distribuigBo mais homogénea na
natureza dos sitiecs de adsorgSo. Os efeitos de destruigHo dos
sitios de adsorg3o tensicnados o de difus8sc das moléculas
adsorvida=s somados, devem levar a interagles polimeroscorante de

mesma natureza com consequente obtengic de uma Gnica banda de

emi ssac.

O segundo fato considera que o desdobramentoc da banda de
omissHo we deve & 2 uma interagic excitdnica, decorrent.e da
cristalizagio ou agregagico do cox.‘ante, devido 'acz efeito da

concentrag®o. No entanto, n¥o & observada a estrutura excitdénica
no espectro de absorgio no ultravioleta, fato gue ocorre quande =
fluoresceina ¢ dispersa em nujol. Esta hipdiese & considerada
menos importante, porgque apds © recozimentc do filme, ha wum
aumento do conteddo cristalino, ocorrendo uma diminuigdo dos
sitios poessiveis de adsor g3o. Isto deveria CAUSAT Uma
intensificagio do desdobramento da banda de emissioc, devido a uma
mai or agregagac da 1l uoreécei na, porém ostie efeito nEc &
obhservado. Esta cbhservagic pode ser mais uma indi cagde de que a
forma anfo—ion (42 ssja a responsavel pela smissic da fluocresceina
em PVYVAc.

¥isando complemsntar as infri:rma:;ﬁes scbre a for xﬁa da
flucresceina presente no estado eletrdnico fundamental, obteve-so

o espectro infravermelho de amostras contende flucoresceina.



(a)

(b)

A

1800 1600
v (em~1)

Figura 2.%50: Espectros de absorg8o infravermslhe do filmes de

PVAc: (a) puro e (b) contende 0,50% em pesc de fluoresceina.
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CE> EZPECTROZ DE ABZORJAO INFRAVERMELHO:

O espectro de absorgSo infravermelho da fluoresceina em
PVAc ©,50% em pesc, apresenta wuma banda intensa om 17320 cmhi ’
resultante da; superposigido da absorgic da carbonila (freguéncia de
estiramente carbono-oxi génio? do grupo acetato ¢ da carbonila da
espécie lacténica C2), uma vez que ndc se observa absor¢Bes de
grupos carbonila de Acidos carboxilicos livres & Anions

carbpxilatoca) Cfigura 2.80D,

CF) CONCLUZZAO:

Comparando~se os sspectros sletrénicos de absorga’o das
amostras diluida o cmncenprada de flucresceina di.spérsa em FPVAc,
Com o5 especltros do corante om solventes apréticés, prc;'.:‘ae*s;é; que
a espécie lactdnica (32 estid presente no estado eletrdnico
fundamental, no polimero a.present.andc, um maxime de absorgZc em
2“78 nm.

e as.pectrcv. eletrdénice de oemissio da fluoresceina na
amostra diluida do polimsro, apresenta wuma banda situada em
420 nm. H& um deslocamenic especiral de = 1% nm para a regifc do
vermélho, em relagido aos espectros de emissZo do. corante om

scelugiies concentradas dos solventes apréticos, atribuidos a4 forma

neutra anfo-ion (42, Pode~se concluir que o anfo-ion (4] est&
presente no, polimero no estadeo eletrénico excitado., HA dois
fatores gque fundamentam esta conclusio: €12 A componente do

parametro de solubilidade 6h & maicor para o PVAc, quando comparada
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aqualasz dos solventes aproticos, © que favorece as interagiies de
natureza mais polar; (2 Como ocorre uma diminuigSo da c&nstaﬁte
de equilibrio no estado excitado CK;), & facilitade <
deslocamento do equilibrio quimicc de disscciag3c no sentido de
farﬁagﬁo da espécia neutra anfo-ion (4. O deslocamento espectral
de = 158 nm para a regifc do vermelhoe indica que ooorre uma | mal hor
estabilizagio do anfo-ion €42 na matriz polimérica, em rolagio ac
sol vente aproticeos, devido as interagiies mais fracas
pelimero-corante, quando comparada ao sistema éolvante
aprético-corante.

As duas bandas altamente superpostas do especiro de
emissSo da fluoresceina na amﬁstra concentradsa, 'sugaram a
existéncia de sitios de adsorglfo diferentes no éolimero. Segundc a
literatura, basicamente hi deois sitios de adsorgio; umv deles
consiste nas superficies laterais dos cristalitos, havendao
interagBes mais fortss ¢ o outro se situa na regisc amorfa, sendo
as interag@es mais fracas.

Apés o© recozimento da amostra diluida, o especiro
eletrénico de emiss3o nZo apresenta alteragBes significativas. Uma
vez que a sonda fluorescente esta dispersa om concentragso balxa,
no =] possivel a vorificagie da variagio do grau de
cristalinidads, om consegquéncia do processe de rezozimento.

-O espectro aletrﬁnico_ de oemissio da amcstra mais
concentrada (0,50% de fluoresceina, em peso), apressnta uma Gnica

banda centrada em 485 nm apds © processc de recozimento, Fode-se
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concluir que had um aumento do grau de cristalinidade, ocorrendo
uma eliminagZc das regiSes mais tensionadas e nas quais ' as
interaglies s3o mals fortes. A eliminagio dos sitlos mals
tensionados e a mobilidade de segmentos das cadeias polimégricas
coﬁ a temﬁer atura, causam a difusZoc das moléculas do corante para
sitiose de mesma natureza, provavelmente do conteddo amorfo,
podendo~se verificar apenas uma banda de emiss¥o. SupSe-se que as
interagBes socluto-solvente sejam fracas nestes sitios de

adsorgfo, © gque resul ta na banda de emiss¥o deslocada para o
vermelho €480 nmd> em relag¢Zo A observada para solucfo diluida

‘da flucresceina em acet.ato.de etila (47585 nmD.
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3. 8. 2.2~ POLICALCOOL VINILICOY CPVAD:

CAY AMOSTRA DILUIDA:

O= espectros eletrénicos de absorg3c das amostras
diluidas C€O,002% e 0,007%3, nIo pormitem a atribui ¢¥c das bandas
do corante, te‘ndo em vista os baixos coeficientes de extincio
molar e & espessura dos filmes preparados.

O espectro eletrénico de emissio da fluoresceina dispersa
em PVA 0,002% em peso, aprésenta uma banda, cujo méxil mo se situa
em 8504 nm (figura 3.81ad. Pode-se propor, portanto, gue estioc
presentes ©m equilibrioc as formas quinondi .de L= =
mcﬁdaﬁi dnica (8), cujas emissBes e absor¢@es ocorrem no polimero,
como mostradeo no caso dos solventes prétices, pi' oposigio essa gue
seri confirmada através  da espoctroscopia des absor¢Ho
infravermel ho, a ser discutida a zmeguir.

O ospectro eletrénico de emissXo da fluoresceina em PVA
d, 0074 em pesa, apresenta  uma banda com méximo em B132 nm (figura
3.81b2. Em relagidc ao espectro anterior, constata-se um
deslocament-c da banda de emissSo de =~ 10 nm para a regifo do
vermelha: Deye-se super que ssta variagio do méxime de omiss3o
seja devida ao deslocamento do equilibric gquimico de dissociaclo
no sentido de formagSoc da espscie monoaniénica Cs2 da
flucresceina, analogamente aoc que foi discutide para sclugBes

concentradas do corante em etancl e etilenc glicol, ou seja, o

aumento da  concentragio desloca o© equilibrico quimico de
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dissociag&Eo no sentido de formagfco da espécie moncanidnica B2

nestos sol weontes nEo~viscosos.

ll!lllllllllillll

600 550 500 450
Alnm)
Figura 2.951: Especiros eletrdnicos de emissZc da flucresceina

d;i.spersa =m PVA nas seguintes porcentagens em peso: C(ald 0,002%
(1,0>c10_7 Ad;, b2 0,007% (1,0x10—? Ad. Entre parédénteses sSo

apresentados os ganhos do espectroflucrimestro.

CB> AMOSTRA CONCENTRADA:

O especiro eletrénico de absorgie de um. filme contendo
fluoresceima na porcentagem eom pesce de 0,07%, obtido por
evaporagie do solventé em estufa a BO+C, apresenta cinco bandas na

regifo do wisivel, obtidas por deconveolug3oc de curva nos seguintes
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cox.nprimentcs de onda: B50O3,4; 475,9; 481,9; 427,8 e 376,55 -nm
C-fi'gura =2.820. Con{pararido-se este espectro eletrénico de absorg¢Zo
na regifo do visivel, com os espectros eletrénicos de absorg¢Zo da
fluoresceina em solugBes agquosas diluidas a wvaArios pH,
verifica—se que essas possuem um contorno muit‘o similar a4 banda .de
absor¢fio no pH = 6,37, com © mAximo da banda mais intensa situado
em 4839 rnm (figura 3.7c). Nesse pH, h& um equilibric entre as
espécies quinondide (23, moncanidnica (8) e dianidnica (6), com a
concentragfo do moncAnion (B5) maior, pois o terceiro pKa Cigual a
6,72, ndo fei altingido. Sugere-;se, ent o, que a espécie

moncanidnica (8) também predomina no filme polimérico.

8.%7r

© .02 o i
ﬂ,s' . . - ]
8.45}

.24

PL A

3 - ki T
502,58, 405,88 381,50 218,69
) : '

Figura 3.52: Deconvolugio do espectro eletrénico de absorgio da

flucresceina dispersa em PVA 0,07% em peso,
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O espsciro E‘tletrénicm de emissSc da fluoresceina em PVA
C,07% apresenta uma banda assimétrica na regifio do vermaiho com
maximo situade em T30 nm (figura 2.83b). No entante, a banda de
emissiac da fiucresceina em Agua, pH = 6,37, apresenta uma meia
1argura muito menor & maximo em £18 nm (figura 2,132, diferindo,
portanto, tanto no contorno, como no maximo de emiss3o em relago
Aquela do corante no polimsro. Come resultade preliminar,
Suger e—se QU , aposar de presente no estado. eletrénice
fundamsntal, ndo & o moﬁoénimn (8) que estia emitindo fluoréscéncia
no pelimero.

Para se interpretar com mais clareza oste resul tado,
registrou—-se os especiros eletrénicog de absorgio o emissEo da
uranina (dianion da flucresceina na forma do sai de sddicd om PYA
nNas ségui ntes conceniragles (X% em pesold: 0,08 o 0,5. F;ode-se
verificar gue os especiros eletrénicos de absorgfo das amostras:
diluida L= concentrada apresentam maximos em 485 nm e S02 nm,
rhcspecti vamente (figuras 32.84a & 22.B4bd. Comparando-ss, ainda,
esses especiros com o da flucresceina em solugfc aguosa diluida,
no pH = 8,23, verifica-ze gue o maximo de abscrgfo do didnion (62
s@ situa em 480 nm. Essa diferenca de comprimento de onda méximo
de emissic podera ser relacionada ac deslocamento espectral por
efeitc do solvents.

