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Divulgacao

ENERGY TRANSFER BETWEEN CATIONIC DYES IN HOMOGENEOUS SYSTEMS. In this work, the energy transfer by
dipole-dipole interaction between cationic dyes in n-alcohols (methanol, ethanol, 1-propanol and 1-butanol) is studied by time

resolved and steady state fluorescence measurements. The critical radii of energy transfer were determined by three independent

methods; the spectral overlap, fluorescence decay profiles, and relative intensity measurements. In all solvents, R values of the

dye pairs obtained from spectral overlap were between 40 to 90 A. Steady state and time resolved fluorescence measurements

resulted in values of R in the range of 50 - 80 A, with good correlation of values.
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INTRODUCAO

O estudo de transferéncia de energia entre corantes tem impor-
tancia em vdrios meios como na conversdo de energia solar e em
lasers'>. A transferéncia de energia é uma etapa primdria em proces-
sos de interesse bioldgico (como a fotossintese), bem como em sis-
temas de interesse industrial (fotopolimerizagdo)*. Transferéncia de
energia pelo mecanismo de Forster permite determinar o nimero de
agregacdo de micelas em sistemas de detergentes'”’, bem como de-
terminar a conformagao de polimeros em solu¢@o. A dependéncia da
transferéncia de energia com a distancia permite utiliza-la como uma
ferramenta para conjecturar sobre a distribui¢do espacial de molécu-
las solubilizadas em micelas e polimeros®!2. O raio critico de Forster
para a maioria dos sistemas estudados estd na faixa de 30-90 A*,

O processo de transferéncia de energia pelo mecanismo dipolar
pode ser descrito segundo as seguintes etapas:

D+hv— D" (1)
D'+A— 3D+ 4 )

A_)interagﬁo dipolo-dipolo € proporcional ao momento de transi-
¢do M e inversamente proporcional a distdncia ao cubo. Assim, a
transferéncia de energia é um processo dindmico no qual a velocida-
de de transferéncia depende da distancia entre o doador e o receptor.
A constante de velocidade de transferéncia é dada por'>&!112:

3 2 Ro ‘ -1
k(r)=5‘< (j) T, 3)

onde: R € o raio critico de Forster, T € o tempo de vida de
fluorescéncia na auséncia de supressor, r € a distdncia entre o doador
e o receptor e K € o fator de orientacdo entre os dipolos do doador
excitado e do receptor'>!,

No regime dindmico de rdpida rota¢do x> converge em média
para 2/3. O raio de Forster (R ) corresponde a distancia na qual a
probabilidade de transferéncia € igual a probabilidade de decaimento.
A equagdo proposta por Forster' para se calcular o valor de R é
dada por:
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9000 (In10)px> ¢ £ (7)(e ),
R = D < 4
0 1287°N,n' IW (v)dv “®

Onde o valor do integrando é chamado de integral de recobri-
mento espectral. Os valores de R também podem ser obtidos a partir
de experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo e de medidas
fotoestaciondrias. O valor de R pela técnica de fluorescéncia resol-
vida no tempo € calculado a partir da seguinte equagdo:

Fey=exp| —Lor| L ’
P, 7, )
Na qual:
_4 3
2 =2’n,R; ©)

onde n, € a densidade de moléculas de receptor (moléculas/cm?).
De acordo com a teoria de Forster'*!, a eficiéncia da transferén-
cia de energia em fase homogénea ¢ dada por:

1
E=1-2 7
S )

No caso de medidas fotoestaciondrias, o valor de R € dado por:

1
3000 )
R=l—v ®)
1L,14C,N
O valor de C (concentragdo critica de receptor) € obtido da se-
guinte equacdo para a eficiéncia:

e cY c

onde C ¢é a concentragdo de supressor (receptor) e erf € a funcéo erro,
dada por:

erf(m)= %Texp(—xz)dx (10)
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PARTE EXPERIMENTAL H\N/H
~
Os corantes utilizados foram 9-aminoacridina (Aldrich), O \ HC. O O N/CH3
proflavina (Aldrich), laranja de acridina (Aldrich), azul do Nilo (‘3H3 <‘3H3

