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7. Resultados e discussao

7.1 Absorcao otica

Inicialmente foi realizada a anélise dos espectros dos BCD em solugdo de tampao fosfato

(PBS) e em etanol, com as solucdes estoques preparadas em etanol e acido formico.

7.1a Espectros de absorc¢iao dos corantes em solucio aquosa

Durante esta fase dos experimentos foi observado que nas solugdes aquosas ocorrem
mudangas na razdo entre os picos dos espectros para concentra¢des de BCD > 10° M, acredita-se
que estas mudancas estdo associadas com a interacao entre as moléculas de BCD quando em

concentragdes altas. Os graficos de 1 a 8 mostram o comportamento dos espectros para estas
concentragoes.
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Grafico 1 — Espectros de absor¢do do BCD(180°)

Grafico 2 — Grafico da razdo entre as bandas de
em PBS em fun¢do da sua concentragio

absor¢do em fungdo da concentragdo do BCD(180°)
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Grifico 3 — Espectros de absor¢do do BCD(150°)

em PBS em func¢do da sua concentracdo

1,2{ — [BCD]=6,38 uM

o [BCDI=3,58 uM

0,9+

§ 0,6—-

0,3+

o
o0 -
Eeee0y S

400 500

0,0

700
Comprimento de onda (nm)

Grifico 5 — Espectros de absor¢do do BCD(120°)
em PBS em func¢ao da sua concentracdo
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Grafico 4 - Grafico da razdo entre as bandas de
absor¢do em fungdo da concentragdo do BCD(150°)
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Grafico 6 — Grafico da razao entre as bandas de

absor¢do em fungdo da concentragdo do BCD(120°).
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Grifico 7 — Espectros de absor¢do do BCD(90°) em

Grafico 8 — Grafico da razao entre as bandas de
PBS em fungdo da sua concentragdo

absor¢do em fun¢ao da concentragdo do BCD(90°)

Os graficos mostram que para os corantes com 180° e 150° ocorre um aumento na
intensidade da absorc¢do na regido de comprimentos de onda menores comparado com a absor¢ao
do pico principal do corante (da direita para a esquerda), quanto que para os corantes com 120" ¢
90° esse efeito ndo ocorre em valores significativos. Estes resultados podem ser observados na
analise da razao entre a banda principal de cada um e a segunda banda.

O aumento na intensidade de absor¢do a esquerda da banda principal dos BCD, ¢ tipica
do aparecimento de agregados do tipo H, pois a energia de absorc¢do deste tipo de agregados ¢
maior do que a dos monomeros. Os resultados obtidos mostram que a ordem da tendéncia para
formar este tipo de agregado por efeito da concentragdo pode ser determinada em fungdo do
angulo entre os cromoéforos dos corantes: 180°>150°>120°=90°.

Os espectros de todos os corantes em etanol ndo mostram mudancgas no perfil na regido
de concentracdes até 10° M, mostrando que no ambiente menos polar (constante dielétrica & =

24,3) a formagao de agregados ¢ menos provavel do que na agua (e = 81).
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7.1b Caracterizacio e comparacio dos espectros de BCD em agua e etanol

Baseado nos resultados mostrado acima pode-se considerar a presencga, na regido de
concentracdes < 10° M, s6 de moléculas de corantes na forma monomérica tanto na agua quanto
em etanol. A andlise dos espectros dos BCD foi feita nessa faixa de concentragdes.

Os graficos 9 e 10 mostram os espectros dos BCD em agua e etanol.
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Grifico 9 — Espectros normalizados de absor¢ao Grafico 10 — Caracterizagdo das bandas de
otica dos BCD em PBS absorgio do corante com angulo 90° entre os
cromoforos.

Nestes graficos podemos observar a dependéncia das caracteristicas dos espectros na
forma monomérica com angulo entre os cromoforos. Pode-se observar que para o corante com
angulo 180" s6 a “banda longa” (A;) esta presente no espectro. Quando o angulo entre os
cromoforos diminui, a razao entre as intensidades das bandas “curta” e “longa” (I./I;) aumenta, e
o corante com o angulo 90° tem seu espectro de absorcdo caracterizado por duas bandas de
absorc¢ao, curta (A.) e longa (1)), com intensidades praticamente iguais.

Além dos picos principais de transicao (Spo—>Si0° € Spo—>S10”), 0s espectros mostram a

presenca, a esquerda dos picos principais, de dois picos (Grafico 10) que foram definidos como
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resultado de transi¢des entre o nivel vibracional de menor energia do estado fundamental e os

segundos niveis vibracionais dos estados excitados (Spo—>S11” € Seo—>S12”).

Os graficos de 11 a 14 mostram as diferencas entre os espectros dos BCD para solugdes

feitas em PBS e etanol.
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Grifico 11 - Espectros normalizados de absorcéo otica
do BCD(180°) em agua e etanol
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Grafico 13 - Espectros normalizados de absorgdo 6tica
do BCD(120°) em agua e etanol
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Grifico 12 - Espectros normalizados de absorcéo otica
do BCD(150°) em agua e etanol
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Grafico 14 - Espectros normalizados de absorgdo 6tica
do BCD(90°) em 4gua e etanol

A andlise dos espectros mostra que as solu¢des em etanol tém seus espectros deslocados

para regido do vermelho se comparado com os espectros das solugdes aquosas (Graficos de 11 a

14 e Tabela 2) mostrando assim a diminui¢do da energia de transi¢do entre o estado fundamental
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Sy e o excitado S; do corante. O fato de os corantes formarem agregados em agua e nao em
etanol, pode significar que a interacdo entre as moléculas do corante e o ambiente menos polar
(etanol) ¢ mais forte do que com um ambiente de alta polaridade (agua). Esse efeito pode ser

também relacionado com a solvatagdo especifica dos corantes em etanol.

