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Resumo

Entre os biocombustiveis existentes, o bioetanol tem ganhado destaque por ser
usado diretamente nos motores automotivos, apresentando vantagens ambientais e
econdmicas em relacdo aos combustiveis de origens fosseis. Todavia, para um bom
funcionamento e conservacao dos motores € necessario garantir um rigoroso controle de
qualidade, exigindo que o etanol combustivel atenda algumas especificacdes técnicas,
como por exemplo, ndo possuir um teor elevado de dgua em sua composicdo final.
Consequentemente, para estabelecer o cumprimento da legislacdo se faz necessério a
existéncia de técnicas analiticas para monitorar e avaliar a qualidade do combustivel.
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a potencialidade das técnicas
espectroscopicas de absorcdo molecular, fluorescéncia no estado estacionario e
fluorescéncia resolvida no tempo no processo de quantificacdo do teor de agua em
amostras de etanol. Para tal, foi usado a Rodamina B como uma sonda cromofora e/ou
fluordfora para a avaliacdo das amostras de agua/etanol. Para a realizacdo das analises,
preparou se blendas agua/etanol possuindo diferentes percentuais de agua no etanol na
presenca da sonda cromdfora/fluoréfora e foram coletados os espectros de absorcéo
UV-Vis, fluorescéncia e tempo de vida de emissdo. Os resultados demonstraram que 0s
valores de absorbancia, intensidade de fluorescéncia e tempo de vida de fluorescéncia
sdo linearmente dependentes da porcentagem de dgua nas blendas no intervalo entre 0 a
10%. Os resultados também revelaram que as trés técnicas apresentam limites de
detec¢do com valores < 1,4 % (%massa) de 4gua nas amostras. Portanto, 0 presente
estudo revela que as técnicas espectroscopicas empregadas podem ser aplicadas como
técnicas analiticas para a caracterizacdo e quantificacdo de agua em etanol, apontando a
possibilidade do desenvolvimento de dispositivos épticos simples, compactos e que

permitam avaliacdes in loco do combustivel.

Palavras chave: Quantificacdo de agua em etanol combustivel; 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. Introducgéo

No inicio do século XX, ocorreram as primeiras acdes de introducdo do etanol na
matriz energética brasileira, no ano de 1925 surgiu a primeira experiéncia brasileira com
etanol combustivel, o governo de Getulio Vargas oficializa uma ag&o de incentivo para
producéo de etanol e cria o Instituto do Actcar e do Alcool — IAA e, pela Lei n° 737 em
1933. Em 1975 com a crise mundial do petréleo o governo brasileiro lancou o
Programa Nacional do Alcool (Proalcool), cujo objetivo maior era a reducdo da
dependéncia nacional em relacdo ao petréleo importado. Naquele momento, o Brasil
importava, aproximadamente, 80% do petréleo consumido, o0 que correspondia a cerca
de 50% da balanca comercial. Antes mesmo de ter um apelo ambiental os
biocombustiveis tinha objetivo de influenciar na cadeia econdmica do pais [1].

A definicdo de etanol combustivel atualmente € dada pela Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), por meio da resolu¢do nimero 19 de
15 de abril de 2015, sendo: “Biocombustivel proveniente do processo fermentativo de
biomassa renovavel, destinado ao uso em motores a combustao interna, e possui como
principal componente o etanol, o qual é especificado sob as formas de Etanol Anidro
Combustivel e Etanol Hidratado Combustivel” [2].

O etanol hidratado € utilizado diretamente nos motores dos veiculos sem misturas, ja
0 etanol anidro compBe uma mistura com gasolina. Em 2013 o teor de etanol anidro
permitido na gasolina era de 25% (v/v), porém o artigo 9° paragrafo 1° (Art. 9°8§ 1°) da
lei n® 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 producdo de
ambos é a cana-de-acucar [3-4].

O consumo de etanol hidratado sofreu uma reducdo de 6,5% dos anos de 2016 para
2017, tal reducdo motivada em grande parte pela perda de competitividade em relacéo a
gasolina. J& o etanol anidro acompanhou o aumento o desempenho verificado na
gasolina 2,6% para o0 mesmo periodo 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 bilhGes de litros para 25,562 bilhdes de litros [5].

O etanol é miscivel em agua, pois € um composto organico que apresenta uma parte
hidrofilica e outra parte hidrofobica. Devido ao fato do etanol possuir uma alta

miscibilidade em &gua, o etanol pode ser facilmente adulterado com a adicdo de altos
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teores de agua, causando grandes prejuizos ao consumidor. No etanol anidro € feito uso
de corantes que ajudam na identificagdo da contaminacdo de agua, porém o etanol
hidratado ndo, e forma uma mistura homogénea com a 4gua aumentando a facilidade de
da adulteracdo [6]. A adulteracdo do etanol combustivel no Brasil tem sido maior do
que a adulteracdo da gasolina. De acordo com boletins de qualidade emitidos pela ANP,
este indice de ndo conformidade ficou ao redor de 7,0%, enquanto que, para a gasolina,
0 mesmo indice ficou em 2,9% e, para o diesel, em 1,7%. Essa adulteracdo consome
milhGes de reais/ano dos cofres publicos.

A ANP utiliza a titulacdo volumétrica (NBR 15531) e coulométrica de Karl Fischer
(NBR 15888), para determinar o teor de agua presente no etanol combustivel. A
resolucdo numero 19 de 15 de abril de 2015 da ANP define para o etanol hidratado a
concentracdo maxima de agua permitida € de 7,5% (m/m). A quantidade em
porcentagem de etanol presente no liquido deve ser em torno de 94,6 % (v/v). Para o
Etanol Anidro o limite maximo da concentracdo de agua é de 0,7% (m/m), com teor de
etanol por volta de 98,0 % (v/v) [2].

As técnicas padrbes baseiam-se na titulagdo de uma amostra de etanol diluida em
metanol na presenca do reagente de Karl Fischer, este reagente é composto de iodo,
dioxido de enxofre, piridina éter monometilico de etilenoglicol. O ponto de viragem da
titulacdo é percebido com a mudanca colorimétrica da solucdo provocada pelo iodo [7].
Na técnica coulométrica uma corrente elétrica libera uma determinada quantidade
estequiométrica de iodo, que esta contido no reagente Karl Fischer, que é
correspondente direta do teor de agua presente na amostra [7].

As més execucdes dessas técnicas podem provocar alteracdes nos resultados do teor
de agua presente no etanol combustivel, € sempre recomendada a automacao de tais
técnicas com o intuito de minimizar os erros sistematicos. Além disso, por meio desses
métodos é dificil fazer um monitoramento em tempo real, pois requer extracéo,
tratamento quimico do material [8].

Hé& algumas metodologias alternativas para determinar a quantificagdo de agua no
etanol, principalmente fazendo uso da espectroscopia de infravermelho, espectroscopia
Ramam [9; 10]. Existem também outras técnicas que fazem uso da radiacdo de
infravermelho como ultrassdnicas, voltametria ciclica e um sensor de fibra dptica que
utiliza ressonancia de plasma de superficie, tais metodologias alternativas tém ganhado

importancia. [10-13].
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Metodologias envolvendo nanoparticulas, como por exemplo, analisar a taxa de
mudanca de cor e caracteristicas espectrais de misturas agua/etanol na presenca de nano
particulas de prata [14]. A espectroscopia de impedancia juntamente com a
espectroscopia de absorcdo na regido UV [15] sdo citadas como metodologias
alternativas na determinacdo de &gua em etanol. Procedimentos envolvendo efeitos
fototérmico, também estéo sendo explorados com o mesmo intuito [16; 17].

Existem discussdes da aplicabilidade de uma linguagem eletrénica baseada
em medicBes de capacitancia, essa linguagem consiste em uma série de eletrodos que
sdo interligados e revestem o taque de armazenamento do etanol, para determinar o teor
de 4gua em etanol [18]. Tais metodologias alternativas tém ganhado importancia

Dentro dessa perspectiva, torna se necessario o desenvolvimento de metodologias
alternativas para quantificar agua em amostras de etanol combustivel. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de metodologias pticas para quantificar
o teor de &gua na mistura dgua/etanol por meio do uso da Rodamina B (RdB) como uma
sonda cromofora e/ou fluordfora. Para tal, o comportamento da RdB, como sensor
oOptico, na mistura agua/etanol foi monitorado a partir das técnicas espectroscépicas de

fluorescéncia e absorgédo UV-Vis.
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2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de metodologias
alternativas para deteccdo e quantificacdo de dgua em amostras de etanol usando a

rodamina B como sensor optico.

2.1 Objetivos especificos

Preparar amostras constituidas de misturas dgua/etanol e rodamina B.

Obter os espectros de absorcéo e emissao das misturas dgua etanol na presenca da

rodamina B.

Medir e analisar o tempo de vida de fluorescéncia das misturas agua/etanol e

rodamina B.

Determinar as correlagfes entre as intensidades de sinais Opticos, absorcdo UV-
Vis, fluorescéncia e tempo de vida de fluorescéncia em funcdo do teor de agua presente

nas amostras.

Determinar as curvas analiticas, juntamente com os limites de quantificacdo e

deteccdo.
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3 Revisado de literatura

3.1Etanol

O etanol ou alcool etilico € uma substancia organica formada por dois carbonos
saturados e um grupamento hidroxila, sua forma molecular € C,HsOH, possui ponto de
fusdo em -114 °C e de ebulicdo em 78°C. Esse composto organico possui varias
utilidades desde perfumaria a combustivel de veiculos [18].

Na estrutura molecular do etanol mostrada na Figura 1, a cadeia carbdnica esta
associada a parte alquilica, sendo formada por carbono e hidrogénio ndo apresentando
polaridade, ndo ha uma diferenca significativa na eletronegatividade [19]. A hidroxila
por conter oxigénio e que é eletronegativo tende a receber elétrons e formar um anion, o

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

H—¢—¢—0—H

H H

Figura 1: Estrutura molecular do etanol [8]

Nas interacGes entre as moléculas do etanol temos ligacbes de hidrogénio
provenientes das hidroxilas, que € o tipo de interacdo intermolecular mais forte. J& as
cadeias carbonicas estdo mais fracamente ligadas com iteragdes chamadas de forcas de
Vam der Waals [20-22]. Nas moléculas de etanol as ligacGes de hidrogénio séo
responsaveis por um ponto de ebulicdo em torno de 78 °C, sendo uma temperatura
maior do que no metanol que é por volta de 64°C.

A cadeia carb6nica por ndo possuir polos eletrénicos ndo € capaz de interagir com
moléculas polares, como por exemplo, a agua. Ja a hidroxila possui um dipolo definido,

que possibilita a interacdo com substancias polares por meio de ligagfes ou pontes de
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hidrogénio, Assim o etanol tem uma capacidade de se ligar tanto a moléculas polares
como a apolares [2; 20].

O etanol produzido de cana-de-agUcar surgiu, no Brasil, basicamente por duas
razdes: a necessidade de amenizar as sucessivas crises do setor agucareiro e a tentativa
de reduzir a dependéncia do petréleo importado. Nesse sentido, no inicio do século XX,
ocorreram as primeiras a¢des de introducdo do etanol na matriz energética brasileira.
Apesar dos aumentos sucessivos do preco internacional do petroleo, o etanol ndo era
economicamente competitivo, exigindo subsidios para sua penetragdo 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 periodo, sem subsidios,
quando o Governo tentou diminuir seu papel no setor. Em 1990, durante o governo
Collor, extinguiu-se o IAA e os subsidios a producdo de agucar foram retirados. O
Brasil passou a ser um grande exportador de acucar [23].

No inicio do século XXI, o Brasil possuia um setor sucroalcooleiro muito forte e
competitivo. Isso foi possivel gracas a constante esforgo de garantir o mercado interno
do etanol e de ganhar novos mercados de agucar. Todavia, foi a partir de 2003, com 0s
veiculos flex-fuel, que o setor ganhou novo impulso. Com significativa contribuicdo do
etanol, o Brasil logrou alcancar — embora talvez provisoriamente — autonomia quanto a
combustiveis liquidos.

Além do mais, devido, por um lado, a impressionante reducdo de custos de
producdo do etanol (cerca de 70%) e, por outro, a0 aumento do preco internacional do
petréleo, tornou-se este biocombustivel altamente competitivo em relacdo a gasolina,
tanto no mercado interno, quanto no externo. Bastaria esse cenario para que se tornasse
incontornavel a expansdo da producdo do etanol. Alias, sdo esses dois fatores, reducao
dos custos de producao e aumento dos precos internacionais do petroleo, que, por si sos,
mobilizaram os inimeros novos empreendimentos verificados nesses dois Gltimos anos
[24].

O élcool produzido pelo setor sucroalcooleiro do Brasil pode ser classificado em
trés categorias: o alcool etilico anidro carburante, o etanol hidratado é utilizado
diretamente nos carros movidos a alcool ou flex fuel, e o alcool neutro que € utilizado
na fabricacdo de bebidas, cosméticos, produtos quimicos e farmacéuticos. O bagago de
cana é utilizado como combustivel nas caldeiras das usinas para geracéo de vapor e para

cogeracdo; bagaco excedente é eventualmente vendido para outras industrias, também
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para ser usado como combustivel. Os xaropes sdo utilizados na inddstria de
refrigerantes e farmacéuticas; a torta de filtro e a vinhacga s&o sub-produtos utilizados
como fertilizante. O melaco é usado na fabricacdo de cachaca, rum, levedura e racao.
Sd0 muitas as utilizacbes dos subprodutos da producdo de agucar e alcool, porém a
viabilidade econémica de alguns ainda é questionada [23-25].

As técnicas de producdo de etanol, na antiguidade apenas restrita a fermentacéao
natural ou espontanea de alguns produtos vegetais havendo uma expansdo com o0
dominio da destilacdo. No Brasil a principal matéria prima para obtencao de etanol ¢ a
cana de acucar, que pode se cultivada durantes todos os meses do ano devido a
diversidade do solo e do clima [26].

Existe também o etanol de segunda geracdo obtido por processo de fermentacao
pelo qual microorganismos (fermentos) convertem aclcar ou amido em etanol. Parte
consideravel de um vegetal, entretanto, ndo é nem acgucar, nem amido, mas fibras, que
ndo podem ser digeridas pelos fermentos tradicionais. Para a cana, 2/3 de sua massa €
fibra biomassa ndo fermentavel, e muitas plantas quase ndo detém agucar ou amido. Ou
seja, dois tercos da biomassa, no caso da cana, ndo sao aproveitados para a conversao
para etanol [27].