‘Os ospectros eletrénicos de emissZXo da uranina om PVA
0,085 & 0,8%, em peso, apresentam os maximos em 520 nm e B=Z8 nm,

respectivamente (figura 2.852e @ 3.83a). Em relaggo a banda de
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Figura 2.52: Espesctros esletrdnicos de omissdo de: (&) uranina
Q,80% (202 ; (B2 fluoresceina 0.07% (102, (cd fluoresceina 0O,84%
32>, CdD- fluoresceina 1.47% (102 e Ce) uwuranina O0,08% om peso

€1,0x1 0“7 Ad dispersas em PVA., Entre parénteses s3o apresentados

os ganhos dos equipamentos utilizados.
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emissio da fluoresceina em Agua no pH = 8,23, cujo maximo se situa
em 520 nm, nZo hid deslocamento espectral para a amostra dilufda,
havendo um deslocamento de aproximadamente 5 nm para a regifio do
vermelho para a amostra concentrada.
| Compar ando—-se, finalimente, os seguintes espectros
eletrénicos de emissZo: fluoresceina em PVA 0,07% e uranina em PVA
G,S‘z: (registrados no mesmo espectroflucrimetro) Cfiguras 2.53b e
3.53a), wverifica-se que possuem contornos de banda parecidos,
embora o primeiro est;e_ja deslocade 40 nm para a regiZfo do
vermelho. Em relag3ic ac especiro eletrénico de emissXoe do corante
‘em Agua, pH = 8,23 Cfigur.a 23.18d> » verifica-se que ¢ deslocamento
para a regific de menor energia € de 418 nm. Através dessas
comparagfes, pode-se propor que o dianion (8) da fluorescei na esti
‘presente no polimero no estado eletrénico excitado e & responsavel
pela emissSo de fitlxarescéﬁcia em PVA.
A tabela 3.7 resume as observag®es discutidas e tem por
finalidade a ané.lise_ do comportamento dos corantes fluorescei‘na =3

uranina em solugBes liquidas e matrizes poliméricas.
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Tabela 3.7: Comprimentos de onda miximos Cem nm) das bandas

eletrénicas de absorcio e emissfo.

FLUORESCEINA EM FLUORESCEINA URANINA EM URANINA EM
HaO, pH=8,22 EM PVA 0,074 PVA 0, 05% PVA 0,850%%
ABSORCAO 480 803 14D 408 ({72 803 (40
- EMISSAO . 520 535 (15 520 (0O 828 (8D

Entre parénteses sic mostrados os deslocamentos espectrais para o

vermel ho em relagdo aos espectros de fluocresceina em Agua

8,340 °C Me pH = 8,23

Analisando~se a tabela 2.7, verifica-se que o deslocamento
dos espectros eletrdnicos de emissfo para a régigo do vermelhos &
mais acentuado no casc da fluoresceina dispersa em PVA 0,07% em
comparagdc com a wranina em PVA nas duas porcentagens em peso.
Isto significa que as interag¢Bes fluoresceina-PVA =s3%c mais fracas
do gque as interacBes ur_ariin'“a—'F?VA'éhﬁ%’aﬁéw ambas as interagBes s3o
mals fracas do que as presentes no sistema agua,
(pH = 8,230 ~-fluoresceina (ou uraninad. |

Segundo o que j& foi discutido o comportamento fotofisico
da flucresceina em PVA C,07% & o descrito A& seguir: (1D A espécie
presente no estado eletrdnico fundamental & predominantemente a
forma moncanidnica (5);(2) a espécie presente no estado eletrdénico
excitado & a dianiénica (8. Isto significa que o pKa* do estado

excitado € menor do que o pKa do estado fundamental, uma vez que o
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Figura 2.54: Especiros eletrénicos de absorg¥o da uranina em PVA:

Cad 0,08% & (b) 0,80¥ om pezo.
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espectro el etronico de absorg8oc do corante & similar aguele em
selucic agwuosa diluida no pH = 6,37; havende uma dissociaglo do

monoinion C€95) no estade excitado, representadoe a seguir.
-
CHF) I B S 4 2 § ] + H : c223

Pelo menos dois fatores podem favorecer esse equilibrio
de dissociagio: CAD aumento do tempe de vida do estado
sletrénico excitade singleta do moncdnion (8); no entanto, esta
possibilidade & pouco provavel, uma vezr gqus as cadeias poliméricas
tgriam que ostabilizar o estado excitado o que & muito dificil,
pois o tempe de reorientagio do. polimerc & maior do- que. im
scl.vrent_e no~viscoso; (B2 a constante de velocidade de dissociagio
do mopodnion (82 & muito maior do que aquela de recombi naéi’o do
proton, ou seja, o tempo de recombinagic ¢ maior do que © tempoe de
vida do estadeo eletrdnico excitado singlete do didnion (62,
havende, portanto, omissdEc de fluosrescencia desza dltima @spa‘.—%&i@.
Martin e co—autor ? cbservaram gue ha um é.baixamento doe terceiro
pKa*r no estado excitado, fato que foi atribuide por Guyol e
co—aut—créssc'?) & ums dificuldade de ostabelecimente de eguilibrieo
protolitico durante o tempo de wvida do estade excitado. Esse
fentmeno nEce ocorre em soluglex aquosas, porgus a difu#é"ﬂ do
préton é“muita rapida, facilitande a recombinagdo.

S= for consideradoc que hid formagioc de pontes de

hidrogénic entre o polimero ¢ o moncanion (8 no estade eletrdnico
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fundamental, a segunda possibilidade discutida & reforgada, pois
os grupos hidroxila abstraem o prdten ne estado exci t.a.dc; =)
favorecem a emissZoc do dianién (8). Portanto, propSe-se que
durante a irradiag¢ioc do filme polimérico, ha uma transferéncia de
caréa posi tiva por meio dos grupos hidroxila e emissfio simultanea
do disnion (6). Esse. fendmeno ¢ denominado fotocondutividade e
estad sendo estudado por Kamat e F‘oxCSS), ent.re outros, para
derivados halogenados da fluoresceina como: eritrosina B e rosa de
bengala.

O espectro eletrédnico de absorgio de um filme de PVA
'cQ“Fendo fluoresceina 0,842 obtido por evaporagio do.solvente em
estufa a BO0°(, apresenta quatro bandas nos seguintes comprimentos
de onda aproximados: 485, 464, 434 e 380 nm {figura 3.58hD,
‘provavelmente uma quinta banda na faixa de 430 a 400 sm. gque
poderia ser realmente constatada através da deconvelugSo das
CUrvas. O espectro elebtrdnico de emissZo apresenta duas bandas
sobrepostas com maximos de 538 e =~ B85 nm, sendo a primeira ‘mais
intensa (figura 3.53c). Analisando-se simultaneamente os espectiros
eletrénicos de absor¢gic e emissiio e comparando-se com os especlros
obtidos para a flucresceina em PVA 0,07%, verifica-se que h& um
aumento da meia largura, e intenéificagﬁc dos combros existentes
nos nesSmos., Entretanto, n3c se verifica desloc ément,os
eépectrais significativqs. Sugere-se como hipdtese preliminar,
que haja uma agregagfo do corante nesse filme. Porém,

anal isando—se o espectro eletrénico de excitagdo
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Figura 2.5%5: Espectros eletrénicos de absorgle da flucresceina nas
seguintes porcentagens em peso:r (ad) 0,07% (1,002 & (b2 0,84%
C1,00>. Entre paréntezes s3o apresentados os ganhos do

sspectrofot.dmetro utilizado,
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registrado no comprimento de onda méxime de emisz¥%e, isto &,
528 nm, nge se verifica o desdobramento excitdnico da banda, como
observado em solugles aquosas saturadas. PropSe-se que o corante
apresenta =] MEEmo compor tamento wsbser vado nos sol ventes
n¥o-viscosos, stancl e etilenc glicol, ou seja, o© a;gragado tem uma
estrutura linear. Como a espécie presente . no pol imero,
provavelmente, & o monocdnion (8) da fluoresceina, supfSe-se gue nfo
¢ possivel a esiabilizagloc das cargas nogativas nos mondSmsros
dispostos em. planos paral él os na matriz polimérica de PVA, =
consequentemente, 6 poderd ocorrer a agregagfc segundo um modelo
linear.

Ha duas hipdieses que devem ser discutidas na tentativa
de se i?xplit:ar a agregagdc da fluoresceina em ?VA na concentragio
de 0,84% om poso. A primeira das duas considera gque os sitios de
adsorg8o na fase amorfa 2 nas superficies laterais dos cristalitos
ndo s2Zoc suficientes para disperszar o corante na sua forma
m.onomérica., havendo saturagic dos mesmos, @, consegquente agregagio .
da flucoresscsina. A segunds hipdtese se baseia no modelo sugerido
por Kamat,csa) de encapsulamento do corante em microcavidades do
pol i mero.

Ssegundo I‘{arm?n.t,c o5 »

o aumento da concentragio de
poli C(vinil piridinad (PVP) em uma solugdo etandlica de eosina e
rosa de brangal a faz com gque haja um deslocamento para s regiSoc do

varmelho das bandas de absorgio o emiss3co, assim como um aumento

tanto do tempo de vida dos estados elstrénicos excitados singlete,
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quéntc do rendimento guantico de emissZEc de flucorescéncia. O©
Vmodelo propiée gue as cadeias polimdricas, com o auménto " da
concentrag¢soc, vEo substituinde o© sclvente nas esferas de
solvatagioc do corante alé a situagSo limite, na Qual o ' corante
esti total méntcar sol vatado pelo poelimero. Este forma microcavidades
que diminuem. sfoti vamente as forgas de interagso
soluto—solventecssj. Analisando~-se o procedimento de cbtencio do
filme polimérice com fluoresceina em O,B54% em peso, dispunha-se de
uma solugHRo do corante e FQA ém Adgua, que ol evapeorada a B50°C em
estufa até a formagdo do filme. Suplie-se gue a rapida evaporaglo
da agua nIo possibilitou o ostabelecimente de um eguilibric, neo
quﬁi 5 polimero iria solvatando o corante gradativamente até a
formaggc das microcavidades, guando do aumentmrda concentragso da
gsoluggé. For outro lado, comsc foi mostrado no itoem 5.2, &
saturagio de solugles aguosas leva A agregagio da fluocresceina.
Comoc nas sSolugBes concentradas dos solventes proticos stanol e
eiilQno glicol, ocorre a formag3c de agregados linesares, devide a
problemas de estabilizaglico da carga negativa; pode-se inferir a
presenga desse tipo deo agregado na matriz polimérica de FVA. Para
& confirmagdc dessas hipdteses discutidas, é necessiria a obtenglo
de filmes pelimsricos contendoe fluoresceina om varias
concentrac®es gue possibilitar¥c um estudo mai s prcfundo do
campcrtaﬁento do corante nessas matrizes. Esta ¢  wuma das

perspectivas fulturas dessze trabalho.

