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Resultados e Discussao IlI: Fluorescéncia da Dibucaina,

Norfloxacina e Levofloxacina

7.1

Espectros de fluorescéncia estacionaria da Dib

Abaixo temos os espectros de fluorescéncia da dibucaina com excitagao
em 330 nm, medidos para a concentragdo de 10 uM em tampao universal ao longo

da faixa de pH de 3.5 a 12.0.
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Figura 7.1 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) com excitagdo em 330 nm na
faixa de pH de 3.5 a 12.0.

Como podemos observar, na Fig. 7.1, em pH = 12.0, a Dib apresenta um
pico de fluorescéncia em 398 nm. Para valores altos de pH temos a espécie neutra
que apresenta baixa intensidade de fluorescéncia. A medida que o pH diminui a
fluorescéncia aumenta muito, de modo que as espécies monocationicas e
dicationicas apresentam um elevado rendimento quantico. Em pH = 3.5 temos o
pico de fluorescéncia em 406 nm, ou seja, um AA de 8 nm, evidenciando um
deslocamento para o vermelho a medida que o pH diminui. A intensidade de
fluorescéncia da dibucaina em 405 nm foi plotada na Fig. 7.2 em funcdo dopH e a

equacdo (6.14) foi utilizada para ajustar os dados experimentais.
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Figura 7.2 - Curva de transigao entre as espécies neutra e monocatiénica da Dib (10 uM)
na faixa de pH de 6.3 a 12.1.

O valor do pK, da faixa alcalina nos informa que no pH = pK, a Dib
encontra-se 50% em sua forma monoprotonada (catidnica) ¢ 50% em sua forma
ndo ionizada (neutra). Neste sentido, para pH acima de 8.8 prevalece a espécie
neutra e abaixo prevalecem as espécies ionizadas. A espécie neutra ¢ decorrente
da desprotonagdo da amina terciaria. Na faixa alcalina ha, portanto, uma transi¢ao
entre as duas espécies que apresentam diferentes propriedades de fluorescéncia.
As medidas realizadas ndo permitiram a determinagdo do pK, da faixa acida (ver
Cap. 4.2). No entanto, na se¢do a seguir veremos como os pK, podem ser obtidos

a partir da fluorescéncia resolvida no tempo.

7.2

Fluorescéncia resolvida no tempo da dibucaina

Na figura abaixo temos exemplos das medidas de decaimento de
fluorescéncia da dibucaina na concentracdo de 10 uM em tampao universal ao
longo da faixa alcalina de pH de 7.3 a 10.7 com excitacdo em 330 nm e emissao

em 405 nm, com seus respectivos ajustes.
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Figura 7.3 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da Dib (10 uM) em funcdo do pH
com excitacdo em 330nm e emissdo em 405 nm. Ajustes realizados com trés

exponenciais.

Podemos observar na Fig. 7.3 que & medida que o pH diminui a
componente com maior tempo de vida aumenta. A seguir ajustamos os resultados
obtidos tanto com a analise individual (Tabela 7.1) quanto com a anélise global
(Tabela 7.2), considerando um modelo de trés exponenciais. Na andlise
individual, em toda a faixa alcalina de pH de 7.3 a 12.1 fixou-se um tempo de vida
7o em um valor pequeno de 0.16 ns. Como associamos Ty ao espalhamento da luz
na amostra, um maior fator pré-exponencial ¢y € uma maior amplitude relativa f,
traduzem maior espalhamento, indicando agregacdo das moléculas. Na faixa de

pH de 7.3 a 12.1 houve um aumento de 2% para 20% na agregagao molecular.
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Tabela 7.1 - Resultados da analise individual tri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia da dibucaina em fungdo do pH na faixa alcalina, fixando-se [, em
0.16 ns.

pH oo fo T1 o fi T2 o f X2

(105 (%) (NS) (10%) (%) (NS) (107 (%)

121 108 202 067 967 736 400 0.13 600 137

114 103 188 067 957 716 374 022 940 1.11

109 94 166 066 976 702 349 034 131 1.23

106 103 179 067 918 652 341 046 167 1.14

100 118 161 072 651 389 327 166 449 1.28

96 116 152 074 596 359 318 194 493 0.90

92 870 950 076 498 253 321 305 651 1.10

90 620 560 092 294 151 320 445 792 1.32

88 750 650 117 231 143 321 465 791 1.01

83 440 350 141 150 103 324 546 861 1.10

79 350 280 187 202 183 336 484 788 1.12

73 260 200 188 179 159 332 522 819 1.18

Uma hipotese possivel é que este aumento é causado pela neutralizacio da
interacdo coulombiana repulsiva e hidrofobicidade das moléculas. Como o
nimero de moléculas neutras aumenta com o pH, foi possivel utilizar os
parametros oy e f, para ajustar uma curva de transi¢do para a obtencdo do
respectivo pK,. Para o tempo associado a espécie neutra, t;, a partir da analise
individual ndo foi possivel definir um valor tnico. Sugerimos que a diminui¢ao do
tempo de vida associado a essa espécie deve-se a formacao de agregados. Na faixa
de pH de 7.3 a 12.1 hd um aumento de 16% para 70% na amplitude relativa, fj,
desta espécie. Nesse caso, a diminui¢cdo do tempo de vida de 1.88 ns para 0.67 ns
poderia ser explicada pelo aumento de decaimento por processos nao radiativos
provocados pela agregacdo. Para o tempo associado a espécie cationica, T, foi
possivel definir um valor em torno de 3.4 ns. Na faixa de pH de 7.3 a 12.1 ha uma

diminui¢do de 81.9% para 6% na amplitude relativa, f,, desta espécie.
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Os fatores pré-exponenciais oy, a; € a; e as amplitudes relativas fj, f; e f3
em fun¢do do pH aparecem na Fig. 7.4, respectivamente, os quais foram ajustados
com o uso das equagdes (6.28) e (6.36).

O valores de pK, encontrados, abaixo, usando as curvas de ¢; em fun¢ao do
pH foram de 8.8, 9.6 € 9.5 (= 0.1) e usando os f; foram 9.4,9.8 ¢ 9.8 (£ 0.1),1=0,
1 e 2, respectivamente. Como podemos observar, apenas para oy o valor do pK,
manteve-se igual ao determinado pela fluorescéncia estaciondria. Tanto para o,
quanto para o3, o valor do pK, sofreu um deslocamento para valores mais altos.

