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Resumo 

 

Entre os biocombustíveis existentes, o bioetanol tem ganhado destaque por ser 

usado diretamente nos motores automotivos, apresentando vantagens ambientais e 

econômicas em relação aos combustíveis de origens fósseis. Todavia, para um bom 

funcionamento e conservação dos motores é necessário garantir um rigoroso controle de 

qualidade, exigindo que o etanol combustível atenda algumas especificações técnicas, 

como por exemplo, não possuir um teor elevado de água em sua composição final. 

Consequentemente, para estabelecer o cumprimento da legislação se faz necessário à 

existência de técnicas analíticas para monitorar e avaliar a qualidade do combustível. 

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a potencialidade das técnicas 

espectroscópicas de absorção molecular, fluorescência no estado estacionário e 

fluorescência resolvida no tempo no processo de quantificação do teor de água em 

amostras de etanol. Para tal, foi usado a Rodamina B como uma sonda cromófora e/ou 

fluorófora para a avaliação das amostras de água/etanol. Para a realização das análises, 

preparou se blendas água/etanol possuindo diferentes percentuais de água no etanol na 

presença da sonda cromófora/fluorófora e foram coletados os espectros de absorção 

UV-Vis, fluorescência e tempo de vida de emissão. Os resultados demonstraram que os 

valores de absorbância, intensidade de fluorescência e tempo de vida de fluorescência 

são linearmente dependentes da porcentagem de água nas blendas no intervalo entre 0 a 

10%. Os resultados também revelaram que as três técnicas apresentam limites de 

detecção com valores ≤ 1,4 % (%𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎) de água nas amostras. Portanto, o presente 

estudo revela que as técnicas espectroscópicas empregadas podem ser aplicadas como 

técnicas analíticas para a caracterização e quantificação de água em etanol, apontando a 

possibilidade do desenvolvimento de dispositivos ópticos simples, compactos e que 

permitam avaliações in loco do combustível.  

Palavras chave: Quantificação de água em etanol combustível; Rodamina B; 

Espectroscopia molecular. 
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Abstract 

 

Among the existing biofuels, bioethanol has gained prominence because it can be 

used directly in automobile engines, providing economic and environmental advantages 

when compared to fuels from fossil sources. For a smooth operation and maintenance of 

the engines, however, a rigorous quality control must be ensured, requiring that the 

bioethanol meets certain technical specifications, such as not having a high water 

content in its final composition. To comply with Brazilian legislation, therefore, 

analytical techniques must exist to monitor and evaluate the quality of the fuel. Based 

on that, the present study aimed to evaluate the potential of ultraviolet and visible 

absorption, steady state fluorescence, and time-resolved fluorescence techniques to 

determine the water content in ethanol samples. In this context, Rhodamine B was 

tested as a chromophore and/or fluorophore sensor for evaluating the water/ethanol 

samples. To perform the analyses, water/ethanol blends were prepared with different 

percentages of water in ethanol in the presence of the chromophore/fluorophore sensor, 

and then collecting the UV-Vis absorption, fluorescence and emission lifetime spectra. 

The results showed that the absorbance, fluorescence and fluorescence lifetime values 

are linearly dependent on the percentage of water in the blends in the range between 0 to 

10%. The results also revealed that the three techniques presented limits of detection 

values ≤ 1,4 % (%𝑚𝑎𝑠𝑠) of water in the samples. In summary, the present study 

reveals that the optical techniques have great potential for characterizing and 

quantifying the water content in ethanol, indicating the possibility of the development of 

simple, and compact optical devices that allow the in loco evaluation of the fuel.  

Keywords: Water quantification, bioethanol; Rhodamine B; Molecular 

spectroscopy 
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1. Introdução 

 

No início do século XX, ocorreram às primeiras ações de introdução do etanol na 

matriz energética brasileira, no ano de 1925 surgiu à primeira experiência brasileira com 

etanol combustível, o governo de Getúlio Vargas oficializa uma ação de incentivo para 

produção de etanol e cria o Instituto do Açúcar e do Álcool – IAA e, pela Lei nº 737 em 

1933.  Em 1975 com a crise mundial do petróleo o governo brasileiro lançou o 

Programa Nacional do Álcool (Proálcool), cujo objetivo maior era a redução da 

dependência nacional em relação ao petróleo importado. Naquele momento, o Brasil 

importava, aproximadamente, 80% do petróleo consumido, o que correspondia a cerca 

de 50% da balança comercial. Antes mesmo de ter um apelo ambiental os 

biocombustíveis tinha objetivo de influenciar na cadeia econômica do país [1]. 

A definição de etanol combustível atualmente é dada pela Agência Nacional do 

Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP), por meio da resolução número 19 de 

15 de abril de 2015, sendo: “Biocombustível proveniente do processo fermentativo de 

biomassa renovável, destinado ao uso em motores à combustão interna, e possui como 

principal componente o etanol, o qual é especificado sob as formas de Etanol Anidro 

Combustível e Etanol Hidratado Combustível” [2]. 

O etanol hidratado é utilizado diretamente nos motores dos veículos sem misturas, já 

o etanol anidro compõe uma mistura com gasolina. Em 2013 o teor de etanol anidro 

permitido na gasolina era de 25% (v/v), porém o artigo 9º parágrafo 1º (Art. 9°§ 1º) da 

lei nº 13.033 de 24 de setembro de 2014, considera elevar o referido percentual até o 

limite de 27,5% (v/v). No Brasil a principal fonte de matéria prima para produção de 

ambos é a cana-de-açúcar [3-4]. 

O consumo de etanol hidratado sofreu uma redução de 6,5% dos anos de 2016 para 

2017, tal redução motivada em grande parte pela perda de competitividade em relação à 

gasolina. Já o etanol anidro acompanhou o aumento o desempenho verificado na 

gasolina 2,6% para o mesmo período citado. O etanol total (soma de etanol anidro e 

etanol hidratado) teve queda de 2,4% em 2017 frente a 2016, com uma quantidade de 

26,201 bilhões de litros para 25,562 bilhões de litros [5]. 

O etanol é miscível em água, pois é um composto orgânico que apresenta uma parte 

hidrofílica e outra parte hidrofóbica. Devido ao fato do etanol possuir uma alta 

miscibilidade em água, o etanol pode ser facilmente adulterado com a adição de altos 
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teores de água, causando grandes prejuízos ao consumidor. No etanol anidro é feito uso 

de corantes que ajudam na identificação da contaminação de água, porém o etanol 

hidratado não, e forma uma mistura homogênea com a água aumentando a facilidade de 

da adulteração [6]. A adulteração do etanol combustível no Brasil tem sido maior do 

que a adulteração da gasolina. De acordo com boletins de qualidade emitidos pela ANP, 

este índice de não conformidade ficou ao redor de 7,0%, enquanto que, para a gasolina, 

o mesmo índice ficou em 2,9% e, para o diesel, em 1,7%. Essa adulteração consome 

milhões de reais/ano dos cofres públicos. 

A ANP utiliza a titulação volumétrica (NBR 15531) e coulométrica de Karl Fischer 

(NBR 15888), para determinar o teor de água presente no etanol combustível. A 

resolução número 19 de 15 de abril de 2015 da ANP define para o etanol hidratado a 

concentração máxima de água permitida é de 7,5% (m/m). A quantidade em 

porcentagem de etanol presente no líquido deve ser em torno de 94,6 % (v/v). Para o 

Etanol Anidro o limite máximo da concentração de água é de 0,7% (m/m), com teor de 

etanol por volta de 98,0 % (v/v) [2]. 

As técnicas padrões baseiam-se na titulação de uma amostra de etanol diluída em 

metanol na presença do reagente de Karl Fischer, este reagente é composto de iodo, 

dióxido de enxofre, piridina éter monometilico de etilenoglicol. O ponto de viragem da 

titulação é percebido com a mudança colorimétrica da solução provocada pelo iodo [7]. 

Na técnica coulométrica uma corrente elétrica libera uma determinada quantidade 

estequiométrica de iodo, que está contido no reagente Karl Fischer, que é 

correspondente direta do teor de água presente na amostra [7].  

As más execuções dessas técnicas podem provocar alterações nos resultados do teor 

de água presente no etanol combustível, é sempre recomendada à automação de tais 

técnicas com o intuito de minimizar os erros sistemáticos. Além disso, por meio desses 

métodos é difícil fazer um monitoramento em tempo real, pois requer extração, 

tratamento químico do material [8]. 

Há algumas metodologias alternativas para determinar a quantificação de água no 

etanol, principalmente fazendo uso da espectroscopia de infravermelho, espectroscopia 

Ramam [9; 10]. Existem também outras técnicas que fazem uso da radiação de 

infravermelho como ultrassônicas, voltametria cíclica e um sensor de fibra óptica que 

utiliza ressonância de plasma de superfície, tais metodologias alternativas têm ganhado 

importância. [10-13]. 
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Metodologias envolvendo nanoparticulas, como por exemplo, analisar a taxa de 

mudança de cor e características espectrais de misturas água/etanol na presença de nano 

partículas de prata [14]. A espectroscopia de impedância juntamente com a 

espectroscopia de absorção na região UV [15] são citadas como metodologias 

alternativas na determinação de água em etanol. Procedimentos envolvendo efeitos 

fototérmico, também estão sendo explorados com o mesmo intuito [16; 17].  

Existem discussões da aplicabilidade de uma linguagem eletrônica baseada 

em medições de capacitância, essa linguagem consiste em uma série de eletrodos que 

são interligados e revestem o taque de armazenamento do etanol, para determinar o teor 

de água em etanol [18]. Tais metodologias alternativas têm ganhado importância 

Dentro dessa perspectiva, torna se necessário o desenvolvimento de metodologias 

alternativas para quantificar água em amostras de etanol combustível. O presente 

trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de metodologias ópticas para quantificar 

o teor de água na mistura água/etanol por meio do uso da Rodamina B (RdB) como uma 

sonda cromófora e/ou fluorófora. Para tal, o comportamento da RdB, como sensor 

óptico, na mistura água/etanol foi monitorado a partir das técnicas espectroscópicas de 

fluorescência e absorção UV-Vis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/applicability
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electronic-tongue
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/capacitance-measurement
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2 Objetivos 

 

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de metodologias 

alternativas para detecção e quantificação de água em amostras de etanol usando a 

rodamina B como sensor óptico. 

 

2.1 Objetivos específicos  

 

Preparar amostras constituídas de misturas água/etanol e rodamina B. 

Obter os espectros de absorção e emissão das misturas água etanol na presença da 

rodamina B. 

Medir e analisar o tempo de vida de fluorescência das misturas água/etanol e 

rodamina B. 

Determinar as correlações entre as intensidades de sinais ópticos, absorção UV-

Vis, fluorescência e tempo de vida de fluorescência em função do teor de água presente 

nas amostras. 

Determinar as curvas analíticas, juntamente com os limites de quantificação e 

detecção.  
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3 Revisão de literatura 

 

3.1Etanol  

 

O etanol ou álcool etílico é uma substância orgânica formada por dois carbonos 

saturados e um grupamento hidroxila, sua forma molecular é C2H5OH, possui ponto de 

fusão em -114 °C e de ebulição em 78°C. Esse composto orgânico possui varias 

utilidades desde perfumaria a combustível de veículos [18]. 

Na estrutura molecular do etanol mostrada na Figura 1, a cadeia carbônica está 

associada à parte alquílica, sendo formada por carbono e hidrogênio não apresentando 

polaridade, não há uma diferença significativa na eletronegatividade [19]. A hidroxila 

por conter oxigênio e que é eletronegativo tende a receber elétrons e formar um ânion, o 

hidrogênio age como um doador de elétrons, pois possui uma menor eletronegatividade.  

 

 

Figura 1: Estrutura molecular do etanol [8] 

 

Nas interações entre as moléculas do etanol temos ligações de hidrogênio 

provenientes das hidroxilas, que é o tipo de interação intermolecular mais forte. Já as 

cadeias carbônicas estão mais fracamente ligadas com iterações chamadas de forças de 

Vam der Waals [20-22]. Nas moléculas de etanol as ligações de hidrogênio são 

responsáveis por um ponto de ebulição em torno de 78 ºC, sendo uma temperatura 

maior do que no metanol que é por volta de 64°C.  

A cadeia carbônica por não possuir polos eletrônicos não é capaz de interagir com 

moléculas polares, como por exemplo, a água. Já a hidroxila possui um dipolo definido, 

que possibilita a interação com substâncias polares por meio de ligações ou pontes de 
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hidrogênio, Assim o etanol tem uma capacidade de se ligar tanto a moléculas polares 

como a apolares [2; 20]. 

O etanol produzido de cana-de-açúcar surgiu, no Brasil, basicamente por duas 

razões: a necessidade de amenizar as sucessivas crises do setor açucareiro e a tentativa 

de reduzir a dependência do petróleo importado. Nesse sentido, no início do século XX, 

ocorreram as primeiras ações de introdução do etanol na matriz energética brasileira. 

Apesar dos aumentos sucessivos do preço internacional do petróleo, o etanol não era 

economicamente competitivo, exigindo subsídios para sua penetração no mercado 

nacional. Esses incentivos duraram, basicamente, até o fim do regime militar, em 1984. 

Durante a segunda metade da década de 80, iniciou-se novo período, sem subsídios, 

quando o Governo tentou diminuir seu papel no setor. Em 1990, durante o governo 

Collor, extinguiu-se o IAA e os subsídios à produção de açúcar foram retirados. O 

Brasil passou a ser um grande exportador de açúcar [23]. 

No início do século XXI, o Brasil possuía um setor sucroalcooleiro muito forte e 

competitivo. Isso foi possível graças a constante esforço de garantir o mercado interno 

do etanol e de ganhar novos mercados de açúcar. Todavia, foi a partir de 2003, com os 

veículos flex-fuel, que o setor ganhou novo impulso. Com significativa contribuição do 

etanol, o Brasil logrou alcançar – embora talvez provisoriamente – autonomia quanto a 

combustíveis líquidos. 

 Além do mais, devido, por um lado, à impressionante redução de custos de 

produção do etanol (cerca de 70%) e, por outro, ao aumento do preço internacional do 

petróleo, tornou-se este biocombustível altamente competitivo em relação à gasolina, 

tanto no mercado interno, quanto no externo. Bastaria esse cenário para que se tornasse 

incontornável a expansão da produção do etanol. Aliás, são esses dois fatores, redução 

dos custos de produção e aumento dos preços internacionais do petróleo, que, por si sós, 

mobilizaram os inúmeros novos empreendimentos verificados nesses dois últimos anos 

[24].  

O álcool produzido pelo setor sucroalcooleiro do Brasil pode ser classificado em 

três categorias: o álcool etílico anidro carburante, o etanol hidratado é utilizado 

diretamente nos carros movidos a álcool ou flex fuel, e o álcool neutro que é utilizado 

na fabricação de bebidas, cosméticos, produtos químicos e farmacêuticos. O bagaço de 

cana é utilizado como combustível nas caldeiras das usinas para geração de vapor e para 

cogeração; bagaço excedente é eventualmente vendido para outras indústrias, também 
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para ser usado como combustível. Os xaropes são utilizados na indústria de 

refrigerantes e farmacêuticas; a torta de filtro e a vinhaça são sub-produtos utilizados 

como fertilizante. O melaço é usado na fabricação de cachaça, rum, levedura e ração. 

São muitas as utilizações dos subprodutos da produção de açúcar e álcool, porém a 

viabilidade econômica de alguns ainda é questionada [23-25]. 

As técnicas de produção de etanol, na antiguidade apenas restrita à fermentação 

natural ou espontânea de alguns produtos vegetais havendo uma expansão com o 

domínio da destilação. No Brasil a principal matéria prima para obtenção de etanol é a 

cana de açúcar, que pode se cultivada durantes todos os meses do ano devido à 

diversidade do solo e do clima [26]. 

Existe também o etanol de segunda geração obtido por processo de fermentação 

pelo qual microorganismos (fermentos) convertem açúcar ou amido em etanol. Parte 

considerável de um vegetal, entretanto, não é nem açúcar, nem amido, mas fibras, que 

não podem ser digeridas pelos fermentos tradicionais. Para a cana, 2/3 de sua massa é 

fibra biomassa não fermentável, e muitas plantas quase não detêm açúcar ou amido. Ou 

seja, dois terços da biomassa, no caso da cana, não são aproveitados para a conversão 

para etanol [27]. 