O sspectro eletrénico de emissfo da fluorescoeina dispersa
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gm FVA 1,47% om peso, apresenta duas bandas com alto grau de
scbreposigio ¢ méximos situados em =~ 548 e =~ 8682 nm, sandg qu; a
Gltima 6 mais intensa (figura 3.53d2. Comparando-se esse espectro
Eom © anterior (figura 32.83c), wverifica-se gque estic na mesma
fai#a de comprimento de onda, pordm diferem no contorne ¢ na moeia
largura da banda. Come a emissEo ocorre na mesma regifo, proplo-se
_qﬁe haja formagdo de agregados no polimero.
| Pode-se supor que  a cristalizagSc de corante tenha
ocorrido em sitios de Vadscrggo diferentes, resultand§ ém duas
bandas sobrepostas, comoc o casc do filme de PVAc contendo
figorqscgina C,8% om peoso. Uma oultra possibilidade a seor
considerada ¢ que a flucoresceina tenha modificado morfologicamente
v polimerc, devido a sua altia concentrag8o. O estude destas
possiveis alleragloes morfolégicas serd objeto de novas prgpostas
de trabalho.
Visandcx obter informagtes complementares, gque permitam
caracterizar as formas da fluorsscesina no estado eletréﬁico
fundamental . obteve-se os especiros infravermelho das amosiras

diluidas.

CC) ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAD INFRAVERMELHO CIVD DA FLUORESCEINA
EM PVA - CONFIRMAGAD DAS ESPECIES PRESENTES EM PVA: |

'Apesar de espectro IV da fluoresceina:sé sobrepor aoc do

FVA, a regidc entre 1800 -~ 16800 cmbi apresenta absorges de

estiramento da carbonila (ligag8o C-0) presentes apenas no



corante.

QO filme de PVA conteondo uranina na porcentagem .Qm pésc
de 0,08% apresenta, em 1740 o::m-:"L » uma Unica bkanda muito intensa,
atribuida &mos estliramentos carbone~oxigénio da forma dianiénica
¢8> da 1 uoresceina fi gur"a 2.868a3., Esta forma da flusresceina

apressnta trés grupos gque poderiam ser responsiaveis por estas

absorgties. O primeiro deles & o grupo car boxilato e . segundo
Markﬁ$zew$kics;’ » apresenta bandas de absorgioc om 1596 <:m“'.‘L =
1461 -1450 cmhl . No case da flucresceina, ossas 'bahdas se

encontram sobrepostas a ocutras bandas de  absorg¥oc de grupocs
aromdticos @ gque no caso especifico da fluoresceina om  PVA,
apfe‘rsénta_ cutras agravantes de smﬁrepnsiqé‘to com as absorgd@es do
polimerc e, consequentemente, nfc puderam ser identificadas. O
.sggundt;: grups & compeoste por wum anel de seois membros= c&ntand@
oxigénio. Quando sste grupo apresenta uma carga positiva, como nos
sais de piriltun @ como no casc do anfo-ion (4) da fluoresceina,
c‘corre & aparecimente de wums banda intensa oem 1528 cmui. Essa
banda n3oc pode ser identificada, quer pela sua auséncia, uma vez
que © dianidn (82 da fluoresceina n3o apresenta estse ansl
carregade positivamente, quer pela scbreposigio com as absoroSes
do polimere. O terceiro grupo & composto pelos estiramentos =0 do
anel xantenico e atribui-se a banda em 1740 r::ni—l_ a esta abso;rgé“o.
vDif‘@rentemente do caso acima, © filme de PVA contendo
fluoresceina 0,002% em pesoc, apresenta duas absorg@es na regiZfo

dos estiramentos C-0 & as intensidades relativas destas bandas sZo
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lentamente a =~ 20-C



diferentes antes e apés o recozimento do filme (figura 3.56b a
3.586dd. A primeirae banda aparece na reglific de 1700-1730 cmﬂi sy @ &
composta por um  dublete, com maximos em 1740 e 1710 cm—i. A
segunda banda ¢ observada em 1650 cm—i » multe larga, tendo sua
intensidade relativa diminuida apés o recozimento. A banda em
1710 ‘::m“"L é atribuida ao grupo acido carboxilico livre e deve ser
devida & absorglc da estrutura p-quinondide (2). Bandas nes:t-a
regifio sHo caracteristicas do grupo 4cldo benzdico e foram
cbservadas para a flucresceina (1706 cm"i) e rodamina B

CL17185-1705 cm—l 2. Compostos do tipo quinonédide apresentam absorg¢fio

devida a carbonila na regifio de 1685-1626 cmni . Segundo

Markuszew*skics) » este t.ipa de absorgdo deve se deslocar para a
‘regif¥o de menor frequéncia em 1600-185380 «::m'_1 » devido a alta
1

conjugagEes do grupo quinona. No entanto, a banda em 1650 em &
observada no caso da fluoresceina, no filme de PVA e conduz a um
questionamento do nivel de conjugagio eletrédnica n;t estrutura
p—quinondide (2>. Finalmente, a banda em 1740 c':mm:'L pode ser
atribuida ac grupc xanténico da forma . moncanidnica s>,
propondo-se um equilibrio entre as duas espécies: quinondide (22 e 7
moncidnion €5). Alguns comentirios sobre esta dltima atribuicgZo
devem ser feltos:

CAD Uma amilise das estiruturas propostas para o moncinion (82 _e
para a - forma p-quinondide sugerem que a natureza do grupo

xanténicoe seja a mesma e, consequentemente, que o espectro

eletrénico de absor¢3o na regifc do visivel seja o mesmo para as



duas formas, dado gue © anel benzénico dissubstituide =ze sncontra
num plano perpendicular ao do anel xanténico, n¥o participa da
éonjugaggo eletrénica e, pcrtanta', interfere poucce nas transicles
eletetréni cas do cromé&foro;

B Os .es'spcctr‘ os @letrdnicos de absorgSo cbtidos neste trabalho
indicam gue: apesar de nZEo haver ~deslocamentos de energia para as
diversas - bandas obzervadas, oCOorre uma modi ficagEo das
intensidades relativas das bandas de flucresceina om solugBes de
etancl e etilenc glicol. Este resultado sugere que, enquanto nos
solventes liquidos em soluglBes diluidas, o egquilibric quimico de
disscociagso se snceontra deslocado na direc3o da aspécié neutra, om
PVA oste =e encontra miis deslocade ne sentido dé formagEo da
espécie monocanidnica (82

CCD O espeoeciro eletrénico de omissf¥o consiste de uma banda Sm
504 nm, & que pode ser atribuida & espécie monocanidnica (5, tendo
sm vista as observagBez em sclugles de etanol & stilenc glicol;

<Py O esp.ect.rrc: Iv indi ca a presenga das duas esp&ci oSt

monoénion CB) o guinondide em eguilibrio.

CPD) RECOZIMENTC DOS FILMES:

Um resul tado experimental muito “importante esta
relacionado ac recozimento do filme e seu efeite sobre o
doslocamento. do equilibric de dissoci agBo das espécies: neutra

quinondide (22 & monoinicn (9.

Quando un filme de FVA purc, obtido pelo proces=o de
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gvaporagio do solvente, & aguecido a temperaturazs abaixo de 180-C,

i,-;»mf:_r:r aturz de docomposicio do polimero, (e tulel o o =Y um aumento
significativo do seu grau de cristalinidade. Iste resulta,
fundamentalmente, da remocaa  das regiles Lensiconadas nas

interfases cristalincs/amorfo.

Quande o filme de PVA conteﬁdc flucresceina ¢ submetido
ao mesmo tipo de processo, no caso do filme O,.OOE% em pesc, O gque
se observa no espectro infravermelho & uma modificagdo nas
intensidades relativas das bandas atribuidas - as espécies:
pgquinondide (€) e monoldnion (52, cbm um aumsnto na intensidade
dessa Gltima. Considerando-se os seguintes fatores:

C1> Concentraglc da flucresceina dispersa & muito pequena  para
provocar uma alteragdo morfoldgica =significativa no polimero
durants a formagio do filme:

{22 Adsorgio d.o corante ocorre nas interfases ou superficies
iater_ais dos cristalitos e na regifc amorfa;

C30 As 'f‘ort;as de interasSo. polimsroscorante em cada um destes
tipos de sitlios s8o diferentes;

(4) Concentrag3o do corante na forma qQuinonéide (22 diminui com a
@liminagio das ‘ interfases - tonsionadas pelo processo de
recozimento; prople-se que:

CAD o recoziment,o- diminui o ;:onteﬂdo amorfo do V& e,
consaqucﬁtamanto, leva a um aumentc da concentragcfic do corante na
fase amorfa. Em decorréncia desse fato, cobserva-se um deslocamsntio

do eguilibrio no sentido da formagHc da forma moncaniénica C5) da
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fluoresceina. Esse comportamento ¢ andloge ac observado para as

solugBes <o cor anteh em solventes préticos (etancl & etileno
glicol) para os guais nic se verifica agregaglSc da flucoresceina,
pele meno= ndo na geometria ques results no  desdobramento
excitdénico, @ sim om um deslocamentc do aq\ii librico quimico de
dissociagHo;

(B) consziderando-se gue em um filme de PVA puro, © processoc de
recozimento pode dobrar o grau de cristalinidade oem r elaglo ao

filme originalcsoj,'

aumentao maxi mo da concentiragso de
fluoresceina na regifc amorfa gue poder—se“ia obter nesse processo
seria o dobro da concentrag3o inicial, isto &, =~ O,004% om pesoc.
Essa concentragdo &, sem davida, muito menor do que aquela
necessaria para a cristalizagSc ou agregaglo, . como méstrado
antericormente;

(O considerando-se, ainda, que o recozimento remove as regiles

interfasiais lensionadas & gue, concomitantemente, cbserva-se ums

redugiioc na concentrseagio da forma p-quinondide {22, n3o se pode
descartar a possibilidade de gue esSsa espécie seja,
preferencialments, adsorvida nos sitios localizados na r egifo

interfasial ou nas sup?ff‘iaias dos cristalitos & que a forma
moncaniénica (8) seja eﬁtab‘ilizada na fase amorfa do pelimsro,
preferencialmente. Eéta hipStese précisa, ainda, de um estudo mais
sistomatico.