Com o uso da amplitude relativa observou-se uma menor dispersao nos
valores de pK,. A média dos valores de pK, fornecidos pelos ajustes dos dados de
fluorescéncia resolvida no tempo foi 9.48. Note que este valor ¢ um pouco maior
do que o obtido através da fluorescéncia estacionaria.

No intuito de melhor investigar a compatibilidade dos dados experimentais
com o modelo tedrico de duas espécies adotado, aplicamos a andlise global para
determinar valores Unicos para os tempos de vida. Em toda a faixa alcalina de pH
de 7.3 a 12.1 foi possivel encontrar um conjunto de trés tempos de vida 1o, T; € T2
que ajustasse todas as curvas de decaimento (Tabela 7.2).

O valor do y* foi um pouco superior a 1.2 na maioria das curvas individuais
- ndo ultrapassando o maximo de 1.50. O valor do ¥ global foi de 1.34 ¢ 0
conjunto de tempos de vida encontrado foi compativel com os tempos da analise
individual. Para t, associamos o espalhamento da luz na amostra. Deste modo, o
fator pré-exponencial ay, € a amplitude relativa f; estdo associados a agregagao
das moléculas de dibucaina em solug¢do. Na faixa de pH de 7.3 a 12.1 ha um
aumento de 8% para 23% nesta agregagdo. Associamos a espécie neutra a t;. Na
faixa de pH de 7.3 a 12.1 hd um aumento de 0.4% para 70.7% na amplitude
relativa, f;, desta espécie. Por fim, para 1, associamos a espécie monocationica.
Na faixa de pH de 7.3 a 12.1 hd uma diminui¢do de 94.1% para 6.2% na
amplitude relativa, f,, desta espécie. Nota-se que os valores encontrados para 1; €

T, estdo de acordo com (Mondal 2003, 2004).
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Figura 7.4 - Curvas de transi¢cdo entre as espécies neutra e monocatidnica da Dib na
concentracao de 10uM. Ajustes realizados com os fatores pré-exponenciais ag o4 € oy

(a esquerda) e com as amplitudes relativas fy, f; e f, (a direita).
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Tabela 7.2 - Resultados da analise global tri-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da dibucaina em fung¢ao do pH na faixa alcalina.

1o (ns) 71 (ns) T, (ns) 0"

0.26 0.67 3.14 1.34
pH oo fo o f) o t 0"

(10%) (%) (107 (%) (107 (%)

12.1 8.40 23.1 9.71 70.7 0.19 6.20 1.40
11.4 7.68 21.1 9.69 68.8 0.30 9.10 1.21
10.9 6.83 18.2 9.84 68.7 042 13.0 1.17
10.6 7.15 18.3 941 63.5 0.54 17.1 1.20
10.0 6.53 13.6 7.45 39.1 1.85 46.3 1.22
9.6 5.23 10.1 7.32 37.2 2.19 52.5 1.48
93 5.37 8.60 4.85 19.2 3.90 72.2 1.41
9.0 3.51 4.70 3.55 12.7 4.78 82.6 1.50
8.8 347 4.40 3.71 12.5 5.24 82.5 1.39
7.5 1.07 8.20 1.63 0.40 6.88 94.1 1.43

As amplitudes relativas fy, f; e f, em fun¢do do pH aparecem nas Figs. 7.5,

7.6 ¢ 7.7, as quais foram ajustados com o uso da equagdo (6.36).

Os valores de pK, encontrados para estes ajustes foram 9.76 + 0.1 e

9.8+ 0.1. Com o intuito de diminuir o y* realizamos também uma analise global

quadri-dimensional. Os valores dos tempos de vida e das amplitudes relativas

associadas aos tempos To, T; € T2 ndo se alteraram, assim como o valor do pK,

obtido. O valor de 13 foi igual a 5.8 ns, com uma amplitude relativa inferior a 7%.
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Figura 7.5 - Curva de transigéo entre as espécies neutra e monocatidnica da Dib (10uM)

na faixa alcalina com o uso da amplitude relativa fo.
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Figura 7.6 - Curva de transigéo entre as espécies neutra e monocatidnica da Dib (10uM)

na faixa alcalina com o uso da amplitude relativa f;.
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Figura 7.7 - Curva de transigéo entre as espécies neutra e monocatidnica da Dib (10uM)

na faixa alcalina com o uso da amplitude relativa f,.

Por fim, nota-se que os valores de pK, encontrados sao um pouco maiores

do que os obtidos através da fluorescéncia estacionaria € muito proéximos do valor
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médio obtido através da andlise individual. De fato, substituindo na Eq. 6.35 os
valores dos rendimentos quanticos Q; = 0.04 e Q> = (.27 com base em (Louro et

al.), encontramos que ApK, = 0.83, que ¢ proximo do deslocamento de pK

encontrado quando utilizamos as amplitudes relativas como parametro (Fig. 7.7).
Abaixo temos explicitamente o calculo de ApK, a partir da Eq. 6.35.
' 0, 0.27
K, — pK, =log=—=1log——=10.83 7.1
PR, = PR, =log 5 ==logr, (7.1)

O valor obtido para a constante de ionizagdo da Dib esta de acordo com os

valores encontrados na literatura (Louro et. al., Vanderkooi, Malheiros et. al.).

7.3

Absorcao 6tica e fluorescéncia estacionaria da NF e AuUNF

Abaixo temos os espectros de absorcdo da NF e AuNF medidos para a

concentragdo de 7 uM em tampao universal nos pHs de 11.3, 6.6 ¢ 4.0.
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Figura 7.8 — Espectros de absor¢do da NF (7uM) e do complexo AuNF nos valores de
pH 11.3,6.6 € 4.0.

Como podemos observar na Fig. 7.8, as diferencas entre os espectros de
absor¢ao da NF e AuNF sdo pequenas. A absor¢ao do complexo AuNF mostrou-
se um pouco menor que a absorcdao do antibidtico puro NF. A primeira banda de
absor¢do apresenta um pico em 272 nm nos pHs 11.3 e 6.6 e um deslocamento

para o vermelho, em 278 nm, no pH = 4.0.
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Ja a segunda banda de absor¢ao apresentou dois picos, em 322 nm e 334
nm, nos pHs 11.3 e 6.6 e um deslocamento para o azul em 318 nm e 330 nm,
respectivamente, em pH = 4.0. Nota-se que estes deslocamentos estdo em torno de
4 nm. Alguns autores apontam que a absor¢do das fluoroquinolonas diminui
significativamente na presenca de ions metalicos (Turel and Bukovec, 1995). No
entanto, nossos resultados ndo indicam uma diferenga significativa entre as
absor¢des da NF e seu complexo AuNF ao longo da faixa de pH de 4.0 a 11.3.