(Aldrich), violeta de cresila (Aldrich), cristal violeta (Aldrich), azul
de toluidina (Merck) e safranina (Aldrich). Todos os corantes foram
purificados por recristalizagdo em metanol. As medidas foram feitas
a 25 °C e em concentra¢do de 10° M nos seguintes solventes grau
HPLC: metanol, etanol, propanol-1 e butanol-1. Os espectros de
absorcdo foram obtidos em um espectrofotometro Hitachi U-2000, e
os espectros de emissao corrigidos em um espectrofluorimetro Hitachi
F-3500. As amostras foram condicionadas em cubetas de quartzo (1
x 1 cm). Os valores de rendimento quéntico de fluorescéncia foram
determinados por comparagdo com padrdes conhecidos de
fluorescéncia'®. As concentracdes dos corantes foram mantidas abai-
xo da concentrac@o de auto-agregacdo dos mesmos, a fim de impedir
a interferéncia de quaisquer outros processos nas andlises dos dados
obtidos. Os decaimentos de fluorescéncia dos corantes foram medi-
dos pela técnica de contagem de fétons resolvida no tempo, usando
um espectrometro CD-900 Edinburgh equipado com polarizadores
e uma fotomultiplicadora Hamamatsu R955 resfriada a —25 °C por
um sistema Peltier. Os pulsos de excitacdo foram gerados a partir de
um sistema de lasers Mira 900 Ti — Safira bombeado em 532 nm por
um Verdi 5 W da Coherent. A freqiiéncia de pulsos de 76 MHz foi
reduzida a menos de 1 MHz usando-se um redutor optoeletrdnico de
pulsos da Conoptics modelos MD 25D/305/350-160. A excitacio
em 400 nm foi obtida pela incidéncia do pulso de laser sobre um
gerador de segundo harmonico (construido com um cristal de BBO
I mm UTO 8204 Casix) e a temporizagdo do pulso de excitag@o foi
monitorada por um fotodiodo rapido (modelo 818 BB21 da Newport).
Os decaimentos dos corantes que absorvem na regido de 600 nm
foram medidos no mesmo equipamento, mas com o pulso de excita-
¢do gerado pelo diodo laser de 100 ps em 633 nm (Hamamatsu mo-
delo PLP 01). Os decaimentos de fluorescéncia foram analisados
pela convolucdo da fun¢do de resposta do instrumento com 0s mo-
delos exponencial e cinética de supressdo de Forster presentes no
“software” da Edinburgh Instruments. A resposta instrumental, defi-
nida pela largura da altura média da resposta temporal do detector,
foi de aproximadamente 700 ps. Os decaimentos foram obtidos com
incremento de tempo de 25 —50 ps por canal, com 1 Kbyte de pontos
por decaimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Propriedades fotofisicas dos corantes

As estruturas moleculares dos corantes podem ser vistas na Fi-
gura 1.

Com base nos valores da razdo /I, do pireno, observou-se que
a polaridade dos solventes usados diminui com o aumento da cadeia
carbonica alifatica dos dlcoois (1,32, 1,15, 1,04 e 0,99 para metanol,
etanol, propanol-1 e butanol-1, respectivamente). Esta diminui¢io
dos valores influi nos deslocamentos dos espectros de absorcdo e
emissdo dos corantes, contribuindo para um maior ou menor valor
de rendimento quantico de fluorescéncia (Tabela 1). A dependéncia
dos valores obtidos para o tempo de vida em funcdo da viscosidade
e constante dielétrica do solvente indica que o processo de desativacdo
do estado excitado dos corantes torna-se mais lento em meios mais
viscosos. Este efeito estd relacionado com a inibi¢cdo parcial ou a
maior fric¢@o na rotag@o de grupos substituintes como —CH,, -NH,,
-N(CH,), e -N(CH,CH,), dos corantes. Os valores encontrados para
os tempos de vida estio de acordo com dados reportados na literatu-
ra''"”. Um outro fato a ser considerado é que sondas que apresentam
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Figura 1. Formulas estruturais dos corantes utilizados

grupamentos NH, na estrutura, como o azul do Nilo, podem apre-
sentar processos de transferéncia de carga intramolecular, acarretan-
do também mudangas nos valores de tempo de vida'*!. Os valores
das constantes de velocidade de desativagdo radiativa (k) e néo-
radiativa (k ) ajudam a confirmar que as mudangas observadas nas
propriedades espectrais dos corantes sdo devidas ao processo de trans-
feréncia de carga intramolecular, como pode ser visto na Tabela 2.