Nestas últimas duas ou três décadas, tentou se desenvolver uma série de 

tecnologias denominadas “hidrólise”, que permitam converter a fibra (materiais ligno-

celulósicos) em etanol. Essas tecnologias permitiriam aumentar, em princípio, a 

produção de etanol de cana, com a mesma área plantada, em 200%, devido ao 

aproveitamento do bagaço e da palha. Também, em princípio, seria possível aproveitar 

qualquer cultura ou rejeito vegetal [28-30]. 

Os EUA possuíam projetos que pretendiam substituir 30% de seu consumo de 

gasolina por etanol derivado da hidrólise de refugo vegetal e florestal, que, atualmente, 

são dispostos como lixo. Estas novas tecnologias, entretanto, muito provavelmente não 

estarão disponíveis para uso comercial antes de dez anos. E, embora possam vir a 

aumentar a competitividade de outras culturas, certamente não serão suficientes para 

alcançar o rendimento da cana, que também se beneficiará dessas inovações.  A 

despeito do ceticismo do atual presidente americano ante as evidências empíricas e os 

estudos contundentes sobre o tema, é inegável a mudança profunda no comportamento 

mundial, e a busca pelo uso consciente de energia limpa e renovável retrata um 

movimento sem volta [29-30].  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Antiguidade
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A marca da indústria de cana-de-açúcar é a de superação de ciclos econômicos de 

altas e baixas. Ao mesmo tempo, os desafios tecnológicos estiveram sempre presentes 

na história da cadeia produtiva sucroenergética. O pacto histórico assinado por 197 

países na 21ª Conferência das Partes (COP-21) da Convenção-Quadro da Organização 

das Nações Unidas sobre Mudança do Clima (UNFCCC, na sigla em inglês) estabeleceu 

um novo marco no enorme desafio de manter o aumento da temperatura global abaixo 

de 2 °C e combater os efeitos nefastos do aquecimento global [23; 28; 31]. 

O caso brasileiro ainda é considerado um exemplo de sucesso: as suas fontes 

renováveis respondem por expressivos 39% da matriz energética nacional. Já os 

produtos de cana-de-açúcar destacam-se ao representarem cerca de 16% da matriz ou 

40% de toda a energia renovável ofertada internamente. Estas cifras são obtidas com a 

utilização de apenas 0,6% do território nacional para o cultivo da lavoura canavieira 

destinada ao uso energético [24-25]. 

Ao contrário de várias nações, o País tem uma posição privilegiada, com a 

possibilidade de expansão do etanol sem desmatamento, competição na produção de 

alimentos e desafios estruturais intransponíveis. O etanol produzido no Brasil é uma 

alternativa econômica viável, com técnica dominada e, mais importante, pronta e 

disponível para o combate ao aquecimento global de forma imediata [29-32]. 

O chamado Acordo de Paris, resultado da (COP-21), formalizou um novo pacto 

internacional em busca de uma resposta global à ameaça das mudanças climáticas. As 

metas brasileiras apresentadas foram consideradas bastante ambiciosas, prevendo, por 

exemplo, a participação de 18% de biocombustíveis e 23% de energias renováveis (sem 

considerar a hidrelétrica) na sua matriz energética até 2030, resultando em um novo 

perfil de matriz energética nacional, ainda mais sustentável. Estima-se que o Brasil 

precisará produzir 50 bilhões de litros de etanol combustível em 2030. Atualmente, este 

volume é de 28 bilhões de litros. Isso demandará a instalação de 75 novas usinas e 

investimentos na ordem de US$ 40 bilhões [24; 33]. 
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3.2Água  

 

Á água é a substância composta mais abundante no planeta Terra, além de ser o 

elemento fundamental da vida. Por ser encontrada tanto no estado líquido, gasoso ou 

sólido; na atmosfera, sobre ou sob a superfície terrestre, nos oceanos, mares, rios e lagos 

[34]. 

 A importância química da água está no seu alto poder de dissolução de gases, 

corantes, colóides, sais, etc. Este poder químico faz com que a água seja denominada 

solvente universal. A água é uma substancia composta resultante da combinação de dois 

átomos de hidrogênio e um de oxigênio (H2O) [34-35]. 

A água, em seu estado natural mais comum, é um líquido transparente, assumindo 

a cor azul esverdeada em lugares profundos. Possui uma densidade máxima de 1 g/cm
3
 

a 4 ºC e seu calor específico é de 1 cal/ºC. No estado sólido, sua densidade diminui até 

0,92 g/cm
3
, mas são conhecidos gelos formados sob pressão que são mais pesados que a 

água líquida. Suas temperaturas de fusão e ebulição à pressão de uma atmosfera são de 

0 e 100 ºC, respectivamente, muito superiores às temperaturas de fusão e ebulição de 

outros compostos parecidos com a água [34-36]. 

A estrutura da molécula de água possibilita que sejam realizadas diversas 

interações intermoleculares caracterizadas como ligações de hidrogênio. Esse tipo de 

interação ocorre tanto na região polar do oxigênio como na do hidrogênio, resultando 

em um efeito de atração eletrostática mutuo entre as moléculas. Portanto, as moléculas 

de água estão cerca de 15% mais próximas do que se o líquido realizasse apenas 

interações de Van der Waals, como ocorre nas moléculas de álcool. A capacidade da 

água em dissolver melhor substâncias polares do que apolares, ocorre até que seja 

atingido o ponto de saturação da solução formada [37]. 

 

 

Figura 2: Estrutura molecular água [38] 
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A água no estado líquido apresenta considerável força de coesão entre as 

moléculas, resultando em propriedades físicas como ponto de fusão e ebulição, tensão 

superficial e calor específico diferentes de outros líquidos simples. As características 

presentes na água são comuns em líquidos iônicos, metálicos ou que são formados por 

moléculas grandes. Como a molécula de água não tem caráter iônico, não é formada por 

interação de metais, tampouco é uma molécula grande, essas propriedades são 

atribuídas às interações intermoleculares (ligações de hidrogênio) que ocorrem entre as 

moléculas [35-38]. 

 

3.3 Mistura Etanol-Água  

 

Muitos compostos não iônicos também são solúveis em água, como por exemplo, 

o etanol. Esta molécula contém uma ligação polar O-H tal como a água, que permite à 

molécula fazer ligações intermoleculares [35; 42]. 

Ligações de hidrogênio são responsáveis pela total miscibilidade do etanol 

(CH3CH2OH) em água [35; 43]. Ao misturar essas duas substâncias, são estabelecidas 

ligações de hidrogênio entre as moléculas de água e etanol, permitindo a dissolução 

completa de um líquido no outro, conforme ilustrado na Figura 3: 

 

 

Figura 3: Interação entre as moléculas da água e etanol [38] 

 

As ligações de hidrogênio entre as moléculas de etanol e água, além de formar os 

aglomerados de moléculas, proporcionam as soluções propriedades azeotrópicas [35; 

38]. Um azeótropo é uma mistura que não pode ter seus componentes separados 
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completamente por processos como a destilação, pois o vapor formado quando se atinge 

o ponto de ebulição tem a mesma composição da fase líquida [40-41]. 

 

3.4 Rodamina B 

 

A família de compostos orgânicos fluronas é genericamente chamada de 

rodamina, cuja formula molecular é C18H31N2O3Cl são altamente utilizados como, 

corantes traçadores para determinação de vazão e direção de fluxos de água, aplicações 

de biotecnologia, manufaturas de cartuchos para impressora jato de tinta, em coloração 

de pedras preciosas, na produção de produtos têxteis. Assim se mostra com uma vasta 

gama de aplicabilidade a nível laboratorial e também industrial [42]. 

Há na literatura também, aplicações ópticas da rodamina: como sonda 

fluorescente para determinação de Cu
2+

 em membranas celulares, detecção de CO2 

dentro de amostras biológicas, determinação por fluorescência de tiofenóis tóxicos em 

água no meio ambiente e em células vivas, identificação e determinação de Fe
3+

 em 

células vivas principalmente em peixes [43-48]. 

Na agricultura, há trabalhos que mencionam o uso da rodamina como corante 

marcador para análise de infiltração e transportes de fluidos. Para estudar e avaliar bicos 

de pulverização de agrotóxicos em na cultura de algodão [49]. É usada também como 

traçador fluorescente em dispersão superficial de contaminantes e rios e lagoas [50]. 

Usada para detecção à jusante do vírus da doença infecciosa na avicultura (bursal 

diseas) [51].  

As rodaminas também possuem uma vasta aplicação na área da saúde, por 

exemplo, como sonda luminescente altamente eficiente para monitoramento de ATP em 

mitocôndrias [52]. Também como uma sonda fluorescente para estudar a imagem de 

cálcio em neurônios corticais in vivo [53], para a detecção de HOCl em lisossomos [54]. 

Usada como um fotossensibilizador para terapia fotodinâmica de células cancerígenas 

[55]. Aplicação em fármaco anticancerígeno, modificando complexos intermoleculares 

com rodamina B para estudar estabilidade de pH como também citotoxcitade, tais 

procedimento feitos com técnicas espectroscópicas [56]. 

A Rodamina-B é amplamente utilizada com corante em espectroscopia molecular, 

das suas propriedades óticas mais relevantes tem se o comprimento de onda da radiação 



 

 

30 

  

emitida bem definido e alto rendimento quântico. Ela faz parte da classe de corantes 

chamada de xatenos, possuído uma estrutura rígida, apresenta alta estabilidade sob 

vários pH, têm considerável resistência à fotodegradação e também a degradação 

oxidativa [57]. 

As Rodaminas são corantes eficientes para laser, chegando até a 50% de eficiência 

na conversão de energia. São consideradas as famílias mais importantes de materiais 

para lasers de corante, dentro do espectro eletromagnético elas cobrem grande parte do 

espectro visível de 540 a 690 nm [57-59]. 

Os álcoois são os solventes mais utilizados para as rodaminas, assim como água 

que também é usada como solvente para este corante. Em concentrações nas ordens de 

10
-4

 a 10
-7

, as Rodaminas- B e 6G apresentam dimerização em solução aquosa, isto 

praticamente não ocorre quando usado solventes álcoois [38-40]. 

A Figura 4 mostra a estrutura molecular da Rodamina-B, esse composto possui 

massa molar 479,02 g/mol, A solubilidade em água é ~15 g/L, já em etanol possui uma 

solubilidade de  70 ~g/L. 

 

 

Figura 4: Estrutura molecular da Rodamina B [63] 

 

 

Uma desvantagem do corante Rodamina-B está na toxidade, mesmo sendo 

amplamente usada é confirmada como agente cancerígeno e teratogênico, 

principalmente para gestantes e crianças. Causa irritação a pele, olhos e também trato 

respiratório. Deste modo, as metodologias e procedimentos que faz uso deste devem 

possuir uma acuidade para evitar acidentes [60-61]. 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Etanol
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3.5 Espectroscopia molecular 

 

A espectroscopia é um termo geral empregado para designar o estudo das 

interações da radiação eletromagnética com a matéria. Tais interações fornecem 

informações sobre a matéria. Os espectros de bandas de absorção ou emissão, por 

exemplo, possuem características únicas para cada molécula. Diversos elementos 

químicos ao longo da história foram descobertos via técnicas espectroscópicas. 

Além de identificação de elementos químicos, as várias técnicas de espectroscopia 

molecular são amplamente usadas para quantificação de um determinado analito em 

uma amostra.  A situação mais comum é a construção curvas de calibração entre a 

variação da intensidade do sinal ótico e a concentração do analito, a seguir serão 

descrita três técnicas espectroscópicas usadas neste trabalho. 

 

3.5.1 Absorção Uv-Vis 

 

A radiação eletromagnética na região espectral do ultravioleta e visível de modo 

geral pode ser absorvida por moléculas ocorrendo uma transferência de energia 

necessária para que haja transições nos níveis eletrônicos moleculares. Esse processo 

está entre os mais importantes no estudo e entendimento da matéria [63]. 

A absorção dessa radiação gera uma excitação dos elétrons, ou seja, elevando- os 

de um nível de mais baixa energia para outro nível de maior energia, este que último 

que é comumente chamado de estado excitado, a Figura 5 esquematiza o processo de 

interação da radiação com a matéria, assim como os níveis de energia. Estas transições 

só são possíveis quando a energia fornecida pela radiação (fóton) é exatamente igual à 

diferença de energia entre os estados eletrônicos da molécula. Esses níveis energéticos 

são chamados como um todo de orbitais moleculares [62-63]. 
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Figura 5:A radiação de potencia incidente P_0 pode ser absorvida pelo analito, resultando em um feixe 

transmitido de menor potencia radiante P. Para que a absorção ocorra a energia do feixe incidente deve 

corresponder a uma das diferenças de energia [66]. 

 

A absorção de radiação UV-Vis por uma espécie molecular 𝑀 pode ser 

considerado um processo dividido em duas etapas, a primeira envolve a excitação 

eletrônica, como mostra a equação, 

 𝑀 + ℎ𝜈 → 𝑀∗ (1) 

 

Onde ℎ é a constante de Planck, 𝑐 é a velocidade da luz, 𝜆 é o comprimento de 

onda e 𝜈 é a frequência da radiação. O produto da absorção do fóton ℎ𝜈 pela espécie 𝑀é 

uma espécie eletronicamente excitada representada por 𝑀∗, o tempo de vida da espécie 

excitada é curto (10−8𝑎 10−9𝑠). Cada um dos processos de relaxação pode levar à 

desexcitação de 𝑀∗, o tipo mais comum envolve conversão da energia de excitação em 

calor, sendo que, 

 𝑀∗ → 𝑀 + 𝑐𝑎𝑙𝑜𝑟 (2) 

A relaxação pode ocorrer também via um processo fotoquímico como 

decomposição de 𝑀∗para formação de novas espécies, alternativamente a relaxação 

pode envolver processos de emissão por fluorescência ou fosforescência. Vale ressaltar 

que o tempo de vida de 𝑀∗ é tão pequeno que sua concentração em qualquer instante é 

desprezível. Além disso, a quantidade de energia térmica liberada pela relaxação é 

também é muito pequena, dessa maneira, medidas de absorção criam uma perturbação 

mínima do sistema em estudo, com exceção quando ocorre decomposição fotoquímica. 

A absorção da radiação ultravioleta ou visível é geralmente, o resultado da 

excitação de elétrons de ligação. Assim os comprimentos de onda de bandas de 
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absorção estão relacionados com os tipos de ligação das moléculas em análise. Por esse 

fato a espectroscopia de absorção UV-Vis é uma técnica válida para identificação de 

grupos funcionais em uma molécula. Além da identificação, são importantes também, as 

aplicações da técnica para determinação quantitativa de compostos contendo grupos 

absorventes [63-64]. 

Todos os compostos orgânicos são capazes de absorver radiação eletromagnética, 

pois contêm elétrons de valência que podem ser excitados para níveis de energia 

superiores. As energias de excitação associadas a elétrons que formam a maior parte das 

ligações simples são suficientemente altas para que absorção ocorra na região 

denominada de ultravioleta de vácuo (𝜆 < 185 𝑛𝑚), onde os componentes da 

atmosfera também absorvem fortemente a radiação. Essas transições envolvem a 

excitação de elétrons não ligantes 𝑛 para orbitais 𝜎∗ [39]. 

Devido às dificuldades experimentais associadas com a região do ultravioleta de 

vácuo, muitas das investigações espectroscópicas de compostos orgânicos envolvem 

comprimentos de ondas maiores que 185 nm. As aplicações da espectroscopia de 

absorção UV-Vis baseiam se nas transições de elétrons 𝑛 ou 𝜋 para o estado excitado 

𝜋∗, sendo que as energias necessárias para esses processos levam as bandas de absorção 

para a região ultravioleta-visível (200 a 700 nm) [39]. 