Abaixo temos os espectros de absor¢do da NF e AuNF medidos para a

concentragdo de 6 UM em solvente organico DMSO.
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Figura 7.9 — Espectros de absorgéo da NF (6uM) e AUNF em solugdo de DMSO.

Como podemos observar na Fig. 7.9, a AuNF apresentou uma absor¢ao um
pouco maior que a NF em DMSO. Nota-se que este resultado ¢ o inverso das
medidas realizadas em solu¢do aquosa. A primeira banda de absor¢cdo da NF
apresenta um pico em 286 nm ¢ a segunda banda apresenta dois picos, 320 nm e
334 nm. Ja a primeira banda de absor¢ao da AuNF apresenta um pico em 284 nm
e a segunda banda apresenta dois picos, 318 nm e 334 nm.

Na Fig. 7.10, abaixo, temos os espectros de emissdo de fluorescéncia da
NF, com excitagdo em 330 nm, medidos para a concentragdo de 7 uM em tampao

universal ao longo da faixa de pH de 11.3 a 4.0.
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Figura 7.10 — Espectros de emissao de fluorescéncia da NF em funcdo do pH. As setas

indicam a evolugao dos espectros no sentido decrescente de pH. Excitagdo em 330 nm.

Como podemos observar, em pH 11.3 a NF apresenta uma fluorescéncia
quase nula, indicando que para valores altos de pH temos uma espécie nao
fluorescente. A medida que o pH diminui a fluorescéncia aumenta, tendo sua
intensidade maxima em pH 7.6 com o pico em 409 nm. Na faixa de pH de 7.2 a
5.0 ha uma transi¢do entre duas espécies fluorescentes. Observa-se um
deslocamento para o vermelho até¢ 442 nm, com diminuicdo de intensidade
seguida de leve aumento (de pH 5.5 para 5.0). Nessa faixa de pH os espectros
puderam ser ajustados como soma dos espectros em pH 7.6 e 5.0, confirmando
assim a transi¢do entre duas espécies. Na faixa de pH de 5.0 a 4.0 h4 uma nova
diminui¢do de intensidade sem deslocamento do pico, sugerindo uma outra
transicao.

A seguir, na Fig. 7.11, temos os espectros de emissdo de fluorescéncia do
complexo AuNF, também com excitagdo em 330 nm, em tampao universal nos

mesmos valores de pH da NF.
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Figura 7.11 — Espectros de emissédo de fluorescéncia da AuNF em fungdo do pH. As
setas indicam a evolugdo dos espectros no sentido de pH decrescente. Excitagdo em
330 nm.

Como podemos observar, diferentemente da NF, a AuNF possui uma
fluorescéncia significativa em pH 11.3. A medida que o pH diminui a
fluorescéncia com pico em cerca de 410 nm, também aumenta, tendo sua
intensidade maxima em pH 7.2. Nota-se que a NF apresentou sua intensidade
maxima em um valor de pH = 7.6. Na faixa de pH de 7.2 a 5.0, como observado
na NF, ha uma transi¢do entre duas espécies fluorescentes. A diferenca ¢ que o
pico de fluorescéncia da espécie que se vai formando com a diminui¢do do pH ¢
mais intenso que em NF e desloca-se menos, para 435 nm, em vez de 442 nm. Na
faixa de 5.0 a 4.0 ha uma diminuicao de intensidade.

Na Fig. 7.12, abaixo, temos os espectros de excitagcdo de fluorescéncia (ndo
corrigidos para a intensidade da ldmpada) da NF medidos para a concentragdo de
7 uM e emissdo em 425 nm e também da AuNF, com emissao em 436 nm, ambos
em tampao universal e pH em torno de 5.0. A NF possui bandas de excitacdo com
picos em 281 nm e 333 nm, enquanto que a AuNF possui bandas mais largas, mas

com picos em comprimentos de onda semelhantes, 283 nm e 331 nm.
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Figura 7.12 — Espectros de excitagdo de fluorescéncia da NF (7 uM) e AuNF em pH ~ 5.

Emissdo em 425 nm, para NF e 436 nm para AuNF.

As Figs. 7.13 e 7.14, abaixo, apresentam uma compara¢do dos espectros de
emissdo de fluorescéncia da NF ¢ da AuNF na faixa alcalina e na faixa acida,
respectivamente. Na faixa alcalina, em ambas as amostras houve um aumento da
intensidade de fluorescéncia com a diferenca de que a AuNF apresentou-se
fluorescente em pH alto. Na faixa 4cida, para a NF houve uma diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia com um deslocamento para o vermelho de 413 nm
para 443 nm. J4 para AuNF houve um aumento da intensidade na faixa de pH de
6.6 a 5.0 e uma diminuicao de intensidade no pH = 4.0 com um deslocamento de
416 nm para 435 nm.

Os graficos das intensidades de fluorescéncia da NF e da AuNF em 400 nm
e 462 nm, pontos de maior variagdo de fluorescéncia, como fung¢do do pH
aparecem na Fig. 7.15. Os pontos experimentais foram ajustados com o uso da

equacgao (6.14).
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Figura 7.13 — Espectros de emisséo de fluorescéncia da NF (7(1M) e AuNF na faixa

alcalina de pH. Excitagdo em 330 nm.
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Figura 7.14 — Espectros de emissao de fluorescéncia da NF (7uM) e AuNF na faixa acida

de pH. Excitagdo em 330 nm.
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Figura 7.15 - Curvas de transicdo entre as espécies zwiteridnica - catibnica (pK,) e
zwiteridnica - anibnica (pK,) da NF, quadrados preenchidos, e de seu complexo AuNF,

circulos vermelhos, ao longo da faixa de pH de 4.0 a 11.3.

Os valores de pK, obtidos do grupo piperazina foram pK éVF =8.71 £ 0.05,

para a NF, e pKf”NF: 8.64 + 0.07, para AuNF. Esses pK,s se referem a

transicdo na faixa alcalina, da espécie zwiterionica (em pH neutro) para a espécie
anidnica (em pH alcalino). Nota-se que a presenca do ouro ndo desloca
significativamente o pK,. Contudo, enquanto a NF nado ¢ fluorescente em pH alto

(~11) o complexo de AuNF apresenta alguma fluorescéncia (ver Fig. 7.13). Neste
sentido, temos que pKéVF refere-se a transi¢do da espécie fluorescente NF a
espécie ndo fluorescente NF . J& o pK;“* refere-se a transigdo de uma espécie
de menor para uma de maior rendimento quantico.