7.1¢ Determinacio dos coeficientes de absor¢iao molar (g)

A determinagdo dos & foi realizada na regido de concentragdes < 10° M onde estdo
presentes apenas os mondmeros de BCD. A absorvéncia dos corantes nessa regido ¢ bastante
baixa, mas o uso de uma cubeta com caminho 6tico de Scm permitiu obter com alta precisao os
valores dos € em solugdes de PBS. Também as solucdes estoque preparadas em acido férmico
evitam os problemas de solubilidade destes corantes no PBS, e devido a baixa quantidade de
solugdo estoque (< 0,2%) inserida na solu¢dao ndo ha mudanca de pH.

O ¢ foi determinado variando a concentragdo dos BCD nessa regido determinando a
tangente do grafico de absor¢do otica pela concentragdo, conforme a equagdo (Graficos 15 a 30):

8(%):%
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Grifico 15 - Espectros de absor¢do 6tica do BCD(180°) Grifico 16 - Calculo do € para BCD(180°) para
em solugdo de etanol. Cubeta com 1 = lcm A =638nm. ¢ = 2,88+ 0,02 10° M'cm™
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Grafico 17 - Espectros de absorgdo 6tica do BCD(180°) Graifico 18 - Calculo do € para BCD(180°) para

em PBS. Cubeta com 1 = 5cm A =632nm. € = 1,33+ 0,05*10° M'em™
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Grafico 19 - Espectros de absor¢do 6tica do BCD(150°)
em etanol. Cubeta com 1 = Icm
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Grafico 21 - Espectros de absor¢do otica do BCD(150°)
em PBS; Cubeta com 1 = 5¢cm
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Grifico 20 - Célculo do € para BCD(150°) para
A =629nm. £ =1,30 £ 0,01*10° M'cm’!
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Grifico 22 - Caélculo do € para BCD(150°) para
A=623nm. &= 1,35+0,02%10° M 'em”'
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Grafico 23 - Espectros de absorgdo dtica do
BCD(120°) em etanol; Cubeta com 1= 1cm
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Grifico 25 - Espectros de absorcao 6tica do
BCD(120°) em PBS. Cubeta com I = 5cm
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Grafico 24 - Calculo do € para BCD(120°) para
A =593nm. £ =2,22 +0,01*10° M"'em’’
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Grifico 26 - Calculo do ¢ para BCD(180°) para
A =1587nm. € = 6,73 + 0,20¥10* M'em
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Grifico 27 - Espectros de absor¢do 6tica do BCD(90°) Grafico 28 - Calculo do ¢ para BCD(120°) para
em etanol; Cubeta com 1 = Icm A=623nm. = 1,17 £0,01*10° M"'cm!
02, —[BCDF04 M 0.20-
0.15-
0.10-
0.05-
0.00- f T T T T T T T T 1
00 10x10" 20x10" 30x10" 4.0x107
[BCD(9C)] (M
Grafico 29 - Espectros de absorgdo 6tica do BCD(90°) Grafico 30 - Calculo do & para BCD(90°) para

em PBS. Cubeta com I = 5cm A =617nm. € = 8,79 + 0,40*10* M"'cm’!
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Os valores dos € para solugdes de BCD em PBS e etanol sdo mostrados na tabela 1.

Observa-se que os valores do € em etanol, com exce¢ao de um BCD, ¢ maior do que na agua.

Os valores de ¢ estio em unidades de M 'em™

BCD 180° BCD 150° BCD 120° BCD 90°
PBS |1,33+0,05E5|1,35+0,02E5|6,73 + 0,20E4 | 8,79 £+ 0,40E4
Etanol | 2,88 + 0,02E5| 1,30 + 0,01E5 | 2,22 £ 0,01E5| 1,17 + 0,01E5

Tabela - 1: valores de ¢ para solucdes de BCD em etanol e agua

A tabela 2 mostra os valores das razdes entre os € das bandas longas e curtas para etanol e

agua, bem como valores comparativos do deslocamento por efeito do solvente e da presenga de

DNA.

7\4curto Xlongo Ecurto €longo

(nm) (nm) (104M-] cm-l) (104M-] cm'l) 8curto/glongo
BCD | Agua | Etanol | DNA | Agua | Etanol | DNA | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol
90° | 503 | 508 | 511 | 617 | 623 | 627 | 9.25| 12.5 [ 8.79 | 11.7 | 1.05 [ 1.07
120° | 508 | 514 | 517 | 587 | 593 | 595 [ 220 7.78 | 6.73 | 222 | 033 | 035
150° | 506 | 511 | 514 | 623 | 630 | 639 [ 1.69 | 1.18 [ 13.5] 13.0 | 0.13 | 0.09
180° | - - - | 632 | 638 | 643 | - - 13.3 | 28.8 -

Tabela - 2: Valores comparativos da razio entre os € das bandas longa e curta
para solucdes de BCD em etanol e 4gua, e o deslocamento dos espectros por efeito do solvente e DNA