Admitindo~-se que as pontes de hidrogénioco intramcleculares

e intermoleculares das macromocléculas do polimero sejam mais
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fracas na rogifc amorfa em relagic ac interior dos cristais & que
tenham val ores intermediarios nas interfases, pode-se propor gque o©
hongénion CB) da fluoresceina é melhor estabilizado quando puder
ocorrer uma interag¥c polimerc-corante forte, havendo, portanto,
um processe ceompostitive em relagifoc Aas i_ntgragﬁes especificas
polimero-polimero. Desse modo, para as regiBes onde as interagSes
polimero-polimero sejam fortes C(como nas interfases) somente
pod@rgc sor ostabilizadas as formas menos polares da flucresceina,
no caso da forma p-quinondide (23,

Apds o resfriamento da amostra, wverifica-se gqus o
wgquilibrico de disscociaglo no sentido da formagioc da espécie
guinondide (22, cuja cor}centraggo relativa & menor do gue a
forma monoanidnica (8 nHo se estabelece rapidamente. Isto
sugere gue uma vez formada a espécie moncanidnica (83, isto &, uma
vez ocorrendo a separagio ﬁe cargas resultante da dissociagio da
férma guinondide (2), haveri neceossidade de uma difus¥o das
eupécies idnicas par'a a recuperagio do equilibrieo. Dado gue osta
matriz &€ rigida, a wvelocidade de difusHo das ospécies & -muitc
lenta e dimplica em um controle cindlico por um mecaniszmo
difusional até o© restabelecimentoc do sstado de eguilibric. Essa
nfc &, entretants, a Unica possibilidade de mecanismo. Trabalhos
recentes.tém mostrado evidéncias de gue a absztragio de hidrogénio
de dlcovis por radicais alquila ocorre a temperaturas baixas o,
portanto, om sistemas rigidos, através de’ um mecanismo de

{882
tunel amsnto = Considerando-se o PVA @ as formas da flucresceina
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em equilibrio de dissociagZo, como =zendo um zistema onde ocorre
transferéncia de prdétons, © mecanisme de migrag¢3oc de cargas por
£unei ament© através da cadeia de PVA n3c pode ser descartado.
Desta posx=ibilidade resulta gque ssza tranferéncia pode ser muito
rapids, 1 svando a um restabel ecimento deo equilibric de
dissociagd oy quande occorre uma agiaoc esxterna. Observou-se,
experimentalmente, que a forma monocanidénica (8) da flucrescei na
pode, ser caracierizada por esspeciroscopia de absorgfic na regific do
infravermelho, pois pode ser isclada por periodos suficiesntemente
longos ¢ madores do que tempc_: necessaArio para as medidas. Esta foi
a primeira vez que essa forma da fluoresceina foi caracterizada
i ndependentemsnte,

Para explicar o fato de gques a velocidade da
restabelecimente do equilibrioc de disscociacie da flucresceina om
PVA & lento, torna-se necessario que se considere © comportamento
da matriz de PVA, no que diz respeito & sua cindtica de
recristali=agioe apés‘- cessar a olapa de aquecimento, retomando-se a
hipdiese de_' qus as interagles entre o monoénion (53 e o polimere
diferem das interaglss entre este ¢ a forma p-quinendide C22. Como
a forma p—<quinondide & a Unica presente por um longe periodo de
tempo, MeSmo apds o sistema atingir a temperatura ambiente,
propie-se que a cindtica de recristalizagio do PVA controla ©
restabelecimentc do equilibric guimico de disscociagfo do corante.
Aposar dosses esludos serem preliminares = 'neceési tarem de um

acompanham&ntoc por outros métodos, a fluoresceina parece ser um



sistema extremamente Gtil no acompanhamento da cindtica de
recristali zagio de polimeros. |

O=s wespecitros elebtrdénicos de absorgic o emissBoe da
fluoresceina dispersa em FYA, 0,07% em peso, foram oblidos antes e
apéé < précassp de recozimontoa da amostra Cf‘_iguras 2.87 o =.B8D.
Baseando—-se no que fol discutido no item 3.8.2.2B, supfe~se gque a
espécie monoanidnica (T3 estad presente no eﬁtada eletrénico
fundamental @ a dianidnica (62 no estado eletrdniceo excitado. De
acordo  com oS resultado§ ochblidos através da espectfmscopia
infravermelho, o moncanion (82 se dispersa em sitiozs de adsorgio
da fase amorfa, onde as interagles polimero-polimere sioc mais
frééaé, favorecendo interagfes polimero—corante mais fortes e.que
estabi;izansa.espécie monoanidnica (82 por formagioc de pontes de
-,hidrogénio. QO processo de recozimento pode alierar o gfau de
cristalinidade no sentideo de diminuir o conteddo amorfo. S este
ainda ¢ suficiente para dispersar o monodnion (52 na sua forma
mﬁnemériaa, nda se espera, portanto, uma modificagioc nos Qspacﬁro%
UWorvisivel de absorgic e emissic, no recozimento, o que realmante

nioc ocorre.
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Figura 2.308: Espectros eletrénicos de emiszZc da flucoresceina
dispersa em PVA 0,07% em peso:  (ald antes (100 & d{b) apds
recozimenta a 140°C (3). Entre parénteses sXo apresentados os

ganhos do espectroflucrimetro utilizade,
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CED CONCLUSKQ:

Os estudos preliminares reaslizados até o momento, 'indis‘:am
que nos filmes de PVA contendo baixas porcentagens om poso de
fluoresceina (0,002 & 0,007%), os sitios de adsorgfoc situados nas
interfases dos cri stalitos sS8o ocupados, preferencialmente, pela
forma guinondide (2D e aqueles situades na fase amorfa s3o
ocupados pela forma monocanidnica (B). HA um equilibrio entre estas
duas formas noe sstado sleotrdnico fundamental < axcitad?.

QO recozimento do f;ilme polimérico mais diluide C0,00Z%)
aumenta o grau de cristalinidade, uma vez que ocorre uma
eliminag3oe das regiles tensionadas das interf‘alsas & conzseqgquente
diﬁinuigﬁo do conteddoe amorfo. fsto causa um deslocamento do
equilibrico no sentide de formag%e do monoc&nion (5. Este
comport‘,amento também foi proposto mﬁ caso dos sol ventses prhéti cos
ndo-viscosos. Este resuliado ¢, portanto, cosrente, uma vez que a
redugio do contetdo am&rfc implica em um aumento da concentragio
lécal do corante,

A flucoresceina dispersa no filme de PVA 0,07% e=téi
presente nas formas moncanidnica (8) e dianidnica (8) nos estados
eletrdnicos fundamental e excitado, respectivamente. Ocorre uma
dissociagdc do monelnicn (82 no estado excitadoe, formande o
didnion C8d gue emite flucrescédncia. Como - as intefag&es
' polimarc:;corante s8o fortes através da formag3oc de pontes de
hidrogénic, ©s grupos hidroxila abstraem o préton © o tranferem

através das cadeias poliméricas, originandoc um processo denominado

2320



Ffolocondut tvidade,

Em filmes de PVA contende flucresceina mais conéerxtr%da
(0,84 & 1,470 ocorre a formagic de agregados, cujos monémeros sXo
dispostos 1linearmente.

Os dasl ccamentos espectrais para a regific do vermelho
obser\;ados nos especiros eletrdénicos de absorglo e omissZo em
relag3o aqueles observados om soclventes préticos sZo uma indicagIo
das feorga= de interagic polimero-~corante, mais f‘racgs » devido X
formagioc de pontes de hidr oééni o entre as macromolécul a:-ﬁ.

As interagfies que ocorrem em um filme polimérico contendo
um corante s8o, basicamente, de trés tipos: polimeroc-poli mero,
polimerofcﬁmante =] corante;coranﬁe. Segundo a literatura, as
forgas de interag3o polimerc-polimero sZo mai$ fortes na fase
i staiina @ maisz fracas na fase amorfa, sendo intermedi ér‘Ai as na
interfase cristalina-amorfa. Uma vez que n3dc ha dispers3oc do
corante na fase cristalina, suple—se gue na interfase

cristalina—amorfa as intesragBes polimero-corante devem ser mais

fracas, devendo  ser mel hor estabilizada a forma neutra
quinonocide (23 da flucresceina. Na fase amorfa na qual as
interagSes pelimero~pelimere s3¥ce mais fracas, had wuma maior

interagio polimero-corante, feita através da formag3o de pontes de
hidrogénio. Prople—-se gue nesta fase a eSspécié moncani dnica lCSD da
_ f‘luores;ce;ina estid dispersa. O terceirc tipo' de interagio.
corante—corante, deve ser predominante guando h&d uma saturagSoc dos

sitios de adsorgio, que pode ser causado tanto por um aumento da
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cmncentra;go do cor an_te, cComo por um processe de recozimento, pois
had uma redugdo do nimero de sitios de adsorgio, dévi do- &
eliminaglic das regifes tensicnadas das superficies laterais dos
cristalitos.

Dado que © recozimento também @ altera a quantidade
relativa das formas de disscociag¢Soc da flucresceina; esta molécula
pode ser Gtil no acompanhamento da cinética de recristalizag3o de
polimeros.

Na verdade, estas conclusSes sIXo prel j,minar.:as-, sendo
necessaric um estude sistematice do comportamento fotofisico do
cor ante- di sperso no polimero em diferentes porcentagens em peoso @
pr ﬁc:;aésos_ de obtengZc do fi lmel poelimérico. As técnicas | de
espectroscopia eletrdnica de ~absorggo  ul travi cleta, visivel e
.infravérmel ho, excitaglo o omiss¥o s3c complementares - muito
importantes neste estudo. No entanto, & necessiria a utilizag¥o de
ocutras tecnicas como di fragZoc de raie-X e reflectincia difusa
L‘otal » qué fornecem informagles mais oespecificas a respei to da
morfelogia e cristalinidade do polimerc.

A fim dga se estudar o efeitoc do sclvente no comportamento
fotofisico da f1 u;:r ssceina nos solventes préticos, etanol e
etilenc glicol, € na matriz polimérica de PVA; propSe-ss
relacionar os deslocamentos espectirais obser vados nos di ;srerso*.s
‘ sl venteé acs parametros de solubilidade dos ‘solventes puros
Ctabela 3. €. Através da tabela 3.7 pode-se  constatar,. gue no

filme O0,00=2% em peso de fluoresceina, hi deslocamentos espectrais
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dosz maximox da bandas de omissio de =~ 11 nm o 2 i8 nm para a
regific do azul , em relagio ac  esitancl @ w=tileno glicol,
respectivamenis, Se esSsSes deslocamentos especlrais forem
comparado=s aos pardmetros de solubilidade totais CétD, ou mesmno
com as componentes éh’ verifica—-se que o PVA a..presanta oS méncreﬁ
valores, guando comparados com os outros solventes préticos, o Guer
sugere uma menor magniiude de interagBes entre as moléculas ou
macromoléculas do solvente, e consequentemente uma maior magni tude
de interagSes polimer'o—-ccurant.a.

N&Eo se pode, porém, comparar os deslocamentos espectrais
‘das amostras mais concentradas de PYA com as solugSes mais
concentracdas em eta_mc:l & eltileno glicol, pois ocorre a formagio de
agregados nos filmes poliméricos, enguanto gus nos sol Venteé
proticos as formas monoméricas da flucoresceina sst3o ta_n.n equilibrico

nas solugSes.
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Tabela 2. 7: Comprimentos de onda méximos das bandas oleotrdnicas de

absorgic < emissdc da flucresceina nos solventes préticos e na

matriz polimérica de FVA.

