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RESUMO

As caracteristicas espectrais e intensidades de fluorescéncia de
sondas determinadas em estado estacionario e resolvidas no
tempo vém sendo utilizadas para caracterizar sistemas
micelares, poliméricos e bioldgicos. Neste trabalho o 2-naftol
(2NOH) foi utilizado como sonda fluorescente em agua e em
solucdes aquosas de SB3-14, na presenca de sais organicos.
Esta sonda mostra, entre pH 3 e 9, a presenca de um patamar
das formas ndo dissociada (2NOH*) e da forma anibnica (2NO
*) do 2-naftol excitado. Esta faixa de pH foi utilizada durante
o0 trabalho para estudar a transferéncia de prétons do 2NOH*
para 4gua e diversos anions. Em meio aquoso foi possivel
avaliar, com a sonda fluorescente, a interacdo de sais como
formiato de sodio, acetato de sodio e fluoracetato de sddio. As
reacOes de transferéncia de protons, entre a sonda 2NOH™* e 0s
diversos anions, mostraram que as constantes de velocidade
decrescem em funcdo da diminuicdo do pKa do acido
conjugado do sal utilizado. Em meio micelar, os mesmos sais
apresentam a reacao de transferéncia de préton, porém com um
comportamento diferente daquele observado em meio aquoso,
devido a incorporacdo dos anions na micela. Ainda, em meio
micelar, a interacdo da sonda com sal trifluoracetato de sodio
teve um efeito inverso daquele observado com os sais
anteriores. Este efeito, provavelmente esta relacionado com a
hidrofobicidade do sal, que facilita a incorporagdo na micela e,
este efeito foi observado por eletroforese capilar determinando-
se a variagdo do potencial zeta da micela. Também, foi
determinada a concentragdo micelar critica (cmc) de
surfactantes dipolares idnicos (SB3-10, SB3-12 e SB3-14) por
fluorescéncia, com o auxilio desta mesma sonda fluorescente
na presenca de perclorato de sodio, o qual reduz a cmc
consideravelmente.

Palavras chaves: sufobetainas, 2-naftol, fluorescéncia, micelas,
surfactantes.






ABSTRACT

The spectral properties and fluorescence intensity of probes,
measured by steady state and/or time resolved fluorescence
spectroscopy have been used to characterize micellar,
polymeric and biological systems. In this work, 2-naphthol
(2NOH) has been used as a fluorescent probe, in water and in
aqueous micelle solutions of SB3-14, in the presence of
inorganic salts. The probe between pH 3 and 9, shows the
presence of a plateau of the non-dissociated (2NOH*) and
dissociated (2NO™*) forms of 2-naphthol in the excited state.
This pH region was selected to study the proton transfer
reaction from 2NOH* to water and several anions. In aqueous
media was possible to study the interaction of salts such as
sodium formate, sodium acetate and sodium fluoroacetate with
the fluorescent probe. The proton transfer reactions between
the probe 2NOH* and the selected anions, showed that the rate
constant decrease as a function of the decrease in pKa of the
conjugated acid of the selected salts. In micellar media, the
same salts also show a proton transfer reaction, but with a
behavior different from that observed in aqueous media.
Furthermore, in micellar media, the interaction of the probe
with sodium trifluoroacetate showed an effect which is the
opposite of that observed with the other salts, probably because
the incorporation of anions in the micelle. The observed effect
is probably related with the hydrophobicity of the salt, which
facilitates incorporation into the micelle and, this effect was
observed by capillary electrophoresis, measuring the variation
of zeta potential of the micelle. Were also measure the critical
micelle concentration (cmc) of dipolar ionic surfactants (SB3-
10, SB3-12 and SB3-14) by fluorescence, with the same
fluorescent probe, in the presence of sodium perchlorate, which
was shown to reduce considerably the cmc.

Keywords: sulfobetaines, 2-naphthol, fluorescence, micelles, surfactant.
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1. INTRODUCAO

Certos compostos organicos e inorganicos, puros ou em solugdes,
em estado liquido ou s6lido, emitem luz quando se excitam mediante
fotons na regido do espectro visivel ou UV. Este fenébmeno, denominado
fotoluminescéncia, é a origem da fluorimetria, uma técnica seletiva e
sensivel que permite numerosas determinacBes (Rouessac e Rouessac,
2003). Apos os trabalhos pioneiros de Jablonski, Weber, Stokes, Forster
e outros, a espectroscopia de fluorescéncia se converteu em uma técnica
instrumental amplamente usada em muitos campos da ciéncia. Existem
muitos livros que descrevem a teoria da espectroscopia de fluorescéncia
e suas aplicacOes, por exemplo, as revisdes realizadas por Lakowics
(Lakowics, 1983; 1999; 2006) e outros autores como Turro (1991) e
Valeur (2001), todos apresentando multiplas aplicagbes praticas da
fluorescéncia em andlises de alimentos, de produtos farmacéuticos e em
analises clinicas e etc.

As determinacbes de fluorescéncia de sondas em estado
estacionario e resolvidas no tempo vem sendo utilizadas para
caracterizar sistemas micelares, poliméricos, biolégicos e tecnoldgicos
(Pedro, Mora, Westphal et al, 2012). Varios parametros fotofisicos
podem ser medidos, como a mudanga do rendimento quéntico de
emissdo, posicdo de picos de absorcdo e emissdo, tempo de vida de
fluorescéncia ou a formacao de auto-agregados de sondas (Gehlen et al.,
2008).

1.1 Fluorescéncia

A sensibilidade na fluorescéncia ¢, frequentemente, de ordem de
mil vezes superior do que se obtém na absorcdo UV-Vis. Porém, o uso
correto destas técnicas exige um adequado conhecimento do fenémeno
com objetivo de evitar possiveis fontes de erros (Rouessac e Rouessac,
2003).

Para ilustrar o fenémeno da fluorescéncia, pode-se utilizar o
diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 1), que mostra os diferentes niveis
de energia para uma molécula fotoluminescente. O nivel S, representa o
estado singlete fundamental, enquanto que S; e S, sdo estados singletes
excitados, e T, o estado triplete. Por outro lado, sobrepostos a cada nivel
de energia eletrbnico hd uma série de niveis de energia vibracional,
representados no diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 1), por vg, v; €
V, (Hernandez e Pérez, 2002).
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Figura 1. Diagrama de Perrin-Jablonski (Hernandez e Pérez, 2002).

Quando uma molécula absorve radiacdo, se produz o salto do
estado eletrénico e vibracional fundamental a um estado eletronico
excitado e a qualquer dos possiveis estados vibracionais excitados. Este
processo de excitacdo ocorre em um tempo na ordem de 10™ segundos.

Em sistemas condensados, que é o caso de experimentos em
solucdo, o excesso de energia vibracional se perde imediatamente, como
conseqliéncia dos choques entre as moléculas excitadas e o solvente.
Este processo recebe o nome de relaxamento vibracional. Além disso,
pode ocorrer que alcance um estado eletrdnico de mais baixa energia
sem emissdo de radiacdo (S,>S;). Este processo, denominado
conversao interna, se produz quando dois niveis de energia eletrénicos
estdo suficientemente proximos para que haja uma sobreposicdo dos
niveis de energia vibracionais. Os processos de conversdo interna e de
relaxamento vibracional ocorrem em um tempo muito curto, na ordem
de 10™*? segundos (Valeur, 2001).

No momento que alcanca o estado vibracional mais baixo do
estado excitado S;, os elétrons podem voltar ao estado fundamental S,
emitindo ou ndo um féton, ou pode mudar a multiplicidade de spin e
passar para o estado triplete Ty, este processo é denominado conversdo
inter-sistema e ocorre na ordem de 10° segundos. Desde este nivel T,
ocorre a emissdo de um foton para Sy (T1=>Sg), mudando novamente a
orientacdo do spin, esta emissdo é conhecida como fosforescéncia. O
retorno da multiplicidade de spin inicial pode ocorrer também sem a
emissdo por um novo processo de conversdo inter-sistemas (T1=>Sp)
seguido de relaxamento vibracional. A fosforescéncia é um processo
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muito demorado, podendo ocorrer em tempos superiores a segundos
(Turro, 1991).

O processo de emissdo de um féton desde S;> Sy, recebe 0 nome
de fluorescéncia, e ocorre imediatamente depois da excitacdo (= 10™ -
10 segundos), razdo pela qual ndo é possivel perceber visualmente a
emissdo de fluorescéncia uma vez que seja eliminada a fonte de
excitacdo. Por outro lado, devido a conversdo interna e a processos de
relaxamento vibracional, a emissdo de fotons fluorescentes desde um
estado eletronico excitado superior (por exemplo S,) até o primeiro
estado singlete é um processo muito pouco provavel. Assim em relacdo
ao diagrama de Perrin-Jablonski, a excitacdo por radiacdo no
comprimento de onda X, normalmente provoca fluorescéncia no
comprimento de onda A3 ou provoca fosforescéncia em A4, assim
descartando a transicdo do estado excitado S, ao estado fundamental Sy
(S22Sy), sendo que em raros casos também pode ocorrer fluorescéncia
(Hernandez e Pérez, 2002).

