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RESUMO 
 

Terapia fotodinâmica (TFD) e inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) 

são modalidades clínicas que se baseiam na excitação de um composto 

fotossensibilizador com luz, na região visível do espectro eletromagnético, para a 

geração de espécies químicas citotóxicas, dentre as quais se destaca o oxigênio 

singlete (1O2). O corante xantênico Rosa de Bengala B (RBB) é um dos compostos 

conhecidos com maior rendimento quântico de geração de oxigênio singlete. No 

entanto, seu caráter, preferencialmente, hidrofílico não favorece sua interação com 

biomembranas, um dos principais sítios alvo de atuação da TFD e IFDMO.   

No presente estudo foram avaliadas as propriedades físico-químicas e foto-físicas da 

RBB bem como alguns de seus derivados ésteres. A modificação da estrutura 

molecular da RBB foi feita pela inserção de cadeias alquílicas de diferentes tamanhos 

com o objetivo de tornar os derivados mais hidrofóbicos e dessa forma aumentar sua 

afinidade por sistemas modelo de membrana, formados por micelas. 

Além da RBB foram avaliadas a RBB metil éster (RBBMET), RBB butil éster (RBBBUT) e 

RBB decil éster (RBBDEC) em ambiente aquoso e em micelas aniônicas (SDS), não 

iônicas (P-123) e catiônicas (CTAB). Foram avaliados o balanço hidrofílico-  hidrofóbico, 

os equilíbrios ácido-base, os parâmetros de ligação e localização nos ambientes 

micelares, as propriedades fotofísicas como o rendimento quântico de fluorescência e 

de oxigênio singlete; e também a foto-atividade na inativação de  microorganismos. 

As sínteses dos derivados ésteres da RBB foram relativamente simples e reprodutíveis, 

com elevados rendimentos do produto puro. A determinação dos valores de pKa 

relativos aos equilíbrios protolíticos da RBB mostrou-se uma tarefa complexa em 

virtude da coexistência de equilíbrios tautoméricos verificados nos corantes 

xantênicos. Entretanto, a utilização de metodologia quimiométrica com análise 

multivariada de dados, associada à comparação com os valores de pKa dos derivados 

ésteres tornou possível a identificação e atribuição dos valores de pKa da RBB. Um 



 

efeito de inversão de pKa entre os grupos fenol e carboxílico foi detectado quando a 

RBB está alocada no núcleo hidrofóbico das micelas. 

A hidrofobicidade dos corantes foi avaliada mediante a medida de seu coeficiente de 

partição entre o sistema 1-octanol/água. Observou-se que o balanço 

hidrofílico/hidrofóbico dos derivados ésteres é modulada pela quantidade de 

carbonos que compõem a cadeia alquílica, sendo que o um maior número de unidades 

metilênicas resulta no aumento da hidrofobicidade dos corantes, favorecendo sua 

interação primária com biomembranas.  Os ambientes micelares avaliados exercem 

influência sobre os espectros de absorção e emissão dos corantes, com a verificação 

de deslocamentos para o vermelho (batocrômico). Essas mudanças são atribuídas às 

diferenças de polaridade entre o interior da micela e a solução aquosa.  

As constantes de ligação (corante-micela) foram moduladas pela hidrofobicidade dos 

corantes bem como pela carga dos grupos cabeça polar das moléculas de surfactantes. 

A profundidade relativa de alocação foi determinados por supressão de fluorescência, 

confirmando a influência da hidrofobicidade e das cargas dos corantes e micelas. A 

ordem das constantes de ligação foi RBBDEC > RBBBUT > RBBMET > RBB em todas as 

micelas e CTAB > P-123 > SDS para todos os corantes.  

Os valores de rendimentos quânticos de fluorescência foram relativamente pequenos 

e apresentam um ligeiro aumento quando o corante se encontra encapsulado. Os 

rendimentos quânticos de formação de oxigênio singlete nas micelas são elevados e 

similares entre si, independente do corante ou do sistema surfactante avaliado. 

Os ensaios sobre culturas de bactérias S. aureus mostraram que todos os corantes 

avaliados apresentam atividade foto-microbicida na inativação de microorganismos; e 

assim, são candidatos a fármacos fotossensibilizadores para aplicação em terapia 

fotodinâmica (TFD) e inativação fotodinâmica de micro-organismos (IFDMO). 

 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica. Inativação fotodinâmica de microorganismos. 

Corantes xantenos. Sistemas surfactantes. 

 



 

ABSTRACT 
 

Photodynamic therapy (PDT) and photodynamic inactivation of microorganisms 

(PDIMO) are clinical modalities that are based on the excitation of a photosensitizer 

compound with light in the visible region of the electromagnetic spectrum, to 

generate cytotoxic chemical species, among which stands out the oxygen singlet (1O2). 

The xanthene dye Rose Bengal B (RBB) is one of known compounds with a higher 

quantum yield of singlet oxygen generation. However, his character preferably 

hydrophilic not favor their interaction with biomembranes, a main target sites of 

action of PDT and PDIMO. 

The present study evaluated the physico-chemical and photo-physical properties of 

the RBB and some of its derivatives esters. The modification on the molecular 

structure of RBB was made by insertion of alkyl chains of different sizes in order to 

make derivatives more hydrophobic and thus increase its affinity for membrane model 

systems formed by micelles. 

Beyond to the RBB were evaluated RBB methyl ester (RBBMET) RBB butyl ester 

(RBBBUT) and RBB decyl ester (RBBDEC) in aqueous environment and anionic (SDS), 

nonionic (P-123), and cationic (CTAB) micelles. Were evaluated the hydrophilic-

hydrophobic balance, the acid-base equilibrium, binding parameters and location in 

micellar environments. The photo-physical properties such as quantum yields of the 

fluorescence and singlet oxygen, as well as the photo-activity in the inactivation of 

microorganisms were also measured. 

Synthesis of ester derivatives of RBB were relatively simple and reproducible, with 

high yields of purified product. The determination of pKa values for the protolytic 

equilibriums of the RBB showed a complex task due to the coexistence of tautomeric 

equilibrium checked in xantênicos dyes. However, the use of multivariate 

chemometric methodology with data associated and compared with the pKa of the 

ester derivatives made possible the identification and assignment of RBB pKa values. 

An effect of reversing pKa between phenol and carboxylic acid groups was detected 

when the RBB was allocated in the hydrophobic core of the micelles. 



 

The hydrophobicity of the dyes was evaluated by measuring its partition coefficient 

between the 1-octanol/water system. It was observed that the hydrophilic/ 

hydrophobic balance of ester derivatives is modulated by the amount of carbons that 

comprise the alkyl chain, and a greater number of the methylene units results in 

increased hydrophobicity of dyes, favoring their primary interaction with biological 

membranes. The micellar environments evaluated influence on the absorption and 

emission spectra of dyes, with verification of displacements to the red (bathochromic 

shift). These changes are attributed to differences in polarity between the 

microenvironment inside the micelle and the aqueous solution. 