Tanto as transições  𝑛 → 𝜋∗ quanto 𝜋 → 𝜋∗exigem a presença de um grupo 

funcional insaturado para fornecer os orbitais 𝜋. As moléculas que possuem esses 

grupos funcionais e que são capazes de absorver radiação ultravioleta-visível são 

chamadas de cromóforas. O espectro eletrônico de moléculas cromóforas geralmente é 

complexo por que a sobreposição das transições vibracionais às transições eletrônicas 

leva a uma combinação de linhas sobrepostas [62]. 

Essa complexidade no espectro dificulta e impossibilita analises teóricas 

detalhadas, contudo as conclusões qualitativas ou semiquantitativas relativas aos tipos 

de transições eletrônicas responsáveis por um dado espectro de absorção podem ser 

determinadas a partir de considerações sobre orbitais. 

Os espectros de absorção UV-Vis geralmente são medidos pelo uso de soluções 

diluídas do analito. Para compostos voláteis, os espectros de fase gasosa são geralmente 

mais úteis que os espectros de fase líquida ou da solução, os espectros de fase gasosa 
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são obtidos deixando duas ou três gotas do liquido puro evaporar e entrar em equilíbrio 

com atmosfera em uma célula fechada [65]. 

A escolha de um determinado solvente para um estudo, deve se considerar não 

apenas sua transparência, mas também seus possíveis efeitos no sistema absorventes. De 

modo geral solventes como água, álcoois, ésteres e cetonas tendem a suprimir as 

estruturas espectrais finas resultantes de efeitos vibracionais. Além disso, as posições do 

máximo de absorbância podem ser afetadas pela natureza do solvente. Como regra o 

mesmo solvente deve ser usado quando os espectros de absorção são comparados para 

efeito de identificação [64-65]. 

Um estudo espectroscópico registra qual alteração molecular ocorre, em um 

estado quântico para outro, ou seja, uma transição espectroscópica provém resultado da 

absorção da radiação. A interação dos fótons com as moléculas que absorvem radiação 

provoca uma atenuação da intensidade do feixe. Há absorção quando, a intensidade da 

radiação emergente é menor que a intensidade da radiação incidente. É definida a 

grandeza de absorvência que é inversamente proporcional à transmitância, ela é uma 

medida da quantidade de radiação que foi absorvida pelas moléculas que compõe o 

analítico [62]. 

As medidas de absorção molecular são baseadas nessa transmitância 𝑇 ou na 

absorbância 𝐴 de soluções contidas em células transparentes com caminho óptico 𝑏 

(geralmente em 𝑐𝑚), o que ocorre com frequência é a concentração de um analito que 

absorve a radiação está relacionada linearmente com a absorbância, tal relação é 

chamada de Lei de Beer [62-63]. Define se a transmitância: 

 

 
𝑇 =

𝑃𝑆𝑜𝑙𝑢çã𝑜

𝑃𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
≈
𝑃

𝑃0
 

𝐴 = 𝐿𝑜𝑔 (
𝑃𝑆𝑜𝑙𝑢çã𝑜

𝑃𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
) ≈ 𝐿𝑜𝑔 (

𝑃

𝑃0
) 

(3) 

   

Onde 𝑃 e 𝑃0 representa a intensidade da radiação após sua passagem através de 

uma célula contendo soluções de solvente e analito, respectivamente. 
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A Figura 6 mostra um bloco de matéria absorvente (sólido, liquido ou gás) e um 

feixe paralelo de radiação monocromática com intensidade 𝑃0 que incide 

perpendicularmente a superfície do bloco, após percorrer a espessura 𝑏 do material que 

contém 𝑛 átomos, íons ou moléculas absorventes a intensidade da radiação é atenuada 

para 𝑃 devido à absorção. Considerando uma seção transversal de com área 𝑠 e uma 

espessura infitesimal 𝑑𝑥, onde nesta seção há 𝑑𝑛 partículas absorventes. Pode se 

imaginar uma superfície associada a cada partícula na qual ocorrerá captura de fótons, 

ou seja, se um fóton alcança uma dessas áreas imediatamente ocorrerá sua absorção. Se 

a área total projetada dessas superfícies de captura dentro desta seção é denominada por 

𝑑𝑠, logo a razão 𝑑𝑠 𝑠⁄ , em uma média estatística, representa a probabilidade de captura 

de fótons dentro de cada seção.  

 

 

Figura 6:: Radiação com Intensidade inicial P0 é atenuada por uma solução que contem c mols por litro 

de solução absorvente em um caminho óptico de b (centímetros) e P é a intensidade da radiação 

transmitida [65]. 

 

A intensidade do feixe que atinge a seção é 𝑃𝑥, é proporcional ao número de 

fótons por unidade de área, e 𝑑𝑃𝑥, representa a intensidade absorvida dentro de uma 

secção. A fração absorvida é então, −𝑑𝑃𝑥 𝑃𝑥⁄ , e esta razão também é igual á 

probabilidade média de captura de fótons, o sinal negativo indica que a intensidade 

radiante diminui à medida que o feixe passa pela região absorvente, assim, 

 

 
−
𝑑𝑃𝑥
𝑃𝑥
=
𝑑𝑠

𝑠
 

(4) 
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Como 𝑑𝑠 é uma soma das áreas de captura para partículas dentro dessa secção ela 

deve ser proporcional ao número de partículas, ou seja, 𝑑𝑠 = 𝑎 𝑑𝑛, onde 𝑑𝑛 é o número 

de partículas e 𝑎 é uma constante de proporcionalidade, que pode ser interpretada como 

secção transversal de captura, assim tem se a integração no intervalo de 0 a 𝑛 dada por, 

 
−∫

𝑑𝑃𝑥
𝑃𝑥

𝑃

𝑃0

= ∫
𝑎 𝑑𝑛

𝑠

𝑛

0

 
(5) 

 

Resolvendo as integrais obtém se, 

 

 
−𝑙𝑛 (

𝑃

𝑃0
) =

𝑎 𝑛

𝑠
 

(6) 

 

Convertendo o logaritmo para a base 10 e invertendo a fração tem se, 

 

 
𝑙𝑜𝑔 (

𝑃

𝑃0
) =

𝑎 𝑛

2,303 𝑠
 

(7) 

 

O 𝑛 é o numero total de partículas dentro do bloco mostrado na Figura 6, a área da 

seção transversal 𝑠 pode ser expressa como a razão do volume 𝑉 (𝑐𝑚3) do bloco para 

seu comprimento 𝑏 (𝑐𝑚). De maneira que 𝑠 = 𝑉 𝑏⁄ , fazendo a substituição obtém se, 

  
𝑙𝑜𝑔 (

𝑃

𝑃0
) =

𝑎 𝑛𝑏

2,303 𝑉
 

(8) 

Observa se que, 𝑛/𝑉 é o número de partículas por centímetros cúbicos, ou seja, é 

a concentração 𝑐, convertendo a concentração em mol por litro, 

 

 
𝑐 =

𝑛

𝑉
= (

𝑛

6,02𝑥1023
𝑚𝑜𝑙 ) 𝑋 (

1000 𝑐𝑚3 𝐿⁄

𝑉𝑐𝑚3
) =

1000𝑛

6,02𝑥1023𝑉
(
𝑚𝑜𝑙

𝐿
) 

(9) 
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Combinando as equações anteriores fica, 

 
𝑙𝑜𝑔 (

𝑃

𝑃0
) =

6,02 𝑋1023𝑎𝑏𝑐

2,303 𝑋103
 

(10) 

 

Usando as constantes como um único termo 𝜀, resulta na representação da lei de 

Beer, onde, 𝐴 é a absorbância,  é a absorvidade molecular ou coeficiente de extinção 

molar: 

 
𝑙𝑜𝑔 (

𝑃

𝑃0
) = 𝜀𝑏𝑐 = 𝐴 

(11) 

 

Há poucas exceções encontradas que fogem da regra geral a qual estabelece que a 

absorbância esta relacionada linearmente com o caminho óptico, entretanto podem 

ocorrer desvios da proporcionalidade direta entre a absorbância medida e a 

concentração quando o caminho óptico é constante. Alguns desvios são chamados de 

desvios reais, estes representam as limitações reais da lei de Beer, outros resultam da 

maneira a qual as medidas foram feitas chamados de desvios instrumentais, ou são 

resultado de mudanças químicas que ocorrem com as variações de concentração, 

denominados de desvios químicos [63-64]. 

Desvios da lei de Beer, também podem ocorrer porque a absortividade depende do 

índice de refração do meio. Assim se as variações de concentração alteram 

significativamente o índice de refração de uma solução, desvios da lei de Beer são 

observados, mas existem algumas correções e métodos que podem ser aplicados 

dependo da situação e condições adequadas [62]. 

De modo geral pode se considerar quatro tipos de instrumentos espectroscópicos, 

usado na para analises de absorção UV-Vis, de feixe único; de feixe duplo; de feixe 

duplo espacial; de feixe duplo temporal, todos esses tipos de aparatos experimentais 

possuem características similares no aspecto da fonte excitadora, porém a forma a qual 

determina a intensidade da radiação absorvida que difere [63]. 

O instrumento de feixe único para medidas de absorção é mostrado na Figura 7(a), 

ele consiste de uma lâmpada de tungstênio ou deutério, um filtro e um monocromador 
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para seleção do comprimento de onda. Normalmente esses instrumentos requer um 

estabilizador de voltagem para evitar erros resultantes das mudanças de intensidade do 

feixe durante o tempo necessário para ajustar à medida de 100%T e determinar a %T 

para o analito. Os instrumentos variam enormemente em complexidade e características 

de desempenho. 

Os espectrofotômetros baseados em feixe duplo, mostrados na Figura 7(b), esse 

instrumento de feixe duplo espacial no qual dois feixes são formados no espaço por um 

espelho em formato V, chamado de divisor de feixe. Um feixe passa através da solução 

e chega ao fotodetector, o segundo feixe atravessa simultaneamente a amostra em 

direção a um segundo detector, com características semelhantes ao primeiro. Os dois 

sinais de saída são amplificados e sua razão é determinada eletronicamente e mostrado 

no dispositivo de leitura.  

A Figura 7(c) ilustra um segundo instrumento de feixe duplo, os feixes são 

separados no tempo por um disco com setores espelhados que direciona o feixe que vem 

do monocromador, primeiramente através da célula de referência e depois através da 

célula da amostra. Os pulsos de radiação são recombinados por outro espelho, que 

transmite um pulso e reflete o outro para o transdutor, o disco com setores espelhados é 

acionado por um motor é formado por segmentos em formato de fatias metade as quais 

são espelhadas e metade são transparentes. A configuração de feixe duplo temporal é 

geralmente preferida devido a dificuldade de igualar os dois detectores necessários na 

configuração de feixe duplo espacial [63]. 
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Figura 7:Esquemas de instrumentos para fotômetros ou espectrofotômetro de UV-Vis. (a) É mostrado um 

instrumento de feixe único, a radiação passa pelo filtro, ou monocromador, para a célula de referência, ou 

das amostras, antes de chegar ao fotodetector. (b) É  mostrado um instrumento de feixe duplo com feixes 

separados no espaço, neste caso, a radiação proveniente do filtro ou do monocromador é dividida em dois 

feixes que passam simultaneamente pelas células de referência e da amostra antes de alcançar dois 

fotodetectores. (c) Mostra o instrumento de feixe duplo, com feixes separados no tempo, o feixe é enviado 

alternadamente através das células de referência e da amostra antes de alcançar o fotodetector. Os feixes 

estão separados por milisegundos enquanto passam alternadamente pelas duas células [63]. 
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Os espectrofotômetros de feixe único de varredura computadorizados, operam nas 

regiões do ultravioleta e do visível, com esses instrumentos, a varredura do 

comprimento de onda é inicialmente efetuada com a solução de referência na trajetória 

do feixe. A saída resultante de um transdutor é digitalizada e armazenada na memória 

de um computador acoplado no sistema, as amostras são então varridas e as 

absorbâncias calculadas com auxilio de dados da solução de referência armazenados. 

Em seguida o espectro completo é mostrado poucos segundo depois. Neste trabalho faz 

uso da espectroscopia molecular de absorção para caracterizar e quantificar o teor de 

água em misturas de água e etanol na presença da rodamina B. 

 

3.5.2 Espectroscopia de fluorescência molecular  

 

A fotoluminescência é proveniente do decaimento radiativo dos estados 

moleculares excitados, proveniente da absorção de fótons. Esse fenômeno é classificado 

de duas maneiras, a primeira denominada fluorescência e a segunda fosforescência a 

seguir serão feitas explanações sobre a diferença entre os dois fenômenos [66]. 

A fluorescência difere da fosforescência, pois as transições eletrônicas 

responsáveis pela fluorescência não envolvem mudança no spin eletrônico. Assim os 

estados excitados envolvidos na fluorescência possuem um tempo de vida curto, sendo 

de aproximadamente < 10−5𝑠. Em contra partida, uma mudança no spin eletrônico 

acompanha a emissão por fosforescência e o tempo de vida dos estados excitados é mais 

longo, frequentemente na ordem de segundou ou até minutos. Os processos de 

fotoluminescência ocorrem em comprimentos de onda maiores que os da radiação de 

excitação [66-67]. 

Existe também um terceiro tipo de luminescência, chamada de 

quimiluminescência, ela é baseada na emissão de radiação por uma espécie excitada 

formada durante uma reação química. Em alguns casos, a espécie excitada é o produto 

de uma reação entre o analito e um reagente, o resultado é um espectro de emissão 

característico do produto da reação. O número de métodos fluorimétricos é maior que o 

número de aplicações dos procedimentos de fosforescência e quimiluminescência [67]. 
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A fluorescência molecular é causada pela irradiação de moléculas em solução ou 

em fase gasosa, a absorção da radiação promove as moléculas para qualquer um dos 

níveis vibracionais associados aos estados eletrônicos excitados. No entanto o tempo de 

vida desses estados vibracionais excitados é sempre na ordem de 10−15 que é muito 

menor que o tempo de vida dos estados eletrônicos excitados. Por tanto em média a 

relaxação vibracional ocorre antes da relaxação eletrônica. Em consequência a energia 

da radiação emitida é menor que aquela absorvida por uma quantidade igual à energia 

de excitação vibracional [63-66]. 

Assim, a radiação emitida apresenta uma frequência mais baixa, ou um 

comprimento de onda maior, do que a radiação que excitou a fluorescência. Esse 

deslocamento do comprimento de onda para frequências menores é denominado de 

deslocamento de Stokes. A fosforescência ocorre quando uma molécula excitada relaxa 

a um estado eletrônico excitado metaestável, chamado de estado tripleto, apresentando 

assim um tempo de vida maior, diferenciando da fluorescência [68]. 

O princípio de exclusão de Pauli estabelece que, em um átomo dois elétrons 

quaisquer não podem ter o mesmo valor dos quatros números quânticos. Essa restrição 

exige que não mais do que dois elétrons possam ocupar um orbital, além disso, os dois 

devem ter estados de spin opostos, ou seja, os spins estão emparelhados. Devido ao 

emparelhamento do spin, muitas moléculas não apresentam um campo magnético 

resultante, elas são denominadas diamagnéticas. Em contra ponto, os radicais livres, que 

contêm elétrons desemparelhados, têm um momento magnético, são chamados de 

paramagnéticos [68]. 

Um estado eletrônico molecular no qual todos os spins eletrônicos estão 

emparelhados é definido de estado singleto, neste caso, não ocorre nenhum 

desdobramento dos níveis de energia eletrônicos quando a molécula é exposta a um 

campo magnético. O estado fundamental para um radical livre é um estado dupleto, por 

que há duas possíveis orientações para o elétron ímpar em um campo magnético, e cada 

uma fornece energias ligeiramente diferentes ao sistema [68-69]. 

O estado tripleto é formado quando um dos pares de elétrons de uma molécula é 

excitado a um nível de energia mais alto. No estado excitado singleto o spin do elétron 

promovido ainda está emparelhado com o elétron do estado fundamental. No estado 

tripleto os spins dos dois elétrons tornam se desemparelhados, ou seja, são paralelos. A 



 

 

42 

  

Figura 8 mostra os estados onde as setas representam a direção do spin. As propriedades 

de uma molécula no estado excitado tripleto diferem significativamente daquelas 

excitadas no estado singleto. O tempo de vida médio de um estado excitado tripleto 

pode variar de 10−4 até vários segundos, enquanto para um estado excitado singleto o 

tempo de vida médio é de aproximadamente 10−8𝑠 [67]. 