1.2 Caracteristicas dos fluoréforos

O fendbmeno de emissdo pode ocorrer de varios modos.
Entretanto, os principais modos de caracterizar a fluorescéncia sao: i) a
determinacdo do tempo de vida (t); ii) do comprimento de onda maximo
de emissdo; e iii) do rendimento quantico de fluorescéncia (@).
Moléculas que podem emitir fluorescéncia sdo chamadas de fluoréforos
e, de forma analoga aos croméforos, sua estrutura € um fator decisivo no
comportamento emissivo (Rohatgi-Mukherjee, 1992).

1.2.1 Estrutura das sondas fluorescentes

Apesar de todas as moléculas serem capazes de absorver luz, a
fluorescéncia ndo é observada para a maioria dos compostos. A
fluorescéncia é freqglientemente uma caracteristica das moléculas
ciclicas, rigidas e que possuem ligagdes m conjugadas. A fluorescéncia
aumenta devido a presenca de grupos doadores de elétrons e diminui
com 0s grupos que aceitam elétrons (Figura 2), depende do pH e do tipo
de solvente. Por outro lado, as moléculas ndo rigidas perdem facilmente
a totalidade da energia absorvida por processos de conversdo interna e
relaxamento vibracional (Rouessac e Rouessac, 2003; Wayne, 2001).
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Figura 2. Sondas fluorescentes (Skoog et al, 2000).

A influéncia da rigidez também explica o aumento da
fluorescéncia de certos agentes quelantes organicos quando formam
complexos com ions metalicos. Por exemplo, a intensidade de
fluorescéncia da 8-hidroxiquinolina é muito maior quando forma um
complexo com zinco (Figura 3) (Skoog et al, 2000; Sapelli et al., 2007).
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Figura 3. Molécula de 8-hidroxiquinolina livre e complexada com Zn?*
(Sapelli et al., 2007).

1.2.2 Tempo de vida e rendimento quantico

O tempo de vida (1) e o rendimento quéntico (¢) sdo talvez as
caracteristicas mais importantes de um fluor6foro. O rendimento
guantico é o nimero de fotons emitidos em relacdo ao ndmero de fétons
absorvidos. Substancias com elevados rendimentos quénticos, se
aproximando da unidade, como as rodaminas, exibem emissdes mais
intensas. O tempo de vida também é importante, ja que: i) determina o
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tempo disponivel para o fluoréforo interagir com ou se difundir no meio,
e ii) afeta a informacéo vista na emissao.

O rendimento quéantico e do tempo de vida podem ser
representados através de um diagrama de Jabtonski simplificado
(Figura 4). No mesmo s30 representados apenas 0S processos
responsaveis pelo retorno ao estado fundamental, a taxa emissiva (I') e a
taxa de decaimento ndo-radiativo (Knr).

Sq -
\ Relaxagao (1072 s)
51 |

hv‘.-ﬂ hvr P kn'

So

Figura 4. Diagrama de Jabtonski para meios radiantes e ndo radiantes
(Lakowicz, 2006).

O rendimento quéntico de fluorescéncia € a razdo entre o niUmero
de fétons emitidos e absorvidos. Os processos governados pelas
constantes I e k,, diminuem a quantidade de fétons no estado excitado
(Lakowicz, 1983; 1999; 2006), sendo que a fracdo de fluoréforos que
decaem através de emissdo determinam o rendimento quéntico ¢, de
acordo com as equacdes 1 e 2:

r
Pk ®
ou, mais especificamente no caso da fluorescéncia:
k
¢ = I CE— )
kF + kIC + I(ISC

onde k, kic e kisc séo, respectivamente, as taxas de emissdo de
fluorescéncia, de conversdo interna e de cruzamento intersistemas
(Klessinger e Michl, 1995).

O tempo de vida do estado excitado € definido pelo tempo médio
gue a molécula reside no estado excitado antes do retorno ao estado
fundamental e, de acordo com o esquema da Figura 4, o tempo de vida é
(Equagéo 3):
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r+k @)

1.3 Reatividade das espécies excitadas

A foto excitacdo provoca mudancas na distribuicdo eletrénica das
moléculas. Essas mudancas fazem com que as moléculas tenham
caracteristicas fisico-quimicas diferentes em seu estado excitado e por
tanto, uma reatividade diferente. Isto se traduz em novos
comportamentos redox, acido-base ou de reatividade para a formacao de
complexos, para citar alguns exemplos.

1.3.1 Fendmenos de supressao

Denomina-se supressor qualquer espécie capaz de suprimir a
fluorescéncia de uma molécula e este fenbmeno é denominado
supressdo. A supressdo pode ocorrer por muitos mecanismos. A
supressao colisional (ou dindmica) ocorre quando a molécula em seu
estado excitado é desativada ao entrar em contato com 0 supressor
(Figura 5), la representa a intensidade de energia absorvida.

ka[Q]
A+ Q —>  A+Q F/F =1+ kqr,[Q] @
la ‘\LL\kf + kisc+ kic = 1
kf +kic +kisc + kq[Q] (5)
A i=lekanQl o

Figura 5. Na esquerda representacdo de supressao colisional, e a direita as
equacdes.

Para este tipo de supressdo, a diminuicdo de intensidade é
determinada pela equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 4), onde Fy e F
representam a intensidade de fluorescéncia da sonda na auséncia e na
presenca do supressor respectivamente, kq é a constante de supressao,
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7, € 0 tempo de vida de fluorescéncia inicial e [Q] € a concentragdo do

supressor.

Quando existe supressdo colisional também se produz uma
diminuicdo do tempo de vida ja que a molécula tem um caminho
adicional de desativacdo do estado excitado (Equacéo 5).

Se dividirmos o tempo de vida na auséncia do supressor (o) pelo
tempo de vida determinado na presenca do supressor colisional (r)
chegamos a uma expressdo analoga a de Stern-Volmer (Equacéo 6).

Portanto, no caso de supressdo colisional, a representacdo de
Stern-Volmer (Fo/F vs [Q]) e a representacdo de 1o/t vs [Q] devem ser
iguais. Assim, para que ocorra a supressao colisional as moléculas tém
gue interagir, e a supressdo colisional tem um valor maximo que é
controlado pela difusdo molecular no solvente (constante de velocidade
de segunda ordem de 10™° M™ s em solucdes aquosas). Algumas
moléculas que atuam como supressores sdo: oxigénio, halogenetos
organicos e inorganicos, aminas e moléculas deficientes de elétrons
como acrilamida (Valeur, 2001).

Um segundo mecanismo de desativacdo € a supressdo estatica.
Neste caso, 0 supressor reage com a molécula fluorescente no estado
fundamental, e isso faz com que o tempo de contato entre o supressor e
a sonda aumente significativamente, razdo pela qual aumenta a
probabilidade de desativacdo do estado excitado por isso a fluorescéncia
diminui (Figura 6).

A*
Ks + Kise + K;
s "LLZ,-\ f isc ic FO/F 14 Ke[Q]

()

Figura 6. Na esquerda representacdo de supressdo estatica e a direita
equacéo.

A diminuicdo da fluorescéncia correlaciona-se com a
concentracdo de supressor por uma equacao analoga a de Stern-Volmer,
onde Ke é a constante de equilibrio de formacdo de complexo (Equagéo
7). Para este tipo de supressdo o tempo de vida permanece invariavel, ja
gue as moléculas no estado excitado ndo sofrem nenhum tipo de
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desativagdo adicional. Este aspecto permite diferenciar a supressao
colisional da estatica, jA& que a espectroscopia convencional, seguindo
apenas a diminuicdo de fluorescéncia, ndo permite diferenciar os dois
mecanismos ja que ambas equacBes que descrevem a diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia sdo analogas.

Também € possivel que uma molécula seja desativada pelos dois
mecanismos simultaneamente, supressao colisional e estatica, e este
tipo de situacdo experimental esta representado na Figura 7.

g O
iﬁ\ kf +kisc+kic F/F = (1+ t,kq[Q]).(1+ Ke[Q])
la ®)
A+Q Ke AQ

Figura 7. Na esquerda representacdo dos dois tipos de supressdo em uma
situacdo experimental e a direita equagdo.

Neste caso, a equacdo que define a diminuigdo de fluorescéncia
tem termos que descrevem cada um dos mecanismos presentes e a
dependéncia em relacdo a concentracdo de supressor é de carater
quadrético (Equacdo 8) (Valeur, 2001).

1.3.2. Formacdo de excimeros e exciplexos

Existem muitas moléculas que ndo reagem em seu estado
fundamental, mas quando sdo excitadas, formam complexos
relativamente estaveis. Se as duas moléculas que formam o complexo
sdo da mesma natureza o complexo é denominado de excimero, se sdo
de natureza diferente sdo chamados de exciplexo. Tanto excimeros
como exciplexos podem ter uma composicéo estequiométrica 1:1.