Nestas Ultimas duas ou trés décadas, tentou se desenvolver uma série de
tecnologias denominadas “hidrdlise”, que permitam converter a fibra (materiais ligno-
celulésicos) em etanol. Essas tecnologias permitiriam aumentar, em principio, a
producdo de etanol de cana, com a mesma éarea plantada, em 200%, devido ao
aproveitamento do bagaco e da palha. Também, em principio, seria possivel aproveitar
qualquer cultura ou rejeito vegetal [28-30].

Os EUA possuiam projetos que pretendiam substituir 30% de seu consumo de
gasolina por etanol derivado da hidrolise de refugo vegetal e florestal, que, atualmente,
sdo dispostos como lixo. Estas novas tecnologias, entretanto, muito provavelmente néo
estardo disponiveis para uso comercial antes de dez anos. E, embora possam vir a
aumentar a competitividade de outras culturas, certamente ndo serdo suficientes para
alcancar o rendimento da cana, que também se beneficiara dessas inovagbes. A
despeito do ceticismo do atual presidente americano ante as evidéncias empiricas e 0s
estudos contundentes sobre o tema, é inegavel a mudanca profunda no comportamento
mundial, e a busca pelo uso consciente de energia limpa e renovavel retrata um

movimento sem volta [29-30].
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A marca da inddstria de cana-de-agucar € a de superagdo de ciclos econdémicos de
altas e baixas. Ao mesmo tempo, os desafios tecnologicos estiveram sempre presentes
na histéria da cadeia produtiva sucroenergética. O pacto historico assinado por 197
paises na 212 Conferéncia das Partes (COP-21) da Convencao-Quadro da Organizagdo
das Nacdes Unidas sobre Mudanca do Clima (UNFCCC, na sigla em inglés) 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
renovaveis respondem por expressivos 39% da matriz energética nacional. J& os
produtos de cana-de-agucar destacam-se ao representarem cerca de 16% da matriz ou
40% de toda a energia renovavel ofertada internamente. Estas cifras sdo obtidas com a
utilizacdo de apenas 0,6% do territorio nacional para o cultivo da lavoura canavieira
destinada ao uso energético [24-25].

Ao contrario de varias nacfes, o Pais tem uma posicdo privilegiada, com a
possibilidade de expansdo do etanol sem desmatamento, competicdo na producao de
alimentos e desafios estruturais intransponiveis. O etanol produzido no Brasil é uma
alternativa econdmica viavel, com técnica dominada e, mais importante, pronta e
disponivel 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 a ameaca das mudancas climaticas. As
metas brasileiras apresentadas foram consideradas bastante ambiciosas, prevendo, por
exemplo, a participacdo de 18% de biocombustiveis e 23% de energias renovaveis (sem
considerar a hidrelétrica) na sua matriz energética até 2030, resultando em um novo
perfil de matriz energética nacional, ainda mais sustentavel. Estima-se que o Brasil
precisara produzir 50 bilhdes de litros de etanol combustivel em 2030. Atualmente, este
volume é de 28 bilhGes de litros. Isso demandara a instalacdo de 75 novas usinas e
investimentos na ordem de US$ 40 bilhdes [24; 33].
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3.2Agua

A 4gua é a substancia composta mais abundante no planeta Terra, além de ser o
elemento fundamental da vida. Por ser encontrada tanto no estado liquido, gasoso ou
solido; na atmosfera, sobre ou sob a superficie terrestre, nos oceanos, mares, rios e lagos
[34].

A importancia quimica da agua esta no seu alto poder de dissolucdo de gases,
corantes, coloides, sais, etc. Este poder quimico faz com que a agua seja denominada
solvente universal. A agua é uma substancia composta resultante da combinacao de dois
atomos de hidrogénio e um de oxigénio (H,0) [34-35].

A &gua, em seu estado natural mais comum, é um liquido transparente, assumindo
a cor azul esverdeada em lugares profundos. Possui uma densidade maxima de 1 g/cm?®
a 4 °C e seu calor especifico € de 1 cal/°C. No estado solido, sua densidade diminui até
0,92 g/cm®, mas sdo conhecidos gelos formados sob pressdo que sdo mais pesados que a
agua liquida. Suas temperaturas de fuséo e ebulicdo a pressao de uma atmosfera séo de
0 e 100 °C, respectivamente, muito superiores as temperaturas de fusdo e ebulicdo de
outros compostos parecidos com a agua [34-36].

A estrutura da molécula de agua possibilita que sejam realizadas diversas
interacdes intermoleculares caracterizadas como ligacdes de hidrogénio. Esse tipo de
interacdo ocorre tanto na regido polar do oxigénio como na do hidrogénio, resultando
em um efeito de atracdo eletrostatica mutuo entre as moléculas. Portanto, as moléculas
de &gua estdo cerca de 15% mais proximas do que se o liquido realizasse apenas
interacdes de Van der Waals, como ocorre nas moléculas de alcool. A capacidade da
agua em dissolver melhor substancias polares do que apolares, ocorre até que seja

atingido o ponto de saturagédo da solugdo formada [37].

Figura 2: Estrutura molecular agua [38]
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A 4gua no estado liquido apresenta consideravel forca de coesdo entre as
moléculas, resultando em propriedades fisicas como ponto de fusédo e ebulicéo, tensao
superficial e calor especifico diferentes de outros liquidos simples. As caracteristicas
presentes na dgua sdo comuns em liquidos i6nicos, metalicos ou que sdo formados por
moléculas grandes. Como a molécula de 4gua ndo tem caréter idnico, ndo é formada por
interacdo de metais, tampouco é uma molécula grande, essas propriedades séo
atribuidas as interac6es intermoleculares (ligacdes de hidrogénio) que ocorrem entre as
moléculas [35-38].

3.3 Mistura Etanol-Agua

Muitos compostos nao iénicos também sdo sollveis em agua, como por exemplo,
o0 etanol. Esta molécula contém uma ligacdo polar O-H tal como a agua, que permite a
molécula fazer ligagBes intermoleculares [35; 42].

Ligacbes de hidrogénio sdo responsaveis pela total miscibilidade do etanol
(CH3CH,0OH) em agua [35; 43]. Ao misturar essas duas substancias, sdo estabelecidas
ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de agua e etanol, permitindo a dissolucédo

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

Figura 3: Interacdo entre as moléculas da agua e etanol [38]

As ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de etanol e agua, além de formar os
aglomerados de moléculas, proporcionam as solucdes propriedades azeotrépicas [35;

38]. Um azedtropo é uma mistura que ndo pode ter seus componentes separados
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completamente por processos como a destilagéo, pois o vapor formado quando se atinge
0 ponto de ebuligdo tem a mesma composi¢do da fase liquida [40-41].

3.4 Rodamina B

A familia de compostos orgénicos fluronas € genericamente chamada de
rodamina, cuja formula molecular é C;gH31N,03Cl sdo altamente utilizados como,
corantes tracadores para determinacdo de vazdo e direcdo de fluxos de agua, aplicagdes
de biotecnologia, manufaturas de cartuchos para impressora jato de tinta, em coloragédo
de pedras preciosas, na producédo de produtos téxteis. Assim se mostra com uma vasta
gama de aplicabilidade a nivel laboratorial e também industrial [42].

H& na literatura também, aplicacbes Opticas da rodamina: como sonda
fluorescente para determinacdo de Cu®* em membranas celulares, deteccdo de CO,
dentro de amostras bioldgicas, determinacdo por fluorescéncia de tiofendis téxicos em
4gua no meio ambiente e em células vivas, identificacdo e determinacdo de Fe** em
células vivas principalmente em peixes [43-48].

Na agricultura, ha trabalhos que mencionam o uso da rodamina como corante
marcador para andlise de infiltracdo e transportes de fluidos. Para estudar e avaliar bicos
de pulverizagdo de agrotoxicos em na cultura de algodo [49]. E usada também como
tracador fluorescente em dispersao superficial de contaminantes e rios e lagoas [50].
Usada para deteccdo a jusante do virus da doenca infecciosa na avicultura (bursal
diseas) [51].

As rodaminas também possuem uma vasta aplicacdo na area da salde, por
exemplo, como sonda luminescente altamente eficiente para monitoramento de ATP em
mitocondrias [52]. Também como uma sonda fluorescente para estudar a imagem de
calcio em neurdnios corticais in vivo [53], para a deteccdo de HOCI em lisossomos [54].
Usada como um fotossensibilizador para terapia fotodindmica de células cancerigenas
[55]. Aplicacdo em farmaco anticancerigeno, modificando complexos intermoleculares
com rodamina B para estudar estabilidade de pH como também citotoxcitade, tais

procedimento feitos com técnicas espectroscopicas [56].

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

das suas propriedades Gticas mais relevantes tem se o comprimento de onda da radiagéo
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emitida bem definido e alto rendimento quantico. Ela faz parte da classe de corantes
chamada de xatenos, possuido uma estrutura rigida, apresenta alta estabilidade sob
varios pH, tém consideravel resisténcia a fotodegradacdo e também a degradacéo
oxidativa [57].

As Rodaminas sdo corantes eficientes para laser, chegando até a 50% de eficiéncia
na conversdo de energia. S&o consideradas as familias mais importantes de materiais
para lasers de corante, dentro do espectro eletromagnético elas cobrem grande parte do
espectro visivel de 540 a 690 nm [57-59].

Os &lcoois séo os solventes mais utilizados para as rodaminas, assim como agua
que também é usada como solvente para este corante. Em concentrag¢fes nas ordens de
10* a 107, as Rodaminas- B e 6G apresentam dimerizacdo em solucdo aquosa, isto
praticamente ndo ocorre quando usado solventes alcoois [38-40].

A Figura 4 mostra a estrutura molecular da Rodamina-B, esse composto possuli
massa molar 479,02 g/mol, A solubilidade em agua é ~15 g/L, ja em etanol possui uma
solubilidade de 70 ~g/L.

Figura 4: Estrutura molecular da Rodamina B [63]

Uma desvantagem do corante Rodamina-B esta na toxidade, mesmo sendo
amplamente usada é confirmada como agente cancerigeno e teratogénico,
principalmente para gestantes e criancas. Causa irritacdo a pele, olhos e também trato
respiratorio. Deste modo, as metodologias e procedimentos que faz uso deste devem

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

A espectroscopia é um termo geral empregado para designar o estudo das
interacbes da radiacdo eletromagnéetica com a matéria. Tais interacbes fornecem
informagdes sobre a matéria. Os espectros de bandas de absor¢do ou emissdo, por
exemplo, possuem caracteristicas Unicas para cada molécula. Diversos elementos

quimicos ao longo da historia foram descobertos via técnicas espectroscopicas.

Além de identificacdo de elementos quimicos, as varias técnicas de espectroscopia
molecular s&o amplamente usadas para quantificacdo de um determinado analito em
uma amostra. A situacdo mais comum €é a construcdo curvas de calibracdo entre a
variacdo da intensidade do sinal 6Otico e a concentracdo do analito, a seguir seréo

descrita trés técnicas espectroscopicas usadas neste trabalho.

3.5.1 Absorcédo Uv-Vis

A radiacéo eletromagnética na regido espectral do ultravioleta e visivel de modo
geral pode ser absorvida por moléculas ocorrendo uma transferéncia de energia
necessaria para que haja transicGes nos niveis eletrdnicos moleculares. Esse processo

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

A absorcdo dessa radiacdo gera uma excitacdo dos elétrons, ou seja, elevando- 0s
de um nivel de mais baixa energia para outro nivel de maior energia, este que ultimo
que é comumente chamado de estado excitado, a Figura 5 esquematiza o processo de
interacdo da radiagdo com a matéria, assim como o0s niveis de energia. Estas transi¢des
sO sdo possiveis quando a energia fornecida pela radiacdo (féton) é exatamente igual a
diferenga de energia entre os estados eletronicos da molécula. Esses niveis energéticos

sdo chamados como um todo de orbitais moleculares [62-63].
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Figura 5:A radiagdo de potencia incidente P_0 pode ser absorvida pelo analito, resultando em um feixe
transmitido de menor potencia radiante P. Para que a absorcdo ocorra a energia do feixe incidente deve
corresponder a uma das diferengas de energia [66].

A absorcdo de radiacdo UV-Vis por uma espécie molecular M pode ser
considerado um processo dividido em duas etapas, a primeira envolve a excitacdo

eletrbnica, como mostra a equacao,

M+ hv - M* 1)

Onde h € a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz, 2 é o comprimento de
onda e v é a frequéncia da radiacdo. O produto da absorc¢do do foton hv pela espécie Mé
uma espécie eletronicamente excitada representada por M*, o tempo de vida da espécie
excitada é curto (1078a 107%s). Cada um dos processos de relaxacdo pode levar a
desexcitagdo de M*, o tipo mais comum envolve conversdo da energia de excitagdo em

calor, sendo que,
M* - M + calor (2)

A relaxacdo pode ocorrer também via um processo fotoquimico como
decomposicdo de M*para formacdo de novas espécies, alternativamente a relaxacdo
pode envolver processos de emissao por fluorescéncia ou fosforescéncia. Vale ressaltar
que o tempo de vida de M* é tdo pequeno que sua concentragdo em qualquer instante é
desprezivel. Além disso, a quantidade de energia térmica liberada pela relaxacdo é
também é muito pequena, dessa maneira, medidas de absorcdo criam uma perturbacéo

minima do sistema em estudo, com excecdo quando ocorre decomposic¢do fotoquimica.

A absorcdo da radiacdo ultravioleta ou visivel é geralmente, o resultado da

excitacdo de elétrons de ligacdo. Assim os comprimentos de onda de bandas de
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absorcdo estdo relacionados com os tipos de ligagdo das moléculas em anélise. Por esse
fato a espectroscopia de absor¢do UV-Vis é uma técnica valida para identificacdo de
grupos funcionais em uma molécula. Além da identificacdo, sdo importantes também, as
aplicacdes da técnica para determinacdo quantitativa de compostos contendo grupos
absorventes [63-64].

Todos 0s compostos organicos sdo capazes de absorver radiacdo eletromagnética,
pois contém elétrons de valéncia que podem ser excitados para niveis de energia
superiores. As energias de excitacdo associadas a elétrons que formam a maior parte das
ligacbes simples sdo suficientemente altas para que absor¢do ocorra na regido
denominada de ultravioleta de vacuo (4 < 185nm), onde o0s componentes da
atmosfera também absorvem fortemente a radiacdo. Essas transi¢des envolvem a

excitacdo de elétrons ndo ligantes n para orbitais o* [39].