 

 

Figura 8:Estados eletrônicos do spin das moléculas. (a) é mostrado o estado eletrônico fundamental, onde 

os spins estão sempre emparelhados. Em (b) e (c) são mostrados os estados eletrônicos excitados, quando 

emparelhados no estado excitado a molécula está no e excitado a molécula está no estado singleto. Se os 

spins tornam se desemparelhados a molécula está no estado tripleto [63]. 

 

O diagrama de níveis de energia é chamado de diagrama de Jablonski, ilustrado na 

Figura 9, a linha horizontal mais espessa na parte inferior do diagrama representa o 

nível de energia do estado fundamental da molécula, que é o estado singleto 

representado por 𝑆0. As linhas da parte superior são os níveis de energia dos estados 

fundamentais vibracionais de três estados eletrônicos excitados. As duas linhas a 

esquerda representa o primeiro 𝑆1 eo segundo 𝑆2 estado eletrônico singleto. A linha à 

direita 𝑇1 representa a energia do primeiro estado eletrônico tripleto [69]. 
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Figura 9: Diagrama parcial de níveis de energia para um sistema fotoluminescente [67]. 

 

Os numerosos níveis de energia vibracional estão associados a cada um dos 

quatros eletrônicos, conforme as linhas horizontais mais estreitas, as transições de 

absorção podem ocorrer do estado eletrônico fundamental 𝑆0 para vários níveis 

vibracionais dos estados eletrônicos excitados singletos 𝑆1 e 𝑆2. É possível notar que a 

excitação direta para o estado tripleto não é mostrada, uma vez que essa transição 

envolve uma mudança na multiplicidade e há uma probabilidade muito pequena de sua 

ocorrência, chama se de transição proibida [68]. 

 As moléculas excitadas para os estados eletrônicos 𝑆1 e 𝑆2 perdem rapidamente 

qualquer excesso de energia vibracional e relaxam para o nível vibracional fundamental 

daquele estado eletrônico, tal processo não-radiante é denominado de relaxação 

vibracional. As colisões entre as moléculas das espécies excitadas e aquelas do solvente 

leva a uma rápida transferência de energia com um leve aumento da temperatura do 

solvente. Uma consequência direta do relaxamento vibracional é o deslocamento de 

Stokes [68-69]. 

A conversa interna ilustrada na Figura 9 descreve processos intermoleculares 

pelos quais uma molécula passa para um estado eletrônico de energia mais baixa sem 

emissão da radiação. É uma transição entre dois estados de mesma multiplicidade 
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(singleto-singleto ou tripleto-tripleto), é particularmente eficiente quando dois níveis 

eletrônicos de energia estão suficientemente próximos para que ocorra superposição nos 

níveis de energia vibracionais. A conversão interna através dos níveis de energia 

vibracionais superpostos é geralmente mais provável que a perda de energia por 

fluorescência, a partir de um estado excitado mais alto. 

A desativação de um estado eletrônico excitado pode envolver interação e 

transferência de energia entre a molécula excitada e o solvente e outros solutos, tal 

processo é denominado de conversão externa. A evidência para a conversão externa 

inclui um forte efeito exercido pelo solvente na intensidade de fluorescência da maioria 

das espécies. Além disso, as condições que tendem a reduzir o número de colisões entre 

as partículas (baixa temperatura e alta viscosidade) que levam a um aumento de 

fluorescência. 

O cruzamento intersistema é um processo no qual há uma conversão interna entre 

estados eletrônicos de diferentes multiplicidades, o processo mais comum é do estado 

singleto para um estado tripleto, como mostrado na Figura 9. Assim como a conversão 

interna, a probabilidade de ocorrer o cruzamento intersistema aumenta se os níveis 

vibracionais dos dois estados se superpõem. A transição singleto-tripleto mostrada na 

Figura 9 o nível vibracional singleto mais baixo superpõem aos níveis vibracionais 

tripletos superiores em uma mudança no estado do spin. O cruzamento intersistema é 

mais comum em moléculas que contém átomos pesados, como por exemplo, o iodo ou 

bromo [63-67]. 

Além dos processos de desativação dos estados excitados, deve se avaliar as 

variáveis que afetam os processos de fluorescência e fosforescência. A estrutura 

molecular assim como o ambiente químico influencia a ocorrência ou não da 

luminescência de uma substância, esses fatores determinam a intensidade da emissão 

quando a luminescência ocorre. É possível definir uma eficiência dessa luminescência. 

O rendimento quântico, ou a eficiência quântica, para a fluorescência ou 

fosforescência, é dado pela razão do número de moléculas que luminescem em relação 

ao número total de moléculas excitadas [67]. Assim, 

 
𝜙 =

𝑘𝑓

𝑘𝑓 + 𝑘𝑖 + 𝑘𝑒𝑐 + 𝑘𝑖𝑐 + 𝑘𝑝𝑑 + 𝑘𝑑
 

(12) 
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onde os 𝑘𝑥 são as velocidades relativas para o processo pelo qual o estado foi excitado 

singleto mais baixo é desativado. Esses processos são fluorescência 𝑘𝑓, cruzamento 

intersistema 𝑘𝑖, a conversão externa 𝑘𝑒𝑐, a conversão interna 𝑘𝑖𝑐, pré-dissociação 𝑘𝑝𝑑 e 

a dissociação 𝑘𝑑. 

É importante notar que a fluorescência dificilmente é resultado da absorção de 

radiação ultravioleta de comprimentos de onda menores que 250 nm, pois essa radiação 

é suficientemente energética para causar desativação dos estados excitados pela pré-

dissociação ou dissociação. A maioria das moléculas orgânicas tem pelo menos algumas 

ligações que podem ser rompidas por energias dessa magnitude. Como consequência, a 

fluorescência decorrente das transições 𝜎∗ → 𝜎 raramente observada. Ao contrário, esse 

tipo de emissão é restrito aos processos menos energéticos 𝜋∗ → 𝜋 e 𝜋∗ → 𝑛 [68-70]. 

Uma molécula eletronicamente excitada normalmente retorna a seu estado 

excitado mais baixo por uma série de relaxações vibracionais rápidas e conversões 

internas que não produzem emissão de radiação. Assim a fluorescência origina se 

geralmente de uma transição do estado vibracional mais baixo do primeiro estado 

eletrônico excitado para um dos níveis vibracionais do estado eletrônico fundamental. 

Dessa maneira, para a maior parte dos compostos fluorescente, a radiação é produzida 

por uma transição 𝜋∗ → 𝑛 ou 𝜋∗ → 𝜋, dependendo de qual das duas é menos energética 

[68-70]. 

A maior eficiência quântica referente aos estados 𝜋 e 𝜋∗ pode ser associada de 

duas maneiras, a primeira a absortividade molar de uma transição 𝜋 → 𝜋∗ geralmente é 

100 a 1000 vezes maior que para um processo 𝑛 → 𝜋∗, e essa quantidade representa 

uma maior probabilidade de transição. Assim o tempo de vida inerente associado aos 

estados 𝜋, 𝜋∗ é menor (10−7 𝑎 10−9) s, comparado com (10−5 𝑎 10−7)s para os estados 

𝑛, 𝜋∗. Na fosforescência em geral, o processo ocorre a partir do estado excitado 𝑛, 𝜋∗, 

que tende a serem menor assim, menos suscetíveis á desativação que um estado tripleto  

𝜋 e 𝜋∗ do que para os estados 𝑛, 𝜋∗, porque a diferença de energia entre os estado 

singleto e tripleto é maior e o acoplamento spin-órbita é menos provável [68-71]. 

A fluorescência sofre também influência da estrutura da molécula, a fluorescência 

de maior intensidade é encontrada em compostos contento grupos aromáticos funcionais 

com transições 𝜋 → 𝜋∗. Os compostos contendo estruturas alinfáticas e carbonilas 

alicíclicas ou estruturas de ligação duplas altamente conjugadas também podem 



 

 

46 

  

apresentar fluorescência, mas em menor intensidade que nos sistemas aromáticos. A 

maioria dos hidrocarbonetos aromáticos não-substituídos florescem em solução e a 

eficiência quântica geralmente aumenta com o número de anéis e seu grau de 

condensação [66]. Os compostos heterocíclicos simples, ilustrado na Figura 10 não 

apresentam fluorescência. 

 

 

Figura 10: Compostos heterocíclicos simples, piridina, furano, tiofeno e pirrol [63]. 

 

 

Toda via estruturas com anéis condensados geralmente fluorescem. Acredita se 

que em compostos heterocíclicos nitrogenados a transição eletrônica de energia mais 

baixa envolva sistema 𝑛 → 𝜋∗, que é rapidamente convertida em estado tripleto e evita 

fluorescência. A condensação dos anéis benzênicos a núcleos heterocíclicos, porém 

resulta em um aumento da absortividade molar da banda de absorção, assim o tempo de 

vida de um estado excitado é mais curto para tais estruturas [71].  

É observada fluorescência para composto como, mostra quinolina, isoquinolina e 

indol, mostrados na Figura 11. A substituição no anel benzênico causa deslocamentos 

nos comprimentos de onda dos máximos de absorção e mudanças correspondentes nos 

picos de emissão de fluorescência. A substituição também pode afetar a eficiência 

quântica.  
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Figura 11: Anéis benzênicos: quinolina, isoquinolina e indol [71] 

 

O efeito da substituição por halogênicos é notável, o decréscimo de fluorescência 

é observado ao aumentar a massa molar do halogênio como ilustrado pela Tabela -1 é 

um exemplo do efeito de átomo pesado, que aumenta a probabilidade de cruzamento 

intersistema para o estado tripleto. Estima se que a pré-dissociação desempenha papel 

importante no iodobenzeno e também em derivados nitrogenados, uma vez que esses 

compostos possuem ligação de fácil ruptura, que podem absorver a energia de excitação 

em seguida á conversão interna. 

 

Tabela 1: Efeito da substituição na fluorescência no benzeno [63]. 
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A substituição de um grupo carboxílico ou carbonílico em um anel aromático 

geralmente inibe a fluorescência. Nesses compostos, a energia de transição 𝑛 → 𝜋∗ é 

menor que a energia de transição 𝜋 → 𝜋∗. Assim tem se que o rendimento de 

fluorescência nos sistemas 𝑛 → 𝜋∗ é geralmente mais baixo. 

A fluorescência também é favorecida em moléculas com estruturas rígidas, o 

efeito da rigidez também já mencionando para explicar o aumento na fluorescência de 

alguns agentes quelantes orgânicos, que são cátions metálicos se ligam a substâncias 

que possuem dois ou mais grupos doadores de pares de elétrons (grupamentos contendo 

pares isolados de elétrons), de tal maneira que se forma uma ou mais estruturas em anel. 

Quando complexados com íons metálicos. A falta de rigidez em uma molécula pode 

causar o aumento da velocidade de conversão interna consequentemente um aumento na 

facilidade de desativação não radioativa. Uma parte da molécula não rígida pode sofre 

vibrações de baixa frequência em relação a outras partes, tais movimentos 

indubitavelmente podem gerar uma perca de energia [67-70]. 

A temperatura é uma variável que pode influenciar na fluorescência, a eficiência 

quântica da fluorescência na maioria das vezes diminui com o aumento da temperatura, 

porque aumenta a frequência de colisões, em temperaturas mais elevadas tem se uma 

maior probabilidade da desativação por conversão externa. Um decréscimo na 

viscosidade do solvente também aumenta a facilidade de conversão externa [63-66]. 

Outro aspecto que deve se mencionar a respeito da fluorescência é que para um 

composto aromático com anéis substituído ácidos ou básicos o pH altera as intensidades 

da fluorescência. Tanto o comprimento de onda quanto a intensidade de emissão serão 

possivelmente diferentes para formas protonadas e desprotonadas. Tais mudanças na 

emissão de compostos desse tipo resultam da diferença no número de espécies de 

ressonância que estão associadas ás formas ácidas e básicas das moléculas. Uma 

aplicação deste efeito é usada para detecção do ponto final em titulação ácido-base [67]. 

Existem ainda efeitos da concentração do analito na intensidade de fluorescência, 

a potência de emissão de fluorescência (𝐹) é proporcional à potência radiante do feixe 

de excitação que é absorvido pelo sistema, assim: 

 

 𝐹 = 𝜙𝐹𝐾"(𝑃0 − 𝑃) = 𝐾′(𝑃0 − 𝑃) (13) 
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Onde 𝑃0 é a potência do feixe incidente na solução, 𝑃 é sua potência após 

atravessar uma distância 𝑏 do meio, 𝜙𝐹 é a eficiência quântica do processo de 

fluorescência e 𝐾" é convertido em uma nova constante. Para relacionar 𝐹 com a 

concentração 𝑐 das espécies fluorescentes, temos a lei de Beer na forma: 

 

 𝑃

𝑃0
= 10−𝜀𝑏𝑐 

(14) 

 

Onde 𝜀 é a absortividade molar das moléculas fluorescentes e 𝜀𝑏𝑐 é a absorbância 

𝐴. Fazendo as manipulações algébricas obtém se: 

 

 𝐹 = 𝐾′𝑃0(1 − 10
𝜀𝑏𝑐) (15) 

 

O termo da exponencial pode ser expandindo usando uma série Maclaurin de 

modo que, 

 

 
𝐹 = 𝐾′𝑃0 [2,303𝜀𝑏𝑐 − (

(2,303𝜀𝑏𝑐)2

2!
) + (

(2,303𝜀𝑏𝑐)3

3!
) + ⋯ ] 

(16) 

 

Considerando que 2,0303 𝜀𝑏𝑐 = 𝐴 < 0,005, todos os termos entre parênteses são 

pequenos quando comparados com o primeiro termo, assim o erro relativo máximo 

causado por desprezar todos os termos, exceto o primeiro é (0,13%) [65]. De maneira 

que é possível escrever,  

 

 𝐹 = 2,303𝐾′𝜀𝑏𝑐𝑃0 (17) 
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ou, com 𝑃0 constante, 

 

 𝐹 =  𝐾𝑐 =  2,303𝐾′𝑃0 =  2,303𝜙𝐹𝐾"𝜀𝑏𝑐𝑃0 (18) 

 

Com isso, o gráfico da intensidade de fluorescência radiante de uma solução em 

função da concentração das espécies emitidas deve ser linear para baixas concentrações. 

Quando 𝑐 torna se suficientemente grande de forma que a absorbância é maior que 

0,005, os termos de ordens superiores da equação (18) tornam se relevantes e a 

linearidade é perdida. 𝐹 é determinada por extrapolação da reta do gráfico, essa 

absorção excessiva é denominada como absorção primária [65-66]. 

Outro fator responsável pelos desvios negativos da linearidade em altas 

concentrações é a absorção secundária, esta ocorre quando o comprimento de onda da 

emissão superpõe uma banda de absorção. A fluorescência sofre uma diminuição á 

medida que a emissão atravessa a solução é reabsorvida por outras moléculas na 

solução. A absorção secundária pode ser uma absorção pelo próprio analito ou por 

outras espécies em solução. Esses efeitos da absorção são nomeados de “efeitos de filtro 

interno” [67]. 

Além dos efeitos da concentração em relação à intensidade de fluorescência, pode 

mencionar também os efeitos da supressão. Tal termo refere se à energia não radiativa 

transferida das espécies excitadas para outras moléculas. A supressão dinâmica 

necessita do contato entre as espécies excitadas e o agente supressor (𝑄). A supressão 

ocorre tão rapidamente quanto as espécies que sofrem colisão podem difundir juntas, a 

velocidade depende da temperatura e da viscosidade [67-68]. 