FORMAS
SOLVENTES CONCENTRAGAO | DA FLUOR. | A ./nm | A _ ~nm
stanol 7,9x10 > M LoMT 480451 515
otancl 9,810 % M QMDD 484456 | Si8. 551
stileno glicol 5,0510 > M LM 182458 s2
etileno glicol 5,0x10 ¢ M QM 481 /455 | 523545
PVA 0,002 % M — 504
PVA 0,007 % QM - 513
PVA 0,07 % QMDD BOR/476 | 538565
PVA 0,84 % agregados | 495464 | S35.965
PVA _ 1,47 % agregados - 545562
As formas da flucresceina s3o representadas per: L = lactd&nica;
Q = quinondide; ‘ M= Imcno&ni on; D = dianion. O aétari sco significa

gque, provavelmente, a forma indicada esta presente em equilibrio.
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3. 8- CONCLUSZES:

As diferentes formas da flucresceina tém estruturas
molecul ar es muito similares, consequentemente, n¥o ¢ possivel a
idéntif‘i caglio isolada de cada forma idénica do corante por
espectroscopia eletrénica de absorgiio e emissio em solventes
nIAo~viscosos, exceto nos solventes apréticos estudados.

S3o apresentados, a seguir, as '’ priﬁci pals conclustSes
deccrfentes do estudo 'd.a. flucresceina nos diferenta.é éol ventes
liquidos nZco-viscosos.

Nas solug®es aquosas diluidas, a flucresceina tem o
se?ui nte comportiamento, no estado’ eletrédnico fundamental: <ad em
meios fortemente Acidos e bisicos predominam em  solucfo,

‘repectivamente, o cation e o di&nion; (b)) em pH inter‘med.i Arios,
todas as formas da molécula neutra e o moncinion podem estar
presentes em sclugfio, dependende do pH, devendo-se enfatizar a
li::resen-;a da forma neutra lacténica na faixa de pH de 2,50 a
5,00. No estado eletrédnico excitado, todas as espécles podem estar
presentes em solugfiv, com exce¢Zc das formas neutras lacténica e
anfo-ion.

A espectroscopia eletrénica de excitacfe & muito util, no
sentido de se identificar a estrutura dos é.gregadbs em sc'>l ugSes
aquosas ‘saturadas atlfavés do desdobramento excitédnico das bandas
eletrdnicas de sxci{.at;ﬁo. A agregagio ocorre segundo-uma estrutura

do tipo sanduiche, sendo que © numeroe de mondmeros depende da
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concentran_;:go do corante. Com exceg¢Xo das formas neutras lacténica
e quinoendide, todas ag outras formas se agregam. As moléculas da
dgua tém wuma fungZo importante no processo de agregagiio, pois se
1n£ercalam na estrutura sanduiche e estabilizam as unidades
monbméricas. uma vez que apresentam um gradiente de carga. Os
agregados sZo estivels nos estados eletrénicos - fundamental e
excitado.

_4 E:m solugBes diluidas de solven’t;és aprdti:’:_os} ;' qé._'.‘i'-”‘fcrma'"
neutra lactidnica & idéntificada isol adamente | por esp-ect;rosccpia
eletrénica de absorgio, excitagfo e emiss3o. Como esta espécie nio
favorece a formagdo de agregados, hd um deslocamento do equilibrio
qﬁiﬁico de dissociaglo no sentid;::» de formagice da forma neutra
anfo—-{fon, gquando do aumento da concentrag3io rdo corante. Neste
CCASG, 'o anfo-fon ¢ estiavel tanto no eét.ado eletrdénico f‘unda;nental ,
come no estade eletrdnico excitado.

O equilibrio ciuimica de dissoclagioc se desloca no sentido
cie formagEoe da molécula neutra lacténica em solugSes diluidas de
seolventes préticos. No entanto, no estado eletrénico excitado,
ocorre um deslocamento do equilibrio no sentido de formagZo da
espécie gquinondide e, provavelmente, o moncinion da fluoresceina.
Em solugBes concentradas, como no caso dos solventes apréticos,
ocorre um deslocamento do equilibric no sen£i<:_lo de formaézo das
_ espécies' quinondide, monoAnion e, provavelmente, o dianic;n da

flucresceina,

Um estudo preliminar do comportamento da fluoresceina
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diépersa em nujol mostrou, através da espectroscopia eletrénicarde
absorg¢io, um desdobramentc exciténico, iIindicande que a cela
unitiria & composta por duas moléculas na forma lacidnica da
flucresceina.

Com base no estude do comportaménto fotofisico .da_‘
fluoresceina em solventes préticos e apréticos, pode-se
identificar as formas do corante dispersas nas matrizes
poliméricas e os diferentes sitios de adsorg®o. Os resultados
obtidos podem ser resumidos a seguir.

Em filmes diluidos e concentrades de PVAc, a fluoresceina
se dispersa na forma neutra lactédnica, no estado elétrénico
fundamental. No estado eletrénico excitado, hid uma transformagXo
da forma lacténica no anfo-ion, sendo que. a emiss¥o de
fluorescéncia ¢ atribufida a esta espécie. .

Antes .do processe de recozimento, o espéctro elei.rénico
de emiss3o da flucresceina dispersa no filme concentrade de PVAc,
apresenta duas bandas com .alto grau de sobreposigfic e apds o
recozl mex:‘ato apenas uma banda &£ observada, apreséntandc um aumento
da mela largura. Uma vez que o processo de reccziménto aumenta o
grau de cr'istali'.nidade e elimina as regidies Lensionadas situadas
nas superficies dos cristalitos, pode-se concluir que ocorre uma
difus3io das moléc.ullas do ccrante 'para sitios de mesma natureza,
provavel-ment.e do contelddo amorfo.

Nos filmes de PVA contendo baixas porcentagens em peso de

flucrescefina, os sitics de adsorgfio situados nas interfases
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cristalino-amorfo s3c ocupados, preferencial menLe v pela fcr-ma
neutra qui nondide e agqueles situados na fase amorfa s¥o ocupados
pela forma monocanidnica. HA um equilibrio entre estas duas forma
nos estados eletrédnicos fundamental e excitado.

Em filmes de PVA contendo por éehtagens em peso-
intermedi &rias .de- fluoresceina, as formas monoani dnica a
dianidnica estBc presentes nos estados eletrdnicos fundamer.al e
excltado, respectivamente. Nos filmes concentrados de PVA
contendos flucoresceina, ocorre a agregagio do corante, segundo o
modelo de disposicio linear das moléculas. |

O recozimenteo do filme polimérico de PVA mais -di luido
causa uma diminuicio do contetdos amorfo, devido a eliminagXo das
regiies tensionadas situadas nas interfases cristalino-amorfo. A
redugioc do contetde amorfo, implica em um aumento na. lconce.-ntr agHo
local - do corante e, consequentemente, ha um desl ocamento do
equilibrio quimico de dissociagfo no sentido de formacio da forma
monocanidénica, como fol observado para o caso dos solventes
préticos. Essa ~forma pode ser isolada na maf,ri 2z por periocdos
suficientemente longos e malores do que o Ltempo nec ésséri o para as
medidas; esta fol a primeira vez que essa forma foi caracterizada
independentemnente.

Como © egquilibrio gquinico de dissociagfio entre as formas
quinondi ae e monoanidnica s & restabelecido em um longo periocdo
de tempo, apds o sistema ter atingido o equilibric térmico,

propSe—-se que € a cinética de recristalizagZo do PVA que controla



o restabelecimento do equlibrio quimico de dissociagZEo da

fl uorescef na.

Finalmente, deve-se ressaltar a importancia dos seguintes
jtens:
CAY Utili zagdo da técnica de espectroscopia eletrénica de
excitagdo para se estudar os tipos de agregados formados;
(B> Utilizag3oc da flucresceina, devido A grande variedade.- de
formas de dissoclagfo, para se estudar a natureza dos diferentes
sitios de adsorg¥oc poliméricos, assim como .a cinética de

recristal i zaglo dos polimeros.
'3.10~ PERSPECTIVAS FUTURAS DO TRABALHO:

A seguir, ser3o indicadas algumas possibili da;:ies de
continuag®o desse trabalho.
CAD Medi das de rendimento quantico de flucrescéncia e
t;osfor escé&ncia, e tempo de vida da fluoresceina nos si stemas
estudadeos a temperaturas baixas e ambiente;
(B Estudo do comportamente fotofisico da fluoresceina em
solventes prdéticos e aprélicos a baixa temperatura;
(GO Estudo do comportamento fotofisice do corante em matrizes
poliméricas, dependénte das relaxagBes do polimero;
DO Apl J. cagiio da técnica de dicroismo linear aos sistemas
estudados neste trabalho, tantoe & temperatura ambliente, como 3

baixa temperatura;
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CE) Aplicaglo de outras ULécnicas como: difrag%c de raioes-X,
reflectancia total difusa, microscopia eletrénica a fim de se
determinar a estrutura de cristais e agregados da fluoresceina;

- C(F> Estudo mais detalhado da fluoresceina dispersa em matrizes
poliméricas através das técnicasrde espectroscopia de absorgio no
infravermelho, com objetivo de se determinar: (ad natureza dos
diferentes sitios de  adsorg¢Ho Cforgcas ' de intera¢éo
polimerc—polimero e pol imero-coranted : (k> cinética de

recristalizag¥fo dos polimeros, no processce de recozlimento,
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2. 12 - APENDICE 1:

== mostrados, a

seguir,

onizsfc da flucrssceina em scolugdeos

deconvol ugtes
espectros eletrdnicos de absorg3o @ os especiros eletrdnicos de

apresentarem contornoes e

discutidos no capitulc 2,

intensidades

as

dos

AQUOSAS

diluidas,

que por
muito

similares aqueles
nIEo foram incluidos no mesmo.
l.m "--“uniﬁﬁfa:::-- «..:.E!!’!;-'!!!......_,_::_|!;;;um:;;-:‘-:‘ t DYy
“ ‘..‘ N :, .t .._'.“3._‘:' _“‘_.“”n“:‘}. - |.‘. ;‘-
b : LS
Ba?? g .; : ’ ."'. ‘; k
1 i oo
g.54) i 5o 0 °': ‘
PO & AR ELY
i 4 ‘.-':."" RtV
J + "
M i
414.08 346.98. 218.68 . 218.68
. " .
148 _
1.1 :
A, b) N
5174' ( . ]
v
. :" v
0.0} o i
.M--“,:E:‘..,,., ipsaagia 1, -
449,69 38%.35 230.28

.1
flucrescei na om agua 2,3x1i o

Cbd 2,19 €.