Devido as dificuldades experimentais associadas com a regido do ultravioleta de
vacuo, muitas das investigacGes espectroscopicas de compostos organicos envolvem
comprimentos de ondas maiores que 185 nm. As aplicagbes da espectroscopia de
absorcdo UV-Vis baseiam se nas transi¢oes de elétrons n ou m para o estado excitado
", sendo que as energias necessarias para esses processos levam as bandas de absor¢édo

para a regido ultravioleta-visivel (200 a 700 nm) [39].

Tanto as transi¢bes n — m* quanto m — m*exigem a presenca de um grupo
funcional insaturado para fornecer os orbitais m. As moléculas que possuem esses
grupos funcionais e que sdo capazes de absorver radiacdo ultravioleta-visivel sdo
chamadas de cromoforas. O espectro eletrénico de moléculas croméforas geralmente é
complexo por que a sobreposicao das transic@es vibracionais as transi¢@es eletrdnicas

leva a uma combinacao de linhas sobrepostas [62].

Essa complexidade no espectro dificulta e impossibilita analises teoricas
detalhadas, contudo as conclusdes qualitativas ou semiquantitativas relativas aos tipos
de transigcdes eletronicas responsaveis por um dado espectro de absor¢do podem ser

determinadas a partir de consideracOes sobre orbitais.

Os espectros de absorcdo UV-Vis geralmente sdo medidos pelo uso de solugdes
diluidas do analito. Para compostos volateis, os espectros de fase gasosa sdo geralmente

mais Uteis que os espectros de fase liquida ou da solucdo, os espectros de fase gasosa
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sdo obtidos deixando duas ou trés gotas do liquido puro evaporar e entrar em equilibrio
com atmosfera em uma célula fechada [65].

A escolha de um determinado solvente para um estudo, deve se considerar nao
apenas sua transparéncia, mas também seus possiveis efeitos no sistema absorventes. De
modo geral solventes como &gua, alcoois, ésteres e cetonas tendem a suprimir as
estruturas espectrais finas resultantes de efeitos vibracionais. Além disso, as posi¢des do
méaximo de absorbancia podem ser afetadas pela natureza do solvente. Como regra o
mesmo solvente deve ser usado quando os espectros de absor¢cdo sdo comparados para
efeito de identificagdo [64-65].

Um estudo espectroscopico registra qual alteracdo molecular ocorre, em um
estado quéantico para outro, ou seja, uma transicao espectroscépica provem resultado da
absorcédo da radiacdo. A interacdo dos fotons com as moléculas que absorvem radiacédo
provoca uma atenuacgdo da intensidade do feixe. H& absor¢do quando, a intensidade da
radiacio emergente € menor que a intensidade da radiagdo incidente. E definida a
grandeza de absorvéncia que é inversamente proporcional a transmitancia, ela € uma
medida da quantidade de radiacdo que foi absorvida pelas moléculas que compbe o
analitico [62].

As medidas de absorcdo molecular sdo baseadas nessa transmitancia T ou na
absorbancia A de solucdes contidas em células transparentes com caminho optico b
(geralmente em c¢m), 0 que ocorre com frequéncia é a concentracdo de um analito que
absorve a radiacdo estd relacionada linearmente com a absorbéncia, tal relacdo é

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

Psorucs P 3

P, solvente P 0

PSolugéo P
A = Log (—) ~ Log (—)
Psolvente PO

Onde P e P, representa a intensidade da radiacdo ap0s sua passagem através de

uma celula contendo solucdes de solvente e analito, respectivamente.
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A Figura 6 mostra um bloco de matéria absorvente (sélido, liquido ou gas) e um
feixe paralelo de radiacgdo monocromatica com intensidade P, que incide
perpendicularmente a superficie do bloco, apds percorrer a espessura b do material que
contém n atomos, ions ou moléculas absorventes a intensidade da radiacdo é atenuada
para P devido a absorcdo. Considerando uma secdo transversal de com area s e uma
espessura infitesimal dx, onde nesta se¢cdo hd dn particulas absorventes. Pode se
imaginar uma superficie associada a cada particula na qual ocorreré captura de fétons,
ou seja, se um fdton alcanca uma dessas areas imediatamente ocorrera sua absorgdo. Se
a area total projetada dessas superficies de captura dentro desta se¢do € denominada por
ds, logo a razdo ds/s, em uma média estatistica, representa a probabilidade de captura

de fétons dentro de cada secéo.

Figura 6:: Radiacdo com Intensidade inicial PO € atenuada por uma solucdo que contem ¢ mols por litro
de solucdo absorvente em um caminho dptico de b (centimetros) e P é a intensidade da radiagdo
transmitida [65].

A intensidade do feixe que atinge a secdo é P,, € proporcional ao numero de
fotons por unidade de area, e dP,, representa a intensidade absorvida dentro de uma
seccdao. A fracdo absorvida é entdo, —dP,/P,, e esta razdo também ¢é igual &
probabilidade média de captura de fétons, o sinal negativo indica que a intensidade

radiante diminui & medida que o feixe passa pela regido absorvente, assim,

dP, ds 4)
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Como ds é uma soma das areas de captura para particulas dentro dessa sec¢éo ela
deve ser proporcional ao numero de particulas, ou seja, ds = a dn, onde dn € o nimero
de particulas e a é uma constante de proporcionalidade, que pode ser interpretada como

seccao transversal de captura, assim tem se a integracéo no intervalo de 0 a n dada por,

PdP,  (Madn (5)

po Px o S

Resolvendo as integrais obtém se,

(D)= ©)

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

P an (7)
log (P_O) ~2303s

O n € o numero total de particulas dentro do bloco mostrado na Figura 6, a area da
secdo transversal s pode ser expressa como a razdo do volume V (¢m3) do bloco para
seu comprimento b (cm). De maneira que s = V /b, fazendo a substitui¢cdo obtém se,

l (P)_ anb (8)
°9\p,) T 2,303V

Observa se que, n/V € o numero de particulas por centimetros cubicos, ou seja, €

a concentracao c, convertendo a concentragdo em mol por litro,

n n 1000 cm3/L 1000n  /moly (9)
c=== (—mol )X = ( )
vV 6,02x1023 Vem3 6,02x1023V \ L
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Combinando as equagdes anteriores fica,

l (P) 6,02 X10%abc (10)
°9\p,) = 2,303 X103

Usando as constantes como um Gnico termo &, resulta na representacdo da lei de
Beer, onde, A é a absorbancia, ¢ é a absorvidade molecular ou coeficiente de extin¢do

molar:

(11)

Hé& poucas excecdes encontradas que fogem da regra geral a qual estabelece que a
absorbancia esta relacionada linearmente com o caminho Optico, entretanto podem
ocorrer desvios da proporcionalidade direta entre a absorbancia medida e a
concentracdo quando o caminho Optico é constante. Alguns desvios sdo chamados de
desvios reais, estes representam as limitacOes reais da lei de Beer, outros resultam da
maneira a qual as medidas foram feitas chamados de desvios instrumentais, ou sao
resultado de mudancas quimicas que ocorrem com as variacbes de concentracao,

denominados de desvios quimicos [63-64].

Desvios da lei de Beer, também podem ocorrer porque a absortividade depende do
indice de refracdo do meio. Assim se as variagdes de concentracdo alteram
significativamente o indice de refracdo de uma solucdo, desvios da lei de Beer sdo
observados, mas existem algumas correcbes e métodos que podem ser aplicados

dependo da situacdo e condicdes adequadas [62].

De modo geral pode se considerar quatro tipos de instrumentos espectroscopicos,
usado na para analises de absorcdo UV-Vis, de feixe unico; de feixe duplo; de feixe
duplo espacial; de feixe duplo temporal, todos esses tipos de aparatos experimentais
possuem caracteristicas similares no aspecto da fonte excitadora, porém a forma a qual

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

O instrumento de feixe Unico para medidas de absor¢do é mostrado na Figura 7(a),

ele consiste de uma lampada de tungsténio ou deutério, um filtro e um monocromador
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para selecdo do comprimento de onda. Normalmente esses instrumentos requer um
estabilizador de voltagem para evitar erros resultantes das mudancas de intensidade do
feixe durante o tempo necessario para ajustar a medida de 100%T e determinar a %T
para o analito. Os instrumentos variam enormemente em complexidade e caracteristicas

de desempenho.

Os espectrofotdmetros baseados em feixe duplo, mostrados na Figura 7(b), esse
instrumento de feixe duplo espacial no qual dois feixes sdo formados no espaco por um
espelho em formato V, chamado de divisor de feixe. Um feixe passa através da solugédo
e chega ao fotodetector, o segundo feixe atravessa simultaneamente a amostra em
direcdo a um segundo detector, com caracteristicas semelhantes ao primeiro. Os dois
sinais de saida sdo amplificados e sua razdo é determinada eletronicamente e mostrado

no dispositivo de leitura.

A Figura 7(c) ilustra um segundo instrumento de feixe duplo, os feixes séo
separados no tempo por um disco com setores espelhados que direciona o feixe que vem
do monocromador, primeiramente através da célula de referéncia e depois atraves da
célula da amostra. Os pulsos de radiacdo sdo 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
sdo espelhadas e metade séo transparentes. A configuracdo de feixe duplo temporal €
geralmente preferida devido a dificuldade de igualar os dois detectores necessarios na

configuracdo de feixe duplo espacial [63].
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Figura 7:Esquemas de instrumentos para fotdmetros ou espectrofotdmetro de UV-Vis. (a) E mostrado um
instrumento de feixe Gnico, a radiacdo passa pelo filtro, ou monocromador, para a célula de referéncia, ou
das amostras, antes de chegar ao fotodetector. (b) E mostrado um instrumento de feixe duplo com feixes
separados no espaco, neste caso, a radiacdo proveniente do filtro ou do monocromador € dividida em dois
feixes que passam simultaneamente pelas células de referéncia e da amostra antes de alcancar dois
fotodetectores. (¢) Mostra o instrumento de feixe duplo, com feixes separados no tempo, o feixe é enviado
alternadamente através das células de referéncia e da amostra antes de alcancar o fotodetector. Os feixes
estdo separados por milisegundos enquanto passam alternadamente pelas duas células [63].
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Os espectrofotdmetros de feixe Unico de varredura computadorizados, operam nas
regides do ultravioleta e do visivel, com esses instrumentos, a varredura do
comprimento de onda € inicialmente efetuada com a solucéo de referéncia na trajetoria
do feixe. A saida resultante de um transdutor é digitalizada e armazenada na memoria
de um computador acoplado no sistema, as amostras sdo entdo varridas e as
absorbéncias calculadas com auxilio de dados da solucdo de referéncia armazenados.
Em seguida o espectro completo € mostrado poucos segundo depois. Neste trabalho faz
uso da espectroscopia molecular de absorcéo para caracterizar e quantificar o teor de

agua em misturas de agua e etanol na presenca da rodamina B.

3.5.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A fotoluminescéncia é proveniente do decaimento radiativo dos estados
moleculares excitados, proveniente da absorcao de fotons. Esse fendmeno é classificado
de duas maneiras, a primeira denominada fluorescéncia e a segunda fosforescéncia a

seguir serdo feitas explanagdes sobre a diferenca entre os dois fenébmenos [66].

A fluorescéncia difere da fosforescéncia, pois as transicdes eletronicas
responsaveis pela fluorescéncia ndo envolvem mudanca no spin eletrdnico. Assim 0s
estados excitados envolvidos na fluorescéncia possuem um tempo de vida curto, sendo
de aproximadamente < 10~°s. Em contra partida, uma mudanca no spin eletronico
acompanha a emissao por fosforescéncia e o tempo de vida dos estados excitados é mais
longo, frequentemente na ordem de segundou ou até minutos. Os processos de
fotoluminescéncia ocorrem em comprimentos de onda maiores que os da radiacdo de
excitacdo [66-67].

Existe também um terceiro tipo de luminescéncia, chamada de
quimiluminescéncia, ela é baseada na emissdo de radiacdo por uma espécie excitada
formada durante uma reacdo quimica. Em alguns casos, a especie excitada € o produto
de uma reacdo entre o analito e um reagente, o resultado é um espectro de emisséo
caracteristico do produto da reagdo. O numero de métodos fluorimétricos é maior que o

namero de aplicagdes dos procedimentos de fosforescéncia e quimiluminescéncia [67].
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A fluorescéncia molecular é causada pela irradiacdo de moléculas em solugéo ou
em fase gasosa, a absorcdo da radiacdo promove as moléculas para qualquer um dos
niveis vibracionais associados aos estados eletronicos excitados. No entanto o tempo de
vida desses estados vibracionais excitados ¢ sempre na ordem de 1075 que é muito
menor que o tempo de vida dos estados eletrdnicos excitados. Por tanto em média a
relaxagd@o vibracional ocorre antes da relaxacdo eletrdnica. Em consequéncia a energia
da radiacdo emitida é menor que aquela absorvida por uma quantidade igual a energia

de excitacdo vibracional [63-66].

Assim, a radiacdo emitida apresenta uma frequéncia mais baixa, ou um
comprimento de onda maior, do que a radiacdo que excitou a fluorescéncia. Esse
deslocamento do comprimento de onda para frequéncias menores é denominado de
deslocamento de Stokes. A fosforescéncia ocorre quando uma molécula excitada relaxa
a um estado eletronico excitado metaestavel, chamado de estado tripleto, apresentando
assim um tempo de vida maior, diferenciando da fluorescéncia [68].

O principio de exclusdo de Pauli estabelece que, em um atomo dois elétrons
quaisquer ndo podem ter o mesmo valor dos quatros numeros quanticos. Essa restricdo
exige que ndo mais do que dois elétrons possam ocupar um orbital, além disso, os dois
devem ter estados de spin opostos, ou seja, 0s spins estdo emparelhados. Devido ao
emparelhamento do spin, muitas moléculas ndo apresentam um campo magnético
resultante, elas sdo denominadas diamagnéticas. Em contra ponto, os radicais livres, que
contém elétrons desemparelhados, ttm um momento magnético, sdo chamados de

paramagnéticos [68].