A concentração do supressor deve ser suficientemente alta para que haja 

probabilidade de colisão entre as espécies excitadas e o supressor durante o tempo de 

vida do estado excitado. Para a conversão externa controlada pela supressão dinâmica 

com um único supressor, tem se que a constante de velocidade de conversão externa é 

na forma: 

 



 

 

51 

  

 𝑘𝑒𝑐 = 𝑘𝑞[𝑄] (19) 

Onde 𝑘𝑞 é constante de velocidade para supressão e [𝑄] é a concentração do 

supressor. Na ausência de supressão (𝑘𝑒𝑐 = 0) e quando a pré-dissociação e a 

dissociação estão ausentes (𝑘𝑝𝑑 = 𝑘𝑑 = 0), a eficiência quântica pode ser escrita como, 

 

 
𝜙𝐹
0 =

𝑘𝑓

𝑘𝑓 + 𝑘𝑖 + 𝑘𝑖𝑐
 

(20) 

Quando considera se a supressão tem se: 

 

 
𝜙𝐹 =

𝑘𝑓

𝑘𝑓 + 𝑘𝑖 + 𝑘𝑖𝑐 + 𝑘𝑞[𝑄]
 

(21) 

 

Assim, realizando a razão entre as duas relações da eficiência quântica obtêm se a 

constante a equação de Ster-Vomer, 

 

 𝜙𝐹
0

𝜙𝐹
= 1 + 𝑘𝑞[𝑄] 

(22) 

 

Onde 𝐾𝑞 é a constante de supressão de Stern-Volmer, sendo definida por 𝐾𝑞 =

𝑘𝑞 (𝑘𝑓 + 𝑘𝑖 + 𝑘𝑖𝑐)⁄ . Manipulando a equação chega se, 

 

 1

𝜙𝐹
=
1

𝜙𝐹
0 +

𝐾𝑞[𝑄]

𝜙𝐹
0  

(23) 

 

A representação gráfica de (1 𝜙𝐹⁄ ) em função de [𝑄] deverá ser uma reta com 

inclinação proporcional de (𝐾𝑞 𝜙𝐹
0⁄ ) e um intercepto em (1 𝜙𝐹

0⁄ ). A constante de Stern-
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Volmer pode ser obtida a partir da razão do coeficiente angular pelo coeficiente linear. 

A supressão dinâmica reduz tanto a eficiência quântica de fluorescência como o tempo 

de vida de fluorescência. Como a emissão de fluorescência é diretamente proporcional à 

eficiência quântica, pode se escrever a equação de Stern-Volmer [67] em termos sinais 

medidos, 

 

 𝐹0
𝐹
= 1 + 𝐾𝑞[𝑄] 

(24) 

 

Onde 𝐹0 e 𝐹 são os sinais de fluorescência na ausência e na presença do supressor, 

respectivamente. De modo que a constante de Stern-Volmer é a inclinação do gráfico de 

(𝐹0 𝐹⁄ ) por [𝑄]. Na supressão estática, o supressor e o fluoróforo no estado fundamental 

formam um complexo chamado de complexo escuro, neste caso o decréscimo na 

intensidade de fluorescência também pode ser descrito pela equação de Stern-Volmer. 

Porém 𝐾𝑞 será uma constante de formação do complexo fluoróforo, vale ressaltar que a 

supressão estática não afeta o tempo de vida de fluorescência [69].  

Os espectros de emissão de um determinado composto podem ser representados 

graficamente de algumas maneiras, pode se fixar um comprimento de onda de excitação 

enquanto é feito o registro da intensidade de emissão em função do comprimento de 

onda [72]. Outra maneira de representa o espectro é tridimensionalmente ou também 

com um gráfico de contorno A Figura 12 ilustra ambos os casos. Ambos mostram o 

sinal de fluorescência em função dos comprimentos de onda de excitação e dos 

comprimentos de onda de emissão, simultaneamente. É comum chamar esses dados de 

matriz de excitação-emissão.  
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Figura 12: (a) Espectros de fluorescência tridimensional (b) Gráfico de contorno de fluorescência [66] 

 

Há ainda alguns aparatos experimentais que permitem varrer simultaneamente os 

comprimentos de onda de excitação e de emissão com uma pequena diferença entre 

eles, o espectro gerado por esse procedimento é denominado de espectro síncrono. Um 

sinal de fluorescência é obtido apenas em comprimentos de onda onde a excitação e a 

emissão ocorrem para uma diferença de comprimento de onda selecionada [65-66]. 

Os componentes dos instrumentos de medidas para fluorescência são similares aos 

fotômetros e espectrofotômetros ultravioleta-visível. A Figura 13 ilustra uma 

configuração típica para os componentes de fluorímetros e espectrofluorímetros, 

basicamente quase todos os aparatos experimentais de fluorescência usam óptica de 

feixe duplo. O feixe superior da amostra passa inicialmente através do seletor de 

excitação de comprimento de onda (filtro ou monocromador), o qual transmite a 

radiação que excita a fluorescência, mas exclui ou limita a radiação do comprimento de 

onda de emissão fluorescente. A fluorescência é emitida em todas as direções, mas é 

convenientemente observada em ângulos retos ao feixe de excitação, isso minimiza as 

contribuições do espalhamento e da radiação intensa da fonte. A radiação emitida passa 

através de um seletor de emissão de comprimento de onda de comprimento de onda 

(filtro ou monocromador) que isola a emissão da fluorescência, a radiação isolada atinge 

então um fototransdutor, onde é convertido em um sinal elétrico para a medida [66-70]. 
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Figura 13: Componentes de um fluorímetro ou espectrofluorímetro. A fonte de radiação é dividida em 

dois feixes. O feixe da amostra passa através do seletor de comprimento de onda de excitação em direção 

da amostra. A fluorescência emitida é isolada pelo seletor de comprimento de onda de emissão antes de 

atingir o transdutor. O feixe de referência é atenuado antes de atingir o transdutor. Os componentes 

eletrônicos e o sistema computacional calculam a razão da intensidade de fluorescência para a intensidade 

do feixe de referencia, que cancela o efeito das flutuações da intensidade da fonte [66]. 

 

O feixe de referência menor passa através de um atenuador que reduz sua potência 

para um valor próximo daquele da radiação de fluorescência, a redução da potência é 

usualmente de um fator de 100 ou maior, o feixe atenuado atinge, então, um segundo 

transdutor e é convertido para um sinal elétrico. Os componentes eletrônicos em um 

sistema de dados computacional processam os sinais para calcular a razão da 

intensidade de emissão de fluorescência para a intensidade da fonte de excitação e 

produz um espectro resultante ou os dados para um único comprimento de onda.  

A sofisticação, as características de desempenho e custos dos fluorímetros e dos 

espectrofluoímetros diferem enormemente, da mesma forma que os instrumentos 

correspondentes para as medidas de absorção. Quando são empregados apenas filtros, o 

instrumento é chamado de fluorímetro, os espectrosfluorímetros verdadeiros empregam 

dois monocromadores para isolar o comprimento de onda. Alguns instrumentos são 

híbridos, fazem uso de filtro para selecionar o comprimento de onda de excitação e um 

monocromador para escolher o comprimento de onda de emissão [72]. 

 Uma das características mais interessantes dos métodos luminescentes é a sua 

inerente sensibilidade, com os limites de detecção, que são até três ordens de magnitude 

melhores que os encontrados pela espectroscopia de absorção. Outra vantagem dos 

métodos fotoluminescentes é a sua grande faixa linear de concentração, que também é 

significativamente maior que do que os métodos de absorção. Porém, como os estados 
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excitados são suscetíveis à desativação pelas colisões e outros processos, muitas 

moléculas não apresentam fluorescência ou fosforescência [68-70]. Neste trabalho fez 

se uso da técnica de fluorescência molecular para caracterizar e quantificar o teor de 

água em amostras de etanol fez se uso da rodamina B, um corante que é conhecido pela 

sua alta eficiência de fluorescência. 

 

3.5.3 Tempo de vida de fluorescência 

 

A medida de fluorescência no estado estacionário é feita com uma iluminação e 

observações constantes, a amostra é exposta a radiação com um feixe continuo de luz e 

a intensidade de emissão é então registrada. A medida de fluorescência resolvida no 

tempo é realizada para determinar as intensidades e tempo de decaimento de 

fluorescência, a amostra é exposta em um pulso de luz, onde a largura do pulso é menor 

do que o tempo característico de decaimento da amostra. A intensidade deste 

decaimento é detectada, onde é possível retirar os valores de tempo numa escala de 

nanossegundos [67]. 

É possível estabelecer uma relação entre as medidas de estado estacionário e as 

medidas de fluorescência resolvidas no tempo, a observação do estado estacionário é 

tida como uma média do fenômeno resolvido no tempo sobre a intensidade de 

decaimento da amostra. Muitos fluorósforos dispõem de tempo de vida na ordem de 

subnanossegundos, devido ás curtas escalas de tempo de fluorescência, medidas de 

emissão de fluorescência resolvida no tempo requer uma sofisticação na ótica e na 

eletrônica dos equipamentos. No entanto, apesar das dificuldades experimentais, a 

técnica de fluorescência resolvida no tempo vem sendo cada mais usada em análises 

laboratoriais [72]. 

As medidas de tempo de vida de fluorescência podem dar informações sobre os 

processos de desativação colisional, sobre a taxa de transferência de energia e sobre as 

reações em estado excitado. Tais medidas podem ser usadas analiticamente para 

fornecer seletividade adicional na análise de misturas contendo fluorósforos [69]. Dada 

uma solução diluída de espécies fluorescentes com concentração [𝐴] (geralmente em 

𝑚𝑜𝑙𝐿−1), um pulso de luz 𝑡 = 0 leva certo número de moléculas, A, ao estado excitado 
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de singleto 𝑆1 através da absorção de fótons. Essas moléculas excitadas então retornam 

ao estado 𝑆0, através dos processos radiativos, não radiativos e cruzamento intersistema. 

A taxa de despopulação do estado excitado pode ser descrita pela equação diferencial, 

 
−
𝑑[¹𝐴∗]

𝑑𝑡
= (𝑘𝑟

𝑠 + 𝑘𝑛𝑟
𝑠 )[¹𝐴∗] 

(25) 

Onde 𝑘𝑟 representa taxa de emissão radiativa e 𝑘𝑛𝑟 dos processos não radiativos, 

integrando a expressão é possível obter a evolução no tempo da concentração de 

moléculas no estado excitado, [¹𝐴∗], de modo que fica: 

 [¹𝐴∗] = [¹𝐴∗]0𝑒
(𝑡 𝜏𝑠⁄ )  (26) 

 

Onde [¹𝐴∗]0 é a concentração de moléculas no estado excitado no tempo  𝑡 = 0 e 

𝜏𝑠 é o tempo de vida do estado 𝑆1, definido por, 

 
𝜏𝑠 =

1

𝑘𝑟
𝑠 + 𝑘𝑛𝑟

𝑠  
(27) 

 

A intensidade de fluorescência é definida como a quantidade de fotos emitida por 

unidade de tempo por volume, assim, 

 
𝐴∗

             𝑘𝑟               
𝑠

→          𝐴 + 𝑓ó𝑡𝑜𝑛 
(28) 

A intensidade de fluorescência 𝑓 no tempo 𝑡 após a excitação da amostra por um 

pulso de luz no tempo igual a 0 é proporcional, em cada tempo, à concentração 

instantânea de moléculas no estado excitado, o fator de proporcionalidade é dado pela 

taxa radiativa 𝑘𝑟
𝑠, de maneira que, 

 𝑓(𝑡) = 𝑘𝑟
𝑠[¹𝐴∗] =  𝑘𝑟

𝑠[¹𝐴∗]0𝑒
(−𝑡 𝜏𝑠⁄ ) (29) 

 

Onde 𝑓(𝑡) é a resposta do sistema, o qual diminui de acordo com uma função 

exponencial.  
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O tempo de decaimento de fluorescência 𝜏𝑠 é a propriedade de extrema relevância 

de uma molécula fluorescente, pois define a janela temporal em que podemos observar 

o fenômeno dinâmico do sistema. Após a excitação, uma fração de moléculas do 

sistema pode alcançar o estado excitado tripleto, de onde o retornarão ao estado 

fundamental via processo radiativo, emissão de fótons, e processos não radiativos [67-

69]. A concentração de moléculas no estado tripleto decai exponencialmente com um 

tempo característico 𝜏𝑇, definido por, 

 
𝜏𝑇 =

1

𝑘𝑟𝑇 + 𝑘𝑛𝑟𝑇
 

(30) 

  

O rendimento quântico de fluorescência 𝜙𝐹 é a fração de moléculas no estado 

excitado que retornam ao estado fundamental 𝑆0como emissão de fótons, então, 

 
𝜙𝐹 =

𝑘𝑟
𝑠

𝑘𝑟
𝑠 + 𝑘𝑛𝑟

𝑠 = 𝑘𝑟
𝑠𝜏𝑠 

(31) 

Usando a definição de rendimento quântico, razão do número de fótons emitidos 

pelo número de fotos absorvidos, tem se, 

 𝑓(𝑡)

[¹𝐴∗]0
= 𝑘𝑟

𝑠𝑒(
−𝑡

𝜏𝑠⁄ ) 
(32) 

A integração desta expressão fornece o decaimento (matematicamente de zero a 

infinito) o rendimento quântico, assim,  

 1

[¹𝐴∗]0
∫ 𝑓(𝑡)𝑑𝑡

∞

0

= 𝑘𝑟
𝑠𝜏𝑠 = 𝜙𝐹 

(33) 

Na fluorescência estacionária os espectros de emissão e excitação são registrados 

usando os espectrofluorímetros, a fonte de luz é uma lâmpada emitindo um fluxo de 

fótons constante. Sendo 𝑁0 número de fótons incidentes durante um intervalo de tempo 

por unidade de volume da amostra com a concentração do fluoróforo [𝐴], tem se que, 

𝛼𝑁0 representa a quantidade de fótons absorvidos por unidade de volume e o processo 

de excitação em quesito é dado por ¹𝐴 + ℎ𝜐
          𝑘𝑎         
→       ¹𝐴∗, onde 𝑘𝑎 ≈ 10

15𝑠−1. 
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Sob fonte de excitação contínua, a concentração [¹𝐴∗] permanece constante, logo, 

o sistema está no estado estacionário, à taxa temporal de mudança de [¹𝐴∗] é dado por,  

 𝑑[¹𝐴∗] 

𝑑𝑡
= 0 = 𝑘𝑎𝛼𝑁0 − (𝑘𝑟

𝑠 + 𝑘𝑛𝑟
𝑠 )[¹𝐴∗]  (34) 

  

Onde 𝑘𝑎𝛼𝑁0 representa o número de fótons absorvidos por unidade de volume 

por unidade de tempo, é possível escrever a expressão em função da intensidade de luz 

incidente 𝐼0, a concentração fica, 

 
[¹𝐴∗] =

𝛼𝐼0
𝑘𝑟
𝑠 + 𝑘𝑛𝑟

𝑠  
(35) 

A quantidade de fotos fluorescentes emitidos por unidade tempo e por unidade de 

volume, de maneira que a intensidade de fluorescência no estado estacionário é, 

 
𝑓 = 𝑘𝑟

𝑠[¹𝐴∗] = 𝛼𝐼0
𝑘𝑛𝑟
𝑠

𝑘𝑟
𝑠 + 𝑘𝑛𝑟

𝑠 = 𝛼𝐼0𝜙𝐹  
(36) 

Essa expressão representa a intensidade de fluorescência no estado estacionário 

por fóton absorvido. 