Os valores dos comprimentos de onda méximo de absorgdo (A, )
e emissdo (A, ), e o deslocamento espectral ou de Stokes (Av) dos
corantes dependem da polaridade do solvente, como pode ser visto
nos dados apresentados na Tabela 3. Os espectros de absorc¢do e de
emissdo dos corantes sdo deslocados pelo efeito de solvente. Os des-
locamentos observados para os diversos corantes utilizados estdo de
acordo com dados presentes na literatura'’?!.

Ha uma dependéncia linear do deslocamento de Stokes com o
parametro de polaridade dos solventes (Af), seguindo a equacdo de
Lippert-Mataga (Equagdo 11)!41820,

_ 2AU°

Av S
cha

Af (11)

Na equacio acima, Ap? é a diferenga entre os quadrados dos
momentos de dipolo da molécula no estado fundamental e excitado,
a é o raio de Onsager da cavidade formada ao redor da molécula, ¢ é
a velocidade da luz no vécuo, e & é a constante de Planck. A inclina-
¢do da reta depende da diferenca do momento de dipolo da molécula
antes e depois da excitagcdo, como pode ser visto na Figura 2. A
inclinac@o das retas apresentadas na Figura 2 mostra que AU? > 0 para
os sistemas. Este fato indica que o momento de dipolo da molécula
no estado excitado € um pouco maior que no estado fundamental.
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Tabela 1. Valores de tempo de vida (t) e rendimento quantico de fluorescéncia (¢) para os corantes em diferentes dlcoois, T = 298 K

Corante T (ns); ¢
MeOH EtOH PrOH BuOH

Safranina 2,59; 0,12 2,93; 0,18 3,02; 0,18 3,02; 0,18
Laranja de acridina 2,95; 0,20 3,38; 0,20 3,65; 0,19 4,05; 0,15
9-Aminoacridina 13,89; 0,40 13,10; 0,43 12,57; 0,44 11,82; 0,45
Proflavina 4.41; 0,42 4,31; 0,42 4,27; 0,41 4,52; 0,40
Azul do Nilo 1,21; 0,13 1,54; 0,18 1,86; 0,18 2,09; 0,16
Cristal violeta 0,45; 4.10° 0,28; 9.10* 0,31; 6.10* 0,10; 5.10°
Violeta de cresila 3,31; 0,30 3,36; 0,30 3,40; 0,25 3,39; 0,22
Azul de toluidina 4,65; 0,09 5,59; 0,10 6,00; 0,11 6,81; 0,12

Tabela 2. Valores de constantes de velocidade de desativagdo radiativa (k) e ndo-radiativa (k ) para os corantes utilizados em diferentes

alcoois, T =298 K

Corante k ek 107"
MeOH EtOH PrOH BuOH

Safranina 4,63 33,98 6,14 27,99 5,96 27,15 5,96 27,15
Laranja de acridina 6,78 27,12 5,92 23,67 521 22,19 3,70 20,99
9-Aminoacridina 2,88 4,32 3,28 4,35 3,50 4,46 3,81 4,65
Proflavina 9,52 13,15 9,75 13,46 9,60 13,82 8,85 13,27
Azul do Nilo 10,74 71,90 11,69 53,25 9,68 44,09 7,66 40,19
Cristal violeta 0,89 221,33 0,32 356,82 0,19 322,39 5,00 995,00
Violeta de cresila 9,06 21,15 8,93 20,83 7,35 22,06 6,49 23,01
Azul de toluidina 1,94 19,57 1,79 16,10 1,83 14,83 1,76 12,92