O resultado da formacho de excimeros e exciplexos é uma
diminuicédo da fluorescéncia da molécula (uma vez que a formacdo do
complexo retira uma parte das moléculas excitadas) pela existéncia do
fendmeno de quenching dindmico. Em certas ocasides também aparece
uma nova banda de emissdo em comprimentos de onda maiores. Esta
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nova banda corresponde a fluorescéncia do excimero ou exciplexo.
Aparece em comprimentos de onda maiores porque o complexo tem
menor energia que as moléculas que o formam (se 0 complexo tivesse
maior energia que as espécies que o formam, ndo se formaria
espontaneamente).

A natureza da ligagdo nos excimeros e exciplexos sdo claramente
dependentes da excitagdo. Parte da estabilizagcdo ocorre quando um
elétron que esta em um orbital ocupado antiligante no estado
fundamental, pode ser promovido a um orbital vazio ligante no estado
excitado. Uma molécula que promove um elétron a um estado de
energia superior se converte em um bom doador de carga, mas o orbital
gue deixou vazio pode ser ocupado por outro elétron (Klessinger e
Michl, 1995).

1.3.3. Transferéncia de energia eletrdnica

Outro processo importante que ocorre nos estados excitados € a
transferéncia de energia eletrénica. Uma espécie excitada interage com
outra no estado fundamental, doando energia e promovendo na molécula
gue aceita um elétron para o estado excitado. No processo, a molécula
doadora de energia retorna ao estado fundamental (Figura 8).

D* + A D + A*

Figura 8. Representacdo esquematica da transferéncia de energia eletrdnica
de uma molécula D* para outra A (adaptado Lakowicz, 2006).

Este processo ocorre quando o espectro de emissdo da espécie
doadora se sobrep8e com o espectro de absorcdo da espécie que aceita.
Quanto maior é a sobreposicdo, maior serd a eficAcia do processo.
Porém, o processo de transferéncia energética ndo implica emissao nem
absorcdo de fotons por parte do doador (D*) e aceptor (A). A
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transferéncia de energia eletrbnica é consequéncia da interacdo dos
momentos dipolares de transicdo das espécies doadora e emissora.
Devido a isto, este fendmeno se chama também transferéncia
“ressonante” de energia (RET) (Klessinger e Michl, 1995).

1.3.4. Processos de transferéncia eletrénica fotoinduzidos

Estes processos sdo de oxi-reducdo na qual as espécies que doam
e aquelas que aceitam o elétron, ou ambas, estdo no estado excitado. Os
processos de transferéncia eletronica séo controlados, em grande parte,
pelo potencial de ionizagdo (processos endotérmicos) da espécie
doadora, e pela afinidade eletronica (processo exotérmico) da espécie
gue aceita. Pode-se dizer que quando a soma de ambas é menor que
zero, a transicdo eletronica produze-se espontaneamente (deve-se ter em
conta que intervém outros fatores).

As moléculas ao promoverem um elétron a um estado excitado
diminuem seu potencial de ionizacdo (Pl) e a energia para retirar o
elétron é menor. Também a afinidade eletronica (AE) aumenta o valor
absoluto. Desta maneira a excitacdo favorece 0s processos de
transferéncia eletrénica (Figura 9).

PI PI* AE AE*

A*

Figura 9. Esquema de uma reacdo de transferéncia de carga (adaptado
Lakowicz, 2006).

Alguns exemplos de moléculas que experimentam processos de
transferéncia de carga fotoinduzida sdo os complexos dos metais de
transicdo cuja cor caracteristica tem sua origem nestas transigdes
eletrénicas. Algumas aminas também tendem a sofrer este tipo de
processo.
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1.3.5. Processos de transferéncia protonica fotoinduzidas

A foto excitacdo pode aumentar o carater acido ou basico de
grupos funcionais que jA no estado fundamental apresentam
propriedades &cidas ou basicas, respectivamente. O incremento da
acidez ou basicidade pode ser avaliado mediante o ciclo de Forster.

Para que o processo de transferéncia protdnica tenha lugar, tem-
se que dar a circunstancia de que o outro componente do par acido-base
esteja nas proximidades da molécula fotoexcitada, de modo que a
transferéncia protonica aconteca durante o curto tempo de vida da
molécula no estado excitado. Ou seja, existe uma competéncia entre os
processos de emissao e/ou supressao e aquele de transferéncia protdnica.
Visto deste modo, o processo de transferéncia protonica retira parte das
moléculas excitadas para transforma-las em sua forma protonada ou
dissociada, se for o caso.

1.3.6. Aspectos energéticos da transferéncia protdnica fotoinduzida

Para que a constante de acidez seja elevada e o processo seja
eficaz, a energia da espécie dissociada (A™*) deve ser menor que a da
espécie sem dissociar (AH*). Entretanto, a espécie A™* tem una energia
superior a da AH (caso contrario, A~ sera a espécie predominante no
estado fundamental). Portanto, o espectro de emissdo serd de menor
energia mostrando um deslocamento de Stokes elevado com respeito a
absorcdo da espécie que se excita. O diagrama energético geral de um
foto 4cido se encontra na figura 10.
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AV

Coordenada de Transférencia de Praton

Figura 10. Diagrama energético geral de um foto &cido (adaptado Cheatum
etal., 2001).

1.3.7. Ciclo de Forster

Suponhamos uma espécie AH que experimenta um equilibrio de
dissociacdo no estado fundamental regulado por uma constante de
equilibrio Ka.

Ka
AH —_— A_+ H+

O ciclo de Forster relaciona as energias dos estados fundamental
e excitado das espécies, AH e A", com os equilibrios de dissociacdo de
cada estado, descritos por Ka e Ka (Figura 11).

. AH
AH

E ML apsa-

Nozpsan

| e

Figura 11. Ciclo de Forster para uma espécie AH (adaptado Valeur, 2001).

AH




41

O esquema da Figura 11, permite propor as equacdes 9 e 10:
Na hvapsan + AH* = N hvgpsa + AH (€)]
AH* - AH =Nph (va- van) (10)
Onde N4 corresponde ao nimero de Avogadro.

Ainda, considerando-se a rela¢do entre as constantes de equilibrio
e a energia livre de Gibbs (Equacédo 11 e 12):

K = exp(-4G°/RT) (11)
AG® = AH® - TAS® (12)

E, aplicando estas equacBes aos equilibrios no estado
fundamental e no estado excitado obtém-se as equagdes 13 e 14.

0 0
In Ka= u (13)
RT
0 *0
In Ka* = u (14)
RT

E razoavel supor que AS° é aproximadamente igual a AS®" o que
permite combinar a equacdo 14 com a equacdo 13 e, depois de
reordenar chega-se na equacao 15.

(AH°)*- AH® = RT In (Ka / Ka*) (15)

Feita a aproximagéo AH® = AH pode-se igualar as equagdes 15 e
10 chegando na equacéo 16.

RT In (Ka/ Ka*) =Na h (VA - VAH ) (16)

Considerando que In(a) = 2.303 log(a), a equacéo 16 transforma-
se na equacao 17.
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N,h
2.303 log (Ka/ Ka*) = RT (va-van) (17)

Por altimo, reescrevendo log (Ka/Ka*) como ApKa e tendo em
c « « )
conta que v = n chega-se na expressdo geral da equacdo de Forster

(equacéo 18):

N,hc

ApKa =pKa*-pKa= ——————
P P PR = S 303RT

[ ] (18)

1 1
A Ap
Da equacéo 18 se deduz que :

i) Quando ApKa<0 — o composto é um foto acido.

ii) Quando ApKa>0 — o0 composto é um foto base.

iii) Quando ApKa = 0 — é uma espécie que ndo modifica suas
propriedades acido-base ao passar ao estado excitado.

Necessita-se levar em conta, que para a deducdo da equacgdo
foram feitas duas aproximacdes. A primeira, AS”" = AS*, s6 se cumpre
guando a geometria do estado excitado é praticamente igual a do estado
fundamental e a segunda, AH = AH® s6 se cumpre em solucdes
suficientemente diluidas. Finalmente, é importante salientar que ndo é
sempre facil identificar a transicdo 0-0. Nestes casos, o erro no calculo
de ApKa é significativo e o valor calculado possui apenas carater
qualitativo (Rohatgi-Mukerjee, 1992).

1.3.8. Tipos de transferéncia proténica fotoinduzida

Para moléculas mono funcionais, com um (nico grupo
susceptivel de experimentar processos acido-base sob excitacdo, a Gnica
interacdo possivel sera um processo intermolecular entre ela e as
moléculas do solvente ou outra molécula em solugdo. A andlise se
complica com moléculas bifuncionais onde um dos grupos transforma-
se em muito basico e o outro em muito acido. (Bardez et al., 1997).
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1.4. Micelas, microemulsdes e estruturas nanoorganizadas

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas que possuem em sua
estrutura um grupo (cabeca) hidrofilico e uma cadeia de hidrocarbonetos
(cauda) de natureza hidrofdbica (Pool et al., 2005) conforme
representado esquematicamente na Figura 12. Moléculas com este tipo
de estrutura podem associar-se espontaneamente em solugdo aquosa
diluida (10" - 0™ mol L™ gerando agregados de varios tipos, formas e
tamanhos (Figura 13) tais como pequenas micelas globulares, grandes
micelas cilindricas ou vesiculas esféricas, sendo que as caracteristicas
dos agregados formados sdo determinadas pela estrutura molecular do
surfactante (Nagarajan,1986; Bunton et al., 1991).