Há dois métodos utilizados para medir o tempo de vida de fluorescência de um 

dado fluoróforo, o método pulsado e o harmônico ou de modulação de frequência, neste 

trabalho foi usado o pulsado, será feita uma explanação sobre este método. Suponha 

uma amostra contendo um fluoróforo é excitada com um pulso de luz infinitamente 

curta resultando em uma população inicial 𝑁0 de fluoróforos no primeiro estado 

excitado singleto [70; 73]. A população decai de acordo com a equação, 

 𝑑𝑁(𝑡)

𝑑𝑡
= −(𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟)𝑁(𝑡) 

(37) 

Onde 𝑁(𝑡) é o número de moléculas excitadas no tempo 𝑡, 𝑘𝑟 é taxa de radiativa 

de decaimento (fluorescência ou fosforescência) e 𝑘𝑛𝑟 é a taxa de decaimento não 

radiativa. A emissão é um evento aleatório e cada fluoróforo tem a mesma 

probabilidade de emitir num dado período de tempo, integrando a expressão obtêm se o 

decaimento exponencial da população excitada assim, 
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 𝑁 = 𝑁0𝑒
(−𝑡 𝜏⁄ ) (38) 

Como a intensidade radiativa 𝐼 é proporcional a 𝑁(𝑡) a expressão torna se, 

 𝐼 = 𝛼𝑒(
−𝑡

𝜏⁄ ) (39) 

 Para um decaimento de fluorescência multiexponencial com 𝑛 componentes, 𝐼(𝑡) 

é representado por: 

 
𝐼(𝑡) =∑𝛼𝑖𝑒

(−𝑡 𝜏𝑖⁄ )

𝑛

𝑖=1

 
(40) 

A intensidade fracionária da componente 𝑖, ou contribuição frácionaria da 

componente 𝑖 para a intensidade estacionária, é, 

 
𝑓𝑖 =

∫ 𝐼𝑖(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

∫ 𝐼(𝑡)
∞

0

=
𝛼𝑖𝜏𝑖

∑ 𝛼𝑖𝜏𝑖
𝑛
𝑖=1

 
(41) 

 

Com ∑ 𝑓𝑖 = 1
𝑛
0 . 

Nestes casos de decaimento de fluorescência mutiexponenciais, o tempo de vida 

médio pode ser determinado como, 

 
〈𝜏〉 =

∫ 𝑡 𝐼(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

∫ 𝐼(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

=
∑ 𝛼𝑖𝜏𝑖

2𝑛
𝑖=1

∑ 𝛼𝑖𝜏𝑖
𝑛
𝑖=1

=∑𝑓𝑖𝜏𝑖

𝑛

𝑖=1

 
(42) 

Nesta configuração, cada tempo de decaimento é ponderado pela intensidade 

fracionária, esta média é denominada de tempo de decaimento com a média nas 

intensidades. Outra possibilidade é fazer uso das amplitudes, ou seja, 

 
〈𝜏〉 =

∑ 𝛼𝑖𝜏𝑖
𝑛
𝑖=1

∑ 𝛼𝑖
𝑛
𝑖=1

=∑𝑎𝑖𝜏𝑖

𝑛

𝑖=1

 
(43) 

 

Onde 𝑎𝑖são as amplitudes fracionárias, 𝑎𝑖 =
𝛼𝑖

∑ 𝛼𝑖
𝑛
𝑖=1

, esta média é chamada de 

tempo de vida de fluorescência com média nas amplitudes. 
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A definição usada depende do fenômeno estudado em questão, por exemplo, o 

tempo de decaimento com média nas intensidades deve ser usado para calcular uma 

constante colisional média, enquanto, em procedimentos de transferência de energia 

ressonante, o tempo de decaimento com média nas amplitudes deve ser usado em 

cálculos de eficiência de transferência de energia [69]. 

O arranjo experimental para medidas de fluorescência resolvida no tempo usado 

no presente trabalho é baseado no método de contagem de fóton único correlacionado 

no tempo (TCSPC – Time Correlated Single Photon Counting). O principio deste 

método baseia se no fato de que a probabilidade de detectar um fóton único no tempo 𝑡 

depois de um pulso de excitação é proporcional à intensidade de fluorescência naquele 

tempo. Após a sincronização e gravação de fótons únicos, depois de um grande número 

de pulsos de excitação, a curva de decaimento de intensidade de fluorescência é 

reconstruída, a Figura 14 ilustra um digrama esquemático de fluorímetro de contagem 

de fóton único. 
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Figura 14: Diagrama esquemático de um fluorímetro de contagem de fóton único [67] 

 

A fonte de excitação pode ser uma lâmpada de flash ou laser, um pulso elétrico 

associado com um pulso ótico é gerado e encaminhado através de um discriminador 

para a entrada INICIAR do conversor tempo-amplitude, por outro lado a amostra é 

excitada pelo pulso ótico e emite fluorescência. Os sistemas óticos são ajustados de 
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modo que o fotomultiplicador detecte não mais de um fóton por cada pulso de 

excitação, o pulso elétrico correspondente é encaminhado através de um discriminador, 

para a entrada DETER do conversor tempo-amplitude. Este que gera um pulso de saída 

cuja amplitude é diretamente proporcional ao intervalo de tempo entre os pulsos 

INICIAR e DETER, o intervalo de tempo é convertido a um valor digital por meio de 

um conversor analógico-digital, o analisador multicanal aumenta de um conteúdo do 

canal de memória correspondendo ao valor digital do pulso detectado. Depois de um 

grande número de eventos excitação-detecção, forma se o histograma dos fótons 

detectados, que representa a curva de decaimento de fluorescência, logo quanto maior o 

número de eventos melhor a precisão da curva de decaimento [73]. 

Muitas vezes as fontes luminosas disponíveis fornecem pulsos de diferentes 

intervalos de duração, como consequência o decaimento de fluorescência observado 

deve ser corrigido pela largura do pulso da lâmpada, este procedimento é chamado de 

deconvolução espectral [67-70]. Quando a deconvolução é necessária, o perfil temporal 

da lâmpada do pulso de excitação é gravado sob as mesmas condições por substituição 

da amostra por uma solução dispersante, essa dificuldade causada pela largura do pulso 

pode ser minimizada pelo uso de lasers com pulsos de curta duração. Neste trabalho foi 

utilizada técnica de fluorescência pulsada, para determinar o tempo de vida de 

fluorescência das amostras, que são misturas de água/etanol em várias concentrações na 

presença da rodamina B. 

 

3.6 Interação Etanol- Água-Rodamina 

 

As propriedades ópticas de um fluoróforo sofrem influência do tipo de solvente 

em que este está diluído, fluorescência, o tempo de vida de fluorescência, a absorção 

UV-Vis [74], podem apresentar diferentes valores de intensidades, como também 

deslocamentos de bandas. Há trabalhos que discute o comportamento da rodamina B 

diluída no etanol, na da água e nas misturas água/etanol. Dois tipos de efeitos 

geralmente são mencionados e classificados como dinâmicos e estáticos [75]. 

Os efeitos dinâmicos são consequência de colisões entre as moléculas de solvente 

e, é importante nos processos de relaxação do estado excitado que envolve movimento 
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de torção foto-induzido ao redor das ligações químicas das moléculas do corante, a 

viscosidade do solvente também pode estar associada a esses efeitos dinâmicos de 

colisão [75-78]. 

Os efeitos estáticos são subdivididos em interações de curto alcance e interações 

universais, a magnitude da influência do solvente como meio dipolar depende da 

constante dielétrica e do índice de refração, e se mostra no aumento das interações 

universais. Ambas as interações afetam a forma e a separação das energias potenciais, e, 

portanto, modificam a altura das barreiras de potencial [78-79]. 

Na literatura há trabalhos confirmando a presença de dímeros em soluções 

aquosas de rodamina, inclusive em concentrações bem diluídas na ordem de 10
-4

 M a 

10
-7

 M, mostrando que a constante de dissociação (dimerização) é praticamente 

invariável, isto indica que para estas concentrações as soluções são binárias, compostas 

de monômeros e dímeros [44]. As interações específicas de soluto-solvente 

correspondem às interações particulares da estequiometria entre as moléculas do soluto 

e do solvente, tais interações incluem ligações tipo pontes de hidrogênio e também 

podem incluir a formação de complexos. Elas podem afetar a constante de decaimento 

da rodamina B, devido aos grupos de dietilamina, pois favorecem os processos de 

conversão interna [80-81]. 

Existem trabalhos que buscam esclarecerer as interações das rodaminas com 

diversos solventes, e explicar as propriedades fotofísicas derivadas dessas interações, 

em experiências usando a rodamina em misturas água/etanol [82-83]. É possível fazer 

implicações sobre alguns efeitos observados.  A banda de absorção das rodaminas do 

tipo dietilamina (rodamina B) sofre deslocamento para altas energias, de modo que a 

quantidade de água diminui é verificado deslocamento para o azul. Em misturas onde o 

teor de água é maior, identifica se um deslocamento de banda de banda de absorção para 

o vermelho. 

As diferentes interações entre a rodamina e o solvente [82,84] são ilustradas nas 

Figuras 15 e 16, a análise então pode ser feita: 

Interação A: O solvente pode sofrer interação com o grupo hidroxila e com o par 

solitário do grupo amina com uma ligação tipo H, evitando a participação do par 

solitário do grupo amina no sistema 𝜋 do xanteno e favorecendo a ressonância das 

estruturas 𝑏, 𝑐 e 𝑑. o que favorece o deslocamento de banda para o vermelho. 
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Interação B: As estruturas ressonantes 𝑎 e a 𝑎’ podem ser estabilizadas por uma 

interação eletrostática entre a carga positiva do grupo amina da rodamina e o par 

solitário do grupo hidroxila do solvente (etanol/água), o que causa consequentemente 

um deslocamento para o vermelho. 

Interação C: O grupo carboxila pode sofrer solvatação, o que inibi a interação 

eletrostática molecular entre a carga positiva do xanteno e o grupo COOR, isto causa 

um deslocamento no espectro para comprimentos de onda maior, ou seja, baixas 

energias.  

Interação D: A interação entre o par solitário do grupo hidroxila do solvente com 

o átomo de hidrogênio do grupo monometilamina da rodamina por uma ligação tipo H 

altera a densidade eletrônica do grupo amina, o que permite uma deslocalização do par 

solitário do grupo amina através do anel xanteno, favorecendo um deslocamento 

espectral para o vermelho. 

 

 

Figura 15: Interações de pontes e hidrogênio entre os diferentes grupos funcionais das rodaminas e 

solventes próticos [85] 
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Figura 16: Estruturas ressonantes dos cromóforos das rodaminas [92] 

 

As interações descritas entre a molécula de rodamina e o solvente (água/etanol) 

indicam as possíveis causas dos deslocamentos dos espectros observados, porém é 

complicado fornecer uma explicação com completeza de como todas as interações 

influem no espectro, uma vez que as interações não ocorrem isoladamente, mas de 

maneira conjunta e inter-relacionadas [82]. A partir dessas discussões pode se dizer que 

as moléculas de álcool têm maior afinidade para interagir (dissolver) com o grupo 

amina, no entanto que as moléculas de água são rejeitadas por este grupo devido a 

forças hidrofóbicas. 

 

3.7 Curva analítica  

 

O procedimento de validação de métodos deve incluir todas as etapas necessárias 

para demonstrar que os resultados obtidos são confiáveis e reprodutíveis. Uma questão 

de suma importância no delineamento das etapas a comporem o procedimento de 

validação de um método analítico está justamente no estabelecimento dessas etapas 

[84]. 

 A validação de um método desenvolvido, ou mesmo, a validação de modificações 

de ajuste de métodos já publicados, mesmo os oficiais, envolve uma etapa crítica que é 

o julgamento do nível de validação necessário conforme o objetivo a que se destina o 

método analítico. As agências reguladoras sugerem diferentes classificações para os 

níveis de validação de um método, todas diferenciadas conforme a proposta a que se 

destina o mesmo [84-85].  
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Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentração do analito na 

qual o método pode ser aplicado, a curva de calibração representa a relação entre a 

resposta do instrumento e a concentração conhecida do analito. O termo calibração é 

mais pertinente para instrumentos de medição e padrões o termo curva analítica para 

expressar a relação sinal (resposta) em função da concentração do analito.  É recomenda 

que no mínimo cinco níveis de concentração (incluindo a amostra zero) sejam 

empregados na construção da curva analítica [62].  

Como critérios de avaliação os resultados devam ser analisados por métodos 

estatísticos como, por exemplo, regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e 

que deva ser usado o modelo mais simples que adequadamente descreve a relação 

concentração-resposta. O uso de outros modelos mais complexos deve ser justificado 

[84-86]. 

Dentre os principais parâmetros de uma curva analítica têm se: a especificidade do 

método, linearidade, exatidão, precisão, faixa, limite de detecção, limite de 

quantificação e robustez [86]. 

-Especificidade é a capacidade do método analítico em distinguir o analito de todo 

o resto que possa estar presente na amostra. 

- Linearidade é a medida de o quanto uma curva analítica segue uma linha reta, 

mostrando que a resposta é proporcional à quantidade de analito, essa medida é 

comumente feita pelo valor do quadrado do coeficiente de correlação. 

-Exatidão é definida como a proximidade do valor verdadeiro, as maneiras de 

verificar a exatidão podem incluir: analisar um material de referência-padrão em uma 

matriz similar àquela da amostra desconhecida; comparar resultados provenientes de 

dois ou mais métodos analíticos diferentes; analisar um branco que foi propositalmente 

contaminado por uma quantidade conhecida do analito. 

-Precisão é a reprodutibilidade de um resultado, normalmente expressa por meio 

de um desvio padrão, existem vários tipos de precisão: precisão do instrumento de 

medida; Precisão intrínseca do ensaio; precisão intermediária, também chamada de 

robustez é a variação observada quando um ensaio é feito por pessoas diferentes, em 

instrumentos diferentes, em dias diferentes; precisão interlaboratorial também chamada 

de reprodutibilidade é a medida mais geral da reprodutibilidade quando alíquotas da 

mesma amostra são analisadas por pessoas diferentes, em laboratórios diferentes.  



 

 

67 

  

-Faixa é o intervalo de concentrações no qual a linearidade, exatidão e precisão 

atendem às especificações para o método analítico. 

- Limite de detecção é definido como a menor quantidade do analito presente em 

uma amostra que pode ser detectado, porém, não necessariamente quantificado, sob as 

condições experimentais estabelecidas, ou seja, o limite de detecção é a mais baixa 

concentração de analito que pode ser detectado de forma confiável e distinto de zero, 

mas não necessariamente quantificado na concentração em que um valor medido for 

maior que a incerteza associada a ele [93-95]. O valor do limite de detecção 𝐿𝐷 pode ser 

expresso por, 

 
𝐿𝐷 =

3𝜎

𝛼
 

(44) 

Onde 𝜎 é o desvio padrão das 𝑛 medidas do branco e 𝛼 é o coeficiente angular da 

reta ajustada.  

- Limite de quantificação é definido como a menor quantidade do analito em uma 

amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições 

experimentais estabelecidas. O limite de quantificação é a mais baixa concentração de 

analito que pode ser determinada quantitativamente com um nível aceitável de precisão. 

O limite de quantificação 𝐿𝑄 pode ser expresso por, 

 
𝐿𝑄 =

10𝜎

𝛼
 

(45) 

Onde 𝜎 é o desvio padrão das 𝑛 medidas do branco e 𝛼 é o coeficiente angular da 

reta ajustada.  

O menor limite de detecção, dado pela equação (44), onde 𝜎 é o desvio padrão de 

uma amostra de baixa concentração e 𝛼 o coeficiente angular da curva analítica, o 

desvio padrão é uma medida do ruído (variação aleatória) em um branco ou sinal 

pequeno. Quando o sinal é 3 vezes maior que o ruído ele é prontamente detectável, mas 

ainda é pequeno para uma medida exata. Um sinal dez vezes maior que o ruído é 

definido como o limite inferior de quantificação, assim sendo a menor quantidade que 

pode ser medida com exatidão razoável. 

Além das formas mencionadas anteriormente, existem outras maneiras de 

estipular os valores de LD e LQ, na literatura existem trabalhos [87-90] que utilizam 
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outros parâmetros da curva analítica para determinar os valores de LD e LQ, as 

justificativas para tais mudanças na forma de calcular os valores de LD e LQ são 

particulares de cada autor. 

 

3.9 Validação Cruzada  

 

A validação de um método é um processo de determinar o grau de confiabilidade 

do modelo construído em relação aos dados apresentados, A validação cruzada pode ser 

empregada como metodologia de teste para os métodos propostos em determinar 

quantidades de água presente em amostras de etanol, usando os procedimentos 

espectroscópicos [101-102].  

No método de validação cruzada k-folds, o conjunto de dados original é dividido 

em 𝑘 subconjuntos, destes 𝑘 subconjuntos, um subconjunto é retido para ser utilizado na 

validação do modelo e os 𝑘 − 1subconjuntos sejam utilizados novamente. O processo 

de validação cruzada é então repetido 𝑘 vezes, de modo que cada um dos 𝑘 

subconjuntos seja utilizado exatamente uma vez como dado de teste para validação do 

modelo [91-93].  

