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Resumo — Com o objetivo de verificar a influéncia do solvente sobre corantes com potencial uso em
Terapia Fotodindmica, estudos de espectroscopia de fluorescéncia foram feitos em misturas agua/etanol.
Os dados mostraram que os corantes estudados sofrem influéncia direta da composicédo da mistura, bem
como da constante dielétrica da mesma. Como os corantes sado hidrofébicos por natureza, suas
propriedades espectroscopicas sdo mais pronunciadas quando a mistura possui uma maior propor¢céao de
etanol. Em altas concentracbes de agua, 0s mesmos sofrem processo de agrega¢cdo molecular formando
dimeros ou estruturas maiores. Este tipo de estudo é importante pois mostra em que faixa de concentracao
e em quais propor¢des de solventes estas moléculas possuem maior eficiéncia de emissdo, o que
indiretamente revela as possibilidades da geragdo de moléculas oxidativas com aplicagdo biomédica.
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Introducéo

Corantes sao moléculas que podem ser
tanto  organicas como inorganicas que
apresentam como caracteristica principal a
presenca de um ou mais anéis benzénicos; por
isso, estes compostos sdo também chamados de
benzendides. A aplicacdo mais recente destes
compostos diz respeito ao campo de processos
bioldgicos, utilizando para isso as mais diversas
técnicas analiticas e, também com aplicacdes
terapéuticas (terapia fotodindmica). Em geral sao
compostos que agregam em solucdo aquosa.
Possuem bandas de absor¢cao/emissado na regido
do UV-Vis e, sensiveis ao ambiente quimico em
gue se encontram.

Alguns dos corantes mais utilizados no
campo da terapia fotodindAmica (TFD) sdo o Azul
de Metileno que pode ser usado como droga
(Stocche et al., 2004); a safranina que pode ser
usada no diagnéstico da infec¢do causada pelo
protozoério Cyclospora cayetanensis, (MEZZARI;
ANTUNES; WIEBBELLING, 1999); o azul de
toluidina usado para avaliar a eficacia dessa
coloracdo na identificacdo de alteracdes no
complexo DNA — Proteina de espermatozéides
humanos, (Rocha et al., 2002) e, o azul do Nilo
usado em analises histolégicas bovinas para
possiveis aplicagbes no homem (Filho et al.,
2004).

Neste trabalho, foram estudados os
corantes azul de metileno (MB), azul de toluidina
(TB), azul do nilo (NB) , safranina (Saf) e azure A

(Az), em misturas agua/etanol afim de verificar a
influéncia do solvente sobre as propriedades
espectroscopicas destes.

Materiais e Métodos

Para cada corante, foram utilizados onze
amostras de 2 mL de agua e alcool nas seguintes
proporgées: a amostra 1 com total porcentagem
de alcool, a amostra 2 com 10% de agua e 90%
de alcool, a amostra 3 com 20% de agua e 80%
de alcool, e assim sucessivamente até atingirem
a total porcentagem de agua. Neste mesmo
procedimento foi acrescentado 0,3 mL de corante,
em suas respectivas amostras, de modo que a
concentracdo dos corantes ficasse abaixo da
concentracdo de agregacdo (~ 1.10° mol.L™), a
fim de impedir a interferéncia de quaisquer outros
processos nas andlises dos dados obtidos. As
medidas foram feitas a 25°C e em concentragéo
de 10° mol.L™. Os espectros de excitacio e
emissao foram obtidos em um espectrofluorimetro
Jobin-Yvon Spex FloroMax-2. Os espectros de
excitacdo foram usados em substituicdo aos de
absorcdo dada a maior sensibilidade destes. Os
espectros de emissao foram tomados a partir dos
picos de méximo de intensidade dos espectros de
excitacdo das amostras. As amostras foram
condicionadas em cubetas de quartzo (1 x 1 cm).
Foram obtidos o0s espectros de excitacdo e
emissdo dos corantes nestas condi¢cdes. Os
espectros de excitagdo foram feitos para se obter
o valor do comprimento de onda de excitacdo e
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consequentemente os espectros de emissédo dos
corantes avaliados. Os valores dos méaximos de
excitacdo ficaram na faixa de 520 a 680 nm. O
erro envolvido em cada medida é menor do que
5%.

Resultados e Discusséo
Os dados indicaram que ha uma
dependéncia dos valores de maximo de excitagao

(n8o mostrado) e emissdo dos corantes com a
proporcdo de agua nas misturas (figura 1).
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Figura 1 — Variagcdo do comprimento de onda
méaximo de emissdo em fungdo da porcentagem
de agua para cada sistema.