Para o grupo carboxilico, os valores obtidos foram pKlNF =6.1 £0.1¢
pK"™" = 6.4 £ 0.3. Esses pK,s se referem a transigdo na faixa alcalina, da espécie

zwiteridnica (em pH neutro) para a espécie catidnica (em pH 4cido). Nota-se que

a presenca do ouro também ndo desloca significativamente o pK, da faixa acida.
Portanto, pKlNF refere-se a transi¢do na faixa acida de NF' e AuNF' para

espécies com rendimentos quinticos maiores.
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Na Fig. 7.16 temos os espectros de emissdo de fluorescéncia da NF
medidos com excitagdo em 330 nm para a concentragao de 6 uM e também da

AuNF, ambos em solvente organico DMSO.
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'S 4x10* / \

S | / \ —NF
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Figura 7.16 — Espectros de emisséo de fluorescéncia da NF (6uM) e AuNF em solugéo
de DMSO. Excitagdo em 330 nm.

A NF apresentou baixa intensidade de fluorescéncia em DMSO com pico de
em 438 nm. J4 o complexo de AuNF apresentou uma maior largura de banda e
uma maior fluorescéncia, com pico em 435 nm. Nota-se uma diferenca
significativa entre as intensidades da NF e AuNF em DMSO comparado as

medidas realizadas em solugdo aquosa.

7.4

Fluorescéncia resolvida no tempo da NF

Foram realizadas medidas de fluorescéncia resolvida no tempo da NF na
concentragdo de 7 uM em tampdo universal na faixa de pH de 4.0 a 11.3. Na
Fig. 7.17 temos uma curva de decaimento de fluorescéncia no pH 8.5, com seu

respectivo ajuste. Excitagdo em 330nm e emissdo em 409 nm.
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Figura 7.17 - Curva de decaimento de fluorescéncia da NF (7uM) no valor de pH 8.5.

Ajustes realizados com duas exponenciais. Excitagdo em 330nm e emissdo em 409 nm.

Como podemos observar na tabela 7.3, em toda a faixa de pH de 9.56 a

7.65 todas as curvas de decaimento de fluorescéncia foram ajustadas com o uso de
dois tempos de vida. O valor do ” global foi satisfatorio. Nota-se que a amplitude
relativa associada a t; ¢ inferior a 6%. Como a espécie anidnica da NF nao ¢

fluorescente em pH alto, associamos 1, a espécie zwiterionica, o qual possui uma

amplitude relativa acima de 94%.
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Tabela 7.3 - Resultados da analise global bi-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da NF em fung¢ao do pH na faixa alcalina.

71 (ns) T, (ns) o~

0.60 1.24 1.20

pH o fi o ) O-
(107 (%) (107 (%)

9.56 1.05 5.40 8.86 94.6 1.43

8.81 0.56 0.20 9.51 99.8 1.43

8.54 0.53 2.70 9.10 97.3 1.01

8.20 0.20 1.00 9.25 99.0 1.04

7.65 0.08 0.40 9.38 99.6 1.09

A Fig. 7.18, abaixo, mostra duas curvas de decaimento de fluorescéncia
caracteristicas da NF (7 uM) na faixa acida e neutra (pHs 4.5 e 7.2), com seus
respectivos ajustes. Excitagdo em 330nm e emissdao em 448 nm. Como podemos
observar na tabela 7.4, abaixo, em toda a faixa acida de pH de 4.0 a 7.6 todas as
curvas de decaimento de fluorescéncia foram ajustadas com o uso de dois tempos
de vida. O valor do x> global foi um pouco superior a 1.2. Associamos T, a espécie
com maximo de fluorescéncia em 409 nm. Nesta faixa de pH h4 uma diminui¢ao
de 99.7% para 28.4% na amplitude relativa, f;, desta espécie. Por fim, associamos
T, & espécie com maximo de fluorescéncia em 442 nm (ver Fig. 7.10). Nesta faixa
de pH houve um aumento de 0.3% para 71.6% na amplitude relativa, f,, desta
espécie. Nesta faixa de pH temos que a molécula de NF apresenta transi¢dao entre

sua forma protonada (H,Q") e zwiteridnica (HQ®).
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Figura 7.18 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da NF (7uM) nos valores de pH 4.5

e 7.2. Ajustes realizados com duas exponenciais. Excitagdo em 330nm e emissdo em

409 nm.

As amplitudes relativas f; e f, foram colocadas em grafico abaixo,

Fig. 7.19, como fung¢do do pH com o uso da equagdo (6.14).
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Figura 7.19 — Curvas de transicdo entre as espécies catibnica e zwiteribnica da NF

(7uM). Os ajustes foram realizados com as amplitudes relativas f; e .
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Tabela 7.4 — Resultados da analise global bi-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da NF em fung¢ao do pH na faixa acida.

71 (ns) T, (ns) o~

1.26 1.71 1.22

pH o 1 oy f ks
(107 (%) (10D (%)
7.6 9.36 99.7 0.18 0.30 1.44
7.2 8.93 93.5 0.45 6.50 1.28
6.6 8.08 82.9 1.22 17.1 1.15
6.0 6.53 65.0 2.58 35.0 1.01
5.5 4.95 47.7 3.99 52.3 1.22
5.1 3.92 36.3 5.05 63.7 1.31
4.5 3.61 33.2 5.33 66.8 1.18
4.0 3.09 28.4 574  71.6 1.13

O valor de pK, encontrado para este ajuste foi de 5.99 + 0.05. Note que
nao houve diferenca em relagdo ao pK, encontrado na fluorescéncia estaciondria.
De fato, ao substituir os valores dos rendimentos quanticos na Eq. 4.27, encontra-
se que a diferenca entre os pK,s ¢ de apenas 0.01. A razdo entre os rendimentos
quanticos das espécies protonada (H,Q") e zwiteridonica (HQ®) foi determinada
através da razao entre a integral dos espectros de fluorescéncia nos pHs 5.0 ¢ 7.2
da Fig. 7.10. Abaixo temos explicitamente o calculo de ApK,.