0P
NN NN N 0 Nt

Figura 12. Estrutura do surfactante SDS. Parte longa hidrof6bica e parte
curta hidrofilica.

Essas associagdes ocorrem de modo a minimizar o contato da
cauda com as moléculas de agua, buscando o decréscimo da energia
livre do sistema, o que resulta na formacdo de diversos agregados
(Evans et al., 1986). Se a agua fosse capaz de solubilizar da mesma
forma tanto a cabeca polar quanto a cadeia alquilica do surfactante, ndo
aconteceria a formacao de estruturas organizadas (Pileni, 2003).
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(A) (B) (©

Figura 13. (A) Representacdo de uma micela tipica, (B) micela reversa e
(C) um agregado em forma de bicamada (Pileni, 2003).

A auto-associagio desses anfifilicos é governada por duas forgas
opostas. A forca hidrof6bica, que favorece a expulsdo da cauda do
surfactante do meio aquoso formando goticulas de fluido organico que
constituem o interior da micela, e a forca repulsiva das cabegas polares
gue se estendem do interior do agregado para a fase aquosa e limitam a
auto-associacdo em agregados relativamente pequenos (Tanford, 1974).

Agregados micelares associam-se dinamicamente em solucéo
aquosa a partir de certa concentracdo micelar critica (cmc). Abaixo da
cmc o tensoativo estd predominantemente na forma de mondémeros,
guando a concentracdo de surfactante estd acima da cmc existe um
equilibrio dindmico entre monémeros e micelas. Em concentracOes
acima da cmc as micelas possuem um didmetro entre 3-6 nm com um
numero de agregacdo medio de 30-200 mondmeros. A cmc depende da
estrutura do tensoativo e das condigdes experimentais como forca
ibnica, contra-ions, temperatura, etc. (Figura 14) (Maniasso, 2001).
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Figura 14. Formacédo de um agregado micelar (Maniasso, 2001).



45

O processo de formacdo dos agregados ocorre num intervalo
pequeno de concentracBes e pode ser detectado pela variacdo brusca
produzida em propriedades fisico-quimicas da solucdo em funcdo da
concentragcdo do tensoativo. Exemplos de propriedades sdo a tensdo
superficial, detergéncia, pressdo osmoética e condutividade (s6 para
tensoativos idnicos), como pode ser visto na Figura 15 (Maniasso,
2001).
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Figura 15. Variacao de algumas propriedades fisico-quimicas em funcéo da
concentragdo do tensoativo: 1) Detergéncia; 2) Pressdo osmotica;
3) Condutividade equivalente; 4) Tensdo superficial. A area hachurada
corresponde a cmc (Adaptado Maniasso, 2001).

1.5. Efeito Camaledo

Micelas dipolares idnicas sdo formalmente neutras, mas
promovem a incorporacdo especifica de anions, tornando a superficie
anionica e aumentando a concentracdo de ions de hidrogénio na
pseudofase micelar.(Tondo et al, 2007; Priebe et al, 2008; Priebe et al,
2012). Este efeito é chamado de efeito camaledo (Figura 16) e pode ser
monitorizado por eletroforese capilar (CE), e outros métodos fisicos que
mostram o aparecimento de cargas negativas na superficie micelar. A
ligacdo de &nions as micelas de sulfobetainas segue a série de
Hofmeister e, aumenta para anions menos fortemente hidratados.
(Tondo et al, 2007; Marte et al, 2007; Priebe et al, 2008; Priebe et al,
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2012). Esta ordem de ligagdo depende da concentragdo e natureza dos
sais adicionados e, tipicamente, satura com menos de 30% de &nions por
grupo de cabega do surfactante. (Marte et al, 2007; Farrukh et al, 2008;
Priebe et al, 2010).

Figura 16. Representacgdo do efeito camaledo (Drinkel et al., 2013).

Anions perclorato em micelas dipolares idnicas competem
fortemente com OH’, diminuindo significativamente sua concentragdo
na superficie. Adicdo de NaClO, inibe fortemente as reacdes de ions
hidréxido, como a hidrélise catalisada por base de anidrido benzdico em
micelas de 1-sulfonato-3-(tetradecildimetilaménio)propano (SB3-14). O
carater aniénico promovido pela adi¢do de sal em micelas dipolares
ibnicas permite concentrar ions hidrénio o que facilita, por exemplo, a
catalise acida especifica da reacdo de hidrélise de 2-(p-
heptyloxiphenyl)-1,3-dioxolano (HPC), bem como desloca o equilibrio
de protonacdo do 4cido 1-hidroxi-2-naftéico. Este tipo de efeito
conhecido como camaledo foi recentemente examinado detalhadamente
em relacdo a natureza dos surfactantes, dos sais adicionados, do tipo de
solvente e do tipo de micelas formadas (Drinkel et al., 2013)



47

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Estudar a interacdo da sonda fluorescente 2-Naftol (estrutura

representada na Figura 17) com surfactantes dipolares iénicos tipo
sulfobetainas na presenca de anions.

OH

Figura 17. Estrutura da sonda fluorescente 2NOH.
2.2 Objetivos especificos

a) Estudar o efeito de sais nas propriedades fotofisicas da sonda

fluorescente.

b) Descrever o efeito da presenga ou ndo de surfactantes no rendimento

quantico e na dissocia¢do da mesma, no estado excitado.

c) Determinar a concentragdo micelar critica (cmc) dos surfactantes por

fluorescéncia.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sonda fluorescente, reagentes, solugdes e materiais

Em geral, todos os compostos utilizados foram livres de
impurezas como: 2-Naftol (especificos para a aplicacdo em estudos
fluorimétricos), acetato de sodio, formiato de sddio, fluoroacetato de
sodio e trifluoroacetato de sodio e hidrdxido de sodio. O &cido cloridrico
utilizado foi do tipo Merck-SUPRAPUR. A &gua desionizada possui
resistividade > 17,9 MQ cm, obtida do desionizador NANOpure modelo
D4744.

Os surfactantes utilizados foram 1-sulfonato-3-
(tetradecildimetilaménio)propano (SB3-14, mostrado na Figura 18), 1-
sulfonato-3-(dodecildimetilamonio)propano (SB3-12), 1-sulfonato-3-
(decildimetilamonio)propano (SB3-10).

\Va”
-~ VA YV Vo e e Ve v
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Figura 18. Estrutura do surfactantes SB3-14.
3.2 Equipamentos

Além de materiais permanentes, nos laboratérios onde foi
realizado o trabalho existe uma série de equipamentos que incluem:
tensiometro digital, densimetro digital, refratbmetro, viscosimetro
cromatografo idnico, espectrofluorimetro, espectrofotdmetro UV-Vis,
titulador, potenciémetro e condutivimetro e pequenos equipamentos que
incluem computadores, banhos termostatizados, bombas de vécuo,
agitadores, evaporadores, etc.

As determinacdes espectroscopicas foram realizadas no Lab-203
gue possui uma camara limpa (TROX série 2061, modelo FLV-CLIIB2;
fluxo laminar) que funciona utilizando sistemas de ventiladores de
insuflamento e exaustdo, além de filtros especiais, visando obter uma
atmosfera com um ndmero de particulas em suspensdo controlada. O
laboratério possui controle para particulas de 0,3 — 0,5 um. A contagem
do nimero de particulas € realizada pelo Nlcleo de Manutencdo da
UFSC, o qual esté credenciado pelo IMETRO, e utiliza um aparelho de
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contagem de particulas tipo: MEI-ONE 277-B, calibrado pela
Instrutécnica (S&o Paulo).

A cubeta utilizada no trabalho é de quartzo, com um caminho
optico de 1 cm, com um volume méximo de 3,9 mL.

3.2.1 Espectrofotometria de fluorescéncia em estado estacionario

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados em
um espectrofluorimetro Varian modelo Cary Eclipse. Este equipamento
utiliza como fonte de excitacdo uma lampada de Xendnio de 450 W e
permite ajustar tamanhos de fenda e voltagens.

3.2.2 Espectrofotometria de fluorescéncia resolvida no tempo

Para as determinagBes de tempos de vida foi utilizado um
equipamento EasyL.ife, equipado com LEDs de 280, 370, 445, 505 ou
525 nm como fontes de excitagdo.

3.2.3. Potenciometria

Para realizar a titulagdo fluorimétrica foi determinado o pH da
solucdo utilizando um potencidmetro Metrohm modelo 713.