Binding dye-micelle constants were modulated by the hydrophobicity of the dyes as 

well as by the charge of the polar head groups of the surfactant molecules. The 

relative depth of location was determined by fluorescence quenching, which 

confirmed the influence of the hydrophobicity and charge of the dyes and micelles. 

The order of the binding constant values was RBBDEC > RBBBUT > RBBMET > RBB for 

all micelles, and CTAB > P -123 > SDS for all dyes. 

The values of fluorescence quantum yields are relatively small and have slightly 

increased when the dye is encapsulated. The values of the quantum yields of singlet 

oxygen formation inside of the micelles are high and similar to each other, 

independently of the dye or surfactant system evaluated. 

Assays with cultures of bacteria S. aureus showed which all evaluated dyes have 

activity against microorganism by photo-inactivation, and so are candidates to 

photosensitizer drugs for use in photodynamic therapy (PDT) and photodynamic 

inactivation of micro -organisms (PDIMO). 

 

Keywords: Photodynamic therapy. Photodynamic inactivation of microorganisms. 

Xanthene dyes. Surfactants systems. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Processos fotofísicos 

A luz visível e suas diferentes cores sempre fascinaram o ser humano. Desde a 

antiguidade, embora ainda não se compreendesse o processo da fotossíntese, a luz do 

Sol já era, por si só, sinônimo de boas colheitas e prosperidade. Ainda hoje, em meio a 

tantos avanços tecnológicos, a variedade de matizes de um campo florido atrai e 

chama a atenção por sua beleza. A existência das diferentes cores está ligada à 

natureza ondulatória da luz e aos processos de absorção e emissão de luz por 

compostos cromóforos. Estes processos, de natureza fotofísica, podem ser 

compreendidos simplificadamente através do diagrama de Jablonski (Figura 1). Nele 

estão esquematizados os processos radiativos de absorção e emissão, os processos 

não radiativos (setas onduladas), bem como estados de energia dos elétrons.  

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Diagrama de Jablonski, representação esquemática do processos de ativação e 

desativação do estado excitado. As transições envolvendo processos radiativos são 

representadas pelas setas retas. Os processos não radiativos de conversão interna (CI) e 

cruzamento inter-sistema (CIS) são representadas por setas onduladas (VALEUR, 2002, p.35). 

 

A multiplicidade de spin eletrônico do tipo singlete é representada por S e a 

triplete por T.  A numeração (0, 1, 2 ... n) representa os nível de energia eletrônica, 

onde zero é o estado fundamental, 1 é o primeiro estado excitado, e assim por diante. 
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Quando o sítio cromofórico de uma molécula absorve um fóton, elétrons do 

orbital HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) são promovidos para o orbital 

LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), ou seja, os elétrons que ocupam o 

orbital molecular de maior energia, absorvem a energia do fóton sendo promovidos 

para o orbital desocupado de menor energia. Quando a desativação ocorre, o elétron 

retorna ao orbital de origem liberando o excesso de energia de forma radiativa ou 

térmica (não radiativa). O decaimento a partir dos níveis energéticos superiores até o 

primeiro estado excitado (Sn → S1) se dá de forma rápida (~ 10-12 s) e não radiativa, 

num processo chamado conversão interna (CI), no qual a desativação se dá por meio 

de colisões que dispersam a energia através dos movimentos de vibração, rotação e 

translação das moléculas. Na Figura 1, os níveis energéticos vibracionais são 

representados pelas linhas tênues. Uma vez no nível vibracional zero do primeiro 

estado excitado (S1), o elétron permanece por um tempo de vida da ordem de  10-9 s, e 

segue no processo de desativação, que pode continuar por meio de conversão interna, 

ou pela dissipação de energia através de emissão de fluorescência, processo radiativo 

que  leva a molécula a um estado vibracional preferencial, com imediata relaxação 

para o nível vibracional fundamental do estado S0. Todos os processos mencionados 

até aqui, ocorrem sem que haja mudanças de multiplicidade do spin do elétron 

(LAKOWICZ, 2006; VALEUR, 2002). 

Entretanto, além da CI existe um mecanismo que compete com a emissão de 

fluorescência na desativação do estado S1. Este processo consiste na mudança de 

multiplicidade do estado excitado singlete para o estado excitado triplete (S1 → T1) e 

denomina-se cruzamento inter-sistema (CIS), ocorrendo quando existe um nível 

vibracional comum, isto é, de mesma energia, para ambos. Embora seja um processo 

quântico proibido (ocorra com menor probabilidade), a mudança no spin eletrônico 

pode ocorrer se o acoplamento dos momentos magnéticos gerados pelo spin e pela 

órbita do elétron for grande o suficiente para torná-lo possível. A presença de átomos 

de grande volume como bromo e iodo aumenta o acoplamento spin-órbita, 

favorecendo o CIS. 
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O elétron no estado triplete excitado (T1) pode sofrer novo cruzamento inter-

sistema, retornando ao estado singlete em um nível vibracional mais energético que o 

estado fundamental, sofrendo imediata desativação por conversão interna (CI); ou 

ainda, sofrer decaimento por emissão de fosforescência, um processo radiativo, 

porém mais duradouro que a fluorescência. A proibição de spin, válida também para a 

transição no sentido inverso (T → S), explica o maior tempo de vida de fosforescência, 

que varia da ordem de 10-6 até 1 s  (VALEUR, 2002). 

 

1.2 Terapia Fotodinâmica 

 

Os processos fotofísicos vistos na seção anterior, que ocorrem na região do UV-

Vis do espectro eletromagnético, conferem às moléculas que contém sítios 

cromofóricos aquilo que é comumente chamado de cor, por isso, tais compostos são 

popularmente conhecidos como corantes. No entanto, o termo técnico utilizado para 

designar um corante, quando o mesmo é utilizado em aplicações fotodinâmicas, é 

fotossensibilizador (FS).  