BT 14g 038

K'— K =1lo =
P, —PK, g¢1T2 6.62

~0.01 (7.2)

Nota-se que os valores obtidos para as constantes de ionizagdo da NF tanto
em meio acido, pK; = 5.99 £+ 0.05, quanto em meio alcalino, pK,; = 8.7 + 0.06,
estdo proximos dos valores encontrados a partir de outras técnicas experimentais,
tais como pK; = 6.36 = 0.12 e pK;, = 8.6 £ 0.08 (DraKopoulos et. al.), pK; = 5.93
+ 0.05 e pK, = 8.33 £ 0.11 (Barbosa et. al.), pK; = 5.9 + 0.05 e pK, = 8.22 + 0.07

(Barron et. al.).
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7.5
Fluorescéncia resolvida no tempo da AuNF

Foram realizadas medidas de tempo de vida de fluorescéncia da AuNF em
tampao universal na faixa alcalina de 11.3 a 7.6 com excitagdo em 330 nm e
emissdo em 409 nm. Na Fig. 7.20, a seguir, temos duas curvas de decaimento de

fluorescéncia, nos pHs 8.2 € 9.5, com seus respectivos ajustes.

led
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ajuste
g decaimento 9.5
S 10°4 N ajuste
:.s \\“\/;\:C/\\
S - \“x\»\\«\A
o S
0 103 o,
§ E A’“‘A"”«M
10"
T T T T T T 1
0 8 10 12 14
4 - tempo (ns)
24
0 -
2
-4

Figura 7.20 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da AuNF nos valores de pH 8.2 e
9.5. Ajustes realizados com duas exponenciais. Excitacdo em 330nm e emissdo em
409 nm.

Tabela 7.5 - Resultados da analise global bi-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da AuNF em fung¢éo do pH na faixa alcalina.

71 (ns) T (ns) s

1.15 1.91 1.35

pH o f o ) O-
(10%) (%) (107 (%)

9.56 6.66 60.7 2.59 39.3 1.15

8.81 7.22 67.4 2.10 32.6 1.37

8.54 7.75 72.2 1.79 27.8 1.20

8.2 7.95 75.6 1.54 24 .4 1.06

7.65 7.55 71.8 1.79 28.2 1.50
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Em toda a faixa alcalina de pH de 11.3 a 7.65 foi possivel encontrar um
conjunto de dois tempos de vida 1, € T, que ajustasse todas as curvas de
decaimento (Tabela 7.5). O x* global, no entanto, mostrou-se acima de 1.2. Ao
contrario da NF, que apresentou apenas um tempo de vida (t; =1.24 ns), a AuNF
apresentou dois tempos de vida nessa faixa: t; =1.15 ns e 12 =1.91 ns. Esses
podem estar associados a dois sitios de coordenagdo diferentes ou a duas
conformagdes diferentes para o mesmo sitio. Dado que o valor tanto dos
y? individuais, quanto do y*global foi superior & 1.2, optou-se por realizar uma
nova analise considerando um modelo tri-exponencial. Nesse caso, os valores de
y* foram satisfatérios ¢ os resultados ndo diferiram significativamente dos da
analise bi-exponencial, acrescentando apenas um tempo mais longo em torno de
6 ns, com amplitude relativa abaixo de 5%.

As amplitudes relativas fj, f, e f3 foram ajustadas abaixo na Fig. 7.21 em

fun¢do do pH com o uso da equacdo (6.14).

100
80 1 w——m__ pK =902%03
1 ﬁ\\
60 .
;\? -
\f_ 40 + e
4 B /.///
204 . e pK =87%01
04 o Y
T T T T T T T 1
7 8 9 10 11
pH

Figura 7.21 - Curvas de transicao entre as espécies catidnica e zwiteridbnica da AuNF. Os

ajustes foram realizados com as amplitudes relativas f;, f, e fs.

Os valores de pK, encontrados para este ajuste foi de 9.0 + 0.3, com o uso
de f}, e 8.7 = 0.1 com o uso de f,. Nota-se que os valores de pK, obtidos estdo
muito proximos dos encontrados na fluorescéncia estaciondria. Observa-se
também que a contribui¢do f3, devido ao tempo 73, é realmente pequena.

Medidas de tempo de vida de fluorescéncia da AuNF em tampao universal

na faixa 4cida foram realizadas (Tabela 7.6) com excitacdo em 330 nm e emissao
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em 448 nm. As curvas de decaimento de fluorescéncia com seus respectivos
ajustes para os pHs 4.0 e 7.2 encontram-se na Fig. 7.22. Em toda a faixa 4cida de
pH de 7.2 a 4.0 foi possivel encontrar um conjunto de trés tempos de vida 1, 12 €
73 que ajustasse todas as curvas de decaimento. O valor do y° mostrou-se
satisfatorio. Os tempos 1; € T, sdo muito semelhantes aos da NF pura. No entanto,
a amplitude relativa associada ao tempo de vida mais longo 13 cresce de 5.3% a

44.8% com o decréscimo do pH. A amplitude relativa, f}, varia de 80.6% a 21.5%

quando o pH diminui, enquanto f, aumenta de 14.1% a 33.7%.

10 led
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o) 3
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Figura 7.22 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da AuNF nos valores de pH 4.0 e
7.2. Ajustes realizados com trés exponenciais. Excitacdo em 330 nm e emissdo em
448 nm.

A Fig. 7.23, abaixo, mostra o grafico das amplitudes relativas fj, f, e f3 em
funcdo do pH. Os resultados foram ajustados com o uso da Eq. 6.14. Os valores
de pK,s encontrados para este ajuste foram 6.50 + 0.05, 6.24 + 0.06 ¢ 6.65 + 0.05
com o uso das amplitudes relativas f;, f; e f5. Nota-se que os valores de pK,
obtidos estdo um pouco maior dos encontrados na fluorescéncia estacionaria. Para
a AuNF a contribuicdo de f3, devido ao tempo 13, mostra-se significativa. Ao
contrario da NF, que apresentou apenas dois tempos de vida (t; =1.26 ns e

1, =1.71), a AuNF apresentou trés tempos de vida nessa faixa: t; =1.20 ns,
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17,=1.90 ns e 13 =6.8 ns. Esses podem estar associados a sitios de coordenagio

diferentes ou a conformagdes diferentes para o mesmo sitio.

Tabela 7.6 - Resultados da analise global tri-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da AuNF em fung¢ao do pH na faixa acida.

71 (ns) T, (ns) T3 (nS) 0"
1.20 1.90 6.80 1.09
pH ol f o i) o3 f3 ks
(109 (%) (10D (%) (10D (%)
7.6 8.23 80.6 0.91 14.1 0.10 5.3 1.14
7.2 8.00 74.6 1.01 15.0 0.20 10.4 1.00
6.6 6.91 55.0 1.59  20.1 0.55 24.9 1.14
6.0 5.64 40.0 227 253 0.90 34.7 1.17
5.5 4,40 28.1 3.03 30.8f 1.13 41.1 1.03
5.1 3.88 25.0 0.03 31.2 1.29 43 8 1.13
4.5 3.69 22.3 343 33.0 1.31 447 1.03
4.0 3.61 21.5 3.56 33.7 1.33 44 8 1.09
100 - pK,
= 6.50+0.05
80 1 o 6.24+0.06
6.65 + 0.05
60
< A A,
~ 404 A-
= - o o T
20 - R S
O -
T T T T 1
3 4 5 6 7 8

pH

Figura 7.23 - Curvas de transicao entre as espécies catidnica e zwiteridbnica da AuNF. Os

ajustes foram realizados com as amplitudes relativas f;, f, e fs.

