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Resumo - O presente trabalho visa investigar os efeitos do laser (He-Ne, 633 nm) sobre amostras de azul
de metileno submetidas a exposi¢édo prolongada a esta radiagcdo. Para atingir este objetivo, foram utilizadas
diferentes técnicas experimentais, incluindo medidas fotoacusticas em funcdo do tempo, utilizando uma
célula fotoacustica aberta (OPC). A transmitancia foi medida através de uma resisténcia dependente de luz
(LDR), a absorbéancia e a fluorescéncia das amostras foi determinada com um espectrofluorimetro Jobin-
Yvon Spex FloroMax-2. Os resultados indicam que a exposi¢do prolongada ao laser de He-Ne resulta na
alteracdo de propriedades Gpticas e térmicas do azul de metileno, gerando alteracdo no sinal fotoacustico,
aumento da transmitancia e reducao na fluorescéncia das amostras.
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Introducao

A terapia fotodinAmica (TFD) baseia-se em
reacbes fotoquimicas realizadas por agentes
fotossensibilizantes e luz, sendo utilizada
principalmente em locais onde seja observado
crescimento celular anormal. Possui como
principais vantagens o fato de ser um método
eficiente, ndo invasivo. Segundo Sant’Anna
(2006), na TFD, apés ativacdo por luz, a
substancia fotossensibilizante transfere a energia
para o oxigénio molecular, formando o “oxigénio
singlete”, particularmente reativo. Apdés transferir
energia, o fotossensibilizante volta a seu estado
inicial; nova carga de luz permite repetir o
processo. Deste modo, a substdncia age como
catalisador para reacdes de Oxido-reducédo e de
formacao de radicais livres.

Entre as substancias empregadas em TFD esta
0 azul de metileno (AM), corante que possui uma
conhecida acéo antimicrobiana, incrementada pela
presenca de luz, sendo um dos compostos mais
antigos utilizados na TFD. Com a absorc¢éo de luz,
as moléculas de AM vao para o estado triplete,
decaindo por transferéncia de energia para as
moléculas de oxigénio que, deste modo, vao para
o0 estado singlete (BAPTISTA et al, 2000).

O efeito fotoacustico consiste na producédo de
som por absorcdo de luz modulada. A energia
luminosa absorvida pela amostra é convertida em
calor por desexcitacdo nao-radioativa. As ondas
térmicas s@o propagadas até a camada de ar
adjacente a amostra, gerando ondas de pressao

proporcionais ao calor produzido na amostra pela
absorcdo de luz. Segundo o modelo de pistdo
acustico para a difusdo térmica (ROSENCWAIG;
GERSHO, 1976), este sinal pode ser detectado
por um microfone acoplado a camara fotoacustica.
A técnica fotoacuUstica baseia-se neste efeito e
permite caracterizar um material em termos de
suas propriedades Opticas (absorcao) e térmicas
(difusividade e efusividade térmicas). Em 2005,
medidas fotoacusticas em amostras de AM
permitiram observar um aumento progressivo na
amplitude do sinal apés irradiacédo por laser He-Ne
(LIMA et al, 2005). Este comportamento foi
relacionado a capacidade reativa das moléculas
de azul de metileno que, sob irradiacéo, poderiam
interagir com a base de aluminio, que atuaria
entdo como doadora de elétrons.

O estudo da transmitancia Optica consiste em
determinar a fragdo de energia luminosa que
atravessa uma amostra. A transmiténcia (T) estéa
relacionada a quantidade de energia e ao
comprimento de onda da radiagdo incidente. J4 a
absorbancia (A) corresponde a determinacdo da
fracdo de energia luminosa absorvida pela
amostra. Além da transmisséo e da absorcdo, a
luz incidente sobre a amostra pode sofrer reflexédo
parcial, o0 que é avaliado através das medidas de
refletdncia. Por fim, a absorcdo de luz pela
amostra pode também originar o fenbmeno de
fluorescéncia, quando parte da luz absorvida €
reemitida em comprimento de onda superior ao
incidente.
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O presente trabalho visa investigar as
alteracbes verificadas nas propriedades de
amostras de azul de metileno submetidas a
radiacdo laser por periodo prolongado. Para atingir
este  objetivo, foram realizadas medidas
fotoacusticas, de transmitancia O6ptica e de
fluorescéncia.