A iluminação e, consequente, ativação de um fotossensibilizador (FS) utilizando 

luz de comprimento de onda adequado ao seu intervalo de absorção eletrônica, na 

presença de oxigênio, consiste no princípio fundamental das modalidades clínicas 

conhecidas como terapia fotodinâmica (TFD) e inativação fotodinâmica de 

microorganismos (IFDMO). Ao receber a energia do fóton em comprimento de onda 

λ  espe ífi o, o F“ passa pa a o estado e itado si glete “1), que sofre cruzamento 

inter-sistema chegando ao estado excitado triplete (T1), que é a condição favorável 

para a transferência de energia para as moléculas de oxigênio. Como o oxigênio 

molecular tem, naturalmente, a multiplicidade triplete, a aquisição de energia, a partir 

do FS, fica facilitada, uma vez que a troca de energia entre moléculas triplete-triplete é 

quanticamente permitida. Ao receber a energia proveniente do FS, a molécula de 

oxigênio passa para o estado excitado singlete (S1), espécie altamente reativa que 
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ataca substratos biológicos tais como membranas biológicas, moléculas de DNA, 

proteínas, entre outras. Está serie de interações forma o mecanismo de ação 

fotodinâmica do tipo II. Existe ainda o mecanismo de ação fotodinâmica do tipo I, que 

ocorre concomitantemente ao do tipo II e é caracterizado pela formação das 

ha adas esp ies eativas de o ig io E‘O s , tais como hidróxidos, peróxidos, 

superóxidos e radicais hidroxil que, assim como o oxigênio singlete, tambem reagem 

com os substratos biológicos causando danos em sua estrutura (SIMPLÍCIO, 2002). A 

elucidação e otimização dos processos, bem como o desenvolvimento de novos 

fotossensibilizadores, com características que potencializem a eficácia dos 

tratamentos é o que norteia as atuais pesquisas voltadas para a terapia fotodinâmica. 

 

1.2.1 Perspectiva histórica  

 

Embora a TFD seja considerada uma técnica relativamente nova, existem 

registros de que o seu princípio já era utilizado no Egito antigo, onde pessoas com 

doenças de pele como o vitiligo ingeriam plantas contendo psoralenos e se expunham 

à luz solar. (ROBERTS; CAIRDUFF, 1995; STERNBERG; et al., 1998). Já no século 20, 

Raab (1900) utilizou corantes de acridina e iluminação solar para matar organismos 

unicelulares (gênero Paramecium). Trappeiner (1903) utilizou o corante eosina e 

exposição à luz para o tratamento de câncer de pele. Em 1907, von Tappeiner e  A. 

Jodl aue  i t oduzi a  o te o fotodi i a . E  , F ied i h Me e -Betz 

conduziu o primeiro estudo com terapia fotodinâmica em humanos. Ele utilizou 

hematoporfirina em suas próprias mãos. Mais recentemente, em 1975, Thomas 

Dougherty tratou, com sucesso, o câncer de pele em pacientes humanos. Então, em 

1999, a companhia canadense QLT Inc. conseguiu aprovação para comercializar o 

Photofrin®, sendo o primeiro medicamento autorizado para tratamentos utilizando 

TFD (SIMPLÍCIO, 2002; DOLMANS et al, 2003). Desde então, a terapia fotodinâmica 

(TFD) tem sido usada como modalidade médica para o tratamento de doenças 

caracterizadas pelo crescimento anormal dos tecidos, tais como artrite reumatóide, 
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miopia patológica, degeneração macular da retina, doenças de pele, assim como para 

os diversos tipos de câncer. A TFD também tem sido aplicada na inativação 

fotodinâmica de micro-organismos (IFDMO), combatendo moléstias como infecções 

fúngicas, virais e bacterianas. Embora o foco principal das pesquisas em TFD esteja 

voltado para o tratamento do câncer, a IFDMO tem se mostrado promissora, havendo 

relatos da inativação, até mesmo, do vírus HIV em amostras de plasma sanguíneo. 

(WAINWRIGHT, 1998; STERNBERG et al., 1998; SIMPLÍCIO et al., 2002; DOLMANS et 

al., 2003). 

 

1.2.2   Mecanismos de ação 

 

A degradação de substratos biológicos pela ação do oxigênio pode ocorrer 

através de dois mecanismos principais, ilustrados na Figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática dos principais mecanismos de ação citotóxica presentes 

na terapia fotodinâmica (adaptado de MACHADO, 2000). 

O mecanismo do Tipo I consiste na transferência de elétrons ou a abstração de 

um átomo de hidrogênio entre uma biomolécula (B) e o fotossensibilizador. Essa 

transferência ocorre preferencialmente com o FS no estado excitado, pois a 

sobreposição dos orbitais é mais favorável nestas condições. Dessa forma, a 

biomolécula se torna um íon-radicalar, que tende a reagir com o oxigênio molecular, 
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formando produtos oxidados e espécies reativas de oxigênio (EROs) que, 

naturalmente, atacam tecidos biológicos como a membrana plasmática. (MACHADO, 

2000; SIMPLÍCIO, 2002; DeROSA, 2002). 

O mecanismo do Tipo II, envolve transferência direta de energia do FS no 

estado excitado para a molécula de oxigênio, que passa do seu estado natural triplete 

(3O2) para o estado excitado singlete (1O2), espécie altamente citotóxica, atacando 

membranas e organelas celulares. As lesões oxidativas causadas pelo 1O2 

desencadeiam os processos de necrose ou apoptose dos tecidos alvo. A formação de 

oxigênio singlete tem sido considerada a principal via de ação da TFD. (MACDONALD, 

2001; FOOTE, 1995) 

 

1.2.3 Fotossensibilizadores em TFD 

 

Algumas características são desejáveis para que um corante seja utilizado como 

fotossensibilizador em TFD. Ele deve apresentar, por exemplo, baixa toxicidade no 

escuro, formulação simples e reprodutível, alta estabilidade do formulado, 

seletividade pelo tecido alvo, farmacocinética favorável, baixo custo de obtenção e 

outros fatores que favorecem uma administração facilitada, não dispendiosa e segura 

(ALLISON, 2004). 

Além das características gerais citadas, as propriedades fotofísicas dos FS são de 

particular importância. Destacam-se as seguintes (ALLISON, 2004; SIMPLÍCIO, 2002): 

     Alto rendimento quântico do estado triplete, que leva a um alto rendimento 

quântico de oxigênio singlete; 

    Baixo rendimento quântico de reações de fotobranqueamento, onde a 

estrutura do corante se modifica, resultando na perda dos sítios cromofóricos. 

    Alto coeficiente de absortividade molar em comprimentos de onda situados 

no intervalo de 600-800 nm, faixa do espectro eletromagnético conhecida como janela 

fotodinâmica ou janela fototerapêutica.  
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Se o FS tiver sua banda de absorção eletrônica situada dentro da janela 

fototerapêutica o processo de iluminação torna-se otimizado, pois a luz nesse 

intervalo de comprimentos de onda tem maior penetração nos tecidos, conforme 

pode ser observado na Figura 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3: Profundidade de penetração da luz na pele em função do comprimento de onda 

(adaptado de www.stelisi.co.nz). 

  

Além disso, a localização do fotossenssibilizador é de particular importância, 

pois tanto as EROs como o  1O2 possue  te pos de vida τ  u tos e alta eatividade, 

dependentes do meio em que se encontra. Por isso, se o FS estiver alocado longe do 

tecido alvo, as espécies geradas podem ter seus estados excitados desativados antes 

de atingirem o tecido alvo, ou simplesmente reagir com outro substrato biológico 

presente no sistema. Por outro lado, estes mesmos fatores conferem à TFD uma 

vantagem sobre os tratamentos convencionais, que é alta seletividade dos tecidos a 

serem tratados, pois os processos se desencadeiam especificamente sobre o tecido 

iluminado (ZHU; FINLAY, 2006). 