O valor de pK, da faixa alcalina encontrado na fluorescéncia resolvida no

tempo para a AuNF foi 8.8 + 0.2. Para a faixa acida o valor de pK, obtido foi de

6.50 = 0.05. Nota-se que praticamente nao houve diferenca em relagdo aos pK,s

encontrados na fluorescéncia estacionaria (8.7 = 0.1 ¢ 6.4 £0.1).
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7.6
Fluorescéncia resolvida no tempo da NF e AuNF em DMSO

Foram realizadas medidas de tempo de vida de fluorescéncia da NF e AuNF
em solvente organico DMSO com excitacao em 330 nm e emissao em 409 nm. Na

Fig. 7.24 temos duas curvas de decaimento de fluorescéncia com seus respectivos

ajustes.
10* E
E led
decaimento NF
2 ajuste NF
S 10° 3 i
S E decaimento AuNF
[ ajuste AuNF
©
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8 “]
S 04
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Figura 7.24 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da NF (6uM) e AUNF em solucao
de DMSO. Ajustes realizados com duas exponenciais. Excitacdo em 330 nm e emissao

em 409 nm.

Foi possivel encontrar um conjunto de dois tempos de vida t; e 1T, que
ajustasse as duas curvas de decaimento. O valor do y* mostrou-se satisfatorio.
Nota-se que o tempo 1, da NF e AuNF sdo iguais. Ja 1, € um pouco maior para a
AuNF. As amplitudes relativas estdo muito proximas, f; = 87% e 81% e f, = 13%

e 19% para NF e AuNF, respectivamente.
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Tabela 7.7 - Resultados da anélise global bi-exponencial das curvas de decaimento de
fluorescéncia da NF e AUNF em DMSO.

T1 (048] f1 T2 (05] f2 H :
(ms) (103 (%)  (@s) (107 (%)
1.20 9.20 87.0 5.50 0.30 13.0 1.18

T1 o f1 T2 (0.5 f2 H :
(ms) (103 (%)  (@s) (107 (%)
1.20 8.70 81.0 4.70 5.40 19.0 1.16

1.7

Absorcdao otica e fluorescéncia estacionaria da LEV e AULEV

Abaixo temos os espectros de absorcdo da LEV medidos para a
concentracdo de 8 uM em tampao universal na faixa de pH de 10.5 a 2.2.
0.3 4 294

! oH
—105

— 75
6.7
0.2 — 6.0
5.5
— 44
22

absorbancia

I L L L
250 300 350 400 450
comprimento de onda (nm)

Figura 7.25 — Espectros de absorgado da LEV (8uM) na faixa de pH de 10.5 a 2.2.

Como podemos observar na Fig. 7.25, em 330 nm as diferencas entre as
absor¢des da LEV em pH alcalino e pH 4cido sdo muito pequenas, estando em
torno de 5 a 10 %. Em toda a faixa alcalina o espectro nao sofre modificagao
relevante, ndo mostrando a transi¢ao entre a espécie zwiterionica e a anidnica, que
ocorre em pH alcalino. O pico mais intenso, que na faixa alcalina localiza-se em

288 nm, sofre um deslocamento para o vermelho (294 nm, em pH < 4.4),
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enquanto que o pico em 332 nm desloca-se levemente para o azul (326 nm em pH
< 4.5). Essas variagcdes espectrais estdo relacionadas a protonagcdo do grupo
carboxilico, que ocorre na faixa acida. Os espectros de absor¢do da AuLEV
medidos nas mesmas condigdes foram similares aos da LEV. Abaixo temos os
espectros de absorcao da Lev e da AuLEV em tampao universal no valor de pH =

7.4 em diferentes concentragoes.
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2
‘u — 4
037 8
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Figura 7.26 - Espectros de absorgéo da LEV e da AuLEV em diferentes concentragdes.

Na Figs. 7.27 e 7.28, abaixo, temos os espectros de emissdo de
fluorescéncia da LEV medidos para a concentra¢do de 8 uM em tampdo universal
ao longo das faixas alcalina de pH de 10.5 a 7.1 e 4cida de 7.1 a 2.2 com excitagdo
em 330 nm.

Como podemos observar, em pH = 10.5 a LEV apresenta um pico de
fluorescéncia em 467 nm. Para valores altos de pH temos a espécie anionica que
apresenta baixa intensidade de fluorescéncia. A medida que o pH diminui a
fluorescéncia aumenta muito, tendo sua intensidade maxima em pH = 7.1 (espécie
zwiterionica) com o pico em 448 nm. Na faixa alcalina hé, portanto, uma
transi¢ao entre as duas espécies que apresentam diferentes propriedades de
fluorescéncia.

Na faixa de pH de 7.1 a 4.4 (Fig. 7.27) hé outra transi¢cdo. A LEV passa da
espécie zwiterionica com pico de fluorescéncia em 448 nm, para catidnica

(protonada no grupo carboxilico € no amino da piperazina), com pico em 498 nm
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de menor intensidade. Abaixo de pH 3.8 inicia-se uma nova diminui¢cdo de

intensidade sem deslocamento do pico, sugerindo nova transi¢ao.

2,5x10°
5 ] VRN pH
2,0x10" / N\ 105

; ———10.0
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350 400 450 500 550 600
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Figura 7.27 — Espectros de emissao de fluorescéncia da LEV (8 uM) com excitagdo em

330 nm na faixa alcalina de pH.
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Figura 7.28 — Espectros de emisséo de fluorescéncia da LEV (8uM) com excitacdo em

330 nm na faixa acida de pH.

Nas Figs. 7.29 e 7.30, abaixo, temos os espectros de emissdo de
fluorescéncia da AuLEV medidos para a concentracio de 8 uM em tampao
universal ao longo das faixas alcalina de pH de 10.5 a 7.1 e acida de 7.1 a 2.2 com
excitacdo em 330 nm. Como podemos observar, o comportamento ¢ muito similar

ao da LEV. Em pH = 10.5 a AuLEV também apresenta um pico de fluorescéncia
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em 467 nm e, a medida que o pH diminui, a fluorescéncia aumenta, apresentando
intensidade maxima em pH = 7.2 e deslocamento para o azul um pouco menor
que o da LEV, para 452 nm.