Tabela 3. Valores de comprimentos de onda maximo de absorgdo (A, ) e emissdo (A, ) em nm, e deslocamento de Stokes (AV) para os corantes

utilizados, T =298 K

Solvente MeOH EtOH PrOH BuOH
Safranina 528/563 533/564 536/562 537/564
1177 cm! 1031 cm’! 863 cm! 892 cm!
Laranja de acridina 489/519 489/517 489/517 489/517
1182 cm! 1108 cm’! 1108 cm’! 1108 cm!
9-Aminoacridina 400/454 401/454 401/454 402/454
2973 cm! 2911 cm! 2911 cm! 2849 cm’!
Proflavina 456/492 459/492 459/491 460/492
1605 cm! 1461 cm! 1420 cm! 1414 cm!
Azul do nilo 625/657 634/655 637/660 627/663
779 cm’! 506 cm! 547 cm! 866 cm!
Cristal violeta 586/621 588/621 589/623 590/626
962 cm' 904 cm! 925 cm’! 975 cm'!
Violeta de cresila 593/620 599/621 607/624 611/624
734 cm’! 591 cm! 449 cm’! 341 cm!
Azul de toluidina 627/650 629/646 630/647 631/650
564 cm! 418 cm’! 417 cm’! 463 cm’!

A diminui¢do do deslocamento de Stokes com o aumento da
cadeia carbonica do n-dlcool utilizado indica uma menor solvatacéo
do estado excitado dos corantes. Altos valores de deslocamento in-
dicam uma reorganizacdo da orientacdo dos grupos polares dos
corantes. H4 um aumento significativo para alguns dos corantes na
intensidade de fluorescéncia quando se varia o solvente de metanol
para propanol-1. Este efeito pode ser atribuido a diminui¢do da po-
laridade dos solventes, que aumenta a energia de ativag@o de conver-

sdo do estado excitado planar para um estado de transferéncia de
carga intramolecular aumentando o rendimento quantico de
fluorescéncia. Um outro fato a ser considerado € que hd um aumento
da viscosidade o qual impede a rotac¢do interna dos grupamentos
presentes nas moléculas dos corantes, resultando num aumento da
intensidade de fluorescéncia. Ha ainda um outro aspecto a ser consi-
derado nas variacdes espectrais observadas, sendo este a presenca de
ligagdes hidrogénio entre a molécula de corante e do solvente?.



Vol. 26, No. 4

3200

2800 = "

2400+
2000+

1600 - e .
1200 ‘___‘_/’//A

800+

400 /

026 027 028 029 030 0,31
Af

cm

Av

Figura 2. Grdfico de deslocamento de Stokes em fungdo do parametro de
polaridade do solvente para os corantes 9-aminoacridina (B), proflavina
(®),safranina (A) e cristal violeta (V), T = 298 K

Transferéncia de energia e calculo de raio critico de
transferéncia de energia

Os valores dos raios criticos de transferéncia (R ) para os pares 9-
aminoacridina/safranina, 9-aminoacridina/azul do Nilo, 9-aminoacridina/
azul de toluidina, 9-aminoacridina/violeta de cresila, 9-aminoacridina/
cristal violeta, laranja de acridina/safranina, laranja de acridina/azul do
Nilo, laranja de acridina/azul de toluidina, laranja de acridina/violeta de
cresila, laranja de acridina/cristal violeta, proflavina/safranina, proflavina/
azul do Nilo, proflavina/azul de toluidina, proflavina/violeta de cresila e
proflavina/cristal violeta, foram calculados com base nos espectros de
absor¢do e emissdo dos corantes.

Na obteng@o dos valores de R, utilizou-se os valores de rendi-
mento quantico de fluorescéncia dos corantes (doadores) obtidos
experimentalmente em metanol (MeOH), etanol (EtOH), propanol-
1 (PrOH) e butanol-1 (BuOH), a partir dos padrdes de fluorescéncia
como o sulfato de quinina (regido de emissdo entre 400 — 600 nm) e
o violeta de cresila (regido de emissao entre 600 — 800 nm). Os valo-
res obtidos sdo listados na Tabela 1. Os rendimentos quanticos fo-
ram calculados a partir da seguinte equagdo'+'¢?%:

A Ay n, )
" A" n,

¢, =¢

onde: Af; e Alif sdo as dreas integradas sob a curva do espectro de
emissdo corrigido do padrdo e do doador, respectivamente e, n; e 3,
sdo, respectivamente, os quadrados dos indices de refracéo do solvente
utilizados para o padrdo e para o doador.