O resultado final desse processo é o desempenho médio do classificador no 𝑘 

testes. O objetivo de repetir os testes múltiplas vezes é aumentar a confiabilidade da 

estimativa da precisão do classificador. A variância entre as precisões dos testes possui 

uma relação inversa com 𝑘.   

O método de validação cruzada Leave-One-Out possui a mesma definição do 

método k-folds, a única diferença está no número de subconjuntos 𝑘, o método Leave-

One-Out define o número de subconjuntos igual ao número de exemplos pertencentes 

ao conjunto de inicial. A partir deste método é possível obter os seguintes parâmetros: 

índice de Kappa, Acurácia, Precisão, Recal e F-Score [93-96]. 

O coeficiente Kappa é uma medida estatística de aceitação entre avaliadores, entre 

os dados reais e os dados deduzidos, este coeficiente mede a concordância entre dois 

avaliadores, em que cada um classifica os 𝑁 itens em 𝐶 categorias mutualmente 

exclusivas. A expressão para o índice Kappa (𝑘) é, 



 

 

69 

  

 
𝑘 =

Pr(𝑎) − Pr (𝑒)

1 − Pr (𝑒)
 

(46) 

Onde Pr (𝑎) é a observação relativa de aceitação entre os avaliadores e Pr (𝑒)é 

hipoteticamente a probabilidade de acerto, caso a concordância entre os classificares 

seja completa, então 𝑘 = 1, caso não haja concordância entre os preditores, então 𝑘 ≤

0.  

A acurácia é a proporção dos itens verdadeiros (positivos e negativos) sobre toda 

população, sendo, 

 
𝐴𝑐𝑢𝑟á𝑐𝑖𝑎 =

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠   𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 + 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠   𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 + 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠
 

(47) 

A precisão é a proporção entre intens classificados corretamente e todos os itens 

pertencentes à classe,  

 
𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 =

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠    𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠    𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 + 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠   𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠
 

(48) 

O Recall mede a proporção dos itens classificados corretamente dentre todas as 

informações verdadeiras, assim, 

 
𝑅𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙 =

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠   𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠  𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 + 𝑓𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠  𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠
 

(49) 

O F-Score é a medida harmônica entre a precisão e o Recall, ou seja, 

 
𝐹 − 𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 2 𝑥 

𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 𝑥𝑅𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙

𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 + 𝑅𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙
 

(50) 

O método de validação cruzada Leave-One-Out foi aplicado nas curvas analíticas 

resultante entre os sinais (reposta óptica) e a concentração de água em amostras de 

etanol, com o intuito de verificar a confiabilidade das metodologias empregadas.  
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4 Materiais e métodos  

 

4.1 Materiais utilizados 

 

Os materiais utilizados para os procedimentos experimentais foram: Álcool etílico 

UV- HPLC - espectroscópico 1000 ml (Vetec); água deionizada; Rodamina B (RdB)  

padrão HPLC (Sigma-Aldrich).  

 

4.2 Preparo das amostras 

 

Foram preparadas blendas água/etanol, com massa total igual a 50g, variando as 

concentrações de água de 1% em 1 % entre A0 e A15, de 10% em 10% entre A20 e 

A50, e por fim a amostra A100. É importante destaca-se que na nomenclatura em 

questão a amostra Ax representa que existe x% de água na blenda água/etanol. 

Inicialmente, uma solução padrão RdB diluída em etanol na concentração de 0,156 

mg/g (massa de RdB/massa de etanol) foi preparada. Em seguida 1g dessa solução 

padrão (etanol e rodamina B) foi adicionada em todas as blendas Ax, obtendo uma 

concentração final de RdB de (5,2 x 10
-6

) mol/Kg (mols-RdB/massa da blenda água-

etanol). Para preparo da amostra A100 foi preparada uma solução padrão (água e 

rodamina B). Todas as amostras foram preparadas em triplicatas.  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r6626?lang=pt&region=BR
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4.3 Medidas de fluorescência 

 

As medidas de fluorescência molecular foram mensuradas em um 

Espectrofluorímetro Cary Eclipse da marca Varian®, disponível no LOF (Laboratório 

de Óptica e Fotônica) da Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia da UFGD 

Dourados. Fez uso de uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho óptico. Para 

obtenção dos mapas de contorno de fluorescência as amostras foram excitadas de 

200nm a 600nm, as fendas de excitação e emissão foram de 5 nm e a sensibilidade do 

detector de 650 V.  

 

4.4 Medidas de absorção UV-vis 

 

As análises de absorção molecular foram realizadas em um Espectrômetro de 

Absorção UV-Visível Cary 50 da marca Varian
®
, disponível no LECA (Laboratório de 

Espectrometria e Cromatografia Aplicada) da Faculdade de Ciências Exatas e 

Tecnologia da UFGD Dourados. Utilizou se uma cubeta de quartzo com 1 cm de 

caminho óptico. Para obtenção dos espectros de absorção as amostras foram excitadas 

de 200 nm a 800 nm. 

 

4.5 Medidas tempo de vida de fluorescência  

 

As medidas de tempo de vida de fluorescência foram realizadas utilizando um 

espectrômetro de tempo de vida de fluorescência FluoTime 100 (PicoQuant®) sendo 

utilizado para excitação um Driver Laser de Diodo Pulsado de Picosegundo PDL800-B 

(PicoQuant®) com frequência de 40 MHz, o qual é utilizado para excitar LEDs de 

comprimentos de onda específicos. Para análises dos decaimentos e cálculo dos tempos 

de vida foi utilizado o software FluoFit (PicoQuant®). A excitação usada foi em 370 

nm e emissão acima de 400 nm. 
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5 Resultados e discussão  

 

5.1 Absorção UV-Vis 

 

Foram feitas medidas de absorção UV-Vis com o intuito de analisar variações nos 

espectros da RdB em função das blendas de água/etanol. Os espectros de absorção UV-

Vis das blendas etanol/água são ilustrados na Figura 17. O resultado mostra a existência 

de uma alteração na intensidade de absorção e um deslocamento do máximo de 

absorção, que é em 550 nm, em função do teor de água nas blendas. A Figura 18 mostra 

a variação de intensidade de absorção em função dos teores de água nas amostras.  

É observada uma linearidade da absorbância em função da concentração de 

água/etanol na região entre A0 e A10, tal região a concentração de massa de água 

presente no etanol varia de 0 a 10%. O coeficiente de correlação é 𝑅2 = 09993. A 

Figura 19 expõe a reta ajustada para os valores de absorção em função do teor de água 

nas amostras no intervalo de A0 a A10, cuja equação é igual 𝐼𝐴 (𝐴𝑥) = (0,5173 ±

0,0003) + (0,0056 ± 0,0004)𝐴𝑥.  
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Figura 17: Espectro de absorção UV-vis das misturas água/etanol 
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Figura 18: Intensidade de absorbância em 550 m, em função do teor de água nas blendas água/etanol. 
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Figura 19: Reta ajustada entre os valores de absorbância em 550 nm e as blendas água/etanol entre A0 e 

A10. 

Em termos do deslocamento do máximo de absorção, a amostra A0 (100% etanol) 

apresenta um máximo de absorção em torno de 544 𝑛𝑚, enquanto a amostra A100 

(100% água) apresenta máxima absorção em 554 𝑛𝑚, resultando num deslocamento de 

10 𝑛𝑚 para o vermelho do espectro eletromagnético (red shift), a Figura 20 mostra a 

variação do comprimento de onda dos valores máximos de absorção em função das 

blendas água/etanol. 
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Figura 20: Deslocamento dos picos de maior intensidade de absorção em função das blendas água/etanol. 

 

É possível verificar uma relação de linearidade entre os valores de comprimento 

de ondas de absorção máximo de cada amostra em função do teor de água nas blendas 

água/etanol. A Figura 21 mostra o gráfico da correlação, o coeficiente de correlação 

𝑅2 = 0,9914 e a equação da reta ajustada é 𝜆𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟çã𝑜𝑚á𝑥  (𝐴𝑥) = (0,2242 ±

0,0288)𝐴𝑥 + (544,3961 ± 0,0032). 
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Figura 21: Reta ajustada, relação entre o deslocamento de banda de absorção e o teor de água presente nas 

amostras. 

 

Esses deslocamentos constatados nos espectros de absorção em função da 

quantidade de água presente nas blendas estão associados aos efeitos de interação 

solvente (misturas água/etanol) e soluto (RdB). A cada amostra 𝐴𝑥 a Rdb se encontra 

em um solvente diferente, ou seja, em um solvente que contém uma quantidade 

diferente de água o que acarreta o deslocamento da banda de absorção para o vermelho 

[87-88]. 

 

5.2 Espectroscopia de fluorescência 

 

Foram feitas medidas de fluorescência em mapas de contorno, mapas 3D, com o 

intuito de averiguar todos os comprimentos de onda de emissão possíveis das amostras 

preparadas, esses mapas forneceram informações importantes para a identificação e 

caracterização da presença de água nas amostras, as intensidades de fluorescência 
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sofreram alterações para taxa de variação de água nas misturas, o comportamento das 

emissões do marcador RdB foi caracterizado por essas medidas de fluorescência 3D. 

Os mapas de fluorescência 3D apresentado na Figura 22 fornecem os 

comprimentos de onda de excitação e emissão das misturas etanol/água, a emissão 

observada é puramente da rodamina B presente nas amostras, e é possível perceber que 

há uma diminuição da intensidade de fluorescência com o aumento da concentração de 

água nas blendas. 

 

525 550 575 600 625
450

475

500

525

550

575

600

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A0  A1

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A2

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A3
0.000

80.00

160.0

240.0

320.0

400.0

480.0

560.0

640.0

720.0

800.0

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A4

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A5

X Axis Title

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A6

X Axis Title

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A7

525 550 575 600 625
450

500

550

600

In
te

n
s
id

a
d
e
 d

e
 f
lu

o
re

s
c
ê
n
c
ia

 (
u
.a

.)

 A8

C
o
m

p
ri
m

e
n
to

 d
e
 o

n
d
a
 d

e
 e

x
c
it
a
ç
ã
o
  
(n

m
)

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A9

525 550 575 600 625
450

500

550

600
 A10

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A11

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A12

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A13

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A14

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A15

525 550 575 600 625
450

500

550

600

 A20

525 550 575 600 625
450

500

550

600
 A30

525 550 575 600 625
450

500

550

600
 A40

525 550 575 600 625
450

500

550

600
 A50

525 550 575 600 625
450

500

550

600

A100

Comprimento de onda de emissão (nm)

 

Figura 22: Mapas de contorno de fluorescência das misturas água/etanol. 

 

A partir das medidas de fluorescência 3D, foi identificado qual comprimento de 

onda de excitação, apresentava uma maior intensidade de fluorescência do analito, foi 

analisada a amostra A0, quando excitada com radiação de comprimento de onda igual a 

530 nm apresentou maior intensidade de fluorescência em 576 nm. já amostra A100 
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excitada com radiação de comprimento de onda de 550 nm apresentou máxima 

intensidade de fluorescência em 586 nm.  

A Figura 23 mostra os espectros de fluorescência quando as amostras são 

excitadas em 550 nm. É possível observar um deslocamento nas bandas de emissão para 

o vermelho do espectro eletromagnético à medida que se aumentou a concentração de 

água nas blendas. Assim é possível estabelecer relações entre o deslocamento de banda 

de emissão e o teor de água nas misturas. Também pode ser correlacionar a intensidade 

de fluorescência com o incremento de água, trançando curvas de dispersão para análise 

de correlações. 
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Figura 23: Espectro de fluorescência das misturas água/etanol, quando excitado em 550 nm. 

  

A amostra A0 apresentou um máximo de emissão em 576 nm enquanto a amostra 

𝐴100 teve uma máxima emissão em 586 nm, com comprimento de onda de excitação 
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de 550 nm. Dessa forma, analogamente ao obtido para os espectros de absorção, um 

deslocamento para o vermelho de 10 nm no máximo de emissão foi induzido ao mudar 

o meio no qual a RdB estava diluída (do etanol para água) a Figura 24 mostra os 

deslocamento das bandas de fluorescência em função do teor de água nas blendas 

água/etanol. 
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Figura 24: Deslocamento dos picos de maior intensidade de fluorescência em função das blendas 

água/etanol 

 

A correlação entre o deslocamento de banda de emissão entre as amostras A0 e 

A15 e o teor a concentração de água é linear, a Figura 25 mostra a reta ajustada cuja 

equação é 𝜆𝐸𝑚𝑖𝑠𝑠ã𝑜𝑚á𝑥  (𝐴𝑥) = (0,3132 ± 0,0291)𝐴𝑥 + (575,8085 ± 0,2559) e o 

coeficiente de correlação 𝑅2 = 0,9987.  
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Figura 25: Reta ajustada, relação entre o deslocamento de banda de absorção e o teor de água presente nas 

amostras. 

 

Foi verificada que a amostra com maior teor de água possui uma menor 

intensidade de fluorescência, a Figura 26 ilustra a relação entre a intensidade do sinal de 

fluorescência em função da concentração de água nas amostras, para comprimento de 

onda de excitação de 550 nm e emissão em 578nm. É possível constatar que nas 

concentrações de 0 a 10% de água, ou seja, de A0 a A10, existe uma correlação linear 

entre a intensidade de emissão e o percentual de água presente na amostra. A Figura 27 

mostra a reta ajustada para este intervalo, o coeficiente de correlação é 𝑅2 = 0,9997. A 

equação da reta é dada por, 𝐼𝐹 (𝐴𝑥) = (−9,4586 ± 0,0913)𝐴𝑥 + (814,5640 ±

0,5575). 
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Figura 26: Intensidade de fluorescência em função das blendas água/etanol, com comprimento de onda de 

excitação de 550 nm e emissão de 578 nm. 
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Figura 27: Correlação entre os valores de intensidade de fluorescência e as blendas água/etanol no 

intervalo de A0 até A10. 
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É possível que o deslocamento nas bandas de emissão e variações nas 

intensidades do sinal de fluorescência estejam associados às interações da rodamina 

com o solvente. Existem trabalhos na literatura que apresentam a o efeito e alterações 

que os diferentes solventes podem causar nas propriedades químicas e físicas do corante 

rodamina. [54-56] Em soluções aquosas de rodamina é verificada formação de 

agregados como dímeros, trímeros e até mesmo de ordens maiores, mesmo em 

concentrações bem diluídas, entre 10
-4

 M a 10
-7

 M, [89-90].   

A formação de dímero para estas concentrações é devido a interações 

hidrofóbicas.  A eficiência de emissão é prejudicada pela formação destes agregados 

não fluorescentes na solução. Já para soluções em etanol ela se dissolve completamente 

em monômeros, sendo verificada a formação de agregados somente em altas 

concentrações, ou seja, valores acima de 10
-3 

M [88-90]. 

Neste trabalho, cada amostra possui uma concentração de 5,2 𝜇 (𝑚𝑜𝑙 𝐾𝑔⁄ ) de 

rodamina B, porém foi feita uma variação do teor de água nas misturas. A variação da 

concentração de água influenciou diretamente na intensidade de fluorescência das 

blendas. A Figura 25 mostra a diminuição da intensidade de fluorescência em função da 

concentração de água.  Acredita se que com o aumento de água nas amostras houve a 

formação de agregados não fluorescentes, como discutindo anteriormente, ocasionando 

a diminuição da fluorescência nas amostras. 

Verificou se também o deslocamento de Stokes, ou seja, a diferença entre o 

espectro de excitação e o espectro de emissão das amostras com concentrações 0, 50 e 

100% de água, A Figura 28 ilustra o espectro de absorção UV-Vis das amostras A0, 

A50 e A100, juntamente com o espectro de emissão, esse espectro de fluorescência foi 

obtido com uma fonte de radiação excitante de 550 nm, os deslocamento de Stokes são 

respectivamente, ΔλA0 = 26,7711 nm,  ΔλA50 = 33,2288 nm, ΔλA100 = 37,0012 nm.  
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Figura 28: Deslocamento das bandas de emissão e absorção, das amostras A0, A50 e A100. 