Uma elevada partição do fotossensibilizador para os tecidos alvos, ocorre em 

função do grau de lipofilicidade do mesmo, possibilitando que ele se aloque em 

diferentes regiões da membrana plasmática, ou a atravesse, chegando a organelas 

internas como os lisossomos e mitocôndria (GABRIELLI, 2004). Em micro-organismos, o 

500          550             600        650  700              750        1000 
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ataque pode ser direcionado às membranas das organelas internas, de acordo com as 

características de hidrofobilicidade e carga elétrica de cada FS (DEMIDOVA, 2004; 

PERUSSI, 2007). 

 

1.2.4 Oxigênio singlete 
 

Oxigênio singlete ou singleto (1O2), são denominações dadas aos estados 

eletrônicos excitados do oxigênio molecular (3O2). Quando no estado fundamental, o 

oxigênio molecular possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais antiligantes de 

es a e e gia, π*x e π*y. O estado de mais baixa energia, é atingido quando os dois 

elétrons possuem o mesmo spin. Por isso o estado fundamental do oxigênio molecular 

é um triplete (notação espectroscópica 3Σg). Quando todos os seus elétrons de valência 

estão emparelhados, diz-se que o oxigênio está num estado excitado triplete. A 

configuração triplete, bem como as três configurações singlete possíveis são 

apresentadas na tabela 1, com suas respectivas energias (MACHADO, 2000).  

 

Tabela 1: Distribuição eletrônica nos orbitais moleculares antiligantes para os estados 

eletrônicos do oxigênio. 

Estado Orbital molecular anti-ligante Energia#, kJ mol-1 

3g 

1x 

1y 

1g 

[  ]*
x [  ]*

y 

[]*
x [     ]

*
y 

[     ]*
x []*

y 

[   ]*
x [  ]*

y 

0 

92,4 

92,4 

159,6 

# Relativa ao estado fundamental 

Como pode-se observar na tabela 1, o oxigênio singlete possui duas formas com 

simetrias distintas. O primeiro estado excitado, duplamente degenerado (1g ≈ 1x = 

1y = 92,4 kJ mol-1) e o segundo, com a mesma simetria do estado fundamental, porém  

com os spins paralelos e energia mais alta (1g
 , 159,6 kJ mol-1). Esse segundo estado 

excitado possui o tempo de vida muito curto (10-11 s), decaindo rapidamente para 1g, 

uma vez que essa transição é permitida por spin (FOOTE, 1995; MACHADO,2000). Já o 
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decaimento do primeiro estado excitado (1g) para o estado fundamental (3g) é 

proibida por spin, conferindo as espécies 1g um tempo de vida relativamente maior 

(10-6 s), o que permite a reação com moléculas orgânicas, especialmente aquelas com 

elevada densidade eletrônica (DeROSA, 2002; MACHADO, 2000). 

Tanto em TFD quanto na IFDMO, o oxigênio singlete é apontado como a 

principal espécie que desencadeia os processos de necrose e apoptose dos tecidos, 

pois os produtos de degradação gerados são característicos da reação com o mesmo 

(KORYTOWSKI,1992; GEIGER, 1995). Entretanto, além de curto, o tempo de vida (τ) do 

oxigênio singlete é altamente depe de te do eio. E  gua, po  e e plo, o τ fi a e  

torno de 4 µs, chegando 70 µs em água deuterada e 250 µs em clorofómio 

(MACHADO, 2000). Então, considerando o coeficiente difusional do oxigênio em meio 

aquoso, seu raio efetivo de ação fica limitado a distâncias menores que 20 nm. No 

citoplasma os valo es de τ  s o i fe io es a ,  µs, indicando rápida oxidação das 

insaturações presentes nas biomoléculas do meio intracelular (OCHSNER, 1997, 

CAETANO, 2007). 

Portanto, enfatiza-se a localização do fotossensibilizador junto às organelas 

celulares (principalmente em nível de membranas)  como um fator preponderante 

para eficiência clínica da terapia fotodinâmica (MACHADO, 2000; DOUGTHERTY, 1998).  

Um dos métodos diretos para se estudar as cinéticas de reação, bem como o 

tempo de vida do 1O2 é a medida resolvida no tempo de sua fosforescência na região 

do infravermelho (1270 nm). Mesmo com o baixo rendimento quântico de 

fosforescência na maioria dos solventes, o desenvolvimento de detectores de alta 

sensibilidade baseados em fotodiodos de germânio tornou possível a medida do 

decaimento da luminescência do 1O2 , possibilitando assim a determinação do seu 

tempo de vida. Embora esse tipo de medida se torne cara, devido ao alto nível de 

sofisticação do aparato instrumental, é possível avaliar com precisão o decaimento 

fosforecente do 1O2 em escalas de tempo da ordem de 1 ns (WILKINSON, 1993; Idem, 

1995).    

 



31 

1.3   Inativação Fotodinâmica de Microorganismos (IFDMO) 

 

Os princípios da terapia fotodinâmica (TFD), utilizados no combate a tecidos 

indesejáveis ou que apresentem um crescimento desordenado (tumores) são também 

aplicados na inativação ou na destruição de microorganismos como bactérias, vírus, 

fungos e leveduras (PERUSSI, 2007). Embora se faça a distinção terminológica, a 

inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) também se utiliza da excitação 

de um FS com luz visível, em um comprimento de onda favorável à absorção de 

fótons, visando a ocorrência dos fenômenos fotofísicos que levam a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e principalmente das reações providas pelo 

oxigênio singlete. Portanto, a diferença entre as técnicas está relacionada, 

principalmente, no que diz respeito ao tecido alvo, que na TFD são células indesejáveis 

do próprio organismo do paciente, enquanto na IFDMO são microorganismos 

causadores de patologias. Muitos trabalhos não fazem distinção entre as técnicas e se 

referem à IFDMO como TFD aplicada a infecções localizadas (DAI, 2009; RIORDAN, 

2005).  

 As próprias origens das aplicações fotodinâmicas estão ligadas a inativação de 

microorganismos; mas o surgimento dos antibióticos como a penicilina fez com que o 

interesse pela TFD em aplicações antimicrobianas fosse reduzido (DOLMANS, 2003). 

Entretanto, a rápida adaptação/mutação dos microorganismos acabou resultando no 

surgimento de linhagens resistentes aos fármacos, que causa um grande número de 

casos de infecções hospitalares que não podem ser combatidas com antibióticos. 