Os valores de R obtidos sdo apresentados na Tabela 4. Utilizou-
se a Equagfo 4 para se obter os valores de R para os diversos siste-
mas. O valor da eficiéncia do processo de transferéncia de energia é
dado pela resolucdo das Equacdes 9 e 10, sendo que os valores de
C/C, so as raizes desta. Os valores de C/C foram obtidos no pro-
grama Maple V Release 5 (Waterloo Maple Inc.). O perfil tipico da
eficiéncia de transferéncia de energia € ilustrado na Figura 3 para um
dos pares de corante estudado nos diversos solventes.

Utilizando a Equagio 8 e os valores de C, calculou-se os valo-
res de R para os pares analisados, os quais sdo listados na Tabela 5.
Os valores de R para os pares de corantes obtidos pela andlise de
decaimentos de fluorescéncia sdo apresentados na Tabela 6. As and-
lises foram feitas a partir das Equacdes 5 e 6, e os resultados obtidos
530 a média das andlises dos decaimentos para cada par doador/re-
ceptor em diferentes concentragdes do receptor. Para cada medida
foram feitos 5 decaimentos, sendo um na auséncia de receptor e os
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Tabela 4. Valores de R (A) para os pares de corantes em diversos
solventes, obtidos por sobreposicdo espectral, T = 298 K

Solvente MeOH EtOH PrOH BuOH
9AA/VC 81 96 105 61
9AA/CV 94 103 74 79
9AA/AN 51 94 91 73
9AA/SAF 109 96 98 67
9AA/AT 108 100 91 70
LA/VC 58 67 63 70
LA/CV 103 99 71 74
LA/AN 85 100 74 67
LA/SAF 75 100 71 62
LA/AT 97 96 75 65
PROF/VC 76 102 74 79
PROF/CV 91 98 79 81
PROF/AN 79 99 80 73
PROF/SAF 108 99 85 69
PROF/AT 105 94 91 73
06 0,6
0,5- 105
0,4- 10,4
w03 10,3
0,2- 10,2
o,1-k_’/y"}‘ 10,1
0,0 '_’_"'/wj,/v 0,0
0,01 0,1
c/C

0

Figura 3. Perfil da eficiéncia do processo de supressdo de fluorescéncia
para o par proflavina/azul do Nilo em (B) metanol, (®) etanol, (A ) propanol-
1 e (V) butanol-1, T = 298 K

Tabela S. Valores de R A) para os pares de corantes em diversos
solventes obtidos por fluorescéncia fotoestaciondria, T = 298 K

Solvente MeOH EtOH PrOH BuOH
9AA/VC 74 + 1 56 +6 75+7 60 = 4
9AA/CV 59+5 57+4 59 +4 57«2
9AA/AN 62+5 752 71 £8 60 = 4
9AA/SAF 753 72+5 74+ 6 73 +3
9AA/AT 71+9 75+4 62+6 68 +6
LA/VC 76 +2 60 +5 65+3 57 +8
LA/CV T2 +5 68 +2 73+5 65+6
LA/AN 59 +7 71 +2 70 +9 59+7
LA/SAF Ey 78 +9 71+10 699
LA/AT T4 x5 66 =2 59+3 66 +7
PROF/VC 64+3 60 +2 60 +4 64 +3
PROF/CV 65+3 67 £8 6710 65+9
PROF/AN 75+2 65+3 76 +2 77+5
PROF/SAF 76 + 4 75+7 70+ 6 71 +4
PROF/AT 65+5 60 +2 74 + 1 63+7
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Tabela 6. Valores de R (A) para os pares de corantes em diversos
solventes obtidos por fluorescéncia resolvida no tempo, T = 298 K

Oliveira et al.