Um estado eletrdnico molecular no qual todos os spins eletrdnicos estdo
emparelhados é definido de estado singleto, neste caso, ndo ocorre nenhum
desdobramento dos niveis de energia eletrénicos quando a molécula é exposta a um
campo magnético. O estado fundamental para um radical livre é um estado dupleto, por
que ha duas possiveis orientacfes para o elétron impar em um campo magnético, e cada

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

O estado tripleto ¢ formado quando um dos pares de elétrons de uma molécula é
excitado a um nivel de energia mais alto. No estado excitado singleto o spin do elétron
promovido ainda estd emparelhado com o elétron do estado fundamental. No estado

tripleto os spins dos dois elétrons tornam se desemparelhados, ou seja, sdo paralelos. A
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Figura 8 mostra os estados onde as setas representam a direcdo 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~* até varios segundos, enquanto para um estado excitado singleto o

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

Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
singleto singleto tripleto
(a) (b) (¢)

Figura 8:Estados eletronicos do spin das moléculas. (a) € mostrado o estado eletrdnico fundamental, onde
0s spins estdo sempre emparelhados. Em (b) e (¢) sdo mostrados os estados eletrénicos excitados, quando
emparelhados no estado excitado a molécula esta no e excitado a molécula esta no estado singleto. Se os
spins tornam se desemparelhados a molécula est4 no estado tripleto [63].

O diagrama de niveis de energia é chamado de diagrama de Jablonski, ilustrado na
Figura 9, a linha horizontal mais espessa na parte inferior do diagrama representa o
nivel de energia do estado fundamental da molécula, que é o estado singleto
representado por S,. As linhas da parte superior sdo os niveis de energia dos estados
fundamentais vibracionais de trés estados eletrénicos excitados. As duas linhas a
esquerda representa o primeiro S; eo segundo S, estado eletronico singleto. A linha a

direita T, representa a energia do primeiro estado eletronico tripleto [69].
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Figura 9: Diagrama parcial de niveis de energia para um sistema fotoluminescente [67].

Os numerosos niveis de energia vibracional estdo associados a cada um dos
quatros eletrdnicos, conforme as linhas horizontais mais estreitas, as transicdes de
absorcdo podem ocorrer do estado eletrdnico fundamental S, para varios niveis
vibracionais dos estados eletrénicos excitados singletos S, e S,. E possivel notar que a
excitacdo direta para o estado tripleto ndo é mostrada, uma vez que essa transicdo
envolve uma mudanca na multiplicidade e ha uma probabilidade muito pequena de sua

ocorréncia, chama se de transigdo proibida [68].

As moléculas excitadas para os estados eletrénicos S; e S, perdem rapidamente
qualquer excesso de energia vibracional e relaxam para o nivel vibracional fundamental
daquele estado eletrénico, tal processo ndo-radiante € denominado de relaxagédo
vibracional. As colisdes entre as moléculas das espécies excitadas e aquelas do solvente
leva a uma rapida transferéncia de energia com um leve aumento da temperatura do
solvente. Uma consequéncia 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 eletrénico de energia mais baixa sem

emissdo da radiacio. E uma transicdo entre dois estados de mesma multiplicidade
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(singleto-singleto ou tripleto-tripleto), é particularmente eficiente quando dois niveis
eletronicos de energia estdo suficientemente préximos para que ocorra Superposi¢ao nos
niveis de energia vibracionais. A conversdo interna atraveés dos niveis de energia
vibracionais superpostos é geralmente mais provavel que a perda de energia por

fluorescéncia, a partir de um estado excitado mais alto.

A desativagdo de um estado eletronico excitado pode envolver interacdo e
transferéncia de energia entre a molécula excitada e o solvente e outros solutos, tal
processo € denominado de conversdo externa. A evidéncia para a conversao externa
inclui um forte efeito exercido pelo solvente na intensidade de fluorescéncia da maioria
das espécies. Além disso, as condi¢des que tendem a reduzir o nimero de colisdes entre
as particulas (baixa temperatura e alta viscosidade) que levam a um aumento de

fluorescéncia.

O cruzamento intersistema é um processo no qual hd uma conversao interna entre
estados eletronicos de diferentes multiplicidades, o processo mais comum € do estado
singleto para um estado tripleto, como mostrado na Figura 9. Assim como a conversdo
interna, a probabilidade de ocorrer o cruzamento intersistema aumenta se 0s niveis
vibracionais dos dois estados se superpdem. A transi¢do singleto-tripleto mostrada na
Figura 9 o nivel vibracional singleto mais baixo superpfem aos niveis vibracionais
tripletos superiores em uma mudancga no estado do spin. O cruzamento intersistema é
mais comum em moléculas que contém atomos pesados, como por exemplo, o iodo ou
bromo [63-67].

Além dos processos de desativacdo dos estados excitados, deve se avaliar as
varidveis que afetam os processos de fluorescéncia e fosforescéncia. A estrutura
molecular assim como o ambiente quimico influencia a ocorréncia ou ndo da
luminescéncia de uma substancia, esses fatores determinam a intensidade da emissdao

quando a luminescéncia ocorre. E possivel definir uma eficiéncia dessa luminescéncia.

O rendimento quantico, ou a eficiéncia quéantica, para a fluorescéncia ou
fosforescéncia, é dado pela razdo do niumero de moléculas que luminescem em relagéo
ao numero total de moléculas excitadas [67]. Assim,

_ kg (12)
Ckp kAt kee + kic + kpa + kg

¢
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onde os k, séo as velocidades relativas para o processo pelo qual o estado foi excitado

singleto mais baixo € desativado. Esses processos sdo fluorescéncia kg, cruzamento
intersistema k;, a conversao externa k.., a conversao interna k;., pré-dissociacao k,, e

a dissociacéo k.

E importante notar que a fluorescéncia dificilmente é resultado da absorcdo de
radiacdo ultravioleta de comprimentos de onda menores que 250 nm, pois essa radiacao
é suficientemente energética para causar desativacdo dos estados excitados pela pré-
dissociacdo ou dissociacdo. A maioria das moléculas organicas tem pelo menos algumas
ligacbes que podem ser rompidas por energias dessa magnitude. Como consequéncia, a
fluorescéncia decorrente das transi¢des o* — ¢ raramente observada. Ao contrario, esse

tipo de emissao € restrito aos processos menos energéticos t* — w e ©* — n [68-70].

Uma molécula eletronicamente excitada normalmente retorna a seu estado
excitado mais baixo por uma série de relaxacGes vibracionais rapidas e conversdes
internas que ndo produzem emissdo de radiagdo. Assim a fluorescéncia origina se
geralmente de uma transicdo do estado vibracional mais baixo do primeiro estado
eletrbnico excitado para um dos niveis vibracionais do estado eletronico fundamental.
Dessa maneira, para a maior parte dos compostos fluorescente, a radiacdo € produzida
por uma transicdo ©* — n ou ©* — m, dependendo de qual das duas é menos energética
[68-70].

A maior eficiéncia quantica referente aos estados m e m* pode ser associada de
duas maneiras, a primeira a absortividade molar de uma transicdo = — ©* geralmente é
100 a 1000 vezes maior que para um processo n — m*, e essa quantidade representa
uma maior probabilidade de transi¢cdo. Assim o tempo de vida inerente associado aos
estados 7, * € menor (10~7 a 10~%) s, comparado com (10> a 10~7)s para 0s estados
n, . Na fosforescéncia em geral, 0 processo ocorre a partir do estado excitado n, ",
que tende a serem menor assim, menos suscetiveis & desativacdo que um estado tripleto
m e m* do que para os estados n,m*, porque a diferenca de energia entre os estado

singleto e tripleto é maior e o acoplamento spin-érbita é menos provavel [68-71].

A fluorescéncia sofre também influéncia da estrutura da molécula, a fluorescéncia
de maior intensidade é encontrada em compostos contento grupos aromaticos funcionais
com transicbes m — m*. Os compostos contendo estruturas alinfaticas e carbonilas

aliciclicas ou estruturas de ligacdo duplas altamente conjugadas também podem
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apresentar fluorescéncia, mas em menor intensidade que nos sistemas aromaticos. A
maioria dos hidrocarbonetos arométicos ndo-substituidos florescem em solugdo e a
eficiéncia quéntica geralmente aumenta com o ndmero de anéis e seu grau de
condensacdo [66]. Os compostos heterociclicos simples, ilustrado na Figura 10 nédo

apresentam fluorescéncia.
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Figura 10: Compostos heterociclicos simples, piridina, furano, tiofeno e pirrol [63].

Toda via estruturas com anéis condensados geralmente fluorescem. Acredita se
que em compostos heterociclicos nitrogenados a transicao eletrénica de energia mais
baixa envolva sistema n — 7*, que é rapidamente convertida em estado tripleto e evita
fluorescéncia. A condensacdo dos anéis benzénicos a nucleos heterociclicos, porém
resulta em um aumento da absortividade molar da banda de absorc¢éo, assim o tempo de

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

E observada fluorescéncia para composto como, mostra quinolina, isoquinolina e
indol, mostrados na Figura 11. A substituicdo no anel benzénico causa deslocamentos
nos comprimentos de onda dos maximos de absor¢do e mudancas correspondentes nos
picos de emissdo de fluorescéncia. A substituicdo também pode afetar a eficiéncia

quantica.
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Figura 11: Anéis benzénicos: quinolina, isoquinolina e indol [71]

O efeito da substituicdo por halogénicos é notavel, o decréscimo de fluorescéncia
é observado ao aumentar a massa molar do halogénio como ilustrado pela Tabela -1 é
um exemplo do efeito de atomo pesado, que aumenta a probabilidade de cruzamento
intersistema para o estado tripleto. Estima se que a pré-dissociacdo desempenha papel
importante no iodobenzeno e também em derivados nitrogenados, uma vez que esses
compostos possuem ligacao de fécil ruptura, que podem absorver a energia de excitacéo

em seguida & conversao interna.

Tabela 1: Efeito da substituicdo na fluorescéncia no benzeno [63].

Comprimento de onda Intensidade relativa

Composto Formula Da fluorescéncia, nm da fluorescéncia
Benzeno C.H, 270 —310 10
Tolueno C.HyCH, 270 —320 17
Propilbenzeno C HyCyH, 270 —-320 17
Fluorobenzeno C,H.F 270 —320 10
Clorobenzeno CeHgCl 275 — 345 7
Bromobenzeno CHBr 290 — 380 S
Iodobenzeno CHcI - 0
Fenol C.H OH 285 — 365 18
Ion fenolato C.H 0 310 — 400 10
Anisol C.H.OCH, 285 — 345 20
Anilina C.HNH, 310 — 405 20
Ion anilinio C.H NHS = 0
Acido benzéico C,H,COOH 310 — 390 3
Benzonitrila C HCN 280 — 360 20
Nitrobenzeno C.HNO, = 0
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A substituicdo de um grupo carboxilico ou carbonilico em um anel aromatico
geralmente inibe a fluorescéncia. Nesses compostos, a energia de transicdo n —» m* é
menor que a energia de transicdo m — m*. Assim tem se que o rendimento de

fluorescéncia nos sistemas n — m* é geralmente mais baixo.

A fluorescéncia também ¢é favorecida em moléculas com estruturas rigidas, o
efeito da rigidez também ja mencionando para explicar o aumento na fluorescéncia de
alguns agentes quelantes organicos, que sdo cations metalicos se ligam a substancias
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 ions metalicos. A falta de rigidez em uma molécula pode
causar o aumento da velocidade de conversdo interna consequentemente um aumento na
facilidade de desativacdo ndo radioativa. Uma parte da molécula ndo rigida pode sofre
vibracbes de baixa frequéncia em relacdo a outras partes, tais movimentos

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

A temperatura € uma variavel que pode influenciar na fluorescéncia, a eficiéncia
quéntica da fluorescéncia na maioria das vezes diminui com o aumento da temperatura,
porque aumenta a frequéncia de colisGes, em temperaturas mais elevadas tem se uma
maior probabilidade da desativacdo por conversdo externa. Um decréscimo na

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

Outro aspecto que deve se mencionar a respeito da fluorescéncia € que para um
composto aromatico com anéis substituido acidos ou basicos o pH altera as intensidades
da fluorescéncia. Tanto o comprimento de onda quanto a intensidade de emissdo seréo
possivelmente diferentes para formas protonadas e desprotonadas. Tais mudancas na
emissdo de compostos desse tipo resultam da diferenca no numero de espécies de
ressonancia que estdo associadas as formas &cidas e basicas das moléculas. Uma

aplicacdo deste efeito é usada para deteccdo do ponto final em titulacdo acido-base [67].

Existem ainda efeitos da concentra¢do do analito na intensidade de fluorescéncia,
a poténcia de emissao de fluorescéncia (F) é proporcional a poténcia radiante do feixe

de excitagdo que é absorvido pelo sistema, assim:

F =¢pK"(Py—P) = K'(Py — P) (13)
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Onde P, é a poténcia do feixe incidente na solucdo, P € sua poténcia apds
atravessar uma distancia b do meio, ¢ é a eficiéncia quantica do processo de
fluorescéncia e K" é convertido em uma nova constante. Para relacionar F com a

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

R 10—£bc (14)

Onde ¢ é a absortividade molar das moléculas fluorescentes e ebc é a absorbancia

A. Fazendo as manipulages algébricas obtém se:

F = K'Py(1 — 10%%°) (15)

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

modo que,

2 3
F = K'P, l2,303£bc _ ((2,303sbc) ) N <(2,303sbc) ) N l (16)

2! 3!

Considerando que 2,0303 ebc = A < 0,005, todos 0s termos entre parénteses sao
pequenos quando comparados com 0 primeiro termo, assim o erro relativo maximo
causado por desprezar todos os termos, exceto o primeiro é (0,13%) [65]. De maneira

que € possivel escrever,

F = 2,303K’ebcP, (17)
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ou, com P, constante,

F = Kc = 2,303K'P = 2,303¢K"cbcP, (18)

Com isso, o grafico da intensidade de fluorescéncia radiante de uma solucéo em
funcdo da concentracéo das espécies emitidas deve ser linear para baixas concentracées.
Quando ¢ torna se suficientemente grande de forma que a absorbancia é maior que
0,005, os termos de ordens superiores da equagdo (18) tornam se relevantes e a
linearidade é perdida. F é determinada por extrapolacdo da reta do gréafico, essa

absorcédo excessiva é denominada como absorcao priméria [65-66].

Outro fator responsavel pelos desvios negativos da linearidade em altas
concentracdes € a absorcdo secundaria, esta ocorre quando o comprimento de onda da
emissdo superpBe uma banda de absorcdo. A fluorescéncia sofre uma diminuicéo &
medida que a emissdo atravessa a solucdo é reabsorvida por outras moléculas na
solucdo. A absorcdo secundaria pode ser uma absor¢do pelo proprio analito ou por
outras espécies em solugdo. Esses efeitos da absor¢do sdo nomeados de “efeitos de filtro

interno” [67].