Neste cenário a IFDMO volta a figurar como alternativa viável no combate a 

microorganismos, pois o ataque via 1O2 alcança mesmo as linhagens mais resistentes e 

torna improvável o surgimento de resistência nas cepas tradicionais, uma vez que a 

funcionalidade do FS é física e não bioquímica (PERUSSI, 2007). A seletividade da 

técnica fotodinâmica também ajuda a conservar a flora de microorganismos 

probióticos (amigáveis) (WAINWRIGHT, 1998). A literatura reporta o uso da IFDMO na 

esterilização de bolsas de sangue, na odontologia contra infecções periodontais, 

tratamentos de água, controle bacteriano em alimentos, tratamento de lesões 
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superficiais contaminadas com bactérias gram (+) e gram (-), assim como infecções em 

cavidades do corpo que geralmente respondem mal a ação de antibióticos 

administrados de forma sistêmica, tais como infecções no trato urinário, otite média e 

doenças periodontais (PERUSSI, 2007). 

O principal sítio alvo da ação fotodinâmica contra microorganismos é sua 

parede celular, que uma vez danificada causa a exposição do DNA (SCHAFER, 2000). 

Com poucas exceções as bactérias tem uma membrana celular fosfolipídica, revestida 

por uma camada de peptídeoglicano que contribui para a rigidez mecânica da parede 

celular como um todo (Figura 4). Todas as bactérias gram-negativas possuem uma 

camada adicional na estrutura de sua parede celular, situada fora do peptídeoglicano 

formando uma estrutura compostas de três camadas (DAI, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da parede celular de bactérias Gram-positiva (+), Gram-

negativa (-) e fungo (Adaptado de DAI, 2009). 

 
A membrana externa é uma organela de proteção para o micro-organismo. No 

caso específico da IFDMO ela serve de barreira física, impedindo a passagem do FS ou 

servindo como escudo contra o ataque do 1O2. As porinas, estruturas que compõem a 

membrana, formam canais hidratados que permitem a difusão de nutrientes e outros 

solutos hidrofílicos, mas barram compostos hidrofóbicos e moléculas grandes, que são 

características comuns dos FS. Dessa forma, a busca de meios que possam 

desestabilizar a membrana externa tornando-a permeável o bastante para que os FS 
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alcancem a membrana plasmática é uma questão chave para a inativação 

fotodinâmica de bactérias gram-negativas (MALIK, 1990). A literatura reporta a 

existência – tanto em bactérias gram-positiva, quanto gram-negativa – de sítios 

específicos para a ligação de moléculas catiônicas, o que favoreceria a eficiência de FS 

com carga positiva em comparação aos FS de molécula neutra e aniônica 

(WAINWRIGHT, 2003). Além disso, existe o interesse da aplicação da IFDMO contra 

fungos e leveduras. O estudo dessa classe de microorganismos objetiva tanto a 

aplicação clinica direta, no tratamento de moléstias oriundas das infecções fúngicas, 

quanto a utilização dos mesmos como sistema modelo para se avaliar os danos 

induzidos por procedimentos fotodinâmicos em células eucarióticas superiores 

(LAMBRECHTS, 2005; LYON, 2010). 

 

1.4  Corantes xantênicos como fotossensibilizadores 

 
Os xantenos são compostos cíclicos que apresentam três anéis aromáticos em 

arranjo linear, apresentando um átomo de oxigênio no anel central (Figura 5). A 

Fluoresceína, Eosina Y, Eritrosina B e a Rosa de Bengala B, são alguns exemplos desta 

classe de corantes (PERUSSI, 2007). Os corantes xantênicos halogenados absorvem luz 

visível num comprimento de onda máximo entre 480 - 550 nm (NECKERS, 1989; 

PELLOSI, 2012), ou seja, fora da denominada janela fototerapêutica em TFD (região 

entre 600 - 800 nm). Mesmo assim, eles apresentam propriedades interessantes e têm 

sido utilizados em TFD aplicada na superfície corpórea, contra tumores que possam 

ser iluminados através de sondas introduzidas nas cavidades corpóreas, em aplicações 

odontológicas e também na inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) 

(WACHTER, 2003; DEMIDOVA, 2004; WOOD, 2006; PERUSSI, 2007, GARG, 2012). 
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Figura 5: Representação esquemática genérica para alguns corantes Xantênicos. No destaque, 

estrutura do anel xantênico. 

 
Por exemplo, a fluoresceína é o composto xantênico com estrutura molecular 

mais simples, servindo como estrutura básica para outros corantes da mesma classe. 

Em meio aquoso com pH fisiológico a fluoresceína, como os demais xantenos, se 

encontra na forma dianiônica (pKa1 = 2,5 e pKa2 = 6,2; BATISTELA, 2011), apresentando 

elevado valor de rendimento quântico de fluorescência (ΦF = 0,93) sendo assim, o 

composto mais comumente utilizado como sonda de fluorescência (SJÖBACK et al., 

1995). Devido a essas propriedades, a fluoresceína tem sido utilizada em pesquisas 

científicas, indústria e, com destaque, na medicina como contraste no diagnostico de 

doenças oculares através do exame de angiografia, por se acumular facilmente na 

retina e outros pontos do sistema vascular do olho (ETER, 2003; KANG, 2004; MAIA, 

2005). 

Embora o uso da fluoresceína em medicamentos comerciais represente uma 

vantagem, seu elevado rendimento quântico de fluorescência não favorece a 

formação de oxigênio singlete, pois o processo de formação do mesmo exige que a 

molécula do corante, uma vez no estado excitado, sofra cruzamento inter-sistema 

para o estado triplete, ao invés de emitir radiação de fluorescência. Nesse sentido, os 

derivados halogenados da fluoresceína apresentam maior potencial para serem 

usados como FS, pois apresentam um maior rendimento quântico do estado triplete 

(VALDES; NECKERS, 1989). Mesmo assim, o estudo da estrutura da fluoresceína ainda 

contribui para a elucidação de muitas questões relativas à classe dos corantes 

Corante X Y 

Fluoresceína H H 

Eosina Y  Br H 

Eritrosina B I H 

Rosa de Bengala B I Cl 

O

X X

X X

O O-

Y

Y

Y

Y

COOH
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xantênicos (BATISTELA, 2010). Um ponto fundamental é a disposição espacial das duas 

partes da molécula. O anel xantênico – planar – se encontra rotacionado a um ângulo 

de aproximadamente 90° em relação ao anel benzóico (YAMAGUCHI et al., 1997). 

Devido a essa geometria quase perpendicular entre os dois planos, os orbitais 

moleculares têm pouca sobreposição, de forma que não existe efeito de conjugação 

entre as duas partes (SONG, 2000; ZHANG, 2010). Como as características fotofísicas 

dessa classe de corantes se deve aos sítios cromofóricos situados na porção xantênica 

da molécula, modificações na região do anel benzóico não afetariam propriedades 

importantes como o rendimento quântico de 1O2 (AMAT-GUERRI, 1990; MIURA, 2003). 