200,00
Figura A.1l: Deconvolugio dos espacﬂros gletrénicos de absorgdo da

M nos ssguintes pH:

Cad O,12 {22
Entre parénteses s3oc apresentados os fatores de
multiplicag8o dos valores de absorbancia.
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0.98;

8!7‘ - I
: ""-’.v.
ﬁilgg 3 (a) .- . ‘
.: 1
0-24 3 y ;:. [
i . /-/ 3 =
" ."'::-..--_:i.L h i i . ..r.r e ‘."f &
432,59 353.00 ©Nn.e £00,69
‘ (1]
B.87r )
.56} : ﬁ
*
(6)
- - :

fbs, .
o Foun

Figura A.&: Deconmiuc;gc dos especiros eletrdnicos de absorgdoc da

L4
; "-. 3
0.2 ;i
L, ' I P 1 e PRTT
45.8 8000 - 295.00

flucrescei ma em agua 8,3x10—

(B> 5,41 2D,

M nos seguintes pH:

s3o apresentados os fatores

Entre paréntieses

multiplicagfio dos valores de absorbancia.

=44

cad 2,92 2>,
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1.8 ¥1§

8.18¢

fis.
5.53 1

- b2

il —

315.00
T an

‘!-33' & E ) _
8.90} 1! L o I '
fbs. 4 : ]
(N7 S} (b) "‘U
AN o k . ™
: Ty - : LY
$ % D
2 B i3
. : '-: . ] ‘:-.'. .
» - T i
T St AT S SR
: 457,58 375.00 292.50 . 218.60
rA

Figura A, 3: Deconvol ugHo dos ESPE’CL'I" os eletrdnicos de absorgdo da

flucreosceina om agua 8,3x10 °~ M nos seguintes 'pH: Cad 8,96 (23
Entre parénieses sHco apresentados os fatores de

b 7,23 C2).
multiplicagdo dos valores de absorbancia.
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§ NUREPUPUNE WS YOS WY WU TR U SN SN SN ST SW AUUW WINPT S N ST

450 500 550 600 650 700
A {nm)

Figura A.4: Especiros eletrénicos de emizsio da {luoresceina em
dgua 8,3x1 0_6 M nos seguintes pH: Cal 0,78 (33; (b2 3,233 (2> ; (<2
5,72 C12: (4 7,57 (1)0. Entre parénteses sHo apressntados os '

ganhos do espectrofluorimetro utilizado.
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2.13 - APENDICE 2:

Os parametros calcul ados Cout put paramelersl pelc

programa de deconvolugdce de curva s8o mosirados abai xc.,

Especificando-se os mesmos tem-se que:

FEM = wvaleor da fung8o de mini:ﬁizaggo, calculada & partir da soma
dos guadrados das diferengas entre a fungSo calculada & a
fungdo experimental (espocire eletrdénico de absorgiod.

DIZE = discrepancia na diferan:}a de transmiténcia, dada pesla
seguinte egquagio: |

DIS = cFsM ~ nol72
onde n = nUmero d@lpﬁntos do esspeciro.

FM = desvic maximo do valor de absorg3o,

WFM = comprimento de onda do desvio maximo do valor de absorgEo.

Intensidade (Inienst t.y.')- = intensidade de absorgdo, dada em

transmiténcia s absorbancia:

Pcsig:ﬁo.cpo.siticna-. = comprimento do onda do maximo deo abscorgidc

da banda.

Cauchy = Valor da fung8o Cauchy - Lorentz.

Gauss = Valor da funglo de Gauss.
HW¥ = meia-largura.
Contorno (Shape) = raz8o Cauchy-Gauss., sendo 1,0 para <Cauchy

pura @ 0,0 para Gauss pura.
Linha de baze (Baseline) = dada em valores de transmitincia o de

absorbancia.

=282



Qutput Farameters .
Fl. em acido sulfGrico 10 M. X !

FSM= S1Z23455E-01 DIS= 1,.0432 XT FM= 4.4132 X T HWFM= 480.0

Intensity Fosition Cauchy Gauss Hw—1 Shapwe
17.83 764 435 77 . 0000 L0651 2u.87 0000
49 .97 .301 413,50 —-_0002 L0669 24,99 . 0035
TV 0L .113 37E5. 89 EReislele LOATS 33.43 L0000
ST 65 .183 284,148 « Q000 L0183 ?1.04 ~0000
65, oY  .183 856,43 . 0000 L1519 10,96 Q0G0
34,86 LA4E% 246 07 L0000 LATED 22,8 . 0000
19_04 _7T20 ROR A5 00090 L0874 19,04 0000

1.863 1.797 124,71 DEHO L0504 29 .48 . 3398

Baseline = 953,63 X 7T 217 Abks

OQutput Farameters
Fl. em acido sulfiarico 5 M

FSM=  L7S94S3E-02 DIS=  .7339 ZT FM= 2.5300 % T WFM= 262.0

'Iﬁtenéity Fosition Cauczhy Gauss Hu-1 Shapw '
03 33 632 437,56  .0000  ,0430 26,43 L0000
S99 B1S 415,53 —.0013 .0439 26.06 L0207
80,13 .0%96 396 .61 0000 .0441 37.80 L0000
8475 072 499,14 000D L0231 7oL 1S L0000
42 _64 370 251, 35 . 0000 .0840 19.82 L0000
2482 505 226,46 0000 L0730 oo gy . 0000
5,746 1.240 193,07  .03882 - _0539 24.81  .3736
Haswline = 98.53 Z T L0046 Abs ’

Output Faramaters
Fl. em pH = 0,03
FSM= L3E2L9SE-02  DISc CWW108 ZT  FM= 3.1032 Z T WFPHM= 276.0 nm

Intensity Fosition Cau;hy Gauss Hu Stape
15_?1 778 439 .00 elelele 05643 25,89 L0000
G298 2O 417 .94 =92000 i s oo 25.3% 0000 R
72_.01 .14a3 3?7?76 L0251 0384 38.246 LA081
87.15 L0460 . 321 .95 03324 L0000 SS9 .94 10000
|8 27 085 893,082 0348 L0352 34.91 LATTO
0,75 042 259 .55 L Q000 JEEES T.38 L0000
20,21 L5820 249 .25 eleiele) 0643 82,89 0000
20,591 . 588 287,19 L0000 0943 17 .66 0000

_13 2.900 186,50 01462 .038% 40 25 nS9T3
Basel@ne = 98.3% A T 007 Abs
A



Jutput Parametsrs

Faramstsrs
0,43,
L443018E-02 LIS

Output
Fl. em pH

FSMi=
_Intenéity
13.43 865
55,70 ,2 )
&7 .71 .16
94, 086 QBT
74.91  L1ED
3340 476
16.89 T7a

00 6,201

RBas=lin=

Output Farameters

F 5=

. 141322

Intensity

.09
7H.ﬁh
71.64
F8.68
87,80
By, 4Q
IE. 64

FERTS

Fazeline

. 9284
L1548
. 145
L0015
.82

o
RN

~d73

Fosition

43?_67

.86
3{}9 !"‘l‘l
332.08
295,28
":‘i"l 37
286,81
193,54

[

99.03 %Z T

0,79.

E “1 DiIg=

=100,

FPosition

437.45
417,06
A03F, 63
333,00
292.85
251,01
R2R6.53

183.246

92 % T

racrapal

. 0000
20000
04679
L2000
L0360
L0000
L0000
L1693

L, 004

L9976 AT

Cauchy

« Q000
. Q000
L0471

L QOO0

{)J"\'—‘-"'l

w R el L e

L IO
QOO0
. 1538

Fl. em pH = 0,12,
oMz 518908 E-02 IDISc LG54 ZT FM=z=15,
Intensity Fosition Cauchy Gauss
14 06 952 436 .97 L0000 0612
DEL,T6 254 414 466 . 0000 L0760
67,19 L1860 39717 0533 L0123
3.1 031 330.23 - 0000 L0451
7e.8% ,098 295 .59 L0377 0197
35,59 449 ) Z%1.16 L0000 L0783
22,01 657 287 .00 L0000 20795
.00 4,943 192,57 L1817 « 0000
Baseline = 99.73 % T .001 Aks

" Cauchy lauss

L0618
DT EG
edalel
L4684
0079
D771
LOTRY
L0000

Abs

Gauss

L0632
L7733
L0114
LTI
L0248
LTSS
L0749
- D000

—. 004 Abs

=04

1596 4 1

Huw

87.80
21,91
3570
34690
43.37
21,24
20.93
16,44

S M iu.5901 A

Huw

2694

21.78
3445
3%.,.84
53.06
21,59
22,91
11.92

FM=23%.085%9 %

Hw

z26.354
21.53

Z8.70
2544
51.40

22.12

22.23

Jra g

13.00

1

WEM=
Shapa

L0000

L0000

L8128

L0000
LAETO
L0000
L0000
L0000

T  WPM=

T

212.0 nm

2120 nm

Sﬁape-

0000
L0000
L5913
L. 0000

L8205

L0000
L0000
1.0000

Wi M=
Shape

. 0000
L ODGO
L8111
elelsls]
L4718
- OO0
i)( 3¢ P‘_}

1.0000

210,

0

nm



Output Parameters
Fl. em pH = 1,14.

FSh= 73163 ALE-02 DIS= W7979 AT FM= 2.2970 % T WFH= 20¢0.¢9 nm

Intensity Pasition Cauchuy Gaussg o Shape
22.08 .H56 437 .94 s 151515] “D&HQS a7 .49 Q005
bH.13 -1go 415.79 151537 LB7SS 21 .93 153015
76.58 114 I99..55 Q357 -@353 24 .42 «3ICRG
g85.83 «BAhS 3¢4.94 ~2a47 -B205 57 .43 «PBAT
50.43 - 297 , 252 .52 RO ~OB78 18.94 QGO0
32.31 -4%% 227 .69 .00 D734 22 .68 ~S006

<00 B8.374 188.68 14606 ‘ D30 12.45 i.9009
Bagelineg =4100.464 % T -~ . 303 Abs

Output Pérameters
Fl. em pH = 1,48.

FSM= 723407E-02 DIS= . 7138 %T FM= 3.2852 %Z T WFM= 200.2 nam

Intensitu Position 'Eaﬁchg Gauss Hu Shape
DILAED 627 434,44 L2009 LR&H0S . 27 .50 0000
70.36 L4153 - A1 4.5 . OG0 28413 20.49 L0200
746.84  .ii4 429.2 L0244 .GAAL 34 .22 L3237
89.31 .049 304.72 Q441G LO0G0 A7 .76 L.0000
B7.60  .240 252.94 L3000 G906 18.33 . .0000
22469 527 227 .43 L3710 . 2358 23.24 G640

DD MEARNK 187 .56 2274 . 6000 8.79 1.0800

Baseline = 99.72 % T .94 Abs
N rd

Output Parameters
Fl. em pH = 1,82.