Além dos efeitos da concentracdo em relacéo a intensidade de fluorescéncia, pode
mencionar também os efeitos da supressdo. Tal termo refere se a energia ndo radiativa
transferida das espécies excitadas para outras moléculas. A supressdo dinamica
necessita do contato entre as espécies excitadas e o agente supressor (Q). A supressao
ocorre tdo rapidamente quanto as espécies que sofrem colisdo podem difundir juntas, a

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

A concentracdo do supressor deve ser suficientemente alta para que haja
probabilidade de colisdo entre as espécies excitadas e o supressor durante o tempo de
vida do estado excitado. Para a conversdo externa controlada pela supressao dinamica
com um Unico supressor, tem se que a constante de velocidade de conversédo externa é

na forma:
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kee = kq [Q] (19)

Onde k, é constante de velocidade para supressdo e [Q] € a concentragdo do
supressor. Na auséncia de supressdo (k.. =0) e quando a pré-dissociacdo e a

dissociacgdo estdo ausentes (kpd =ky = 0), a eficiéncia quantica pode ser escrita como,

0 kf (20)
2 S
et ki + ke

Quando considera se a supressado tem se:

_ kr (21)
kf +k; + ki + kq[Q]

br

Assim, realizando a razéo entre as duas relagdes da eficiéncia quantica obtém se a

constante a equacao de Ster-Vomer,

0 22
¢—i=1+kq[Q] (22)

Onde K, € a constante de supressdo de Stern-Volmer, sendo definida por K, =

kq/(kf + k; + kl-c). Manipulando a equacéo chega se,

1 1 K,lQ] (23)

¢r bR Pp

A representacdo grafica de (1/¢r) em funcdo de [Q] deverd ser uma reta com

inclinacdo proporcional de (Kq/q_’),?) e um intercepto em (1/¢2). A constante de Stern-
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Volmer pode ser obtida a partir da razdo do coeficiente angular pelo coeficiente linear.
A supressdo dindmica reduz tanto a eficiéncia quantica de fluorescéncia como o tempo
de vida de fluorescéncia. Como a emissao de fluorescéncia é diretamente proporcional a
eficiéncia quantica, pode se escrever a equacdo de Stern-Volmer [67] em termos sinais

medidos,

Fo
= =14 K,[0] (24)

Onde F, e F sdo os sinais de fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor,
respectivamente. De modo que a constante de Stern-Volmer € a inclinacdo do grafico de
(Fy/F) por [Q]. Na supressao estatica, o supressor e o fluor6foro no estado fundamental
formam um complexo chamado de complexo escuro, neste caso o decréscimo na
intensidade de fluorescéncia também pode ser descrito pela equacdo de Stern-Volmer.
Porém K, sera uma constante de formagdo do complexo fluoréforo, vale ressaltar que a

supressdo estatica ndo afeta o tempo de vida de fluorescéncia [69].

Os espectros de emissdo de um determinado composto podem ser representados
graficamente de algumas maneiras, pode se fixar um comprimento de onda de excitacédo
enquanto é feito o registro da intensidade de emissdo em funcdo do comprimento de
onda [72]. Outra maneira de representa o espectro é tridimensionalmente ou também
com um gréfico de contorno A Figura 12 ilustra ambos os casos. Ambos mostram o
sinal de fluorescéncia em funcdo dos comprimentos de onda de excitacdo e dos
comprimentos de onda de emiss&o, simultaneamente. E comum chamar esses dados de

matriz de excitagdo-emissao.
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Figura 12: (a) Espectros de fluorescéncia tridimensional (b) Gréfico de contorno de fluorescéncia [66]

Hé& ainda alguns aparatos experimentais que permitem varrer simultaneamente o0s
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo com uma pequena diferenca entre
eles, o espectro gerado por esse procedimento é denominado de espectro sincrono. Um
sinal de fluorescéncia é obtido apenas em comprimentos de onda onde a excitacdo e a

emissdo ocorrem para uma diferenca de comprimento de onda selecionada [65-66].

Os componentes dos instrumentos de medidas para fluorescéncia sdo similares aos
fotbmetros e espectrofotdmetros ultravioleta-visivel. A Figura 13 ilustra uma
configuragdo tipica para os componentes de fluorimetros e espectrofluorimetros,
basicamente quase todos os aparatos experimentais de fluorescéncia usam Optica de
feixe duplo. O feixe superior da amostra passa inicialmente através do seletor de
excitacdo de comprimento de onda (filtro ou monocromador), o qual transmite a
radiagdo que excita a fluorescéncia, mas exclui ou limita a radiagdo do comprimento de
onda de emissdo fluorescente. A fluorescéncia é emitida em todas as direcGes, mas é
convenientemente observada em angulos retos ao feixe de excitacdo, isso minimiza as
contribuigdes do espalhamento e da radiagdo intensa da fonte. A radiagdo emitida passa
através de um seletor de emissdo de comprimento de onda de comprimento de onda
(filtro ou monocromador) que isola a emissao da fluorescéncia, a radiacao isolada atinge

entdo um fototransdutor, onde é convertido em um sinal elétrico para a medida [66-70].
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Figura 13: Componentes de um fluorimetro ou espectrofluorimetro. A fonte de radiacéo é dividida em
dois feixes. O feixe da amostra passa através do seletor de comprimento de onda de excitagdo em diregdo
da amostra. A fluorescéncia emitida é isolada pelo seletor de comprimento de onda de emissdo antes de
atingir o transdutor. O feixe de referéncia é atenuado antes de atingir o transdutor. Os componentes
eletrdnicos e o sistema computacional calculam a razéo da intensidade de fluorescéncia para a intensidade
do feixe de referencia, que cancela o efeito das flutuac6es da intensidade da fonte [66].

O feixe de referéncia menor passa através de um atenuador que reduz sua poténcia
para um valor proximo daquele da radiacdo de fluorescéncia, a reducdo da poténcia é
usualmente de um fator de 100 ou maior, o feixe atenuado atinge, entdo, um segundo
transdutor e é convertido para um sinal elétrico. Os componentes eletrdnicos em um
sistema de dados computacional processam o0s sinais para calcular a razdo da
intensidade de emissdo de fluorescéncia para a intensidade da fonte de excitacdo e

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

A sofisticacdo, as caracteristicas de desempenho e custos dos fluorimetros e dos
espectrofluoimetros diferem enormemente, da mesma forma que os instrumentos
correspondentes para as medidas de absor¢cdo. Quando sdo empregados apenas filtros, o
instrumento é chamado de fluorimetro, os espectrosfluorimetros verdadeiros empregam
dois monocromadores para isolar o comprimento de onda. Alguns instrumentos s&o
hibridos, fazem uso de filtro para selecionar o comprimento de onda de excitacdo e um

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

Uma das caracteristicas mais interessantes dos métodos luminescentes é a sua
inerente sensibilidade, com os limites de detecgéo, que séo até trés ordens de magnitude
melhores que os encontrados pela espectroscopia de absor¢do. Outra vantagem dos
métodos fotoluminescentes é a sua grande faixa linear de concentracdo, que também é

significativamente maior que do que os métodos de absor¢do. Porém, como os estados

54



excitados sdo suscetiveis a desativacdo pelas colisdes e outros processos, muitas
moléculas ndo apresentam fluorescéncia ou fosforescéncia [68-70]. Neste trabalho fez
se uso da técnica de fluorescéncia molecular para caracterizar e quantificar o teor de
agua em amostras de etanol fez se uso da rodamina B, um corante que é conhecido pela

sua alta eficiéncia de fluorescéncia.

3.5.3 Tempo de vida de fluorescéncia

A medida de fluorescéncia no estado estacionario é feita com uma iluminacdo e
observacgdes constantes, a amostra é exposta a radiagdo com um feixe continuo de luz e
a intensidade de emissdo € entdo registrada. A medida de fluorescéncia resolvida no
tempo é realizada para determinar as intensidades e tempo de decaimento de
fluorescéncia, a amostra é exposta em um pulso de luz, onde a largura do pulso é menor
do que o tempo caracteristico de decaimento da amostra. A intensidade deste
decaimento é detectada, onde é possivel retirar os valores de tempo numa escala de

nanossegundos [67].

E possivel estabelecer uma relacdo entre as medidas de estado estacionario e as
medidas de fluorescéncia resolvidas no tempo, a observacdo do estado estacionario é
tida como uma média do fendmeno resolvido no tempo sobre a intensidade de
decaimento da amostra. Muitos fluordsforos dispdem de tempo de vida na ordem de
subnanossegundos, devido as curtas escalas de tempo de fluorescéncia, medidas de
emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo requer uma sofisticacdo na Otica e na
eletrobnica dos equipamentos. No entanto, apesar das dificuldades experimentais, a
técnica de fluorescéncia resolvida no tempo vem sendo cada mais usada em andlises

laboratoriais [72].

As medidas de tempo de vida de fluorescéncia podem dar informagdes sobre 0s
processos de desativacdo colisional, sobre a taxa de transferéncia de energia e sobre as
reacOes em estado excitado. Tais medidas podem ser usadas analiticamente para
fornecer seletividade adicional na analise de misturas contendo fluorésforos [69]. Dada
uma solugdo diluida de espécies fluorescentes com concentracdo [A] (geralmente em

molL™1), um pulso de luz ¢ = 0 leva certo nimero de moléculas, A, ao estado excitado
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de singleto S; através da absorcdo de fétons. Essas moléculas excitadas entdo retornam
ao estado S, através dos processos radiativos, ndo radiativos e cruzamento intersistema.

A taxa de despopulacdo do estado excitado pode ser descrita pela equagéo diferencial,

ara (25)
—— = (ki + k3[4

Onde k, representa taxa de emissdo radiativa e k,,- dos processos ndo radiativos,
integrando a expressdo é possivel obter a evolucdo no tempo da concentracdo de

moléculas no estado excitado, [*4*], de modo que fica:

[24*] = [*4] (=) (26)

Onde [*A*], é a concentragdo de moléculas no estado excitado no tempo t =0 e
T, € 0 tempo de vida do estado S, definido por,

1 (27)

Teo == ——
Tk + Ky

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

unidade de tempo por volume, assim,

k>
A" ——— A+ féton (28)

A intensidade de fluorescéncia f no tempo t ap0s a excitacdo da amostra por um
pulso de luz no tempo igual a O é proporcional, em cada tempo, a concentracdo
instantdnea de moléculas no estado excitado, o fator de proporcionalidade é dado pela

taxa radiativa k;, de maneira que,

F(O) = kS[*A7] = ks[*A"]pe /) (29)

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

exponencial.
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O tempo de decaimento de fluorescéncia 7, é a propriedade de extrema relevancia
de uma molécula fluorescente, pois define a janela temporal em que podemos observar
o fenbmeno dindmico do sistema. AplGs a excitacdo, uma fracdo de moléculas do
sistema pode alcancar o estado excitado tripleto, de onde o retornardo ao estado
fundamental via processo radiativo, emissdo de fotons, e processos nédo radiativos [67-
69]. A concentracdo de moléculas no estado tripleto decai exponencialmente com um
tempo caracteristico 7, definido por,

1 (30)

Tr = o
T kT + kT,

O rendimento quéantico de fluorescéncia ¢ € a fracdo de moléculas no estado

excitado que retornam ao estado fundamental S,como emisséo de fétons, entéo,

k; (31)

Usando a definicdo de rendimento quéntico, razdo do nimero de fotons emitidos
pelo numero de fotos absorvidos, tem se,

f(@®)
['4*To

(32)

— kﬁe(_t/‘fg)

A integracdo desta expressdo fornece o decaimento (matematicamente de zero a

infinito) o rendimento quantico, assim,

(33)

©o
1
tdt = kitg =
| Fde=kir =
0

Na fluorescéncia estacionaria 0s espectros de emissdo e excitacao sao registrados
usando os espectrofluorimetros, a fonte de luz é uma lampada emitindo um fluxo de
fotons constante. Sendo N, nimero de fétons incidentes durante um intervalo de tempo
por unidade de volume da amostra com a concentragdo do fluoroforo [A4], tem se que,

aN, representa a quantidade de fotons absorvidos por unidade de volume e o processo

k
de excitagdo em quesito é dado por *4 + hv ———— '4*, onde k, ~ 10155 1.
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Sob fonte de excitagdo continua, a concentragéo [*A*] permanece constante, logo,

0 sistema esta no estado estacionario, a taxa temporal de mudanca de [*A*] é dado por,

d[*A*]

—— =0 = kgaNy — (kj + k5, )['47] (34)

Onde k,aN, representa 0 nimero de fotons absorvidos por unidade de volume
por unidade de tempo, é possivel escrever a expressao em fungédo da intensidade de luz
incidente I,,, a concentracao fica,

) aly (35)
['A] = 505
ki + ks,
A quantidade de fotos fluorescentes emitidos por unidade tempo e por unidade de

volume, de maneira que a intensidade de fluorescéncia no estado estacionério é,

" kn (36)
f= kﬁ[lA 1= alokﬁ+—mkflr = alypr

Essa expressdo representa a intensidade de fluorescéncia no estado estacionario

por féton absorvido.

Hé& dois métodos utilizados para medir o tempo de vida de fluorescéncia de um
dado fluor6foro, 0 método pulsado e o harmdnico ou de modulacdo de frequéncia, neste
trabalho foi usado o pulsado, serd feita uma explanacdo sobre este método. Suponha
uma amostra contendo um fluor6foro € excitada com um pulso de luz infinitamente
curta resultando em uma populacdo inicial N, de fluoréforos no primeiro estado

excitado singleto [70; 73]. A populacdo decai de acordo com a equagéo,

dN(t)

(37)
dt - _(kr + knr)N(t)

Onde N(t) é o nimero de moléculas excitadas no tempo t, k, € taxa de radiativa
de decaimento (fluorescéncia ou fosforescéncia) e k,, € a taxa de decaimento nédo
radiativa. A emissdo & um evento aleatério e cada fluor6foro tem a mesma
probabilidade de emitir num dado periodo de tempo, integrando a expressao obtém se o

decaimento exponencial da populagdo excitada assim,
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N = Nye(7) (38)

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

[ =ae/) (39)

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

é representado por:

. (40)

I(t) = Z aie(_t/fi)

i=1

A intensidade fracionaria da componente i, ou contribuicdo fracionaria da

componente i para a intensidade estacionéria, é,

B fooo I;(t)dt o (41)
B fooo 1(t) - Xt

i

ComYgfi =1.