Solvente MeOH EtOH PrOH BuOH
9AA/NVC 69 + 4 53 +1 69 + 3 57+5
9AA/CV 57«3 54«2 57«3 56 +4
9AA/NA 62+2 69 +5 64+3 585
9AA/SAF 69+3 705 73 +4 70+3
9AA/AT 64+9 68 +5 59+5 635
LA/VC 71 +4 55+2 56 +2 56 +2
LA/CV 64 +3 63 +4 68 +4 61 £2
LA/NA 59 +3 61 +2 67 +3 58+5
LA/SAF T1+£2 73+3 71 +3 69 +3
LA/AT T4 £5 62+2 58 +2 64 =4
PROF/VC 60+5 54 +1 54 +7 56+3
PROF/CV 62+2 65+1 65+4 64 +4
PROF/AN 73+2 65+3 722 72+3
PROF/SAF 74 +3 713 68 +4 70 2
PROF/AT 6l 2 58 +1 66 + 1 62+2

outros 4 na presenca de receptor em concentragdes crescentes deste.
As andlises dos decaimentos com transferéncia de energia foram
efetuadas utilizando como pardmetro pré-determinado o tempo de
vida do doador na auséncia de receptor. Neste caso, pode-se verifi-
car a influéncia da contribui¢ao de difusdo dos corantes no processo
de transferéncia de energia®?, a qual é mais importante para siste-
mas com tempo de vida de fluorescéncia longo. Quando a taxa de
decaimento exponencial em tempos longos se iguala ao inverso do
tempo de vida do corante doador na auséncia de supressor, o proces-
so de supressao por difusdo pode ser considerado minimo, ndo sen-
do entdo necessdrio corrigir os valores de R em fung¢io do efeito de
difusdo. Um exemplo de decaimento na auséncia e presenga de
supressor pode ser visto na Figura 4, para o par 9AA/VC em metanol.

Com o objetivo de comparar os resultados de R obtidos pelos
diferentes métodos, estudou-se a correlagdo entre os valores de raio
critico de transferéncia de energia (R ). A Figura 5 mostra um grafi-
co de correlag@o entre os valores obtidos via fluorescéncia estacio-
ndria e resolvida no tempo. A partir da andlise da correlagdo, con-
clui-se que as melhores técnicas de determinagdo de R s@o a de
fluorescéncia estaciondria (via supressdo) e fluorescéncia resolvida
no tempo (também via supressio), dado que os valores encontrados
nestes dois métodos possuem boa concordancia entre si. A andlise
dos dados apresenta um valor de coeficiente de correlagdo de 0,92
com um erro em relacdo 2 média de 2,5 A. Os valores de R, estacio-
ndrio diferem em relac@o aos Valoroes de R resolvido no tempo, sen-
do maiores por um fator de 5 + 3 A em média. Os dados de R  obti-
dos por sobreposi¢do espectral possuem pouca correlagdo com os
dados obtidos pelas outras duas técnicas. Este fato provavelmente é
devido a erros decorrentes durante a obten¢@o dos dados espectrais e
dos valores de rendimento quantico de fluorescéncia.

CONCLUSOES

Neste trabalho, o raio critico de Forster (R ) para uma série de
pares de corantes catidnicos foi calculado por trés processos diferen-
tes. Os resultados mostraram a existéncia de uma melhor concordan-
cia de valores de R obtidos pelas técnicas de fluorescéncia estacio-
ndria e resolvida no tempo. Desta forma, os métodos de avaliacdo de
R, baseados em fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo sdo
os mais indicados para o célculo deste pardmetro vinculado ao pro-
cesso de transferéncia de energia eletronica.
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Figura 4. Decaimento e ajuste para a 9-aminoacridina/violeta de cresila
em metanol, (a) auséncia de violeta de cresila, T, = 13,89 ns e (b) 8,33.10* M
de violeta de cresila, I" = 0,286, T = 298 K
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Figura 5. Grdfico de correlagdo entre os valores de raio critico de
transferéncia de energia (R ), obtidos via fluorescéncia estaciondria e
resolvida no tempo, T = 298 K
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