 

Como intuito de determinar relações dos sinais óticos com a concentração de água 

nas amostras, foi detectada uma relação linear entre a razão de intensidade de 

fluorescência pela absorbância nas amostras cuja concentração de água varia de 0 a 

10%. A Figura 29 mostra o gráfico desta razão em função das misturas água etanol. Os 

valores de absorção considerados são para o comprimento de onda de 550 nm, os 

valores de intensidade de fluorescência são para comprimento de onda de excitação de 

550 nm e emissão de 578 nm.  
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Figura 29: Razão entre as intensidades de fluorescência pelas intensidades de absorção das misturas 

água/etanol, para absorção comprimento de onda de 550nm, para a fluorescência o comprimento de onda 

de excitação foi de 550 nm e de emissão de 578. 
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Figura 30: Correlação linear entre as razões de fluorescência por absorção, considerando uma variação de 

0 a 10% do teor de água presente nas amostras, juntamente com a reta ajustada. 

 

A Figura 30 expõe a relação linear entre as razões de fluorescência por 

absorbância em função das misturas água/etanol nas concentrações de 0 a 10%. A reta 

ajustada possui a equação, 
𝐼𝐹
𝐼𝐴
⁄  (𝐴𝑥) = (−0,0202 ± 0,0023)𝐴𝑥 + (0,9958 ±

0,0013). O coeficiente de correlação linear é 𝑅2 = 0,9988. As correlações lineares são 

interessantes como curvas analíticas, ou seja, para elaboração de métodos e 

procedimento para quantificação e identificação de resíduos de água em etanol.  

 

5.3 Tempo de vida de fluorescência  

 

Foi analisando também o tempo de vida de fluorescência das misturas água/etanol 

com a presença de rodamina B, a Figura 31 mostra os decaimentos das amostras 

consideradas, nota se a uma diferença significativa entre as amostras A0 e A100. Os 
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valores de tempo de vida diminuem com o incremento do teor de água nas misturas 

água/etanol.  

 Segundo Lopez Arbeloa, as interações do soluto- solvente, ou seja, rodamina B e 

água/etanol são interações particulares de estequiometria entre as moléculas que 

depende da natureza do soluto e do solvente. Foi discutido anteriormente que há 

interações tipo ponte de hidrogênio e também pode existir a formação de complexos, 

como dímeros devido ao aumento da concentração de água nas amostras. Tais 

interações podem afetar a constante de decaimento radiativo [86-88]. 
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Figura 31: Decaimento dos tempos de vida das misturas água/etanol na presença de rodamina B, com 

excitação em 370 nm e emissão acima de 400nm. 

 

A variação dos valores de tempo de vida médio da RdB diluídas nas misturas 

água/etanol em função da concentração de água nas amostras está exposta na Figura 31. 

Têm um intervalo (A0–A15) linear, a Figura 33 ilustra a reta ajustada para esse 

intervalado, a equação desta é 𝜏(𝐴𝑥) = (−0,0207 ± 0,0003)𝐴𝑥 + (3,1182 ± 0,0036) 

o coeficiente de correlação é 𝑅2 = 0,9948.  
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Figura 32: Tempo de vida médio de fluorescência em função das blendas água/etanol. 
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Figura 33: Reta ajustada entre os valores de tempo de vida de fluorescência e as blendas água/etanol entre 

A0 e A15. 
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Há uma diminuição na intensidade fluorescência com o aumento da concentração 

das amostras, esse efeito se repete na correlação entre o valor médio de tempo de vida e 

as misturas água etanol, como a concentração do corante RdB é igual para todas as 

amostras, atribui se esses efeitos de diminuição ao tempo de vida de fluorescência ao 

teor de água presente na amostra analisada. Assim é possível utilizar essa correlação 

como um mecanismo de caracterização e quantificação de resíduos de água em misturas 

água etanol.  

 

5.4 Curvas analíticas  

 

As três técnicas apresentadas mostram se com potencialidade para caracterização 

e quantificação de teores de água em etanol na presença usando a RdB como uma sonda 

(marcador, corante), foram analisadas amostras com variação do teor de 0 a 10% de 

água, com o intuito de averiguar os parâmetros analíticos para cada uma das técnicas 

espectroscópicas.  A Figura 34 mostra as retas ajustadas, para as intensidades dos sinais 

ópticos para o intervalo de A0 a A10. 
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Figura 34: Retas ajustadas para variação das intensidades ópticas obtidas em função das misturas 

água/etanol (a) usando absorção UV-Vis. (b) usando a espectroscopia de fluorescência. (c) Usando o 

tempo de vida de fluorescência. 

 

 

As equações das retas ajustadas para Absorção UV-Vis, fluorescência e tempo de 

vida de fluorescência são respectivamente, 

 𝐼𝐴 (𝐴𝑥) = (0,0056 ± 0,0004)𝐴𝑥 + (0,5173 ± 0,0003). 

 

(51) 

 𝐼𝐹 (𝐴𝑥) = (−9,4586 ± 0,0913)𝐴𝑥 + (814,5640 ± 0,5575). 

 

(52) 

 𝜏 (𝐴𝑥) = (−0,0225 ± 0,0003)𝐴𝑥 + (3,1258 ± 0,0018). 

 

(53) 

Os parâmetros analíticos são ilustrados na Tabela 2, onde 𝜎𝛽 erro padrão do 

coeficiente linear da reta ajustada, e 𝛼 é o valor do coeficiente angular curva analítica.  
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Os limites de detecção e quantificação são determinados respectivamente, 𝐿𝐷 =
3𝜎𝛽

𝛼
 e 

𝐿𝑄 =
10𝜎𝛽

𝛼
 [97]. Sendo 𝑅2 é o coeficiente de correlação linear.  

 

Tabela 2: Parâmetros analíticos 

Parâmetros  UV-Vis (𝑰𝑨) Fluorescência (𝑰𝑭) Tempo de vida (𝝉) 

𝜶 0,0056 9,4587 0,0236 

𝝈𝜷 0,0003 0,5574 0,0032 

𝑹𝟐 0,9993 0,9991 0,9989 

 𝐋𝐃 %(𝒈 𝒈⁄ ) 0,1481 0,1768 0,4118 

𝐋𝐐  %(𝒈 𝒈⁄ ) 0,4937 0,5893 1,3728 

 

 

Além das curvas analíticas obtidas das intensidades de absorção, emissão e tempo 

de vida de fluorescência, foi feito também as curvas analíticas que relacionam os 

comprimentos de onda de maior intensidade tanto de absorção quanto de emissão em 

função da concentração água/etanol, a Figura 28 mostra que há um deslocamento no 

pico de maior intensidade na absorção e de emissão com a variação do teor de água 

presente nas misturas.  A figura 35 ilustra as restas ajustada para esses efeitos de 

variação do comprimento de onda (absorção e emissão) e a Tabela 3 contêm os 

parâmetros analíticos das curvas. 
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Figura 35: Retas ajustadas entre o comprimentos de onda de maior intensidade em função das misturas 

água/etanol. (a) comprimento de onda de absorção em função das misturas água/etanol (b) Comprimento 

de onda de emissão em função das misturas água/etanol. 
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Tabela 3: Parâmetros analíticos das curvas de calibração entre comprimento de onda de máxima 

intensidade e as misturas água/etanol 

Parâmetros  UV-Vis  Fluorescência  

𝜶 0,2239 0,3054 

𝝈𝜷 0,038 0,0304 

𝑹𝟐 0,9914 0,9971 

 𝐋𝐃 %(𝒈 𝒈⁄ ) 0,5091 0,2982 

𝐋𝐐  %(𝒈 𝒈⁄ ) 1,6973 0,9954 

 

 

A partir das curvas de calibração das Figuras 34 e 35, foi aplicado um 

procedimento de quantificação para predizer a relação da concentração de água na 

mistura água/etanol. Foi utilizada a validação cruzada “leave-one-out”. A análise 

consistiu em retirar uma amostra do conjunto de calibração e utilizá-la para testar o 

modelo de quantificação. Neste caso, uma correlação linear entre a intensidade da 

técnica óptica (absorbância, intensidade de fluorescência ou tempo de vida da 

fluorescência) e o valor de referência da mistura é obtida para as amostras "n-1" 

restantes, usando a equação, 

 𝐼𝑜𝑝𝑡 = 𝛼𝑊𝐸 + 𝛽 (54) 

Onde  𝛼 e 𝛽 são os coeficientes angulares e lineares do ajuste linear, “𝑊𝐸” é o valor da 

razão para a mistura de água/etanol e 𝐼𝑜𝑝𝑡 é o valor retornado da técnica óptica usada. O 

próximo passo foi isolar o "𝑊𝐸" da equação (54) e usar o valor 𝐼𝑜𝑝𝑡 da amostra retirada 

para prever a relação água/etanol nessa amostra, de acordo com a equação, 

 

 



 

 

94 

  

 
(𝑊𝐸)𝑝𝑟𝑒𝑑 =

𝐼𝑜𝑝𝑡 − 𝛽

𝛼
 

(55) 

 

onde (𝑊𝐸)𝑝𝑟𝑒𝑑 é o valor previsto para a mistura retirada pela calibração das 

amostras “n-1”. O valor de (𝑊𝐸)𝑝𝑟𝑒𝑑é então comparado ao valor de referência da 

mistura e um erro percentual absoluto é obtido, de acordo com a equação, 

 

 
𝐸𝑝𝑟𝑒𝑑 = |

(𝑊𝐸)𝑝𝑟𝑒𝑑 −𝑊𝐸

𝑊𝐸
| × 100 

(56) 

 

Este processo é repetido para todas as amostras com 𝑊𝐸 acima do 𝐿𝑄. A amostra 

com o maior valor de 𝑊𝐸 (amostra A10) também foi excluída do teste de quantificação 

porque está fora da faixa da curva de calibração com as amostras "n-1".  Para avaliar as 

técnicas, calculou-se o valor médio de 𝐸𝑝𝑟𝑒𝑑 para todas as amostras testadas, retornando 

o erro médio de quantificação da técnica. Neste experimento, o erro médio foi de 1,4% 

(absorção), 1,5% (intensidade de fluorescência) e 4,4% (tempo de vida de 

fluorescência). Os gráficos de quantificação relacionando os valores previstos e de 

referência são apresentados na Figura 36 e 37. 
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Figura 36: Valor previsto da mistura água/etanol % (g/g). (a) Absorção de UV-VIS (absorbância a 550 

nm). (b) intensidade de fluorescência a 576 nm (excitação a 550 nm).  (c) tempo de vida médio de 

emissão de fluorescência superior a 400 nm e excitação 370 nm. 
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Figura 37: Valor previsto da mistura água/etanol % (g/g). (a) Comprimento de onda de absorção de maior 

intensidade. (b) Comprimento de onda de emissão de maior intensidade. 

 

Os baixos erros médios de quantificação da água nas misturas relação água/etanol 

obtidos pelas técnicas ópticas propostas destacam o grande potencial deste protocolo 

para aplicações. Os parâmetros das curvas analíticas das técnicas de absorção UV-Vis, 

fluorescência e tempo de vida, fornecem valores de limites de quantificação de água em 
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etanol que satisfatórios para a aplicação em etanol combustível, a concentração máxima 

de água permitida é de 7,4% (% massa). Todas as técnicas mencionadas detectam 

valores de concentração de água menores que a metade do valor máximo requerido.  

As vantagens das técnicas espectroscópicas são a possibilidade de dispositivos 

óticos que permitam um monitoramento continuo em um posto de abastecimento, o 

preparo de a amostra ser um procedimento rápido, o resultado ser imediato, a 

quantidade de solvente envolvida para analisar uma amostra de etanol combustível é 

baixa. A espectroscopia de fluorescência pode ser usada para o monitoramento on-line e 

in situ, pois pode fornecer análises precisas, rápidas e de baixo custo usando 

dispositivos portáteis. 

 

5.5 Determinação de água em amostras de etanol contaminadas  

 

Após a obtenção das curvas analíticas para, absorção UV-Vis, fluorescência e 

tempo de vida, foi usado o método de recuperação aparente para amostras de etanol 

contaminada com água na presença da rodamina B. Preparou se três amostras de etanol 

contaminadas com água nas seguintes proporções (2,5; 5,5; 8,5)% água/etanol. Cada 

amostra foi preparada em triplicata e, em seguida foram realizadas as medidas das 

técnicas espectroscópicas. Os resultados do teste de recuperação são ilustrados nas 

Tabelas 3,4 e 5 apresentam os dados de recuperação das amostras. 
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Tabela 4: Resultados obtidos pelo teste de recuperação de amostra usando a absorção UV-Vis 

Técnica  Concentração 

preparada 

(g/g)% 

Valor 

encontrado 

(g/g)% 

Recuperação 

(%) 

Erro 

relativo 

(%) 

 2,5 2,54 ± 0,06 101,6 1,6 

Absorção 

UV-Vis 

5,5 5,49 ± 0,08 99,8 0,2 

 8,5 8,51 ± 0,01 100,1 0,1 

 

 

 

Tabela 5: Resultados obtidos pelo teste de recuperação de amostra usando a espectroscopia de 

fluorescência 

Técnica  Concentração 

preparada 

(g/g)% 

Valor 

encontrado 

(g/g)% 

Recuperação 

(%) 

Erro 

relativo 

(%) 

 2,5 2,54 ± 0,05 101,6 1,6 

Fluorescência  5,5 5,48 ± 0,01 99,6 0,4 

 8,5 8,49 ± 0,01 99,9 0,1 
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Tabela 6: Resultados obtidos pelo teste de recuperação de amostra usando o tempo de vida de 

fluorescência 

Técnica  Concentração 

preparada 

(g/g)% 

Valor 

encontrado 

(g/g)% 

Recuperação 

(%) 

Erro 

relativo 

(%) 

 2,5 2,46 ± 0,04 98,4 1,6 

Tempo de vida  5,5 5,51 ± 0,05 100,2 0,2 

 8,5 8,49 ± 0,01 99,9 0,1 

 

É possível observar que a recuperação tem um valor mais próximo do real para 

amostras com concentrações maiores de água. Assim como o erro relativo é maior para 

as amostras onde o teor de água é menor. Esses efeitos são verificados para as três 

técnicas espectroscópicas em questão. É verificada a eficácia das técnicas para 

quantificação de água em misturas de água/etanol.  
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Conclusões  

 

Através espectroscopia molecular de absorção UV-Vis juntamente com a 

fluorescência e tempo de vida de fluorescência, foi possível caracterizar as misturas de 

água/etanol na presença da rodamina B. Foi observado deslocamento das bandas de 

emissão e absorção e também variação nos decaimento radiativo das amostras, tais 

efeitos ocasionados pela variação do teor de água nas misturas.   

 Foi detectado também que há uma relação linear entre o teor de água presente nas 

amostras e os sinais ópticos de absorção, fluorescência e tempo de vida de 

fluorescência. Especificamente nas concentrações entre 0 e 10%. Foram determinados 

os limites de quantificação e de detecção, juntamente com as curvas analíticas para cada 

técnica óptica especifica. A espectroscopia de absorção UV-Vis apresentou o menor 

limite de quantificação dentre as três técnicas usadas no trabalho.  

A análise utilizada de validação cruzada “leave-one-out” indicou que a técnica de 

tempo de vida de fluorescência tem um maior erro médio, enquanto que a 

espectroscopia de absorção UV-Vis indica um menor erro médio, Essa análise fornece 

uma predição sobre a confiabilidade das curvas analíticas. A partir do método de adição 

e recuperação de amostra foi possível verificar a eficiência da metodologia proposta no 

trabalho, as amostras testadas em três níveis, baixa, média e alta concentração de água 

nas misturas permitiu determinar o erro relativo da quantidade de água presente na 

amostra de etanol. 

Os resultados apresentados mostram a potencialidade das técnicas 

espectroscópicas para quantificação de contaminação de água em amostras de etanol. O 

intervalo de percentual de massa de água analisado, de 0 a 10%, está dentro dos valores 

normativos estabelecidos pela ANP. As técnicas que foram utilizadas neste trabalho 

podem ser empregadas como ferramentas de auxilio para identificar e quantificar 

resíduos de água em etanol combustível.  
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