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

médio pode ser determinado como,

(42)

[e%) n
() fo t I(t)dt _ nLaT? _ Zf'T'
[ 1(®)dt o ettt

Nesta configuracdo, cada tempo de decaimento é ponderado pela intensidade
fracionaria, esta média é denominada de tempo de decaimento com a média nas

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

n
_ g AT _
M=<r—=) a7

i=1 Qi

(43)

Onde a;s40 as amplitudes fracionérias, a; = —=——, esta média é chamada de

i=1 %

tempo de vida de fluorescéncia com média nas amplitudes.
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A defini¢cdo usada depende do fendmeno estudado em questdo, por exemplo, o
tempo de decaimento com média nas intensidades deve ser usado para calcular uma
constante colisional média, enquanto, em procedimentos de transferéncia de energia
ressonante, o tempo de decaimento com média nas amplitudes deve ser usado em

calculos de eficiéncia de transferéncia de energia [69].

O arranjo experimental para medidas de fluorescéncia resolvida no tempo usado
no presente trabalho é baseado no método de contagem de foton Unico correlacionado
no tempo (TCSPC — Time Correlated Single Photon Counting). O principio deste
método baseia se no fato de que a probabilidade de detectar um foton Gnico no tempo t
depois de um pulso de excitacdo é proporcional a intensidade de fluorescéncia naquele
tempo. Apds a sincronizacao e gravacdo de fotons Unicos, depois de um grande nimero
de pulsos de excitacdo, a curva de decaimento de intensidade de fluorescéncia é
reconstruida, a Figura 14 ilustra um digrama esquematico de fluorimetro de contagem

de féton Unico.
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Figura 14: Diagrama esquematico de um fluorimetro de contagem de féton Gnico [67]

A fonte de excitacdo pode ser uma lampada de flash ou laser, um pulso elétrico
associado com um pulso 6tico é gerado e encaminhado através de um discriminador
para a entrada INICIAR do conversor tempo-amplitude, por outro lado a amostra €
excitada pelo pulso ético e emite fluorescéncia. Os sistemas 6ticos sdo ajustados de
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modo que o fotomultiplicador detecte ndo mais de um foton por cada pulso de
excitacdo, o pulso elétrico correspondente é encaminhado através de um discriminador,
para a entrada DETER do conversor tempo-amplitude. Este que gera um pulso de saida
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 analégico-digital, o analisador multicanal aumenta de um contetido do
canal de memoria correspondendo ao valor digital do pulso detectado. Depois de um
grande numero de eventos excitacdo-deteccdo, forma se o histograma dos fotons
detectados, que representa a curva de decaimento de fluorescéncia, logo quanto maior o
namero de eventos melhor a precisdo da curva de decaimento [73].

Muitas vezes as fontes luminosas disponiveis fornecem pulsos de diferentes
intervalos de duracdo, como consequéncia o decaimento de fluorescéncia observado
deve ser corrigido pela largura do pulso da ldmpada, este procedimento é chamado de
deconvolucdo espectral [67-70]. Quando a deconvolugdo é necessaria, o perfil temporal
da lampada do pulso de excitacdo é gravado sob as mesmas condi¢fes por substitui¢éo
da amostra por uma solucao dispersante, essa dificuldade causada pela largura do pulso
pode ser minimizada pelo uso de lasers com pulsos de curta duragdo. Neste trabalho foi
utilizada técnica de fluorescéncia pulsada, para determinar o tempo de vida de
fluorescéncia das amostras, que sdo misturas de agua/etanol em varias concentracdes na

presenca da rodamina B.

3.6 Interacéo Etanol- Agua-Rodamina

As propriedades opticas de um fluoroforo sofrem influéncia do tipo de solvente
em que este estd diluido, fluorescéncia, o tempo de vida de fluorescéncia, a absorcédo
UV-Vis [74], podem apresentar diferentes valores de intensidades, como também
deslocamentos de bandas. H& trabalhos que discute 0 comportamento da rodamina B
diluida no etanol, na da agua e nas misturas agua/etanol. Dois tipos de efeitos

geralmente sdo mencionados e classificados como dinamicos e estaticos [75].

Os efeitos dindmicos sdo consequéncia de colisdes entre as moléculas de solvente

e, é importante nos processos de relaxacdo do estado excitado que envolve movimento
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de torcdo foto-induzido ao redor das ligagdes quimicas das moléculas do corante, a
viscosidade do solvente também pode estar associada a esses efeitos dindmicos de
colisdo [75-78].

Os efeitos estaticos sdo subdivididos em interacdes de curto alcance e interagdes
universais, a magnitude da influéncia do solvente como meio dipolar depende da
constante dielétrica e do indice de refracdo, e se mostra no aumento das interacdes
universais. Ambas as interacdes afetam a forma e a separacéo das energias potenciais, e,

portanto, modificam a altura das barreiras de potencial [78-79].

Na literatura ha trabalhos confirmando a presenca de dimeros em soluges
aquosas de rodamina, inclusive em concentragdes bem diluidas na ordem de 10 M a
107 M, mostrando que a constante de dissociacdo (dimerizacdo) é praticamente
invariavel, isto indica que para estas concentracfes as solucdes sdo binarias, compostas
de mondmeros e dimeros [44]. As interacBes especificas de soluto-solvente
correspondem as interacdes particulares da estequiometria entre as moléculas do soluto
e do solvente, tais interagdes incluem ligacdes tipo pontes de hidrogénio e também
podem incluir a formacdo de complexos. Elas podem afetar a constante de decaimento
da rodamina B, devido aos grupos de dietilamina, pois favorecem os processos de
converséo interna [80-81].

Existem trabalhos que buscam esclarecerer as interacBes das rodaminas com
diversos solventes, e explicar as propriedades fotofisicas derivadas dessas interacoes,
em experiéncias usando a rodamina em misturas agua/etanol [82-83]. E possivel fazer
implicagdes sobre alguns efeitos observados. A banda de absorgcdo das rodaminas do
tipo dietilamina (rodamina B) sofre deslocamento para altas energias, de modo que a
quantidade de agua diminui é verificado deslocamento para o azul. Em misturas onde o
teor de 4gua é maior, identifica se um deslocamento de banda de banda de absorcao para

o vermelho.

As diferentes interagOes entre a rodamina e o solvente [82,84] s&o ilustradas nas

Figuras 15 e 16, a analise entdo pode ser feita:

Interacdo A: O solvente pode sofrer interagdo com o grupo hidroxila e com o par
solitario do grupo amina com uma ligagdo tipo H, evitando a participacdo do par
solitario do grupo amina no sistema m do xanteno e favorecendo a ressonancia das

estruturas b, c e d. o que favorece o deslocamento de banda para o vermelho.
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Interacdo B: As estruturas ressonantes a e a a’ podem ser estabilizadas por uma
interacdo eletrostatica entre a carga positiva do grupo amina da rodamina e o par
solitario do grupo hidroxila do solvente (etanol/dgua), 0 que causa consequentemente

um deslocamento para o vermelho.

Interacdo C: O grupo carboxila pode sofrer solvatacdo, o que inibi a interacéo
eletrostatica 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.

Interacdo D: A interacdo entre o par solitario do grupo hidroxila do solvente com
0 atomo de hidrogénio do grupo monometilamina da rodamina por uma ligacéo tipo H
altera a densidade eletronica do grupo amina, 0 que permite uma deslocaliza¢do do par
solitario do grupo amina através do anel xanteno, favorecendo um deslocamento

espectral para o vermelho.

- H
R—O\
B R—¢
Interagdo A : Interacdio B | |
X O\
R 7 PN
H
Intera¢dio D
R_ u.-
"\ H COOR" Solvente

Interagiio C

Figura 15: Interacbes de pontes e hidrogénio entre os diferentes grupos funcionais das rodaminas e
solventes proticos [85]
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Figura 16: Estruturas ressonantes dos croméforos das rodaminas [92]

As interagdes descritas entre a molécula de rodamina e o solvente (agua/etanol)
indicam as possiveis causas dos deslocamentos dos espectros observados, porém é
complicado fornecer uma explicacdo com completeza de como todas as interacdes
influem no espectro, uma vez que as interacbes ndo ocorrem isoladamente, mas de
maneira conjunta e inter-relacionadas [82]. A partir dessas discussdes pode se dizer que
as moléculas de alcool tém maior afinidade para interagir (dissolver) com o grupo
amina, no entanto que as moléculas de agua sdo rejeitadas por este grupo devido a

forcas hidrofobicas.

3.7 Curva analitica

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as etapas necessarias
para demonstrar que os resultados obtidos sdo confiaveis e reprodutiveis. Uma questdo
de suma importancia no delineamento das etapas a comporem o procedimento de
validacdo de um método analitico esta justamente no estabelecimento dessas etapas
[84].

A validacdo de um método desenvolvido, ou mesmo, a validacdo de modificacdes
de ajuste de métodos ja publicados, mesmo os oficiais, envolve uma etapa critica que €
0 julgamento do nivel de validacdo necessario conforme o objetivo a que se destina o
método analitico. As agéncias reguladoras sugerem diferentes classificacfes para os
niveis de validacdo de um método, todas diferenciadas conforme a proposta a que se
destina 0 mesmo [84-85].
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Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdo do analito na
qual o método pode ser aplicado, a curva de calibragdo representa a relacdo entre a
resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do analito. O termo calibracdo é
mais pertinente para instrumentos de medicdo e padrdes o termo curva analitica para
expressar a relaco sinal (resposta) em fungdo da concentracio do analito. E recomenda
que no minimo cinco niveis de concentracdo (incluindo a amostra zero) sejam

empregados na construcdo da curva analitica [62].

Como critérios de avaliacdo os resultados devam ser analisados por métodos
estatisticos como, por exemplo, regressao linear pelo método dos minimos quadrados e
que deva ser usado o modelo mais simples que adequadamente descreve a relagéo
concentracdo-resposta. O uso de outros modelos mais complexos deve ser justificado
[84-86].

Dentre os principais pardmetros de uma curva analitica tém se: a especificidade do
método, linearidade, exatiddo, precisdo, faixa, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo e robustez [86].

-Especificidade ¢ a capacidade do método analitico em distinguir o analito de todo

0 resto que possa estar presente na amostra.

- Linearidade é a medida de o quanto uma curva analitica segue uma linha reta,
mostrando que a resposta € proporcional a quantidade de analito, essa medida é

comumente feita pelo valor do quadrado do coeficiente de correlacao.

-Exatiddo é definida como a proximidade do valor verdadeiro, as maneiras de
verificar a exatiddo podem incluir: analisar um material de referéncia-padrdo em uma
matriz similar aquela da amostra desconhecida; comparar resultados provenientes de
dois ou mais métodos analiticos diferentes; analisar um branco que foi propositalmente

contaminado por uma quantidade conhecida do analito.

-Precisdo é a reprodutibilidade de um resultado, normalmente expressa por meio
de um desvio padrdo, existem varios tipos de precisdo: precisdao do instrumento de
medida; Precisdo intrinseca do ensaio; precisdo intermediaria, também chamada de
robustez € a variacdo observada quando um ensaio é feito por pessoas diferentes, em
instrumentos diferentes, em dias diferentes; preciséo interlaboratorial também chamada
de reprodutibilidade é a medida mais geral da reprodutibilidade quando aliquotas da
mesma amostra sao analisadas por pessoas diferentes, em laboratérios diferentes.
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-Faixa é o intervalo de concentra¢fes no qual a linearidade, exatiddo e precisdo
atendem as especificagdes para o método analitico.

- Limite de deteccdo é definido como a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as
condicBes experimentais estabelecidas, ou seja, o limite de deteccdo € a mais baixa
concentracdo de analito que pode ser detectado de forma confiavel e distinto de zero,
mas ndo necessariamente quantificado na concentracdo em que um valor medido for
maior que a incerteza associada a ele [93-95]. O valor do limite de deteccdo LD pode ser

expresso por,

30 (44)

Onde o é o desvio padrdo das n medidas do branco e « € o coeficiente angular da

reta ajustada.

- Limite de quantificagdo € definido como a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo é a mais baixa concentracdo de
analito que pode ser determinada quantitativamente com um nivel aceitavel de preciséo.

O limite de quantificacdo LQ pode ser expresso por,

100 (45)
LQ =—
Q a
Onde o é o desvio padrdo das n medidas do branco e a € o coeficiente angular da

reta ajustada.

O menor limite de detec¢do, dado pela equacédo (44), onde o é o desvio padrédo de
uma amostra de baixa concentracdo e a o coeficiente angular da curva analitica, o
desvio padrdo € uma medida do ruido (variacdo aleatoria) em um branco ou sinal
pequeno. Quando o sinal é 3 vezes maior que o ruido ele é prontamente detectavel, mas
ainda € pequeno para uma medida exata. Um sinal dez vezes maior que o ruido é
definido como o limite inferior de quantificacdo, assim sendo a menor quantidade que

pode ser medida com exatiddo razoavel.

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 pardmetros da curva analitica para determinar os valores de LD e LQ, as
justificativas para tais mudangas na forma de calcular os valores de LD e LQ sdo

particulares de cada autor.

3.9 Validacdo Cruzada

A validagdo de um método é um processo de determinar o grau de confiabilidade
do modelo construido em relacdo aos dados apresentados, A validacdo cruzada pode ser
empregada como metodologia de teste para os métodos propostos em determinar
quantidades de &gua presente em amostras de etanol, usando os procedimentos
espectroscopicos [101-102].

No método de validacédo cruzada k-folds, o conjunto de dados original é dividido
em k subconjuntos, destes k subconjuntos, um subconjunto é retido para ser utilizado na
validacdo do modelo e os k — 1subconjuntos sejam utilizados novamente. O processo
de validacdo cruzada é entdo repetido k vezes, de modo que cada um dos k
subconjuntos seja utilizado exatamente uma vez como dado de teste para validacdo do
modelo [91-93].

O resultado final desse processo € o desempenho médio do classificador no k
testes. O objetivo de repetir os testes multiplas vezes é aumentar a confiabilidade da
estimativa da precisdo do classificador. A variancia entre as precisdes dos testes possui

uma relacdo inversa com k.