3.2.4. Eletroforese capilar

A eletroforese capilar foi monitorizada num sistema Agilent CE
com detector de arranjo de diodos, em 25 °C. Tampdo borato, pH 9,0,
foi usado para evitar os efeitos do pH sobre o fluxo eletrosmético, ja que
em pH mais elevado a carga dos grupos Si-O afeta o0 potencial zeta e o
fluxo. As amostras foram introduzidas por inje¢do hidrodindmica a 50
mbar / 5 s. A analise foi realizada em um capilar de silica fundida
(Polymicro Technologies) comprimentos total de 60,0 cm e eficaz de
51,5 ¢cm, com 50 pum de didmetro interno.

3.3 Tratamento de dados

Para a analise dos resultados experimentais foi empregado o
programa comercial Origin verséo 8.0. Este programa realiza os ajustes
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a partir de fungbes que proporcionam um melhor ajuste dos resultados
experimentais, obtendo valores estimados daqueles parametros que nao
podem ser obtidos por meio de medidas diretas.

3.4. Procedimentos experimentais
3.4.1. Titulagdes da sonda em meio aquoso e micelar

Foram realizadas as titulagcdes fluorimetricas, primeiramente em
meio aquoso e posteriormente em meio micelar, utilizando o surfactante
dipolar idnico SB3-14. A sonda foi titulada em duas etapas, ou seja, do
pH 0,0 a 2,0 e de 2,0 a 12,0. Para os valores de pH < 2,0, foram feitas 3
solucdes da sonda (A, B e C), conforme descrito no fluxograma da
Figura 19. Logo 2 mL da solucdo A foram colocadas na cubeta e entdo
foi realizada a primeira medida em pH 2, na sequéncia foram
adicionadas sucessivas aliquotas da solucdo B até pH 1,0. Por ultimo o
mesmo procedimento foi adotado com a solucéo C até préximo a pH 0.

SOLUQéO A SOLUQASO B SOLUQéO C
2NOH 3x10 mol L™ 2NOH 3x10 mol L™ 2NOH 3x10 mol L™
em agua ou em SB3- em agua ou em SB3- em agua ou em SB3-

14 5x10 mol L? 14 5x10 mol L e 14 5x10 mol L' e
e HCI 0,01 mol L™ HCI 0,65 mol L* HCI 2,0 mol L™

Figura 19. Solugdes utilizadas para titulagdes da sonda.

A segunda etapa foi feita em uma solugdo de 10 mL com a sonda
a pH 2,0, utilizando um pHmetro e um tubo Falcon (Figura 20). Logo
uma aliquota de 2 mL era colocada na cubeta e feita a medida de
fluorescéncia, sendo esta aliquota devolvida para o tubo e variando o pH
até 12,0 sempre fazendo medidas sucessivas de emissdo de
fluorescéncia.
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( SOLUCAO [ Ajuste de pH com \
ANALISADA HCI ou NaOH
2NOH 3x10" mol Lt *solugBes contendo
em &gua ou em 2NOH em &gua ou
-2 em SB3-14 nas
SLBPS: ?r::ig | zmgl mesmas condigdes
’ ’ da solugéo analisada

|

Figura 20. Representacdo do procedimento da etapa 2 das titulaces da
sonda.

3.4.2. Transferéncia de préton no estado excitado

Os experimentos para transferéncia de préton no estado excitado
foram realizados utilizando duas solugdes A e B, onde foi feito 5 mL
destas solugbes e suas composi¢des sdo descritas no fluxograma da
Figura 21. Ambas as solugdes foram ajustadas em pH 6,5 - 7,0 e entdo
foi retirada da solucdo A uma aliquota de 2 mL e colocada na cubeta e
assim foi realizada a primeira medida de emissdo e tempo de vida de
fluorescéncia, em seguida foram adicionadas a cubeta sucessivas
aliquotas da solucdo B e por sua vez cada uma delas fazendo novas
medidas até concentracdes de sais aproximadamente 0,20 mol L™
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2mL

Sais de formiato,
acetato, fluoro-
d acetato e

‘_I trifluoroacetato

SOLUGAO A SOLUCAO B

2NOH 1x10~ mol L7; Solucdo A
+
Sais Orgéanicos
0,49 mol L-*
—————

Em agua ou 5x102 mol L
de SB3-14;

—

Figura 21. Fluxograma do procedimento experimental de transferéncia de
prétons.

3.4.3. Incorporagdo de anions na superficie micelar do surfactante

A incorporacdo de anions na superficie micelar foi realizada por
eletroforese capilar no laboratério de Eletroforese Capilar no
departamento de quimica da UFSC, sob a coordenagdo do professor
Gustavo A. Micke e com auxilio do doutorando Daniel Spudeit.

O sistema foi operado sob polaridade normal e 30 kV. O capilar
foi condicionado por ondas de 1 mol L™ de NaOH (5 min), agua
desionizada (5 min) e uma solucdo de eletrélito (10 min). Entre
experiéncias, o capilar foi recondicionado por uma lavagem com pressao
de eletrélito contendo 3 mmol L-' de borato de sédio (2 min). A
mobilidade micelar foi acompanhada pela migra¢do do pireno ligado a
micela (1 u mol L™) e acetona (0,1%) foi utilizada como marcadora do
fluxo eletrosmdtico. (Marte et al, 2007)

As distribuicGes dos anions entre a pseudofase aquosa e micelar
medida pela mobilidade eletroforética ( m? V* s*) em micelas
dipolares idnicas sdo dadas pela equacéo 19:

Lef'f 1 1
= _ 9
= (t t J 19

app €0

onde E é a intensidade do campo elétrico aplicado (V m™), Les é
o comprimento eficaz do capilar e t;p, € te; S80 0 tempos de migracéo da
micela e o fluxo electrosmatico, respectivamente.
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3.4.4. Determinacdo da cmc por fluorescéncia

Para realizar a determinacdo da cmc por fluorescéncia foram
preparadas duas solugfes de acordo com o fluxograma da Figura 22.
Em uma cubeta foi colocado 2 mL da solucdo A e, em seguida, foi
realizada a medida de fluorescéncia no estado estacionério. Nesta
solucdo foram adicionadas aliquotas da solucdo B, contendo
concentracBes diferentes de SB3-n e em seguida foram realizadas as
medidas de fluorescéncia no estado estacionario.

SOLUGAO A
2NOH 1x10”° mol L™
NaClO, 1 mol L*

SB3-N
SB3-10 0,3mol L

2mL SB3-12 0,05 mol L*

SB3-14 0,005 mol L*

SOLUGAO B
2NOH 1x10° mol L*
NaClO, 1 mol L*
SB3-N

Aliquotas

Fluorescéncia no estado
estacionario

Figura 22. Fluxograma do procedimento experimental da determinacéo da

cmc por fluorescéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. TitulacGes das sondas em meio aquoso e micelar
4.1.1. Titulagdo em meio aquoso

A sonda 2-naftol (2NOH) ja teve suas propriedades fotoquimicas
bastante estudadas (Forster, 1950; Weller, 1958; Rosemberg e Brinn,
1972; Silva, 2012). Nos espectros de emissdo da Figura 23. pode ser
observada a variacdo de intensidade nas bandas em 360 nm e 420 nm,
gue ocorre a medida que vai sendo variado o pH do meio, ou seja,
aumentando o pH, vai aumentando a intensidade em 420 nm e
diminuindo em 360 nm.

o
S
S

Intensidade relativa de fluorescéncia

Comprimento de onda / nm

Figura 23. Espectros de emissdo da sonda 2NOH em fungdo do pH em
meio aquoso com excitagcdo em 280 nm.

Na figura 23 formou-se um ponto isosbéstico, no qual indica
gue ocorre uma mudanca na espécie fluorescente indicada na figura 24,
que muda a medida que é mudado o pH do meio. H;O"
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Figura 24. Reacdo de mudanca de espécie fluorescente.

Com os resultados obtidos nos espectros da figura 23 é possivel
plotar um gréafico de intensidade de fluorescéncia em 420 nm, com a
variacdo de pH, que é apresentado na Figura 25. Com este grafico é
possivel obter os pKa da sonda 2NOH no estado excitado.

1,0

0,8 -

0,6

0,4

0,24

2 4 6 8 10 12
pH

0,0+
0

Intensidade de fluorescéncia normalizada

Figura 25. Titulagdo fluorimétrica da sonda 2NOH em meio aquoso,
acompanhando a emissdo em 420 nm.

Entre o primeiro e 0 segundo patamares obtém-se o pK,* do
estado excitado e entre o segundo € o terceiro patamares obtém-se 0 pK,
do estado fundamental. Portanto os valores obtidos experimentalmente
estdo apresentados na Tabela 1, juntamente com valores da literatura.