Materiais e Métodos

FotoacuUstica — Foram realizadas medidas de
evolucdo temporal do sinal fotoacUstico para
amostras de azul de metileno (1 mol/L) sob
irradiacdo com laser de He-Ne (633 nm, 2 mWw,
incidéncia por um minuto a cada cinco minutos de
medida). A montagem fotoacUstica utilizada
apresentava como fonte de luz uma lampada de
hal6égena de tungsténio (24 V, 250 W). A luz era
modulada (a freqiéncia de 17 Hz) por um
modulador mecanico (Stanford Research Systems
— SRS, modelo SR540), sendo direcionada para a
janela da célula fotoaclstica aberta (OPC,
fabricada na UNIVAP com microfone de eletreto
comercial). Esta célula e o modulador foram
conectados a um amplificador sincrono (Stanford
Research Systems — SRS, modelo SR530) para
aquisicdo do sinal. A coleta foi efetuada a taxa de
um ponto a cada 2,5 segundos, sendo o registro
dos dados realizado através do programa
SISCOMF (desenvolvido na UNIVAP). Para
realizacdo das medidas, a amostra era
posicionada sobre uma folha de aluminio que
vedava (com o auxilio de graxa de silicone) a face
da célula fotoacustica oposta a janela de vidro.
Deste modo, a amostra (0,5 ml) ficava em contato
com o ar, recebendo incidéncia do laser
posicionado a cerca de 30 cm,
perpendicularmente ao plano da amostra, a OPC
(MARCIANO et al.,, 2004; MARQUEZINI et al.,
1991). O esquema da célula OPC utilizada no
trabalho é visualizado na Figura 1.
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Figura 1- Corte transversal da célula OPC. A
radiacdo modulada incide sobre a superficie interna
da célula sem contato luminoso com a amostra
transmitindo as variagbes de pressdo até o
microfone.

A curva fotoacUstica foi ajustada pela equacao
de Boltzmann:

PA(t)=—A1_A2 + A,

14 et/

onde os parametros de importancia para analise
sdo ty (tempo tipico — é o tempo em que o sinal
atinge 50% da excursdo ao nivel de saturacdo) e
dt (intervalo de tempo tal que 67% da transicéo
observada ocorre entre to—dt e to+dt) (VELOSO,
2006).

Transmitancia — A transmiténcia foi avaliada
em amostras de azul de metileno a diluicdo de
0,04 mol/L e volume de 0,5 ml sob irradiacdo com
laser de He-Ne (633 nm, 2 mW). Para a deteccéo
do sinal luminoso que atravessa (transmitancia) ou
reflete (refletdncia) a amostra foi utilizada uma
resisténcia dependente de luz (LDR); a medi¢édo
foi feita com o laser modulado mecanicamente a
freqiéncia de 35 Hz. A montagem utilizou um
modulador mecénico direcionando o feixe do laser
para o LDR, que foi conectado ao amplificador
sincrono para a aquisi¢cdo do sinal. A coleta dos
dados foi efetuada a cada minuto durante uma
hora. Para a realizagdo das medidas, a amostra
era posicionada na vertical entre o feixe do laser e
a LDR, como observado na figura 2; para
avaliacdo da refletancia, o detetor (LDR) foi
deslocado em 180° a fim de receber a luz
refletida.
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Figura 2- Corte transversal do esquema utilizado pra
medir a transmiténcia com a luz do laser modulada e
0 LDR. Parte da radiagdo modulada atravessa a
amostra de azul de metileno transmitindo uma parte
da radiagéo para o LDR.

Fluorescéncia — Os espectros de emissdo
foram obtidos em um espectrofluorimetro Jobin-
Yvon Spex FloroMax-2. Os espectros de emissao
foram tomados a partir dos picos de maximo de
intensidade dos espectros de absorcdo das
amostras. As amostras foram acondicionadas em
cubetas de quartzo 1x1 cm. Os espectros de
absorcado foram feitos para a obtencao do valor do
comprimento de onda de excitacao.
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A andlise dos dados obtidos (incluindo os
ajustes de curvas experimentais) foi efetuada com
0 auxilio do programa Microcal Origin®.

Resultados
A figura 3 mostra uma curva tipica da evolucéo

temporal do sinal fotoacUstico para as amostras
analisadas.
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Figura 3 — Exemplo de curva do sinal fotoacustico do

azul de metileno em funcdo do tempo; amostra
irradiada por laser de He-Ne por um minuto a cada
cinco; primeira irradiagdo com t = 5 minutos. A linha
continua representa o ajuste efetuado (Boltzmann).

A seguir, a tabela 1 mostra os valores
normalizados para a curva fotoacustica utilizando
0s ajustes Boltzmann.

Tabela 1 - Medidas normalizadas para a curva
fotoacustica (valores obtidos através do ajuste das
curvas pela equacéo de Boltzmann).