O método de validacdo cruzada Leave-One-Out possui a mesma definicdo do
método k-folds, a Unica diferenca estd no nimero de subconjuntos k, 0 método Leave-
One-Out define 0 nimero de subconjuntos igual ao nimero de exemplos pertencentes
ao conjunto de inicial. A partir deste método é possivel obter os seguintes parametros:

indice de Kappa, Acuracia, Precisdo, Recal e F-Score [93-96].

O coeficiente Kappa ¢ uma medida estatistica de aceitacdo entre avaliadores, entre
os dados reais e os dados deduzidos, este coeficiente mede a concordancia entre dois
avaliadores, em que cada um classifica os N itens em C categorias mutualmente

exclusivas. A expressdo para o indice Kappa (k) e,
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_ Pr(a) — Pr(e) (46)
~ 1-"Pr(e)

Onde Pr(a) é a observacdo relativa de aceitacdo entre os avaliadores e Pr(e)é
hipoteticamente a probabilidade de acerto, caso a concordancia entre os classificares
seja completa, entdo k = 1, caso ndo haja concordancia entre os preditores, entdo k <
0.

A acurécia é a proporc¢édo dos itens verdadeiros (positivos e negativos) sobre toda

populacéo, sendo,

verdadeiros positivos + verdadeiros negativos (47)

Acuracia = .
verdadeiros + falsos

A precisao € a proporcao entre intens classificados corretamente e todos os itens

pertencentes a classe,

verdadeiros positivos (48)

precisao = - — —
verdadeiros positivos + falsos positivos

O Recall mede a proporgéo dos itens classificados corretamente dentre todas as

informacdes verdadeiras, assim,

verdadeiros positivos (49)

Recall = - — -
verdadeiros positivos + falsos negativos

O F-Score é a medida harmdnica entre a precisao e o Recall, ou seja,

precisdo xRecall (50)

F — Score =2x —
precisao + Recall

O método de validacdo cruzada Leave-One-Out foi aplicado nas curvas analiticas
resultante entre os sinais (reposta Optica) e a concentracdo de agua 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: Alcool etilico
UV- HPLC - espectroscépico 1000 ml (Vetec); 4gua deionizada; Rodamina B (RdB)
padrdo HPLC (Sigma-Aldrich).

4.2 Preparo das amostras

Foram preparadas blendas agua/etanol, com massa total igual a 509, variando as
concentracdes de agua de 1% em 1 % entre AO e A15, de 10% em 10% entre A20 e
A50, e por fim a amostra A100. E importante destaca-se que na nomenclatura em
questdo a amostra Ax representa que existe x% de agua na blenda agua/etanol.
Inicialmente, uma solugdo padrdo RdB diluida em etanol na concentracdo de 0,156
mg/g (massa de RdB/massa de etanol) foi preparada. Em seguida 1g dessa solucdo
padréo (etanol e rodamina B) foi adicionada em todas as blendas Ax, obtendo uma
concentracéo final de RdB de (5,2 x 10°®) mol/Kg (mols-RdB/massa da blenda agua-
etanol). Para preparo da amostra A100 foi preparada uma solucdo padrdo (&gua e

rodamina B). Todas as amostras foram preparadas em triplicatas.
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4.3 Medidas de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia molecular foram mensuradas em um
Espectrofluorimetro Cary Eclipse da marca Varian®, disponivel no LOF (Laboratério
de Optica e Fotonica) da Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia da UFGD
Dourados. Fez uso de uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho Optico. Para
obtencdo dos mapas de contorno de fluorescéncia as amostras foram excitadas de
200nm a 600nm, as fendas de excitacdo e emissao foram de 5 nm e a sensibilidade do
detector de 650 V.

4.4 Medidas de absorc¢ao UV-vis

As analises de absorcdo molecular foram realizadas em um Espectrémetro de
Absorcdo UV-Visivel Cary 50 da marca Varian®, disponivel no LECA (Laboratério de
Espectrometria e Cromatografia Aplicada) da Faculdade de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da UFGD Dourados. Utilizou se uma cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho Optico. Para obtencdo dos espectros de absorcdo as amostras foram excitadas
de 200 nm a 800 nm.

4.5 Medidas tempo de vida de fluorescéncia

As medidas de tempo de vida de fluorescéncia foram realizadas utilizando um
espectrometro de tempo de vida de fluorescéncia FluoTime 100 (PicoQuant®) sendo
utilizado para excitagdo um Driver Laser de Diodo Pulsado de Picosegundo PDL800-B
(PicoQuant®) com frequéncia de 40 MHz, o qual é utilizado para excitar LEDs de
comprimentos de onda especificos. Para analises dos decaimentos e calculo dos tempos
de vida foi utilizado o software FluoFit (PicoQuant®). A excitacdo usada foi em 370

nm e emissao acima de 400 nm.
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5 Resultados e discussao

5.1 Absorgao UV-Vis

Foram feitas medidas de absor¢do UV-Vis com o intuito de analisar variagdes nos
espectros da RdB em funcdo das blendas de dgua/etanol. Os espectros de absorcdo UV-
Vis das blendas etanol/agua séo ilustrados na Figura 17. O resultado mostra a existéncia
de uma alteracdo na intensidade de absorcdo e um deslocamento do maximo de
absorcdo, que é em 550 nm, em funcédo do teor de &gua nas blendas. A Figura 18 mostra
a variacao de intensidade de absor¢do em funcdo dos teores de dgua nas amostras.

E observada uma linearidade da absorbancia em funcdo da concentracdo de
agua/etanol na regido entre A0 e Al0, tal regido a concentracdo de massa de agua
presente no etanol varia de 0 a 10%. O coeficiente de correlagdo é R? = 09993. A
Figura 19 expde a reta ajustada para os valores de absor¢do em fungdo do teor de agua
nas amostras no intervalo de A0 a Al0, cuja equacdo é igual I, (Ax) = (0,5173 +
0,0003) + (0,0056 + 0,0004)Ax.
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Figura 18: Intensidade de absorbancia em 550 m, em funcédo do teor de &4gua nas blendas agua/etanol.



0,58

Absorcdo em 550 nm

0,57 1
0,56
0,55

0,54

Absorbancia

0,53

0,52

0,51 ——

Blendas &gua/etanol (g/g)

Figura 19: Reta ajustada entre os valores de absorbancia em 550 nm e as blendas agua/etanol entre AQ e
A10.

Em termos do deslocamento do maximo de absorcdo, a amostra A0 (100% etanol)
apresenta um maximo de absorcdo em torno de 544 nm, enquanto a amostra A100
(100% &gua) apresenta maxima absor¢do em 554 nm, resultando num deslocamento de
10 nm para o vermelho do espectro eletromagnético (red shift), a Figura 20 mostra a
variacdo do comprimento de onda dos valores maximos de absorcdo em funcdo das

blendas agua/etanol.
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Figura 20: Deslocamento dos picos de maior intensidade de absor¢do em fungéo das blendas agua/etanol.

E possivel verificar uma relacdo de linearidade entre os valores de comprimento
de ondas de absorcdo maximo de cada amostra em funcdo do teor de dgua nas blendas
agualetanol. A Figura 21 mostra o grafico da correlacdo, o coeficiente de correlacdo
R*=09914 e a equacdo da reta ajustada € Aapsorcao, ., (Ax) = (0,2242 +
0,0288)Ax + (544,3961 + 0,0032).
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Figura 21: Reta ajustada, relacdo entre o deslocamento de banda de absorgéo e o teor de 4gua presente nas
amostras.

Esses deslocamentos constatados nos espectros de absorcdo em funcdo da
quantidade de &gua presente nas blendas estdo associados aos efeitos de interacdo
solvente (misturas agua/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 4gua o que acarreta o deslocamento da banda de absor¢do para o vermelho
[87-88].

5.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Foram feitas medidas de fluorescéncia em mapas de contorno, mapas 3D, com o
intuito de averiguar todos os comprimentos de onda de emissdo possiveis das amostras
preparadas, esses mapas forneceram informacGes importantes para a identificacdo e

caracterizagdo da presenca de agua nas amostras, as intensidades de fluorescéncia
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sofreram alteragcOes para taxa de variacdo de &gua nas misturas, 0 comportamento das

emissdes do marcador RdB foi caracterizado por essas medidas de fluorescéncia 3D.

Os mapas de fluorescéncia 3D apresentado na Figura 22 fornecem o0s
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo das misturas etanol/dgua, a emissdo
observada é puramente da rodamina B presente nas amostras, e é possivel perceber que
ha uma diminuicéo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragdo de

agua nas blendas.

640.0
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7200

800.0
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Comprimento de onda de emiss&o (nm)

Figura 22: Mapas de contorno de fluorescéncia das misturas dgua/etanol.

A partir das medidas de fluorescéncia 3D, foi identificado qual comprimento de
onda de excitacdo, apresentava uma maior intensidade de fluorescéncia do analito, foi
analisada a amostra AO, quando excitada com radiacdo de comprimento de onda igual a

530 nm apresentou maior intensidade de fluorescéncia em 576 nm. ja amostra A100
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excitada com radiagdo de comprimento de onda de 550 nm apresentou maxima

intensidade de fluorescéncia em 586 nm.

A Figura 23 mostra os espectros de fluorescéncia quando as amostras sao
excitadas em 550 nm. E possivel observar um deslocamento nas bandas de emisséo para
o vermelho do espectro eletromagnético a medida que se aumentou a concentracdo de
agua nas blendas. Assim é possivel estabelecer relagdes entre o deslocamento de banda
de emissdo e o teor de agua nas misturas. Também pode ser correlacionar a intensidade
de fluorescéncia com o incremento de agua, trancando curvas de dispersdo para analise

de correlagdes.
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Figura 23: Espectro de fluorescéncia das misturas agua/etanol, quando excitado em 550 nm.

A amostra A0 apresentou um maximo de emissdo em 576 nm enquanto a amostra

A100 teve uma maxima emissdo em 586 nm, com comprimento de onda de excitacao
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de 550 nm. Dessa forma, analogamente ao obtido para os espectros de absorcdo, um
deslocamento para o vermelho de 10 nm no méximo de emissao foi induzido ao mudar
0 meio no qual a RdB estava diluida (do etanol para agua) a Figura 24 mostra 0s

deslocamento das bandas de fluorescéncia em funcdo do teor de agua nas blendas

agua/etanol.
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Figura 24: Deslocamento dos picos de maior intensidade de fluorescéncia em funcdo das blendas
agua/etanol

A correlacdo entre o deslocamento de banda de emissdo entre as amostras AQ e
A15 e o teor a concentracdo de agua € linear, a Figura 25 mostra a reta ajustada cuja
equacdo € Agmissao,,, (Ax) =(0,3132 +0,0291)Ax + (575,8085 + 0,2559) e o

coeficiente de correlacdo R? = 0,9987.
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Figura 25: Reta ajustada, relacéo entre o deslocamento de banda de absorcéo e o teor de agua presente nas
amostras.

Foi verificada que a amostra com maior teor de &gua possui uma menor
intensidade de fluorescéncia, a Figura 26 ilustra a relacdo entre a intensidade do sinal de
fluorescéncia em fungdo da concentracdo de dgua nas amostras, para comprimento de
onda de excitacdo de 550 nm e emissdo em 578nm. E possivel constatar que nas
concentracdes de 0 a 10% de agua, ou seja, de A0 a A10, existe uma correlacdo linear
entre a intensidade de emissdo e o percentual de agua presente na amostra. A Figura 27
mostra a reta ajustada para este intervalo, o coeficiente de correlagdo é R? = 0,9997. A
equacdo da reta é dada por, Ir (Ax) = (—9,4586 + 0,0913)Ax + (814,5640 +
0,5575).
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Figura 26: Intensidade de fluorescéncia em fun¢do das blendas 4gua/etanol, com comprimento de onda de
excitagdo de 550 nm e emissdo de 578 nm.
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Figura 27: Correlagdo entre os valores de intensidade de fluorescéncia e as blendas agua/etanol no
intervalo de AO até A10.
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E possivel que o deslocamento nas bandas de emissdo e variagbes nas
intensidades do sinal de fluorescéncia estejam associados as interacdes da rodamina
com o solvente. Existem trabalhos na literatura que apresentam a o efeito e alteragdes
que os diferentes solventes podem causar nas propriedades quimicas e fisicas do corante
rodamina. [54-56] Em solugbes aquosas de rodamina é verificada formacdo de
agregados como dimeros, trimeros e até mesmo de ordens maiores, mesmo em
concentracdes bem diluidas, entre 10* M a 107 M, [89-90].

A formacdo de dimero para estas concentracbes € devido a interacdes
hidrofébicas. A eficiéncia de emissdo é prejudicada pela formacdo destes agregados
ndo fluorescentes na solucdo. Ja para solucGes em etanol ela se dissolve completamente
em mondémeros, sendo verificada a formacdo de agregados somente em altas

concentragdes, ou seja, valores acima de 10 M [88-90].

Neste trabalho, cada amostra possui uma concentracdo de 5,2 u (mol/Kg) de
rodamina B, porém foi feita uma variacdo do teor de dgua nas misturas. A variacao da
concentracdo de agua influenciou diretamente na intensidade de fluorescéncia das
blendas. A Figura 25 mostra a diminuicao da intensidade de fluorescéncia em funcéo da
concentracdo de dgua. Acredita se que com o aumento de agua nas amostras houve a
formacéo de agregados néo fluorescentes, como discutindo anteriormente, ocasionando

a diminuicédo da fluorescéncia nas amostras.

Verificou se também o deslocamento de Stokes, ou seja, a diferenca entre o
espectro de excitacdo e o0 espectro de emissdo das amostras com concentracdes 0, 50 e
100% de agua, A Figura 28 ilustra o espectro de absorcdo UV-Vis das amostras A0,
A50 e A100, juntamente com o espectro de emissao, esse espectro de fluorescéncia foi
obtido com uma fonte de radiacdo excitante de 550 nm, os deslocamento de Stokes sdo
respectivamente, Adyy = 26,7711 nm, AApsy = 33,2288 nm, Adyq00 = 37,0012 nm.
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Figura 28: Deslocamento das bandas de emisséo e absorcéo, das amostras A0, A50 e A100.