Tabela 1. Valores de pKa e pKa* obtidos experimentalmente e nas
literaturas:

pKa* PKa
Experiemental 2,80+£0,19 9,51 £ 0,05
Literatura 2,8%¢ 2,78" 9,45%° ¢ 9,3°

a-Rosenberg e Brin, b-Selinger e Weller, c-Willian e Ludwing, d-Selinger e Harris
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4.1.2. Titulagdo em meio micelar

A mudanca de pH em meio micelar dipolar idnico de SB3-14 na
presenca da sonda 2NOH, faz com que os espectros também mudem,
similarmente ao o observado em meio aquoso (Figura 26). Silva (2012),
observou também que a intensidade de fluorescéncia aumenta em
funcdo da concentracdo de SB3-14, isto € um indicio de que na
incorporacdo de 2NOH na micela aumenta o rendimento quéantico da
sonda.

-
o
o
o

pH 12

800

600

400

2004

Intensidade relativa de fluorescéncia

o

Comprimento de onda / nm

Figura 26. Espectros de emissdo da sonda 2NOH em fungdo do pH em
meio micelar (5x10 mol L™ de SB3-14) com excitac&o em 280 nm.

A titulacdo de 2NOH em micelas de SB3-14 mostra um patamar
entre 0s pHs 3 e 9, que corresponde ao ion naftolato excitado, 2NOH™,
representado na Figura 27.
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1,0
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0,6
0,44

0,24 s

e

0,0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12

pH

Intensidade de fluorescéncia normalizada

Figura 27. Titulagdo fluorimétrica da sonda 2NOH em presenca de 0,05 M
SB3-14, acompanhando a emissdo em 420 nm.

Da mesma forma que se obteve os valores de pKa da sonda em
meio aquoso foi feito para se obter em meio micelar e os resultados s&o
apresentados na Tabela 2, onde é possivel observar que ha uma variacao
consideravel dos valores de pKa, mesmo no estado fundamental como
no estado excitado.

Tabela 2. Valores de pKa e pKa* obtidos experimentalmente:

PKa* PKa

Experimental 1,89+ 0,04 10,36 £ 0,02

4.2. Transferéncia de prdtons no estado excitado
4.2.1. Transferéncia de préton em meio aquoso
4.2.1.1. Acetato de sodio
A Figura 28 mostra os espectros de emissdo de fluorescéncia
obtidos quando acetato de sddio é adicionado em uma solucdo de 2NOH

em meio aquoso. Pode ser observado o aumento da intensidade de
emissdo da espécie anidnica (2NO™*) no comprimento de onda de 420
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nm e a diminuicdo da intensidade de emissdo da espécie neutra
(2NOH*) em 360 nm.

800

700

600 —

500

400

300

200

Intensidade relativa de fluorescéncia

100

T T T T
350 400 450 500
Comprimento de onda / nm

Figura 28. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
aquoso em funcgdo da adicdo de acetato de sodio em pH 7,0, com excitagdo
em 280 nm.

O efeito observado na reacdo é ocasionado pela transferéncia de
préton da sonda 2NOH no estado excitado para o ion acetato, como
pode ser visto na Figura 29.

Keq"

@ OH, omcoo- M @ 2 L CH,CO0H
=

Figura 29. Reacao de transferéncia de prdton da sonda 2NOH para o anion
acetato.

A constante de velocidade (k;) da reacdo do 2NOH (Figura 29)
pbde ser obtida utilizando os espectros de fluorescéncia resolvida no
tempo que estdo representados na Figura 30. Nestas medidas foi
utilizado um filtro de 420 nm, para que fosse possivel somente
visualizar as espécies acima desse comprimento de onda. Esta
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providéncia experimental garante que seja vista somente 0 aparecimento
e desaparecimento da espécie aniénica 2NO™ .

30004 Acetato

o = 0,00 mol L
0,11 mol L
0,18 mol L

1

1

2500 °

1

2000

Intensidade de fluorescéncia
o
o
o
1

Tempo / ns

Figura 30. Espectros de fluorescéncia resolvida no tempo da sonda 2NOH
em meio aquoso em funcdo da adicdo de acetato de sédio em pH 7,0, com
LED de 280 nm e filtro em 420 nm.

As constantes de velocidade para a transferéncia de préton (k;) a
reacdo de 2NOH™* com acetato ou com agua (ko) e para o decaimento da
fluorescéncia de 2NO™ (kg), foram calculados utilizando as equacdes 20
a22.

tmax = IN(Ke/K1obs)/(Ks-K1os) (20)
I(t) = [(klobs X Imax) / (kf'klobs)] [exp('klobs t) - exp('kf t)] (21)
Kiobs = Ko + ki [CH3COO] (22)

onde, tmax representa o tempo necessario para alcancar a
intensidade maxima da fluorescéncia (Imax) € I representa a intensidade
de fluorescéncia como uma funcdo do tempo. As constantes de
velocidade para a transferéncia de proton (Kies) em funcdo da
concentracdo de acetato de sédio sdo mostradas na Figura 31. O
coeficiente angular da reta corresponde ao valor da constante de
velocidade da transferéncia de préton (k) que foi de 9,58 x 10° M*s™.
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2,8x10°
2,6x10°
2,4x10°

2,2x10° u

10bs

< 2,0x10°
1,8x10°

1,6x10°

1,4x10°

T T T T T
0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15 0,18
Concentragao de acetato / mol L’

Figura 31. Constantes de velocidade (ki.ns) em funcdo da concentracdo de
acetato de sédio em meio aquoso em pH 7,0.

Durante os experimentos também foi acompanhado o pH da
solucdo, o qual se manteve constante durante o processo. E este é um
dado importante para que se possa afirmar que de fato neste sistema
ocorre uma reacao de transferéncia de proton no estado excitado.

4.2.1.2 .Formiato de sodio

Para o caso do formiato de sddio em meio aquoso, o efeito é
semelhante daquele observado no estado estacionario com acetato de
sodio. Ocorre um aumento da banda em 420 nm e a diminuicdo em 360
nm a medida que é adicionado formiato de sédio na solucdo (Figura
32).
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Figura 32. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio

aquoso em fung¢do da adicéo de formiato de sédio em pH 7,0, com excitacdo
em 280 nm.

A constante de velocidade (k;), também podem ser obtidas dos
espectros de fluorescéncia resolvida no tempo (Figura 33), tratando os
dados de acordo com as equagdes 20-22, conforme mostrado na Figura
34. O valor de constante de velocidade de transferéncia de préton (ky)
obtido foi de 8,52 x10® M™s™, um valor menor do que aquele obtido
com acetato de soédio. Assim, pode-se observar que houve uma
diminuigdo de constante de velocidade que segue a diminui¢do dos pKas
da forma 4cida conjugada dos sais estudados ( pKa = 4,74 para &cido
acético e 3,58 do acido férmico), o que nos indica que a constate de
velocidade de transferéncia de proton pode estar relacionada com os
pKas do aceptor de proton.
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Figura 33. Espectros de fluorescéncia resolvida no tempo da sonda 2NOH
em meio aquoso em funcgdo da adigdo de formiato de sédio em pH 7,0, com
LED de 280 nm e filtro em 420 nm.
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Figura 34. Constantes de velocidade (kiops) em funcdo da concentracdo de
formiato de s6dio em meio aquoso em pH 7,0.
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4.2.1.3. Fluoroacetato de sédio

Nas medidas com fluoroacetato de sédio, foi possivel observar
que os espectros de fluorescéncia no estado estacionario (Figura 35)
tiveram uma variacdo muito menor na banda de 420 nm, comparadas
com o0s sais estudados anteriormente. Este resultado indica que a
transferéncia de prdton é mais lenta.
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Figura 35. Espectros de emissao de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
aquoso em fungdo da adicdo de fluoroacetato de sodio em pH 7,0, com
excitacdo em 280 nm.

Na Figura 36 é possivel observar que também ocorre uma
variacdo menor na intensidade da fluorescéncia resolvida no tempo e,
logo na Figura 37, pode-se verificar que a constante de velocidade de
transferéncia de préton é consideravelmente menor (k1 = 5,24 x 10° M’
s, o qual pode ter sido provocado pelo baixo pKa (2,60) do acido
fluoroacético que estd préximo ao pKa da sonda 2NOH* (Pedro, Mora,
Silva et al, 2012).
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Figura 36. Espectros de Fluorescéncia resolvida no tempo da sonda 2NOH
em meio aquoso em funcéo da adicéo de fluoroacetato de sédio em pH 7,0,

com LED de 280 nm e filtro em 420 nm..
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Figura 37. Constantes de velocidade (kions) em funcdo da concentracdo de

fluoroacetato de s6dio em meio aquoso em pH

7,0.
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4.2.1.4. Trifluoroacetato de sodio

No caso do trifluoroacetato de sédio, pode-se observar na Figura
38, com a adicdo deste sal na solu¢do da sonda 2NOH, nédo ocorreu
nenhuma variacdo consideravel, portanto é um indicativo que neste caso
ndo ocorreu nenhuma reacdo com este sal. 1sso pode ser explicado pelo
pKa do acido trifluoroacético, que bastante inferior ao pKa da sonda
2NOH* e préximo zero (0,26) e com isso sendo uma molécula que ndo
possui basicidade suficiente para retirar o proton do 2NOH*.
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Figura 38. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
aquoso em funcdo da adicdo de trifluoroacetato de sédio em pH 7,0, com
excitacdo em 280 nm.

