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Resumo: A fluorescéncia 3D € uma ferramenta muito utilizada no meio ambiente para estudar a matéria organica
dissolvida. Apesar dos modelos de fluorescéncia em meio liquido serem bem conhecidos e permitirem uma
caracterizagdo precisa, isso ndo pode ser afirmado para a fluorescéncia dos solidos. Este trabalho tem como
objetivo o estudo da fluorescéncia do triptofano (TRP) e da fluoresceina, uma molécula cujo comportamento da
fluorescéncia é bem conhecido e altamente fluorescente em liquidos, porém nunca estudada na fase sélida. Pastilhas
de TRP e de fluoresceina foram preparadas com matriz de 4acido bdrico e estudadas utilizando fluorescéncia 3D,
fluorescéncia induzida por laser (FIL) e reflectancia. Foi obtida uma curva da intensidade de fluorescéncia com a
concentragdo para ambas moléculas no estado liquido, para comparar o comportamento dessas nas matrizes agua
e acido borico. Os resultados mostraram que no liquido a curva de fluorescéncia pode ser ajustada com modelo
fisico. Para as medidas de fluorescéncia 3D em solidos, a fluoresceina mostrou resposta em qualquer teor, enquanto
no TRP mostrou uma resposta linear para os teores baixos e uma saturagdo para os altos niveis. Ja para as medidas
de FIL verificamos um decréscimo da intensidade do sinal para a fluoresceina e uma reta linear sem saturagao para
o TRP. A conclusdo deste trabalho ¢ que um modelo fisico deve ser desenvolvido para entender o comportamento
do TRP tanto para a FIL, como para a fluorescéncia 3D. Além disso, os resultados mostram que a fluoresceina nao
apresenta uma resposta de fluorescéncia tao eficiente para ambas as técnicas FIL e espectroscopia de fluorescéncia
3D.
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3D FLUORESCENCE OF SOLIDS: EFFECT OF CONCETRATIONAND REABSORPTION

Abstract: The 3D fluorescence is a widely tool used among environmental studies to watch and dissolved organic
matter. If the models of fluorescence in liquid medium is well known and allows a thin characterization, it is not
the same for the fluorescence of solids. This paper propose the systematical study of tryptophan fluorescence and
of the fluorescein as there are respectively a molecule that is found in previous studies, and a high fluorescent
molecule in liquids but not yet studied in solids. Therefore, powder and pellets of tryptophan and fluorescein were
made with boric acid and 3D fluorescence matrix of the solid laser-induced fluorescence and reflectance were done.
Also the curve of the inner filter effect was made by both molecules in the liquid to compare the behavior in water
and boric acid. Results show that liquid in the fluorescence curve may be modeled with the physical model. Solid
3D fluorescence measured for fluorescein shown no response in any content while the tryptophan show a linear
response from the weak content to the saturation levels. The same solid measured by FIL show a decrease of the
intensity of signal for fluorescein and a linear trend without saturation for tryptophan. The conclusion of this work
is that a physical model should be developed to understand the behavior of both TRP and FLU with FIL and 3D
fluorescence. Also, the results show that fluorescein do not fluoresce for both FIL and 3D fluorescence techniques.

Keywords: fluorescence, solid, tryptophan, fluorescein.
1. Introducao

A fluorescéncia 3D ¢ uma ferramenta muito usada para medir e caracterizar a matéria organica dissolvida
(CARSTEA et al., 2010; COBLE, 1996; MURPHY et al., 2013; PATEL-SORRENTINO; MOUNIER; BENAIM,
2002). Porém, para a caracterizagdo da matéria organica dos solos sempre ¢ necessario se fazer uma extragdo, in-
duzindo uma sele¢@o de moléculas e talvez uma modificagdo, devido ao meio quimico que atinge a estrutura dos
geopolimeros (AMINE-KHODIJA et al., 2006; GUO et al., 2012; HE et al., 2011). Por isso, ¢ interessante desen-
volver um método que permita a observagao direta da matéria organica sem a necessidade de uma extragao prévia.