Como na LEV, na faixa de pH de 7.1 a 4.5 (Fig. 7.28) ha a transicdo entre
as duas espécies fluorescentes. O pico em 452 nm da espécie zwiteridnica, em
pH = 7.2, desloca-se um pouco menos para o vermelho, para 496 nm, da espécie
cationica, em pH = 4.5, com diminui¢do de intensidade fluorescéncia. Na faixa de
pH de 4.5 a 2.0 ha uma nova diminui¢do de intensidade com um pequeno

deslocamento para o vermelho até 500 nm, indicando inicio da outra transigao.
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Figura 7.29 — Espectros de emissao de fluorescéncia da AuLEV na faixa alcalina de pH.
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Figura 7.30 — Espectros de emissao de fluorescéncia da AuLEV na faixa acida de pH.
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As intensidades de fluorescéncia da LEV e da AuLEV em 448 nm e
498 nm foram colocadas em graficos como fun¢do do pH na Fig. 7.31, onde os

pontos experimentais foram ajustados com o uso da equagdo (6.14).

25 — B Lev
A LevAu
20 -
15 ,
PK,=58£0.1 /
£ '
2 10 -
<
L i
5 A
] 4::i:::ﬁ::ﬁ
0 ! LI L
2 3 4 5

Figura 7.31 - Curvas de transigdo entre as espécies zwiteridbnica - catidnica (pK1) e
zwiteribnica - anidnica (pK2) da LEV, quadrados preenchidos, e da AuLEV, tridngulos
vazios, ao longo da faixa de pH de 2.0 a 10.5, com o uso da intensidade de fluorescéncia
em 448 e 498 nm.

Os valores de pK, obtidos para o grupo piperazina da LEV e da AuLEV
foram 8.5 £ 0.1 e 8.2 £+ 0.1, respectivamente. Esse pK se refere a transi¢do na
faixa alcalina, da espécie zwiteridnica, LEV, (em pH neutro) para a espécie
anidnica, LEV™ (em pH alcalino). A presenca do ouro provoca uma pequena

alteracdo no valor do pK e existe uma diferenga evidente de rendimento quantico

AuLEV
K"

entre a Lev e a AuLev. Neste sentido, temos que pK."" e p referem-se a

transicdo entre duas espécies. Ja para o grupo carboxilico, o valor de pK, obtido

foi igual para a Lev e AuLEV, ou seja, pK® = pK®" =5.8+0.1 - referente a

.~ . L, . , . + + ;.
transi¢do na faixa acida das espécies Lev e Aulev para espécies com

rendimentos quanticos maiores.
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7.8
Fluorescéncia resolvida no tempo da LEV

Foram realizadas medidas de tempo de vida de fluorescéncia da LEV em
tampao universal na faixa de pH de 2.0 a 10.5 com excitagdo em 330 nm e
emissdo em 448 nm. Na Fig. 7.32 temos duas curvas de decaimento de

fluorescéncia, nos pHs 10.5 e 7.9, com seus respectivos ajustes.

- led
10% = decaimento 7.9
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» ] ajuste
C
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o ]
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Figura 7.32 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da LEV (8uM) nos valores de pH
10.5 e 7.9. Ajuste realizado com duas exponenciais. Excitagdo em 330 nm e emissdo em
448 nm.

Em toda a faixa alcalina de pH de 10.5 a 7.9 as curvas de decaimento de
fluorescéncia foram ajustadas com duas exponenciais a partir da analise
individual. O valor do xz mostrou-se alto, no valor de 1.6, devido ao ruido
oscilatorio que entra no detector através do cabo (ver residuos, na Fig. 7.32). Os
tempos de vida encontrados para as espécies fluorescentes foram t; = 0.6 ns
(anidnica) e 1, = 5.4 ns (zwiteridnica). A amplitude relativa, fj, varia de 88.6% a

5.3% quando o pH diminui, enquanto f; aumenta de 11.6% a 94.7%.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510942/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510942/CA

112

Tabela 7.8 - Resultados da anélise global bi-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia da LEV na faixa alcalina de pH.

pH T o fi T o £ 0"
(ms) (107 (%) (@ms) (107 (%)
105 06 131 886 54 02 116 1.6
100 06 124 757 56 04 242 16
94 06 11.0 504 5.8 1.1 495 16
90 06 9.6 345 538 19 655 16
85 07 53 128 59 40 872 16
79 08 22 529 59 52 947 1.7

A Fig. 7.33, abaixo, apresenta a variagdo das amplitudes relativas f; e f;

em fungdo do pH. Os pontos experimentais foram ajustados com o uso da equagao

(6.14).

100
o*—o
//l
80 g
60 —
< pK_ =9.30 + 0.05
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pH

Figura 7.33 - Curvas de transigéo entre as espécies anidnica e zwiteridnica da LEV. Os

ajustes foram realizados com as amplitudes relativas f; e f,.

Na Fig. 7.34, abaixo, temos duas curvas de decaimento de fluorescéncia da
LEV, com excitagdo em 330 nm e emissao em 498 nm. nos pHs 7.5 e 4.5, com

seus respectivos ajustes.
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Figura 7.34 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da LEV (8uM) nos valores de
pH=4.5 e 7.5. Ajustes realizados com uma exponencial. Excitagdo em 330 nm e

emissdao em 498 nm.

Nao foi possivel encontrar valores coerentes para os tempos de vida de
fluorescéncia e as amplitudes relativas na andlise com duas exponenciais. Deste
modo, em toda a faixa de pH de 7.5 a 2.9 as curvas de decaimento de
fluorescéncia foram ajustadas com uma exponencial, omitindo-se a regido de
tempos da ordem da largura do pulso do LED. O valor do y* mostrou-se alto, no
valor de 1.5, devido ao ruido oscilatdrio que entra no detector através do cabo (ver
residuos, na Fig. 7.33). Nesse caso, o tempo de vida variou, aumentando a medida

que o pH diminui, apresentando valores na faixa de 5.8 a 7.2 ns.
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Tabela 7.9 - Resultados da analise global mono-exponencial das curvas de decaimento

de fluorescéncia da LEV na faixa acida de pH. Omitiu-se a regido de tempos curtos.

pH T []
(ns)

7.5 5.8 1.4
7.1 5.9 1.4
6.6 6.0 1.5
6.0 6.2 1.5
5.5 6.5 1.5
4.5 6.8 1.5
4.4 7.2 1.6
3.8 7.2 1.5
2.9 7.0 1.6

Na fig. 7.35, abaixo, temos o tempo de vida obtido a partir do ajuste

monoexponencial em fun¢do do pH na faixa dcida com o uso da equacao (6.14).