FSH= “A23SHATE-D2 DIS= -01i3e %T Fti= 2.4¢05 % T WFM= 268.0 nm
- Inktensity Position Cauchy 6Gauss Hw * Shape
P40 B34 C463.514 i1%1535) 0364 A5.78 - Q000
i6.47 7914 438 .61 -G000 -05463 25.41 “Q000
aAg.P7 .301 . 4i8.99 -S303 2544 25.948 000
70.23 -153 494 .27 - . 0828 -2441i 39 .38 1926
8e.82 ~OF 293.2 @225 0159 44.86 0855
37 .64 ~ 425 251 .40 OB Q774 20.98 5 1717 5)
1919 821 227 .00 ~202Q w778 2i.49 9290
SB0 F.931 184.68646 19923 -0182 i7.82 BE57G

Baseline =460 .45 ZKT -. 0082 Abs

=88



Ooubput Paramelb £t 6

Fl. em pH = 2,19.

FSM= {2741 8E-02 DIS= .2816 LT FM= 1.@897 4 7T
Intensity Posttion Cauchuy Gauss Huw
w2, 38  .034 ALL.E3 Q%00 .B335 49 .75
A4 .72  .38B5 A28 .65 LB008 LB4LB0 24,50
6H3.44 200 A28 .52 Q000 L0573 2,07
53,43 079 BYE.5T .en2 LA354 AG L2
78.48 .1905 278 .37 LRTELEY L BR95 66.846
48.81  .1é2 auZ.es L0000 . 2848 19,68
23,38 631 2027 .15 .0808 L0105 24,36

LAR 2.322 188.94 2668 L0158 28.43
| gaseline =4i90.43 % T -.002 Abs
Output Parameters

Fl. em pH = 2,55, .

FSpi= LTEHSAB SE-03 DIS= .2202 %T FM= .6425 %
Inténﬁitg Position Cauchy Bauss Huw
91.93  .041i A72.24 . G000 0426 39.046
50,54 L2806 479,31 ~BEOB .94859 25.29
HH.94 L1744 4241 .24 O30 L0541 32.58
P90.23  .045 294,46 2 —.2028 0455 S.77
G528 .21 303.89 Y:10%") -0438 3B.00
93,56 L .029 234 .88 . BOG0 Liied i5.412
»3.53 .B29 274,43 B0 L2012 8.28
SR TTIRLY T RA48.00 511710 2563 29.59
DR ii 65D o5 .37 L0000 Q77 20,89
T 8.408 1.0672 1946.77 @758 0294 23.33

Baseline =100.38 % T 202 Abs
Outpqt Parameters
Fi. em pH = 2,92.

FSM= L635A24E-03 DIS= .204i8 XT FM= .5733 %
Intensity Position Cauchy Gauss Hie
37.54 .058 474,46 P00 .2484 34,42

61.2 .2543 439 .45 L2000 ~2413 27 .45
74.84 Li26 429 .86 L0000 0510 2.62
L 94.3% .03% 393.2 0161 -0427 36.56
06,55 015 397 .97 L3000 L0438 24.09
94.95 .036 284,43 0800 L0943 7.2
93.68 .28 27H4.01 L0000 L1866 g.92
L7 .94 L1658 2446.87 . 2000 LOATD 34.74
22.54 0 JAH47 225.85 L0000 0773 2%.
8.469 1.064 - 196 .47 8742 =X 23.94
Baseline =160.20 4 T -~. 201 Abs

=250

WF M=
Shape

L0000
LBDOD
~G200
3817
.73%14
YY)
.BR4A4
G088

WF M=

Shape

268,90 nm

228 . enm

- .0000

- G000 -
~ o0
-@565
515 A
Jeaod
~BG02
- 2S00
-« 2029

7225

I

A

T WFM=

Shape

“Q0200
- D000
-.2000
2744
«200Q
~Q000
~O000
~2000
- 2000
£ 7254

-

242 .9 nm



Qutput Parameters
Fl. em pH = 3_,‘33.
FSiM== A EPOPBE-03 DIS= .2149 %T Fi= “HA07 LT WF M= SO8.2 nm

Intensity Position Cauchy Gauss Huw Shape
£23.06 ~.281 475 .57 - P30 0500 33.3¢ 5 37 10T
66412 ~189 439 .55 - 3000 - B5Y 30 .20 ~ 220
841.63 .988 ) 421 .34 20006 2482 34.54 9000
P2.94 ~e32 394,60 «231d ~03i9 38.546 - 4981
PbH.24 SOL7 3i90.93 -0000 LR7L2 23 .40 ~ QB0
P74 ~033 285 .86 . ~OR20H LID56 19.77 5151577
P2.18 - O35 274,77 QOO - 1757 2.48 PR35 1%15]
69.38 459 243.04 0025 L9351 - 47.37 LOE7E
25.23 « 98 225.76 Q00 97485 . 21.74 =ROQ0

5.43 1.299 198.42 8786 ~Q263 23.58 ~7A43

Basseline =i00.17 %« T -~ 221 fbs

Output Parameters
Fl., em pH = 3,73,

FSH= .?2?224&w®3 DIS= L2825 ZT FM= 1.01i46 % T UFM= S5S20.9 nm
Intensiky - Position Canchy Gaussg Hw Shapé
78.446 ~1ed 476 .84 ~QB05 OS85 29 .49 g 371717
YA A% -1&8 440 .72 @00 -BAST BEH.AT QR0 .
84.71 ~B71 424 .66 ~BO2Q wBAD7 46 .74 ~ D909 . -
P4.96 - @27 ) 387 .09 . G297 3282 42.43 ~3i2s&
e - 221 ) 392.82 - .¢0eQ w545 30.50 QOO
4. 683 -O246 285.28 - D003 «1491 11i.47 L000e
g8e.72 DAY . @74.7e gclslzle] 1574 16.60 1171
658 .38 - 145 250 .09 ~O244 D267 54.90 -5419
29.52 -39 2286.88. 0 6000 0798 23.88 ~RDOD
2.17 1.664 194,00, - 2551 ~OL73 33.1% -7 587
Baseline = 99.05 % T .804 Abs ’
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Output Parameters
Fi. em pH = 4,18.

FSM= LA1i7294E-02 DIS= L2699 T FH= §.4¢415 X T MWFH= 252.0 nm
Intensity | Position Cauchy Gauss Huw ~Shape
65 .52 .1i84 476 .37 ~2000 0552 39.18 - 2000
&683.41% 165 448.44 ~.PO0D ~0592 28413 R 35 1Y)
77 .93 L1413 428.97 -0000 “ 0574 29,00 -300a
86 .67 -052 487 .32 ~OGP2 Q204 7474 - 3104
93.26 932 . 311.009 -0208 9561 22.79¢ ~-D009
94.5 024 289 .45 02006  .1i446 i4.51 « 200
§6.%4 “ 292 274 .67 LOB00 ~OP20 i6.81 -Q000
73.32 .135 252.71 L0211 83247 28.72 - 5024
28.35 G947 227 .74 20206 -82386 20.485 -« D000
3.85 1.415 195.91 83532 0216 32.885 7108
Baseling = 99.31 X T _  .903 Abs .

Output Paramsters T .

Fl. em pH = 4,58.

FoM= L 54231B8E-62 0IS- L2973 YT FH= 1.0484 X T WFM= 234.0 nm
Intensity Position Cauchuy Gauss Huw Shape -
52.29 .282 4?4;51 ~OD0Q -a522 31.89,- o1 151%)
&2 A7 L 205 . 448.74 0 .0200 L8704 23.64 -G
71.29 147 429 .80 B0 . 95979 28.77 “OOOD
g4.43 ~B73 392 .34 ~OB39 L2216 76,39 ~A23E
69.90 - BAS 316.e3 O 2424 33.54 -9000
Q5 .69 ~OLD 290 .31 «DOGD SAS20 19.96 -0029 -
FL.99 -143 273.23 0900  .08B77 ig8.98g =000 :
74.61 . 253,19 —.e957 .884%9 19.57 - GOH2E
3B3.96 - 46D 2292.935 000 -28B53 19.52 QB0
2.27 1.644 1i85.49 ~B354 2186 406 w6T6EE
Baseling = 99.86‘2 T ~281 Abs

=58



Qutput Parmmeters
Fl. em pH = 5,05,

FSti= ~25H21L58E-02 DIS= 3?70 KT O FMi= 4.4323 X T WFHM= 2284.0 nM

Intensity Position Cauchy Gauss Hw - Shape

A43.86 358 4735.94 ~ 20D 2536 31 .42 OG0
49 .60 .3905 448,81 000 .RL27 26.54 ~O000
70.12 154 426 .60 .0000 .05601 27.74 .0000
83.57 .78 371 .25 - 0023 ~O2ES T H2.50 L0128
B382.44 ~.048 319.259 ~2000 Q544 39.463 «OQBO
$7.88 .009 289 .99 .2200 .@881 i8.90  .0000
TO.79 1 ) 272.17 ~O0e3  .08318 29.35 R, 172515
77.A4 A 202 .51 ~ 2339 ~BFLP i7.04 w2 B3
39.89 1399 230.19 OO0 RT5E i7.42 ~ D020
2.9¢ 1.538 182.83 LB324 9158 Hi .41 wETLIE
flaseline =iQ0.20 % T ~-.981i Abs
trurdopregdl ?dramﬁferﬁ
Fl. em pH = 5,41. ‘ : i :
Fore L2ORGLEE-02 DIS= L3437 % M= L9822 ¥ T WFM= 234.0 nn
fntensity Position 'Daﬁchg Gauss Hu Shape
3§uﬁ; A5 Q47T L4 S OR00 5494 33.91 - .8960
ANLTAE S L340 449,09 ~O008 LBAHDA 27 .44 LE000
79.77 124 383.93 - Q162 Q152 78 .33 « 5148
79.34 L1014 385.946 Yoy 387 45,87 7515151
H3.77 L1925 272 .61 ~epea BT 21i.83 L L.R000
110 0 148 ehad.nay S84 T ~B780 18.87 3G
42.40 373 231.63 - .0280 i1 4 id.an SOHEH -
1.46 1.834 ig2.54 0541 9416 53.41 w7 A5
Basel ine = 99.26 % T L0023 abs

COutput Parameters

F1. em pH = 5,61,
FSM= 192290 E-02 DIS= 3445 ET Fi= 1.688% % T WFM= 2746 .9 nm

Intensity Position Canchu Gauss Huw Shape
- HAB.04 AR A7 & .36 - D20 -954iB 32.417 OO0
45 .43 .346 448.78  .0090 -B6214 26.83  .0009 ) _
Jo.52 .in2 428 .64 15310 nRE27 26 .47 -OB00
79.79 .78 : 388.79 LB029 D233 70.97 1115
a82.0% .85 3e5.78 0200 Q3?7 41 .97 ~2Doa
61 .21 243 272.19 341737 9733 22.71 -Z000
&6£8.597 1464 . 254 .90 255 Q712 18.82 .A3P7
49 .31 - 395 231.27 -0200 ~191i9 146.33 ~O009
£.3% 1.871 ig2.99 . 8338 Q117 53.41 723
Baseline = 99.72 4 7T 201 Abs

=i



Qv pul Parametars

Fl., em pH

Intensity

5,72.