A medida que aumenta a quantidade de
agua, ocorre uma diminuicdo na intensidade de
excitacdo (figura 2) e emisséo (figura 3) dos
corantes. Este efeito esta relacionado com a
inibicéo parcial ou a maior friccdo na rotagéo de
grupos substituintes como —CHgs, -NH,, -N(CHj3), e
—N(CH,CHs), dos corantes. Um outro fato a ser
considerado é que sondas que apresentam
grupamentos NH;, na estrutura, como o azul do
Nilo, podem  apresentar processos de
transferéncia de carga intramolecular,
influenciando nas propriedades fotofisicas dos
corantes (NAGASAWA; YOSHIHARA, 1994;
DOUHAL, 1994; Yoshihara et al, 1994,
GROFCSIK; KUBINYI; JONES, 1996; DUTTA,;
KAMADA; OHTA, 1996). A partir de valores das
constantes de velocidade de desativacéo
radiativa (k) e ndo-radiativa (k,) € possivel
confirmar que as mudancas observadas nas
propriedades espectrais dos corantes sédo devidas
ao processo de transferéncia de carga
intramolecular.
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Figura 2 — Variagcdo da intensidade de excitacéo
para o corante azul de metileno em misturas
agua/etanol.
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Figura 3 — Variacdo da intensidade de excitacédo
para o corante azul de metileno em misturas
agua/etanol.

Ha também a questdo da viscosidade,
visto que o aumento da quantidade de agua na
mistura aumenta a viscosidade da mesma. Isto
interfere também nos processos de desativacao
do estado excitado dos corantes tornando-os
mais lentos em meios mais viscosos. Este
aumento da viscosidade impede a rotacéo interna
dos grupamentos presentes nas moléculas dos
corantes, resultando num aumento da intensidade
de fluorescéncia. Os valores dos comprimentos
de onda de absor¢cdo e emissdo dos corantes
dependem da polaridade do solvente, deslocando
0S mesmos para maiores/menores comprimentos
de onda. Os deslocamentos observados para 0s
diversos corantes utilizados estdo de acordo com
dados presentes na literatura (figura 4)
(NAGASAWA; YOSHIHARA, 1994; DOUHAL,
1994; Yoshihara et al., 1994; GROFCSIK;
KUBINYI; JONES, 1996; DUTTA; KAMADA;
OHTA, 1996).
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Figura 4 — Variagdo da intensidade de emisséo
em funcdo da porcentagem de agua para cada
sistema.

A diminuic@o do deslocamento indica uma
menor solvatacdo do estado excitado dos
corantes. Altos valores de deslocamento indicam
uma reorganizacdo da orientacdo dos grupos
polares dos corantes. H& um aumento
significativo para alguns dos corantes na
intensidade de emissdo quando se varia a
proporcdo do solvente. Este efeito pode ser
atribuido & diminuicdo da polaridade dos
solventes (figuras 5 e 6).
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Figura 5 — Variacdo do comprimento de onda
méximo de emissdo em funcdo da constante
dielétrica do sistema.
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Figura 6 — Variacdo da intensidade de emisséo
em funcado da constante dielétrica do sistema.

A diminuicdo da polaridade do solvente
aumenta a energia de ativacdo de conversdo do
estado excitado planar para um estado de
transferéncia de carga intramolecular
aumentando o rendimento quantico de
fluorescéncia. Ha ainda um outro aspecto a ser
considerado nas variacdes espectrais
observadas, sendo este a presenca de ligacbes
hidrogénio entre a molécula de corante e do
solvente (Yekta et al., 1993; GROFCSIK; JONES,
1992; Mialocq et al., 1991.).

A fluorescéncia € uma ferramenta
espectrofotométrica muito mais sensivel do que a
absorcdo. Os espectros de fluorescéncia séo
largos e apresentam a mesma estrutura, e as
intensidades das bandas variam com o solvente.
Nas misturas, os espectros de excitacdo e
emissdo apresentam o mesmo perfil. Para
misturas de solvente com mais de 30% de agua,
h& um decréscimo intenso nas intensidades, mas
sem a presenca de pico adicional. Mesmos em
altas concentracdes de &gua a emissdo nao
desaparece por completo o que indica que o0s
corantes ndo ficaram completamente agregados.
Com a adi¢do de solvente orgénico (no caso o
etanol), o ambiente torna-se favoravel aos
corantes na forma monomérica, manifestado altas
intensidades de excitacdo e emisséo.

Estes decréscimos sédo consideraveis, e
estdo relacionados com a diminui¢do do nimero
de monbmeros livres, provavelmente formando
uma espécie agregada pequena (ex. dimeros),
uma vez que este decréscimo é grande demais
para ser atribuido ao efeito do solvente
(MARGALIT; SHAKLAI; COHEN, 1983; WEST;
PEARCE, 1965; RABINOWITCH; EPSTEIN,
1941). Pode também estar acontecendo o fato
que, ou estas espécies absorvem igual aos
mondmeros, ou (0 mais provavel) elas tem um
arranjo tal que os mondbmeros absorvem
independentemente, mas que se auto-suprimem
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na fluorescéncia, levando a perda de energia de
excitacdo por processos nao radiativos.

Concluséo

Os dados evidenciaram as influéncias
que as propriedades fisico-quimicas das misturas
agual/etanol exercem sobre a fotofisica dos
corantes estudados. Estes dados serdo de
grande importancia para os estudos posteriores a
serem desenvolvidos tais como o processo de
agregacao molecular destas moléculas e o efeito
deste  processo sobre as propriedades
espectroscopicas dos mesmas.
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