4.2.1.5. Efeito do pKa na constante de velocidade

O conjunto de constantes de velocidade calculadas nos itens
mostrados anteriormente estd apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Constantes de velocidade (k) e valores de pKa dos sais em meio
agquoso:

Anions pKa ki, M's™
Acetato 4,74 (9,59 + 0,33) x10°
Formiato 3,58 (8,52 + 0,36) x10°
Fluoracetato 2,60 (5,24 + 0,19) x10°
Trifluoracetato 0,25 Na&o observado
Agua -1,78 (0,03) x10°

Logo com os dados da Tabela 3 ¢é possivel gerar um grafico de
pKa versus a constante de velocidade de transferéncia de préton (k;), o
qual é mostrado na Figura 39, onde observa-se que a constante de
velocidade tende a atingir um valor constante para sais derivadas de
acidos com um maior valor de pKa. . Os valores das constantes estdo
bemlpr?ximos a limite controlado por difusio que é em torno de 10™°
mol ™ s™.

1E9 - Formiato
Fluoroacetato Acetato
1E8 4
—
X~
1E7 4
T T
-2 3 4 5

Figura 39. Variacdo da constante de velocidade para a reacdo de
transferéncia de prétons em funcéo do pKa do cido conjugado da base
utilizada.
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4.2.2. Transferéncia de préton em meio micelar
4.2.2.1. Acetato de s6dio

No estudo da reacdo de transferéncia de prétons em meio micelar
de SB3-14 entre diversos anions e a sonda 2NOH, é possivel observar
gue na adicdo de acetato de sdédio ocorre a transferéncia de préton,
porém o efeito é nitidamente inferior ao observado quando o mesmo sal
é adicionado em meio aquoso, Figura 40.
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Figura 40. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
micelar (5x102 mol L™ de SB3-14) em funcéo da adigo de acetato de sédio
em pH 7,0, com excita¢do em 280 nm.

No espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Figura 41),
também pode-se constatar que ocorreu uma diminuicdo na intensidade
de fluorescéncia, isso indica a diminui¢do da constante de velocidade
(Figura 42) que foi de 1,49 x10® Ms™, a qual é aproximadamente 6
vezes menor daquela obtida em meio aquoso (9,59 x 10® M™s™). Este
resultado pode estar relacionado com uma menor incorpora¢do do
acetato na micela, permanecendo na pseudo-fase aquosa.
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Figura 41. Espectros de fluorescéncia resolvida no tempo da sonda 2NOH
em meio micelar (5x10% mol L de SB3-14) em funcdo da adicdo de
acetato de sédio em pH 7,0, com LED de 280 nm e filtro em 420 nm.
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Figura 42. Constantes de velocidade (kiops) em funcdo da concentracdo de
acetato de sédio em meio micelar de SB3-14 em pH 7,0.
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4.2.2.2.Formiato de sédio

Na presenca de formiato de sddio, em micelas de SB3-14, é
possivel observar no espectro de fluorescéncia no estado estacionario da
Figura 41, que a transferéncia de préton também é reduzida tomando
como referéncia o0 mesmo sal em meio aquoso.
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Figura 43. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
micelar (5x102 mol L™ de SB3-14) em funcdo da adicdo de formiato de
sodio em pH 7,0, com excitagdo em 280 nm.

No grafico da intensidade de fluorescéncia resolvida no tempo
mostrado na Figura 44, bem como nas constantes de velocidade
mostradas na Figura 45 pode-se observar que a constante de velocidade
(3,13 x10® M™s™) chega a ter uma reducdo de 3 vezes em comparacao
com o resultado obtido em &gua (8,52 x10° M™s™), na auséncia de
agentes tensoativos.
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Figura 44. Intensidade de fluorescéncia resolvida no tempo da sonda
2NOH em meio micelar (5x102 mol L™ de SB3-14) em funcéo da adico de
formiato de s6dio em pH 7,0, com LED de 280 nm e filtro em 420 nm.
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Figura 45. Constantes de velocidade (kiops) em funcdo da concentracdo de
formiato de s6dio em meio micelar de SB3-14 em pH 7,0.
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4.2.2.3. Fluoroacetato de sédio

A Figura 46 mostra que a adicdo de fluoroacetato de sédio na
solucdo de 2NOH, resulta em espectros de fluorescéncia no estado
estacionario, que indicam uma leve diminuicdo das intensidades de
fluorescéncia em meio micelar, tomando como referéncia os resultados
obtidos em meio aquoso.
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Figura 46. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio
micelar (5x10% mol L™ de SB3-14) em funcéo da adicao de fluoroacetato de
sodio em pH 7,0, com excitagdo em 280 nm.

Os dados da intensidade de fluorescéncia resolvida no tempo
(Figura 47) mostram resultados semelhantes daqueles obtidos em meio
aquoso. Isto foi confirmado com as medidas de constantes de velocidade
(Figura 48), onde pode-se observar que ha um aumento de 2 vezes no
seu valor (9,32 x 10® Ms™), quando comparado com os resultados
obtidos em meio aquoso (5,24 x 10° Ms™), na auséncia de SB3-14.
Neste caso para obter a constante de velocidade foi feito um ajuste
parabolico, o que pode indicar que ocorre um efeito maior de
incorporacéo do anion na micela.
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Figura 47. Intensidade de fluorescéncia resolvida no tempo da sonda
2NOH em meio micelar (5x102 mol L™ de SB3-14) em funcéo da adico de
fluoroacetato de s6dio em pH 7,0, com LED de 280 nm e filtro em 420 nm.
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Figura 48. Constantes de velocidade (kiops) em funcdo da concentracdo de
fluoracetato de s6dio em meio micelar de SB3-14 em pH 7,0.
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4.2.2 .4, Trifluoroacetato de sodio

Em meio micelar, a adi¢cdo de trifluoroacetato de sédio na solugéo
de 2NOH, demonstrou mudangas nos espectros de fluorescéncia no
estado estacionario (Figura 49), que sdo inversas daquilo observado nos
sais ja vistos anteriormente. Neste caso, ocorre uma diminuicdo de
intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda de 420 nm e um
aumento em 360 nm.
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Figura 49. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda 2NOH em meio

micelar (5x10 mol L™ de SB3-14) em funcéo da adicéo de trifluoroacetato
de sddio em pH 7,0, com excitacdo em 280 nm.

A observacdo de um efeito inverso, indica que em meio micelar,
o sal trifluoroacetato ndo promove a transferéncia de préton. O resultado
é consistente com o deslocamento do equilibrio para faixa de pH menor
gue 3. Isto pode ser explicado pelo fato que este sal tem um carater
hidrofdébico (Braumann et al, 1983), ou seja, favorece a incorporagéo do
mesmo na micela e assim torna a micela negativa, permitindo concentrar
os fons H* na fase micelar, conforme descrito por Marte et al (2007),
favorecendo a diminuigdo do pH da sonda, e este fato é consistente com
as mudancas espectrais observadas.
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4.2.2.5. Efeito do pKa na constante de velocidade

Com os resultados obtidos nos itens anteriores foram calculadas
as constantes de velocidade apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Constantes de velocidade (k,) e valores de pKa dos sais em meio
micelar:

Anions pKa ki, M's™
Acetato 474 (1,49 + 0,05) x10°
Formiato 3,58 (3,13 +£0,11) x10°
Fluoracetato 2,60 (9,32 +2,98) x10°
Trifluoracetato 0,25 Efeito Inverso
Agua -1,78 (0,03) x10°

Utilizando os dados da Tabela 4 foi possivel gerar um grafico de
pKa versus a constante de velocidade de transferéncia de préton (k;) que
é mostrado na Figura 50. Observa-se que a constante de velocidade tem
uma dependéncia parabodlica em relacdo ao pKa dos &cidos conjugados
dos anions utilizados. Este resultado indica um efeito complexo que
depende da acidez e, provavelmente, de constantes de incorporacdo dos
anions.

1E9 4 Fluoroacetato

Formiato
1E8 4

1E7 4

pKa

Figura 50. Curva de constante de velocidade (k;) obtidas em meio micelar,
em funcdo dos valores de pKa dos acidos conjugados das bases utilizadas.
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4.3. Incorporacéo de &nions na superficie micelar do surfactante

As distribuicdes de anions entre pseudo-fases aquosa e micelar
foram monitoradas através de eletroforese capilar, uma vez que, quando
o potencial zeta ({m) ¢ baixo, segue a equagdo de Henry (equacéo 23),
qgue relaciona o potencial zeta da micela com sua mobilidade
eletroforética.