Alguns autores tentaram observar as propriedades de fluorescéncia das moléculas nos solidos. Estes tra-
balhos foram realizados em farmacos (ALVES; POPPI, 2009), alimentos (ALLAIS; EDOURA-GAENA; DU-
FOUR, 2006) e residuos organicos (MULLER et al., 2011). Geralmente, os compostos que foram observados
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sdo de moléculas simples com alta eficiéncia de fluorescéncia como TRP, cafeina e celulose. A matéria organica
humificada em solos nunca foi avaliada através de analises de fluorescéncia 3D com um angulo de observacdo
perpendicular a excitagdo, apenas em sistemas para a realizag@o de espectroscopia de fluorescéncia induzida por
laser (FIL) bidimensionais com incidéncia da excitacdo paralela a coleta do sinal de emissdo (MERDY et al., 2009;
MILORI et al., 2011; MULLER et al., 2011).

Apresentaremos nesse trabalho um estudo sistematico da resposta da fluorescéncia do TRP em uma ma-
triz de acido bérico. Além disso, a resposta da fluoresceina, uma molécula com alta fluorescéncia, na mesma matriz
também foi investigada. Objetivo principal deste trabalho foi entender o modelo que rege a fluorescéncia 3D de
moléculas simples numa matriz controlada, visando aplicar este modelo em matrizes mais complexas como solos
e a propria matéria organica dos solos.

2. Materiais e Métodos

Pastilhas de acido borico foram preparadas com teor de TRP e fluoresceina no intervalo de 100% até 0%
em massa. O p6 de cada produto foi moido até obter um p6 homogéneo, referenciado PO_1. Uma parte do po foi
utilizada (2x0,3g) para fabricar duas pastilhas referenciadas PA_1 et PA 2. O p6 e as duas pastilhas foram anali-
sadas por fluorescéncia 3D, FIL e reflectancia.

A medida de fluorescéncia 3D foi realizada com um aparelho PERKIN Elmer LS50B. As patilhas foram
introduzidas na base solida do suporte e fixadas com uma placa de quartzo. As amostras de p6 foram colocadas na
base solida do suporte e prensadas até formar uma superficie homogénea sobre a placa de quartzo. A fluorescéncia
foi medida com um angulo de 25°. O comprimento de onda de excitagdo foi variado a cada 10 nm no intervalo de
200 ate 800 mn com uma janela de 5 nm. O comprimento de onda de emissdo foi medido de 200 ate 800 nm com
uma precisdo de 0,5 nm, uma velocidade de varredura de 250 nm/min e uma janela espacial de 5 nm. A Matriz de
Excitagao e Emissao de Fluorescéncia (MEEF) foi extraida dos espectros consecutivo de emissdo com o programa
de extracdo 3D export do PERKIN Elmer.

As medidas de FIL foram obtidas com um laser de 405 nm de excitagdo. O espectro de emissao foi obtido
pela media de 5 espectros de 440 até¢ 800 nm, com um tempo de integracdo de 1s.

A medida de reflectancia foi realizada com uma montagem Optica no laboratorio. A pastilha ou p6 foram
introduzidos no porta amostra do PERKIN Elmer que fica sobre um disco. Uma luz branca produzida por um LED
foi fixada sobre um disco giratdrio exterior, no mesmo plano que a amostra, ¢ com graduacao de angulo. Uma fibra
otica foi fixada com um angulo fixo em relagao 4 superficie da amostra. O espectro de reflectancia foi coletado em
diferentes angulos com intervalos de 10° de 0 até 90°.

3. Resultados e Discussao
As MEEF (exemplo figura 1) foram tratadas com CP/PARAFAC. No caso da fluoresceina, nenhuma flu-

orescéncia foi observada exceto o sinal de difus@o do acido borico. No caso do TRP foram obtidos trés compostos
como mostrado na figura 2.