= LGB -

o

DIG=

Position

Cutpnt Paramebcryg
Fli em pH = 6,02,

FGM= 2009 PVE-02 DIS=
“Intensity Position
RLLTG -398 488.50 -
45.681 .32 445 .57
Ti9.74 222 448,59
7O.05 155 428.73
75.31 Lios 384 .85
7.7 L0097 JFi2. i
LHB.01 L1477 272.4%
8i.32 .090 25204156
AB.31  .31i4 2324.32%

2.46 L.600 181,45

Bacseline

3485 KT

Cauchy Gauss
Yot - BHAS
LREDO =S5 44
DG -BHET
@147 JOLF2
LOEES G384
51716 ]4] 2586
~aBRED 2944
L QDB Li1ese
~ Q291 BT
-293 aAbs
~3933 %T FM=

Cauchy Gausgsyg
9000 0504
G300 03543
Y1575 05D
.2e00 .OS578
0108 0284
BB L0361
0000 8649
3058 <1101
L0200 -1089
-8295 - 2092
383 Abs

280

Fi= 1.1e8@¢ X 7T

Hw

32.93
B L&
26H.88
83t.22
4T .69
24.28
146.98
ig.72

P ]

Huw

28.464
29.54
23.95
o8Bt
72.59
446,49
26.94
15.43
15.3

63.9014

LF M=
Shape

L0000
LT
.9000
- 4658
L8000
L2000
L2487
L0000
7489

W M=
Shape

~BO0Y
L2220
~OB0H
CRO00
3453
8200
0066
0000
DBGD
TEBY

274.9 nu

2P26.9 nm,



output Parameters
Fl. em pH = 6,37.

FSH= 1668LIE-92  DISs

Intensity

493.89
4465 .37
4483.52
430.02
384,78
3146.914
273.98
252.05
234.98
igi.44

.682
3B O
Re3
139
.08
LOPS
LAT3,

20,80
44 .70
L2270
7. 461
81.62
Q@ .27
&7 28
B7.99 956
49 .14 3D

2.7 1.649

Baselinseg = 92.4@ X 7T

Position

.3189 XY

Cauchy

OS5
D200
2200
2000
- 3 W
-GOGO
-Doee

LBR20 -

~B000
G383

F= L.41442 %2 7T
I

Dauss

0L
0645
-874i3
-9543
~GLi97

T.2478

2441
1154
~QP709
- CO97

- 34 fAbs

Hb

27 .51
27 .07
23.34

36.464

79.03

34.849
37 .78
i4.43
i7.146
&S0 .34

W Mima

-

Shape

0200
-2000
- QQCO
OO0
w759
w2000
-0000
-0

-909e -
BV aT-1z]

274.9 nm

gutput Parameters . A .
Fl. em pH = 6,60,

FOM=  Li9BFEREE-02 CISs  .3406 AT FM= L.4757 % T 212.0 am

WE M

Intensgitua Position © Cauchy Gauss Huw Shape

B34

IRt T

192

Any.2n
464 .95
447 .24

-00002
.2000
~203D

« D500
~E545
-2ERT

=27 .76
25.74
SE.74

R < Rl <
- UGS
nGDBD

L1223 ATBLET L 0e0e  .eS53 36.94 L0000
o7 BLALTE W8BT3 Lei97 | 79.41 . .2708
SELTY L1064 S1F.56 L6802 L9546 | 32.306 .0000
- £ e TR vy & . .
S35 . G « 3B 275.75 ~REBY ~B515 37.87 DEHGY
A pr gy er e - g e = . B
BE.22 7 L8469 253.88  .0€09  .i801 14,34 N Tr 1 '
3 5 o R e TR oL 2 ,
S N ML YT PG P A g ~DBEO “wSFLT 18.15 R 515 b))
L.61 1,792 i82.24 433 i o B4 as
el = 9538 - BN AT 094 .45 = 74636

unprat Far csmebler g
Fl. pH = 6,79, ) .

CeRE I8% L3609 AT FM= L.7914 X T WFM= 212.0 om

i S

intensity Position Cauchy Gauss Huw Shape
459 .79 LOeEo L0688 27.04 .00 )

-He30
~DEOY

23.57

.
22 .56

A6H5.048 -DQEG TR

37 ol oyays) -87 35

Q5o

L2 LD 0S50 HBE.38 L GEOG
BE5.25 ~R0&T S -y GZL a5 2850
ISR O 5543 BGLEB L0000
p Yty .0447 BT .24 575151

LBDED L10an LDLAD CGORE

18.74
.4

~EROG
- 2585

207 .74 R RS 3 - 2308

$83.02 LH362 ~eie

Lo04 Abs
o v




Gubtput Paramnebters .
JFl. em pH = 6,96, |
G = ~ROALIPE~ODZ  DIS= (3628 ZT FH=s £.7799 % T  UFM=  508.0 nm

. . o o N iy o
Intensity - Position Cauchy BGauss Hw Ghape

1.96 4 .048 | 489.27 | .0000  .8484  R7.56 -0000
'47.ui 323 444 .64 G000 Ny dch: 22.53 -0200
65.3% .18 ABD .55 0000 0739  22.30  .0000
7940  .106 A33.05 -2900 0527 3i.59 L0000
Bo6.61  .062 383.55 0062 L0165 9i.42  .3309
77.45  .413 320.01 Z2G00 L0543 30.64 L0000
4n.61  .203 278.7% 0000 .0462  35.07  .00Q0
?.83 .098 257.69 L002¢ 1148 14.89 -0000
37.35 .428 227.67  .008¢ L0547 19.66  .0099
.91 2.043 PB3.90 L9392 L0144 47.36 | L7794

Baseline = $9.29 % T 223 abhs

SuT ol Poaranshers

Fl. em pH = 7,14, _ ' '

[ W SEEE-GR Dis= S 3STFOET Fei= 4.4768 % T W= SI8.8 nm
LT e B T Pasition’ Caunchu Gauss Huw ' Shape
I ALT . 49 LRGP 6 @ -BRGH
2 &4 «B7ES ESC N L BB
i 23 .5?33 tL-g; u@@@U.
. 7 i w D HT S 34,98 PG
. ? n@l’;g '_70.4:-?3 =“§"Zt.}f
4 « 04T 29 .25 -GGG
o BS54 34.,.3% ~DREG
3 wiEesR 15.5% n OO
= % 3E St 17.39 DD G
e ~SHELS G390 - FEB7S
b b4 Vi PRI S 295 Gbs
Dt puat Paramsters
Fl. em pH = 7,33, ,
B ipi= LOAZGALZE -8R Ib= - S429 XY FHi= 1.8488 = T  WFHM= Fi9.2 nm
Intens ity Position Cauchy Causs Hus Shape

G5 L7 409 .79 -Base ~B5HS7 27 .33 MG Lo Ts]
Si.az - o8y 4855 .94 - 2000 wa773 241 .53 BRI
&L Pu 175 453 .469 “B0RY L GFs2 21.84 - Leooe
7G.1@¢ - 1@/ 43,27 « 8990 ~8473 B3.74 -390
0Hs.98 - 954 384 .30 LOTLT ~-@i51 199,43 <lida

R . ' 32,61 003G ~ED60 ST LTE B0
O3 R, w2 1O ZBe.73 - QDGO ~O5LA 32.43 Sy 71515

7h.a1 « 128 257 .93 - GEDE ~lere 185.53 ~QUoE
d3.50 S A 838.43 « D009 G ES P 12.34 - QEDY
~a3 2.273 154,683 S X Y S 14 dz.ev “ATLEY
Baceline = 98.79 % T Q0D Abs . .
=62



Cubeut Fadramehers

7,57,

EELSIGE~8T DIge

Fl.

T T

em pH =

ITntens i Ly Fosition

48% .71

A LR (=
OO O30

gy e
38374

321 .85

3 o
: G
a:m_'lf" . :."'8
28T
e rem
Ly e HE el
Fe ¢ A
Gutput Parameoters
Fl., em pH = 7,93,
P& -« S33H2LHBE-82 DIS=

@
e

Inten

£ d
<
N
~
-

WMoy o

(S O b Db
-3

¥

Ul & I b P e (i
B LRG0 O 0D

4
&
&
=
b
-
7
2

Doay o nr 5 A L wr
ne o= @Y .4an 4T

Panw T Er G

8,23,

bt Foaew

Fi.

S SALEOEOE-02  DIss
Intencity Position
.05 1.254 489 .26

D0.00 - 3091 4&%.@
S 014 - 173 A5 .2
.04 182 ﬁSB.éS
L. -3940 385,59
7H,.00 - 125 S29.50
SN S S #4535 281 .55

= K
wd s

257 . ?5

a0

79,05
R, an

LS
N 981

- &
- B3 $a4
44
2.47¢ ! o\.;.f_:}?.i

RLTE XT

Baseling =

Pésitian

- 8529

~EB7ES
~ga21
ROy
CnR7S
Y 7
L AR3d0
- 0874
-8i24
abs

O DS GRS H S

-AARE7 KT FH=

Cauchy Bauss
i 73535 1¢]
"GO0
. 1 T5 351
ER09

2518
@ 231
. 28332

-@l"‘i‘%r‘

wd Jd G
~31is  —~.0244
COGHD 9552

SOET2
1938
s R ]
-Gies

GO0
YY1
Y- Y
Gary

2922 Abs

~DE23 XT FM=
Cauchy Causs
G L inls ~QHE3
~ABOG BFCD
- BHAD SBFeT
- 2G00 WOE2E
L OL6T 0 -

RO
RS EEEAINY
w DY

~i0af
SOD0Y -9PeY
@AY L2143

« B9

- 3788

4H.48
21 .18
2i.19
31.795
127 .84
£8.98
32.28
16.419
i?.éi
38.17

2. P402 %
Hu

26.94
20.03
20.014
36 .97
1524
49,19
2911
1664

i2.49¢
.83

26,74

"}@ {;\l’:'
C,,.Y} ‘.}\.)
PPN
iis.e9
D@ .2k
29 .15
i85.99
ie.3a
330469

T

T

WE M=

5365.9 nm
Shape

»QQ00

SO0
g Rl
LOGO0H
»aSE3
=RORG
SO0
D290
«2O2D
LEB945

WFM= 544.0 om

- GH30°
FO000
A DO0.
OG0
7270
«GOed
- SD9Q
EGO
ORGSR
Bi66

WF = 2i&.9 nm

Shape

3000
~QBOH
- GODe
DD
«BHL4S
Rl L 15
- DGOD
2008

Q200

Lgiav