No entanto, essas mesmas propriedades são extremamente dependentes da 

estrutura e forma protolítica da molécula. A literatura reporta (MCHEDLOV-

PETROSSYAN, 1994; BATISTELA, 2010) quatro formas protolíticas possíveis para os 

xantenos, dependendo do pH e do solvente, sendo as formas: catiônica, neutra, 

monoaniônica e dianiônica. Entretanto, a molécula também apresenta equilíbrios 

tautoméricos conforme ilustrado na Figura 6. As formas catiônica e dianiônica não 

apresentam equilíbrios tautoméricos (MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1994). Já para a 

forma neutra (NE) os tautômeros propostos são lactona (NEL), quinoide (NEQ) e 

zwiteriônica (NEZ). Esta hipótese está baseada em estudos das estruturas cristalinas da 

fluoresceína (ANTHONI, 1995). A forma NEZ é somente proposta para o estado sólido, 

mediante o estudo comparativo dos espectros de infravermelho, que apontam 

semelhanças com a estrutura cristalina de sais de pirílio, sendo sua existência pouco 

provável em solução (Idem; MARKUSZEWSKI; DIEHL, 1980). As estruturas NEQ e NEL 

podem ser encontradas em solução, porém a NEQ é favorecida em ambientes polares 

como, por exemplo, soluções aquosas. Já a NEL passa a ser favorecida com a 

diminuição da polaridade do solvente, chegando a representar 100% das formas 

tautoméricas no equilíbrio em ambientes apróticos e de baixa polaridade. Com a 

formação da ligação lactona a ressonância do anel xantênico é quebrada devido à 

hibridização sp3 do carbono de ligação entre os anéis xantênico e benzênico, tornando 

a solução incolor (MCHEDLOV-PETROSSYAN e MAYORGA, 1992; SAIMOILOV, 2000). 
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Figura 6: Estruturas protolíticas e tautoméricas propostas para a Rosa de Bengala. NE 

(neutra), MA (monoaniônica) e DA (dianionica) (MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1994). 
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Para a forma monoaniônica, por sua vez, são apresentados dois tautômeros 

possíveis: monoaniônica carboxilato (MAC) e monoaniônica fenolato (MAF). Sabe-se 

que em água, os ácidos benzoicos são mais ácidos que fenóis (CRC Handbook of 

Physics and Chemistry, 2005), assim espera-se que a forma MAC seja favorecida neste 

meio (MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1992; MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1994). Estudos de 

modelagem molecular com a fluoresceína confirmam que a forma MAC realmente 

prevalece em meio aquoso, provavelmente devido à interferência da nuvem de 

elétrons do anel xantênico sobre a densidade eletrônica do grupo carboxilato, 

tornando-o mais ácido que o grupo fenol, neste ambiente (BATISTELA, 2010).  

 

1.4.1 Rosa de Bengala B 

 

Os fotossensibilizadores avaliados nesse estudo são xantenos derivados ésteres 

do composto 2,4,5,7- tetraiodo- , , , -tetraclorofluoresceína ou  Rosa de Bengala B 

(RBB) como é conhecido comercialmente. Como se pode observar na Figura 7, a RBB 

possui quatro átomos de iodo substituídos diretamente na estrutura xantênica e 

quatro átomos de cloro ligados ao anel benzóico. O composto foi sintetizado 

originalmente por Gnem para ser usado como corante de tecido em Bengala, na Índia. 

Historicamente, seu nome também é ligado com a tradição hindu das mulheres 

casadas usarem um ponto vermelho na testa para se diferenciarem das solteiras 

(NECKERS, 1989). O composto sólido apresenta coloração rosa-púrpura e, dentre 

outras aplicações comerciais, tem sido utilizado na formulação de colírios, com o 

objetivo de fazer a marcação de lesões oculares (WILSON; RONCADA, 1985; GOTO, 

2002).  A literatura também reporta o uso do corante na inativação de micro-

organismos em diversos contextos (SCHAFER, 2000; TSAI, 2009), inclusive no combate 

à placa bacteriana dental (SHRESTHA, 2012). 

Comercialmente, a RBB é encontrada como sal dissódico e apresenta 

propriedades interessantes para o uso como fotossensibilizador tais como: elevado 

coeficiente de absortividade molar, elevado rendimento quântico do estado triplete, 
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elevado rendimento na supressão do estado triplete  pelo oxigênio molecular. Isto faz 

da RBB o corante com o maior rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) 

dentre os xantenos tradicionais: 0,75 em água e 0,86 em etanol, desde que em 

concentrações menores que 10-5 mol L-1, a partir da qual começa a sofrer efeitos de 

auto-agregação (VALDES-AGUILERA; NECKERS, 1988). Além disso, apresenta baixa taxa 

de foto-branqueamento (degradação na presença de luz) em solventes polares 

próticos (NECKERS, 1989). 

Contudo, a molécula apresenta um caráter hidrofílico alto, o que diminui 

consideravelmente a sua interação com membranas biológicas, que devido a sua 

natureza lipídica tem maior afinidade com compostos mais hidrofóbicos, salvo os 

efeitos de carga em fosfolipídios aniônicos, onde as forças eletrostáticas modulam a 

interação droga-membrana (HAAS, 2001 ).  

A hipótese trabalhada neste estudo foi a modificação estrutural da RBB com o 

objetivo de torna-la mais hidrofóbica. Esta modificação foi feita especificamente sobre 

o anel benzóico pois, como visto anteriormente, as propriedades fotofísicas desta 

classe de corantes são inerentes à estrutura xantênica, sendo o sítio cromofórico 

quase independente do restante da molécula.  

 

    

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 7: Representação esquemática da estrutura molecular dos corantes xantênicos: Rosa 

de Bengala (RBB), RBB Metil éster (RBBMET), RBB Butil éster (RBBBUT) e RBB Decil éster 

(RBBDEC). 
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1.5    Sistemas micelares como modelo de membranas biológicas 

 

A eficiência clínica de um FS e o decorrente sucesso da TFD é um processo 

complexo e depende de vários fatores. O ambiente em que o FS está alocado, por 

exemplo, interfere diretamente em suas propriedades físico-químicas e fotofísicas. 

Uma vez que a estrutura química de um composto determina sua interação com o 

micro ambiente em que está inserido, é importante conhecer o comportamento do FS 

em sistemas biológicos vivos para se certificar se ocorre a manutenção de suas 

propriedades medidas in vitro (STYLISS; KAYE, 2006).  Assim, a incorporação do FS no 

tecido alvo e o seu comportamento foto-físico nesse meio passam a ser questões 

primordiais.  

Tanto em microorganismos como em tecidos eucariontes doentes, os alvos da 

ação fotodinâmica são as membranas celulares, tanto a membrana plasmática, como 

as membranas das organelas internas responsáveis pelas funções morfológicas, 

bioquímicas e energéticas da célula. Se essas funções forem comprometidas pode-se 

desencadear a sua apoptose, processo não inflamatório que elimina a célula doente. 