C7_TRP2,THT -
COABO"2,THT d - _ T AL, THT
e, 50,0, B0 ] = 7,8 e 800n o0, 82 ) = 2.6 e, 200w 6250 = 49

lex {nm)

0 -
a0 X0 Moo 50 B0 0 A0 I 0 Hoo B0 70 a0 30 400 W0 K0 700

Figura 1. Matriz de Excitagdo Emissdo de fluorescéncia de pastilhas de acido bérico, TRP (0,18%) e
fluoresceina (0,28%) em acido borico.

Os dois primeiros compostos estdo relacionados com os picos de fluorescéncia do TRP na agua. No
primeiro composto C"™F o pico principal esta localizado na regido (250/340 nm) e o pico secundario na regido
(250/680 nm). Este pico representa uma imagem de segunda ordem do primeiro. O segundo composto C>™" tam-
bém esta ligado ao TRP e apresenta um pico principal localizado em (205/380 nm). Este deslocamento pode ser
atribuido ao meio molecular do TRP, onde o comprimento de onde de emissao depende da polaridade do meio. O
terceiro componente, C>*BO, esta ligado a resposta do acido borico. Isso foi confirmado porque a contribui¢do deste
composto fica constante quando o teor de TRP ou da fluoresceina (FLU) varia.
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Figura 2. Resultado da decomposicao CP/PARAFAC das MEEF das dilui¢des do TRP em acido borico.

A contribui¢do do composto C'™® em relagdo a teor de TRP apresenta um comportamento logaritmico.
Colocando em escala logaritmica, a relagdo mostra uma reta com os valores baixos de TRP e uma saturagido da
fluorescéncia para teor acima de 2% em massa.

Os resultados de FIL mostram que o sinal de fluorescéncia nos solidos com FLU aumentam quando o
teor de FLU decresce (Fzigura 3). Isso pode acontecer para a FLU em concentragdes onde o efeito de reabsorgao ¢
significativo (inner filter effect). Por outro lado, o sinal do TRP esta muito bem relacionado com seu teor no solido
(figura 3), a FIL do TRP nao mostra efeito de saturagdo como no caso da MEEF.

Flu TRP
1000 3000
e # Pastilha % Pastilha i
800 O ps i ) S
% 2000 * o
600 @
O 1500 *
400 . &
Q o 1000 * O ¥
*
200 *] 500t * ©
o
0
0 2 4 B 8 0 5 10 15 20
Log Log
7 8 *
* * O
*
esf o 8B4 7 P 3
2% o
#*
6 4 6 .
* O * s
5.5 * 5 ™ *
" Sl
o Q
5 - 4
-3 -2 -1 0 1 2 3 =3 -2 -1 0 1 2 3

Figura 3. Evolugao da intensidade de fluorescéncia maxima do espectro FIL para a fluoresceina (esquerda)

e o TRP (direita). Acima os valores normais, abaixo os valores em logaritmo.

4. Conclusoes

Neste trabalho mostramos que o TRP se comporta em solugdes aquosas diferentemente do que em soli-

dos. Porém, resultados diferentes dependem da técnica de analises FIL e da MEEF, mostrando que a eficiéncia de
fluorescéncia ndo ¢ a mesma: com FIL tem uma relacdo linear de 0 ate 40% enquanto com MEEF a relagao linear
acaba desde 1,5% para atingir um valor limite. Para a fluoresceina o MEEF ndo apresenta sinal suficiente e a FIL
mostra que a fluorescéncia medida descresse com o teor. Foi confirmado que o sinal de TRP ¢ observado facilmen-
te com fluorescéncia dos solidos. A fluoresceina, mesmo fluorescendo nos liquidos, ndo fluoresce nos solidos. Em
conclusdo, para aplicacdo da fluorescéncia 3D com solo € necessario entender o papel do estado s6lido na fluores-
céncia das moléculas. E aconselhavel estabelecer um banco de dados das moléculas mais encontradas (usuais) para
diferentes matrizes, particularmente no caso dos solos que sdo matrizes complexas.
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