7.2 —-
7.0
6.8 —-
6.6 —-
e 6.4—-
62
6.0

5.8

pK =5.84 + 0.08

4.0

4.5

5.0

55 6.0

pH

65 70 75 80

Figura 7.35 - Curva de transicdo entre as espécies catidnica e zwiteribnica da LEV. Os

ajustes foram realizados com o uso do tempo de vida de fluorescéncia obtido a partir do

ajuste monoexponencial.

7.9

Fluorescéncia resolvida no tempo da AuLEV

Foram realizadas medidas de tempo de vida de fluorescéncia da AuLEV em

tampao universal na faixa de pH de 2.0 a 10.5 com excitagdo em 330 nm e

emissao em 448 nm. Na Fig. 7.36 temos duas curvas de decaimento de

fluorescéncia, nos pHs 10.5 e 8.2, com seus respectivos ajustes.
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Figura 7.36 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da AuLEV (8uM) nos valores de

pH =10.5 e 8.2. Excitagdo em 330 nm e emissao em 448 nm.

Em toda a faixa alcalina de pH de 10.5 a 7.2 as curvas de decaimento de
fluorescéncia foram ajustadas a partir da andlise individual com o uso de duas
exponenciais. O valor do x*> mostrou-se alto, no valor de 1.4, devido ao ruido
oscilatorio que entra no detector através do cabo (ver residuos, na Fig. 7.36). Os
tempos de vida obtidos para as espécies fluorescentes foram t; = 0.7 ns
(zwiteridnica) e T, = 5.7 ns (anidnica). A amplitude relativa, fj, varia de 63.2% a

7.0% quando o pH diminui, enquanto f; aumenta de 36.8% a 93.0%.

Tabela 7.10 - Resultados da analise individual bi-exponencial das curvas de decaimento

de fluorescéncia da AuLEV na faixa alcalina de pH.

pH Ty o fi 5 oy £, nk
(ms) (101 (%) (s) (107 (%)
10.5 0.7 11.1 63.1 5.5 0.82 36.8 1.40
10.2 0.7 11.0 59.2 5.6 0.92 40.7 1.30
9.5 0.7 9.8 43.8 5.9 1.40 56.1 1.40
9.0 0.7 7.5 24.8 6.0 2.60 75.1 1.30
8.8 0.7 6.7 19.6 6.0 3.20 80.3 1.30
8.2 0.7 3.1 7.0 6.0 5.00 93.0 1.50
7.6 2.9 09 7.2 6.2 5.50 92.8 1.60
7.2 3.0 0.7 5.5 6.1 5.80 94.4 1.50
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Na fig. 7.37 temos as amplitudes relativas fj e f, ajustadas como fung¢do do

pH com o uso da equagdo (6.14).
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Figura 7.37 - Curvas de transigdo entre as espécies anidnica e zwiteribnica da AuLEV.

Os ajustes foram realizados com as amplitudes relativas f; e f,.

Na Fig. 7.38 temos duas curvas de decaimento de fluorescéncia, com
excitagdo em 330 nm e emiss@do em 498 nm, nos pHs 7.2 e 4.5, com seus
respectivos ajustes.

Em toda a faixa acida de pH de 7.5 a 2.9 as curvas de decaimento de
fluorescéncia foram ajustadas com uma exponencial, omitindo-se a regido de
tempos da ordem da largura do pulso do LED. O valor do * mostrou-se alto, em
torno do valor de 1.5, devido ao ruido oscilatorio que entra no detector através do
cabo (ver residuos, na Fig. 7.38). Nesse caso, o tempo de vida variou, aumentando
a medida que o pH diminui, apresentando valores na faixa de 6.1 a 6.4 ns. Nota-se
que em relagdo a LEV houve uma menor variagdo no tempo de vida em fun¢ao do

pH.
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Figura 7.38 - Curvas de decaimento de fluorescéncia da AuLEV (8uM) valores de

pH =4.5 e 7.2. Excitacdo em 330 nm e emissdo em 498 nm.

Tabela 7.11 - Resultados da analise global mono-exponencial das curvas de decaimento

de fluorescéncia da AuLEV na faixa acida de pH. Omitiu-se a regido de tempos curtos.

pH [ -
(ns)
7.2 6.1 1.3
6.6 6.2 1.3
6.0 6.4 1.3
5.5 6.6 1.5
5.1 6.9 1.5
4.5 7.3 1.5
3.7 7.4 1.4
2.8 7.2 1.4
2.0 6.4 1.5

Na fig. 7.39, abaixo, temos o tempo de vida obtido a partir do ajuste

monoexponencial em fun¢do do pH na faixa acida com o uso da equacao (6.14).
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Figura 7.39 - Curva de transicao entre as espécies catidnica e zwiteridnica da AuLEV. Os
ajustes foram realizados com o uso do tempo de vida de fluorescéncia obtido a partir do

ajuste monoexponencial.

Os valores de pK, da faixa alcalina encontrados na fluorescéncia resolvida
no tempo para LEV e seu complexo AuLEV foram iguais, ou seja, 9.30 + 0.05.
Nota-se uma diferenca em relacdo ao pK, encontrado na fluorescéncia

estacionaria, onde pK,""=8.5 £0.1 e pK;"**" = 8.2 £ 0.1. Substituindo a razio

entre os rendimentos quanticos das espécies zwiterionica (HQ™) e anionica (Q) da
LEV e AuLEV na Eq. 4.27, encontra-se que os valores de ApK, para a LEV e para
AuLEV sao iguais a 1.1 e 1.0, respectivamente. Essa razao entre os rendimentos
quanticos das espécies foi determinada através das integrais dos espectros de
fluorescéncia nos pH 10.5 e 7.1 das Figs. 7.27 e 7.29, na faixa de 440 nm < A <
456 nm.

Ja para a faixa 4acida, foi encontrado o mesmo valor de pK, na

fluorescéncia estacionéria para a LEV € AuLEV: pK /"' =pK ™" =58 +0.1. Ja

os valores obtidos através da variagdo do tempo de vida de fluorescéncia foram
diferentes: 5.8 = 0.1 para a LEV e 5.3 £ 0.1 para a AuLEV. No entanto, essa
diferenca parece estar associada ao erro causado pela pequena variagdo no tempo

de vida.
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