(PLAETZER, 2003; DEMIDOVA, 2004). Dessa forma, avaliar a interação do FS com as 

membranas torna-se fundamental. Entretanto, a membrana celular (Figura 8) é um 

ambiente extremamente complexo, de difícil avaliação e que requer um estudo 

substancial em diferentes níveis, principalmente no que se refere aos processos que 

ocorrem em nível de interface das membranas biológicas. O uso de sistemas modelo, 

que mimetizem as biomembranas, surge como alternativa viável para essa questão 

(FENDLER, 1982; SCRIMIN, 1999). 

Uma maneira simplificada de fazer previsões sobre a interação do FS com as 

membranas é a medida do seu coeficiente de partição (Kp), usualmente entre as fases 

líquidas de um sistema bifásico constituído por água e um solvente orgânico 

lipossolúvel, a fim de se obter o balanço hidrofílico/lipofílico da molécula (SMITH, 

2012). 
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Figura 8: (1) Representação esquemática da secção transversal da membrana biológica com 

seus principais constituintes; (2) Vista em corte de duas estruturas formadas por fosfolipídios 

auto-associados; (3) Representação esquemática de surfactante e micela. 

Embora seja obtido através de um ensaio relativamente simples, o coeficiente 

de partição é útil para se estimar propriedades importantes para o desenvolvimento 

farmacológico de novas drogas, tais como bioacessibilidade, transporte passivo, assim 

como o grau de afinidade e de permeação do fármaco na membrana; sendo todos 

esses fatores de grande interesse para o tratamento de câncer via TFD (DI, 2009; 

BLOKHINA, 2013). A literatura reporta com bastante frequência a utilização do sistema 

água/1-octanol para estudos de coeficiente de partição pois a interface entre as  fases 

é bem definida, servindo de modelo para a estimativa da distribuição de compostos na 

fronteira entre ambientes hidrofílico e lipofílico (RIM, 1986; POOLE, 2003; 

WAINWRIGHT , 2003).  

Por outro lado, micelas e lipossomos (Figura 8) são estruturas anfifílicas 

compostas de uma região hidrofóbica e outra hidrofílica. Em meio aquoso, no caso das 

micelas, a porção hidrofóbica fica voltada para dentro, formando um núcleo ou core 

lipofílico. Os lipossomos, por sua vez, são formados por uma bicamada, com outra 

região hidrofílica no núcleo mais interno, simulando com um bom nível de correlação 

a estrutura básica interfacial de uma membrana plasmática (LOH, 2002). As micelas 
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Bicamada 
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são estruturas auto-agregadas formadas pela junção dos monômeros de um 

surfactante (molécula anfifílica), tendo ampla aplicação nas áreas da química, 

agroquímica, alimentos, cosméticos, etc. Os surfactantes são compostos constituídos 

por uma cabeça polar ou iônica ligada a uma cadeia alquílica que forma uma cauda 

apolar (FENDLER, 1982). Em fase aquosa, a auto-estruturação, bem como a 

manutenção da estrutura micelar depende, além das características estruturais, 

também de um valor mínimo de concentração, denominado concentração micelar 

crítica (CMC) (BAGHA, 2013).  

Surfactantes de baixa massa molecular (SBMM), com massa molar 

normalmente menor que 100 g/mol, têm sua CMC no intervalo de 10-3 a  10-4  Mol L-1 , 

com valores variando em função das condições de contorno como força iônica, 

temperatura, presença de substratos de nucleação, entre outros (KNOW, 2005;  

DANOV, 2013).  O tipo de micela é determinado em função da polaridade do meio; 

assim, se o meio é polar haverá formação de micelas ordinárias e se o meio é apolar 

haverá a formação de micelas reversas (KLYACHKO; LEVASHOV, 2003; USKOKOVIC, 

2007). 

Os surfactantes podem ser classificados de acordo com seu estado de carga ou 

grupo cabeça polar, podendo ser aniônicos, catiônicos, zwiteriônicos e não iônicos.  

Assim, interações específicas resultantes da presença de cargas elétricas formais ou 

dipolos permanentes na molécula do FS podem ser avaliados pela utilização de 

micelas iônicas (KNOW, 2005; PREVIDELLO, 2006; SUCHETTI, 2007). Dessa forma, esses 

sistemas coloidais simplificados, formados por micelas com um core hidrofóbico em 

meio aquoso (microfase), fornecem um ambiente biomimético razoável para o estudo 

de interações específicas, bem como a penetração e localização do FS no meio 

intracelular, pois, apesar da relativa simplicidade, simulam a interface de uma 

biomembrana (FENDLER, 1982; SUCHETTI, 2007; AYDIN, 2009). Os surfactantes iônicos 

utilizados neste trabalho foram o dodecil sulfato de sódio (SDS – aniônico) e o 

brometo de cetil trimetilamônio (CTAB – catiônico). Suas estruturas são ilustradas na 

Figura 9. 
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Figura 9: Estrutura dos surfactantes aniônico SDS e catiônico CTAB e representação da secção 

transversal de suas respectivas micelas. 

 

Por exemplo, por meio da técnica de supressão de fluorescência é possível 

avaliar a profundidade relativa de alocação do FS na micela. Usa-se um composto 

supressor solúvel em água, capaz de desativar o estado excitado, diminuindo a 

emissão de luz. Por ser hidrofílico, o supressor tem sua penetração reduzida depois 

das primeiras unidades metilênicas da cadeia alquílica (FUJIMOTO, 2012), e sua 

acessibilidade ao FS é utilizada como parâmetro para se avaliar a profundidade do 

mesmo na micela (BLATT, 1985; FERNANDES, 2002; LAKOWICZ, 2006). Medidas de 

anisotropia de fluorescência são complementares aos estudos de supressão, pois 

permitem acompanhar a mudança de ambiente do FS em função da variação da 

microviscosidade local. Este parâmetro influi na restrição de mobilidade rotacional do 

FS, durante a emissão polarizada de luz. Sendo o interior da micela um meio mais 

rígido (viscoso), a liberdade rotacional da molécula de FS fica menor que em meio 

aquoso (RUIZ, 2000; GOEL, 2010). 
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1.5.1 Micelas na formulação de fármacos  

 

A solubilidade, que está intimamente ligada ao caráter hidrofílico/lipofílico das 

moléculas, é uma propriedade desafiadora para a farmacologia em geral e mais ainda 

quando se trata de fármacos a serem aplicados em TFD (DI, 2009). Isso por que, como 

já visto, a atividade fotofísica do FS requer que ele se encontre na forma desagregada, 

sob pena de prejuízo no valor de rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ
1O2) 

(CHEN, 1998). 