Como intuito de determinar relagfes dos sinais 6ticos com a concentracdo de agua

nas amostras, foi detectada uma relacdo linear entre a razdo de intensidade de

fluorescéncia pela absorbancia nas amostras cuja concentracdo de &gua varia de 0 a

10%. A Figura 29 mostra o grafico desta razdo em funcdo das misturas agua etanol. Os

valores de absorcdo considerados sdo para o comprimento de onda de 550 nm, os

valores de intensidade de fluorescéncia sdo para comprimento de onda de excitacdo de

550 nm e emissdo de 578 nm.
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Figura 29: Razdo entre as intensidades de fluorescéncia pelas intensidades de absor¢do das misturas
agua/etanol, para absorcdo comprimento de onda de 550nm, para a fluorescéncia o comprimento de onda

de excitacao foi de 550 nm e de emisséo de 578.
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Figura 30: Correlacéo linear entre as razdes de fluorescéncia por absorcéo, considerando uma variagao de
0 a 10% do teor de agua presente nas amostras, juntamente com a reta ajustada.

A Figura 30 expde a relagdo linear entre as razdes de fluorescéncia por
absorbancia em fun¢do das misturas dgua/etanol nas concentracdes de 0 a 10%. A reta

ajustada possui a equacdo, IF/IA (Ax) = (—0,0202 + 0,0023)Ax + (0,9958 +

0,0013). O coeficiente de correlacdo linear é R? = 0,9988. As correlacdes lineares sdo
interessantes como curvas analiticas, ou seja, para elaboracdo de métodos e

procedimento para quantificacdo e identificacdo de residuos de 4gua em etanol.

5.3 Tempo de vida de fluorescéncia

Foi analisando também o tempo de vida de fluorescéncia das misturas dgua/etanol
com a presenca de rodamina B, a Figura 31 mostra os decaimentos das amostras

consideradas, nota se a uma diferencga significativa entre as amostras A0 e A100. Os
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valores de tempo de vida diminuem com o incremento do teor de &gua nas misturas

agua/etanol.

Segundo Lopez Arbeloa, as interacdes do soluto- solvente, ou seja, rodamina B e
agua/etanol sdo interacdes particulares de estequiometria entre as moléculas que
depende da natureza do soluto e do solvente. Foi discutido anteriormente que héa
interacOes tipo ponte de hidrogénio e também pode existir a formacdo de complexos,
como dimeros devido ao aumento da concentracdo de &gua nas amostras. Tais

interacdes podem afetar a constante de decaimento radiativo [86-88].
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Figura 31: Decaimento dos tempos de vida das misturas agua/etanol na presenca de rodamina B, com
excitacdo em 370 nm e emissdo acima de 400nm.

A variacdo dos valores de tempo de vida médio da RdB diluidas nas misturas
agua/etanol em funcdo da concentracdo de dgua nas amostras esta exposta na Figura 31.
Tém um intervalo (AO-A15) linear, a Figura 33 ilustra a reta ajustada para esse
intervalado, a equacdo desta é t(Ax) = (—0,0207 + 0,0003)Ax + (3,1182 + 0,0036)

o coeficiente de correlagdo é R? = 0,9948.
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Figura 32: Tempo de vida médio de fluorescéncia em funcéo das blendas agua/etanol.
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Figura 33: Reta ajustada entre os valores de tempo de vida de fluorescéncia e as blendas agua/etanol entre

AO e A15.
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H& uma diminuicdo na intensidade fluorescéncia com o aumento da concentracao
das amostras, esse efeito se repete na correlagcdo entre o valor médio de tempo de vida e
as misturas agua etanol, como a concentracdo do corante RdB € igual para todas as
amostras, atribui se esses efeitos de diminuicdo ao tempo de vida de fluorescéncia ao
teor de &gua presente na amostra analisada. Assim é possivel utilizar essa correlagéo
como um mecanismo de caracterizacao e quantificacdo de residuos de &gua em misturas

agua etanol.

5.4 Curvas analiticas

As trés técnicas apresentadas mostram se com potencialidade para caracterizacao
e quantificacdo de teores de agua em etanol na presenca usando a RdB como uma sonda
(marcador, corante), foram analisadas amostras com variacdo do teor de 0 a 10% de
agua, com o intuito de averiguar os parametros analiticos para cada uma das técnicas
espectroscopicas. A Figura 34 mostra as retas ajustadas, para as intensidades dos sinais

oOpticos para o intervalo de A0 a A10.
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Figura 34: Retas ajustadas para variacdo das intensidades opticas obtidas em funcdo das misturas
dgualetanol (a) usando absor¢do UV-Vis. (b) usando a espectroscopia de fluorescéncia. (¢) Usando o
tempo de vida de fluorescéncia.

As equacdes das retas ajustadas para Absorcao UV-Vis, fluorescéncia e tempo de

vida de fluorescéncia sdo respectivamente,

I, (Ax) = (0,0056 + 0,0004)Ax + (0,5173 + 0,0003). (51)

I (Ax) = (—9,4586 + 0,0913)Ax + (814,5640 + 0,5575).  (52)

T (Ax) = (—0,0225 + 0,0003)Ax + (3,1258 + 0,0018). (53)

Os parametros analiticos sdo ilustrados na Tabela 2, onde oz erro padrdo do

coeficiente linear da reta ajustada, e a é o valor do coeficiente angular curva analitica.
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- - ~ I ~ ~ . . 3
Os limites de deteccédo e quantificacdo sdo determinados respectivamente, LD = % e

100_ﬁ

[97]. Sendo R? é o coeficiente de correlagdo linear.

LQ =

a

Tabela 2: Parametros analiticos

Parametros UV-Vis (I14) Fluorescéncia (Ir) Tempo de vida ()
a 0,0056 9,4587 0,0236
ap 0,0003 0,5574 0,0032
R? 0,9993 0,9991 0,9989
LD %(g/9) 0,1481 0,1768 0,4118
LQ %(g/9) 0,4937 0,5893 1,3728

Além das curvas analiticas obtidas das intensidades de absor¢éo, emissdo e tempo
de vida de fluorescéncia, foi feito também as curvas analiticas que relacionam os
comprimentos de onda de maior intensidade tanto de absorcdo quanto de emisséo em
funcdo da concentracdo agua/etanol, a Figura 28 mostra que h4 um deslocamento no
pico de maior intensidade na absorcdo e de emissdo com a variacdo do teor de agua
presente nas misturas. A figura 35 ilustra as restas ajustada para esses efeitos de
variagdo do comprimento de onda (absorcdo e emissdo) e a Tabela 3 contém o0s

parametros analiticos das curvas.
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Figura 35: Retas ajustadas entre o comprimentos de onda de maior intensidade em funcdo das misturas
agua/etanol. (a) comprimento de onda de absorcdo em funcéo das misturas agua/etanol (b) Comprimento
de onda de emisséo em funcdo das misturas agua/etanol.

92



Tabela 3: Pardmetros analiticos das curvas de calibragdo entre comprimento de onda de méaxima
intensidade e as misturas agua/etanol

Parametros UV-Vis Fluorescéncia
a 0,2239 0,3054
og 0,038 0,0304
R? 0,9914 0,9971
LD %(g/9) 0,5091 0,2982
LQ %(g/9) 1,6973 0,9954

A partir das curvas de calibracdo das Figuras 34 e 35, foi aplicado um
procedimento de quantificacdo para predizer a relacdo da concentracdo de agua na
mistura agual/etanol. Foi utilizada a validagdo cruzada “leave-one-out”. A analise
consistiu em retirar uma amostra do conjunto de calibracdo e utiliza-la para testar o
modelo de quantificagdo. Neste caso, uma correlagdo linear entre a intensidade da
técnica Optica (absorbancia, intensidade de fluorescéncia ou tempo de vida da
fluorescéncia) e o valor de referéncia da mistura € obtida para as amostras "n-1"

restantes, usando a equacao,

Onde «a e B sdo os coeficientes angulares e lineares do ajuste linear, “WE” ¢ o valor da

razao para a mistura de agua/etanol e 1,,, € o valor retornado da técnica optica usada. O
proximo passo foi isolar o "WE™ da equacdo (54) e usar o valor I,,, da amostra retirada

para prever a relacdo agua/etanol nessa amostra, de acordo com a equagéo,
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Io t
(WE)pred = pa P (%)

onde (WE),,.q € 0 valor previsto para a mistura retirada pela calibracdo das
amostras “n-17. O valor de (WE),..q€ entdo comparado ao valor de referéncia da

mistura e um erro percentual absoluto ¢é obtido, de acordo com a equagéo,

(WE)pred - WE

(56)
Epred = WE

|><100

Este processo € repetido para todas as amostras com WE acima do LQ. A amostra
com o maior valor de WE (amostra A10) também foi excluida do teste de quantificacéo
porque esta fora da faixa da curva de calibracdo com as amostras "n-1". Para avaliar as
técnicas, calculou-se o valor médio de E,,.4 para todas as amostras testadas, retornando
0 erro médio de quantificacdo da técnica. Neste experimento, o erro médio foi de 1,4%
(absorcdo), 1,5% (intensidade de fluorescéncia) e 4,4% (tempo de vida de
fluorescéncia). Os graficos de quantificacdo relacionando os valores previstos e de

referéncia sdo apresentados na Figura 36 e 37.
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Figura 36: Valor previsto da mistura agua/etanol % (g/g). (a) Absorcdo de UV-VIS (absorbéancia a 550
nm). (b) intensidade de fluorescéncia a 576 nm (excitacdo a 550 nm). (c) tempo de vida médio de
emissao de fluorescéncia superior a 400 nm e excitagdo 370 nm.
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Figura 37: Valor previsto da mistura agua/etanol % (g/g). (a) Comprimento de onda de absorgéo de maior
intensidade. (b) Comprimento de onda de emissdo de maior intensidade.

Os baixos erros médios de quantificacdo da agua nas misturas relagcdo agua/etanol

obtidos pelas técnicas Opticas propostas destacam o grande potencial deste protocolo

para aplicacBes. Os pardmetros das curvas analiticas das técnicas de absorgdo UV-Vis,

fluorescéncia e tempo de vida, fornecem valores de limites de quantificagdo de agua em
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etanol que satisfatorios para a aplicacdo em etanol combustivel, a concentragdo méxima
de &gua permitida é de 7,4% (% massa). Todas as técnicas mencionadas detectam

valores de concentracao de agua menores que a metade do valor maximo requerido.

As vantagens das técnicas espectroscopicas sdo a possibilidade de dispositivos
Oticos que permitam um monitoramento continuo em um posto de abastecimento, o
preparo de a amostra ser um procedimento répido, o resultado ser imediato, a
quantidade de solvente envolvida para analisar uma amostra de etanol combustivel é
baixa. A espectroscopia de fluorescéncia pode ser usada para 0 monitoramento on-line e
in situ, pois pode fornecer andlises precisas, rapidas e de baixo custo usando
dispositivos portateis.

5.5 Determinagdo de agua em amostras de etanol contaminadas

Apo6s a obtencdo das curvas analiticas para, absor¢do UV-Vis, fluorescéncia e
tempo de vida, foi usado o método de recuperacdo aparente para amostras de etanol
contaminada com agua na presenca da rodamina B. Preparou se trés amostras de etanol
contaminadas com agua nas seguintes proporcdes (2,5; 5,5; 8,5)% agua/etanol. Cada
amostra foi preparada em triplicata e, em seguida foram realizadas as medidas das
técnicas espectroscopicas. Os resultados do teste de recuperacdo sdo ilustrados nas

Tabelas 3,4 e 5 apresentam os dados de recuperacdo das amostras.
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Tabela 4: Resultados obtidos pelo teste de recuperacdo de amostra usando a absor¢do UV-Vis

Técnica Concentracdo  Valor Recuperacdo Erro
preparada encontrado (%) relativo
(@/9)% (@/9)% )
2,5 2,54 £ 0,06 101,6 1,6
Absorcao 55 5,49 £ 0,08 99,8 0,2
UV-Vis
8,5 8,51+0,01 100,1 0,1

Tabela 5: Resultados obtidos pelo teste de recuperagdo de amostra usando a espectroscopia de
fluorescéncia

Técnica Concentracdo Valor Recuperacdo Erro
preparada encontrado (%) relativo
(9/g)% (9/g)% )
2,5 2,54 £ 0,05 101,6 1,6
Fluorescéncia 5,5 548+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 recuperagdo de amostra usando o tempo de vida de

fluorescéncia

Técnica Concentragdo  Valor Recuperagdo  Erro
preparada encontrado (%) relativo
(9/g)% (9/g)% ()
25 2,46 + 0,04 98,4 1,6
Tempo de vida 5,5 551+£0,05 100,2 0,2
8,5 8,49+ 0,01 99,9 0,1

E possivel observar que a recuperacdo tem um valor mais proximo do real para

amostras com concentragdes maiores de agua. Assim como o erro relativo é maior para

as amostras onde o teor de agua € menor. Esses efeitos sdo verificados para as trés

técnicas espectroscopicas em questdo. E verificada a eficacia das técnicas para

quantificacdo de agua em misturas de agua/etanol.
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Conclusodes

Através espectroscopia molecular de absor¢cdo UV-Vis juntamente com a
fluorescéncia e tempo de vida de fluorescéncia, foi possivel caracterizar as misturas de
agual/etanol na presenca da rodamina B. Foi observado deslocamento das bandas de
emissdo e absorgcdo e também variacdo nos decaimento radiativo das amostras, tais

efeitos ocasionados pela variagcéo do teor de agua nas misturas.

Foi detectado também que ha uma relacao linear entre o teor de 4gua presente nas
amostras e 0s sinais Opticos de absorcdo, fluorescéncia e tempo de vida de
fluorescéncia. Especificamente nas concentragdes entre 0 e 10%. Foram determinados
os limites de quantificacdo e de deteccdo, juntamente com as curvas analiticas para cada
técnica dptica especifica. A espectroscopia de absorcdo UV-Vis apresentou 0 menor

limite de quantificacdo dentre as trés técnicas usadas no trabalho.

A andlise utilizada de validagdo cruzada “leave-one-out” indicou que a técnica de
tempo de vida de fluorescéncia tem um maior erro médio, enquanto que a
espectroscopia de absor¢do UV-Vis indica um menor erro médio, Essa analise fornece
uma predicgdo sobre a confiabilidade das curvas analiticas. A partir do método de adigéo
e recuperacdo de amostra foi possivel verificar a eficiéncia da metodologia proposta no
trabalho, as amostras testadas em trés niveis, baixa, média e alta concentracdo de dgua
nas misturas permitiu determinar o erro relativo da quantidade de agua presente na

amostra de etanol.

Os resultados apresentados mostram a potencialidade das técnicas
espectroscopicas para quantificacdo de contaminacao de agua em amostras de etanol. O
intervalo de percentual de massa de dgua analisado, de 0 a 10%, esta 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

residuos de agua em etanol combustivel.
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