Medidas to Dt
Normalizadas Al A2 (minutos)  (minutos)

Valormédio 1,0 1,1 19 3

Desvio padrao 0,3 0,3 15 2

A figura 4 mostra um exemplo de curva de
transmitdncia para as amostras de azul de
metileno em funcdo do tempo de exposicdo a
radiagéo.

Por fim, a figura 5 mostra as curvas obtidas
para a fluorescéncia do azul de metileno, apos trés
diferentes tempos de irradiagdo (laser He-Ne).
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Figura 4 — Curva da transmitancia do azul de
metileno (a concentracdo de 1,0 mol/L) em funcao do
tempo. A linha continua representa o ajuste dos
dados experimentais (Boltzmann).
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Figura 5 — Curvas de fluorescéncia do azul de
metileno (0,04mol/L): i) antes da incidéncia de
laser; ii) ap6s uma hora de incidéncia; ii) apds
duas horas de incidéncia.

Discusséo

Em relagdo as medidas da evolugédo temporal
do sinal fotoacustico, a andlise dos dados obtidos
para o azul de metileno indica a ocorréncia de
uma transicdo lenta, que se completa entre 30
minutos e uma hora apés o inicio dos pulsos de
irradiacdo com laser, conforme pode ser
observado na curva da Figura 3. No trabalho de
Lima e colaboradores (2005), a estabilizacdo do
sinal ndo foi observada. Isto pode ser explicado
pela diferenga no tempo total de monitoramento,
gue no presente trabalho atingiu aproximadamente
50 minutos, enquanto no trabalho anterior (LIMA e
al, 2005) foi de 25 minutos (tempo insuficiente
para visualizar a estabilizag&o do sinal).

X1 Encontro Latino Americano de Iniciacéo Cientifica e

1004

VIl Encontro Latino Americano de Pés-Graduacéo — Universidade do Vale do Paraiba



As medidas de transmitancia seguem o
comportamento visualizado na curva da figura 4,
indicando que T aumentou (cerca de 8%) na
primeira hora sob incidéncia de laser. E
interessante  observar que a curva de
transmiténcia segue o comportamento observado
nas medidas fotoacusticas, estabilizando-se cerca
de meia hora apés o inicio das medidas. Deste
modo, 0 mesmo processo de transicdo pode estar
sendo observado através de ambas as medidas
(fotoacustica e transmitancia).

Para as medidas de fluorescéncia, uma
observacgéo atenta do espectro de emisséao inicial
(antes da exposi¢édo ao laser) permite notar, além
da banda caracteristica do azul de metileno
(centrada em 700 nm), uma banda adicional em
torno de 740 nm, sinalizando a presenc¢a de azul
de metileno na forma agregada. De fato, medidas
efetuadas para o espectro de absorcdo do azul de
metileno em solugdo mostram duas bandas de
absorcdo, centradas em 670 nm (banda
caracteristca de monbmero) e 609 nm
(caracteristica de agregados). Quanto a evolugéo
do espectro de emissdo apoés incidéncia de laser,
ndo se observa alteracdo na localizacdo do pico
de fluorescéncia em funcdo da exposicdo a
radiacdo (figura 5). No entanto, € possivel
observar 0 aumento da largura da banda de
fluorescéncia e, principalmente, uma grande
diminuicdo da fluorescéncia total (com queda de
aproximadamente 80% na area sob a curva apés
2h de irradiacdo). Estes dados indicam que a
amostra estd fluorescendo menos a partir da
exposicdo ao laser.

Conclusao

As medidas efetuadas por trés diferentes
técnicas (fotoacuUstica, transmitancia  Optica
monitorada por LDR e fluorescéncia) indicam que
0 azul de metileno passa por alteragbes durante
exposicdo a radiacdo laser. Estas alteragdes
podem ser atribuidas a diferentes fatores: aumento
de moléculas em estado excitado, aumento na
taxa de geracéo de oxigénio singlete na solucado e
ocorréncia de fotobranqueamento em pequeno
grau. Para investigar estas possibilidades,
medidas adicionais incluirdio a andlise das
eventuais alterac6es no espectro de absor¢cédo do
azul de metileno em funcdo do tempo sob
irradiacdo laser, além de medidas de refletancia e
transmitancia de solu¢gfes mais diluidas em funcao
do tempo de irradiacdo. Espera-se, deste modo,
caminhar para um melhor entendimento dos
processos fotofisicos e fotoquimicos relacionados
a interacao do azul de metileno com laser.
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