Cm= u /et f(xRp) (23)

Onde n é a viscosidade do meio, f (kRm ) corresponde a fungéo
de Henry, « é o parametro de blindagem de Debye-Hiickel (m™), Rm o
raio da micela de SB3-14 que é de aproximadamente 26 A (Marte et al,
2007), e g, € &, que correspondem a permissividade do vacuo e a
permissividade relativa do solvente. Forcas ibnicas de eletrolito 1:1
entre 0,002-0,04 M, mostram valores de « variando entre 1,5 x 10° e 6,6
x 108 m™, respectivamente. Assim, para micelas de SB3-14, o valor da
funcéo do Henry f (kRm), em 0,04 mol L™ de NaCl, é 0,71 (Marte et al,
2007). Utilizando estes parametros, a dependéncia da mobilidade
micelar ou potencial zeta em func¢do da concentracdo de sal, Figura 51,
permite a estimativa dos parametros de liga¢do anibnica.
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Figura 51. Potencial Zeta de 5 x10 mol L™ de SB3-14, na presenca de sais
de sodio: (m) Perclorato, (e) Trifluoroacetato, (A) Fluoroacetato ¢ (V)
acetato, a 25.0 °C, pH 9.0.
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Em todos os casos, 0 aumento de potencial zeta parte préximo de
zero, em tampdo borato, para um valor negativo significativamente
elevado com a adicdo de anions que se incorporam na micela dipolar
ibnica. A ordem de ligacdo dos anions em micelas de SB3-14 é:
perclorato > trifluoroacetato > fluoroacetato > acetato mostrando que a
incorporacdo dos anions na pseudofase é maior para anions mais
volumosos e pouco hidratados, portanto os anions mais hidrofilicos sao
menos incorporados (Marte et al, 2007). Empiricamente, 0 aumento na

magnitude do potencial zeta observado (é/m,obs) pode ser descrito com a
equacao 24:

; _ A K [Sal]
mOP T 14+ K [Sal]

(24)

onde Al € a variagdo maxima do potencial zeta observado

para um dado anion e K| é a constante de ligagdo do &nion, adicionado

a micela SB3-14 e, como esperado, descreve a dependéncia da
diminuicdo do potencial zeta com a concentracdo de sal adicionado. A
concentracdo critica de micelas do SB3-14 (2,2 x 10™ M) é muito menor
do que a concentragcdo SB3-14 nas solucOes, e, por conseguinte, 0s

efeitos de sal na cmc sdo negligenciados. Os valores de K, e

ACQ o Para interacdes entre os sais e a micela SB3-14 estdo na
Tabela 5:

Tabela 5. Variagfes maximas nos potenciais zeta, constante de ligagdo do
anion na micela, energias livres de transferéncia e coeficientes de particéo
de &nions para a adi¢do de sais de sodio de solu¢bes 0,050 M de SB3-14:

Anion AC . Ko, M1 AGY, ’-1kJ Panion
mol
mV
Perclorato 69,3 126 -6,68 14,8
Trifluoroacetato 40,0 68 -3,86 475
Fluoracetato 12,7 24 -1,22 1,64

Acetato 4.8 -0,46 1,20
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Em geral, ndo é possivel estimar valores confiaveis de K, de ions
muito hidrofilicos, principalmente porque as mudangas sdo pequenas.
Desta forma, os valores descritos para acetato e fluoroacetato
correspondem ao valor experimentalmente detectado na presenca de
0,05 mol L™ do sal correspondente e sdo valores apenas aproximados

para esses anions. No entanto, mudancas nos potenciais zeta (A, )

seguem a incorporacdo de anions em micelas dipolares ibnicas de SB3-
14 e permitem o calculo de energias livres para a transferéncia de anions
(AG®y) a partir de meio aquoso para a fase micelar (equacéo 25),

4G =-2FAL,, (25)

onde z é a carga do anion e F é a constante de Faraday. As
energias livres de transferéncia dos anions da pseudo-fase aquosa para a
micela dipolar idnica sdo também apresentados na Tabela 5, assim
como os coeficientes de particdo de anions correspondentes (Panion),
calculados a partir das energias livres de transferéncia, utilizando a
equacéo 26:

Panion — e-AG°tr/RT (26)

Os valores das energias livres de transferéncia de agua a micelas
dipolares ionicas correlacionam razoavelmente bem com as mudancas
nas energias livres de hidratacdo dos anions, indicando que o efeito esta
relacionado com a natureza da hidratagéo idnicos (Marte et al, 2007).

4.4. Determinacdo da concentracdo micelar critica por fluorescéncia

Uma das propriedades fisicas dos surfactantes mais importante é
a concentragdo micelar critica (cmc). Para se obter esse valor existem
diversos métodos, dentre os mais comuns, podem ser citados a
detergéncia, pressdo osmética, condutividade equivalente e tensdo
superficial que ja foram apresentados na Figura 15.

A obtencdo da cmc por fluorescéncia vem sendo muito utilizada
nos ultimos anos (Bakshi et al, 2005; Ray et al, 2006; Wilk et al, 2011;
Mondal e Ghosh, 2012; Mitsionis e Vaimakis, 2012). A obtengo é feita
pela interacdo de uma sonda fluorescente e um supressor nos quais vem
ocorrer uma mudanca de seus comportamentos com a adicdo de um
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surfactante, no qual um dos reagentes passa a interagir com o surfactante
de tal forma que faz com que ocorram mudangas nos espectros
observados (Quina e Lissi, 2004).

Com base nisto, foram realizadas as determinacGes da cmc dos
surfactantes dipolares ibnicos SB3-10, SB3-12 e SB3-14, por
fluorescéncia.

4.4.1. Concentragdo micelar critica do SB3-10, SB3-12 e SB3-14

Foram feitos espectros de emissdo no estado estacionario da
sonda 2NOH com 1 mol L™ de NaClO, em funcéo da concentracdo dos
surfactantes SB3-n. Observa-se na Figura 52 que ocorre um aumento da
intensidade de fluorescéncia em 360 nm e a diminuicdo em 420 nm. O
mesmo fendbmeno foi observado para SB3-12 e SB-14. Este efeito €
similar ao da interacdo da sonda com o sal trifluoracetato de sédio,
portanto, pode-se afirmar que realmente ocorre a incorporacdo do sal na
micela.
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Figura 52. Espectro de emissdo de 2NOH com 1 mol L™ de NaClO,
variando a concentracdo de SB3-10 em pH 7,0, com excitagdo em 280 nm.

Os valores obtidos para a intensidade de fluorescéncia em 360 nm
em funcdo da concentracdo dos trés surfactantes, sdo ilustrados
graficamente na Figura 53, onde pode ser identificada a cmc na regido
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indicada pelas setas e, os valores obtidos de cmc por fluorescéncia,
utilizando 2NOH como indicador, estdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 53. Curva de intensidade de fluorescéncia normalizadas (360 nm)
em funcdo da concentracdo dos surfactantes SB3-n, na presen¢a de 1 mol
L™ de NaCIO,.

Tabela 6. Valores da cmc dos surfactantes SB3-n em mol L™

Método SB3-10 SB3-12 SB3-14
Fluorescéncia, 1 mol L* NaClO, | 3,8 x10” | 4,1x 10™ | 8,6 x 10™
Sem sal adicionado® 1,3x107% [ 2,0x10°]2,0x10"

a)Frescura et al,1995

Na Tabela 6 é possivel observar que os valores obtidos por
fluorescéncia na presenca de 1 mol L™ de perclorato de sddio sdo
significativamente menores do que aqueles na auséncia de sal
(MIYAGISHI et al, 2001), pois com o auxilio do sal formam as micelas
em concentracGes menores de surfactante, ou seja, o sal promove uma
diminuicdo da cmc.
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5. CONCLUSOES

Em relacdo as titulagdes fluorimétricas da sonda 2NOH em meio
aquoso, é possivel dizer que seus resultados de pKa estdo coerentes
com os da literatura e em meio micelar ocorre uma pequena variacao
comparada com as mesmas em meio aquoso.

Referente as transferéncias de prdtons, foi possivel concluir que
em meio aquoso, as constantes de velocidade aumentam até atingir um
patamar com bases formadas utilizando &cidos conjugados com um
valor de pKa maior do que aquele do 2NOH". As constantes de
velocidade em solucdes aquosas sdo proximas do limite controlado por
difusdo.

Para a transferéncia de prétons em meio micelar, conclui-se que
0s sais acetato de sodio, formiato de sodio e fluoracetato de sodio
também promovem a reagdo de transferéncia de préton com a sonda.
Entretanto, as constantes de velocidade ndo estdo claramente
relacionadas com os valores dos pKas. Isto, é relacionado com a
incorporacéo dos anions na fase micelar.

O sal trifluoracetato de sodio, promove um efeito contrario
daquele observado com os outros sais. Tratando-se de um sal mais
hidrofébico e de menor basicidade, promove o carater aniénico na
pseudo-fase micelar. Esta conclusdo foi observada por eletroforese
capilar, medindo-se o potencial zeta da micela e assim confirmando que
este sal tem uma afinidade maior pela micela.

Na determinacdo das concentragcbes micelares criticas das
sulfobetainas, foi possivel obter por fluorescéncia a cmc na presenca de
1 mol L™ de perclorato de sédio, o qual diminui drasticamente a
concentracdao micelar critica.
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