Como os fluidos biológicos são polares (aquosos), a primeira impressão é que 

um FS de caráter hidrofílico seria mais promissor. Entretanto, uma boa circulação na 

corrente sanguínea não é garantia de que o FS será entregue no tecido alvo; pelo 

contrário, devido à natureza hidrofóbica das membranas celulares é mais provável que 

um composto hidrofílico não apresente uma interação satisfatória. Por outro lado um 

FS lipofílico, que tende a interagir bem com as biomembranas, sofreriam acentuada 

autoagregação no ambiente do plasma sanguíneo. Dado a essas particularidades o 

biotransporte e entrega do fármaco no tecido alvo torna-se um desafio em particular 

em TFD (KABANOV, 2002).  

Estudos apontam para alto potencial das micelas, utilizadas como sistemas 

solubilizadores de fármacos. Entretanto, micelas formadas a partir de surfactantes de 

baixa massa molecular (SBMM) não permaneceriam estáveis na corrente sanguínea, 

visto que a concentração limite para a toxicidade em plasma sanguíneo está abaixo da 

sua CMC. Ou seja, em concentrações consideradas não tóxicas as micelas se desfariam 

expondo o FS ao ambiente aquoso (KNOW, 2005; PELLOSI, 2012). Como alternativa a 

esse infortúnio, muitos estudos têm sido desenvolvidos utilizando, por exemplo, os 

surfactantes poliméricos ou copoliméricos. Especial interesse tem sido dado à família 

de surfactantes pluronics® (ou Poloxâmeros) (BATRAKOVA, 2008). Os unímeros do 

copolímero (Figura 10) consistem em moléculas tribloco de unidades repetidas de 

oxietileno (PEO - hidrofílica) e oxipropileno (PPO - hidrofóbica) com a seguinte 

configuração: (PEO)X(PPO)Y(PEO)X. Esse grupo de polímeros é não tóxico, 
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biocompatível e possui sítios de ligação adequados para a solubilização de drogas 

hidrofóbicas (RIJCKEN, 2007; TSAI, 2009; DING, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: (A) Estrutura geral do monômero de um copolímero da classe dos Plurônicos®. 

Para P-123; x=z=20 e y=70. (B) Representação esquemática de uma micela polimérica em 

meio aquoso. 

Além disso, copolímeros tribloco possuem baixos valores de CMC (10-6 – 10-7 

Mol L-1) e as micelas formadas tem alta estabilidade termodinâmica e cinética, o que 

garante uma desestruturação lenta para unímeros, quando as mesmas são expostas a 

um ambiente onde a concentração esteja abaixo da CMC. Outro fator a ser 

considerado para os estudos com surfactantes poliméricos é a temperatura, pois o 

processo de micelização somente irá ocorrer acima de uma determinada temperatura 

denominada temperatura micelar crítica (TMC), que, por sua vez, é função da 

concentração do surfactante. Além disso, há evidências que aumentos na temperatura 

causem também um acréscimo no número de agregação (Nag) dos copolímeros 

(ALEXANDRIDIS, 1994). Por isso é importante que o copolímero utilizado apresente 

TMC compatível com as condições necessárias para a aplicação que se objetiva 

(BOHORQUEZ, 1999; BAKSHI, 2006).  

Por possuírem características favoráveis, os copolímeros tribloco da classe dos 

Plurônicos® são potencialmente úteis para utilização em sistemas de entrega e 

liberação controlada de fármacos (YOKOHAMA, 2005; KNOW, 2005; LOH, 2002; 
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KABANOV, 2002). O Plurônico® P-123, por exemplo, tem em solução aquosa de 

concentração de 1% m/v, TMC = 16°C (ALEXANDRIDIS, 1994), não oferecendo nenhum 

problema de desestabilização da micela (se [P-123]>1% m/v ) na utilização do mesmo 

no biotransporte de fármacos em seres humanos (temperatura corporal ~ 37°C). 

Adicionalmente, o P-123 (MM = 5,750 g mol-1) apresenta baixa CMC: 9,0x10-5 mol L-1 

em água a 30 oC (ALEXANDRIDIS, 1994). As micelas formadas por copolímeros (Figura 

10) são constituídas de uma corona hidrofílica, responsável pela estabilização da 

mesma em meio aquoso via ligação de hidrogênio, o que evita o seu reconhecimento, 

in vivo, pelo sistema retículo endotelial, permitindo um maior tempo de circulação na 

corrente sanguínea (SUN, 2011). O core hidrofóbico, por sua vez, é responsável pelo 

armazenamento do fármaco, por meio de interações hidrofóbicas ou ligação covalente 

nas unidades PO (KEDAR, 2010). 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

Geral: 

 Investigar as propriedades físico-químicas do corante Rosa de Bengala e 

de seus derivados ésteres em meio micelar, objetivando a compreensão das 

propriedades de interação FS-surfactantes para o desenvolvimento racional de 

formulações contendo possíveis candidatos a fármacos para a TFD e IFDMO. 

 

Específicos: 

 Sintetizar derivados ésteres lipofílicos da RBB, de forma que sua 

afinidade pelos sistemas modelo de biomembrana seja aumentada, sem 

prejuízo de suas características fotofísicas originais.  
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 Avaliar a modulação das características biofísicas dos FS sintetizados 

através da:  

 Determinação dos valores de pKa dos grupos ionizáveis das 

moléculas em meio homogêneo (aquoso) e micro-heterogêneo (aquoso-

micelar), utilizando espectroscopia de absorção eletrônica e emissão de 

fluorescência, com análise dos resultados através de métodos 

quimiométricos. 

 Avaliação do balanço hidrofílico/hidrofóbico dos FS através de 

medidas de coeficiente de partição (Kp) dos mesmos no sistema bifásico 

1-octanol/água. 

 Estudar, também, o grau de interação dos FS com as micelas, via 

isotermas de adsorção, e estimar suas respectivas constantes de ligação 

(Kb). 

 Estimar a provável localização dos FS nas micelas através de estudos de 

supressão de fluorescência, via constantes de Stern-Volmer (KSV). 

 Determinar os parâmetros fotofísicos rendimento quântico de 

fluorescência e rendimento quântico de oxigênio singlete das moléculas em 

todos os meios avaliados. 

 Avaliar os efeitos fotodinâmicos dos FS sobre microorganismos. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL  

3.1 Materiais e equipamentos 

O corante Rosa de Bengala B foi obtido comercialmente (RBB, Neon), e 

submetido à purificação por recristalização em acetato de Etila (AMAT-GUERRI, 1990). 

Os reagentes: Iodeto de metila, Brometo de Butila e Brometo de Decila, utilizados para 

reação de esterificação da RBB foram adquiridos da Sigma-Aldrich.  

Os Surfactantes SDS, CTAB and P-123 (Sigma-Aldrich) foram secos, em 

dessecador a vácuo, durante 24 h antes da pesagem para preparo das soluções. As 

Soluções estoque dos xantenos (~1x10-3 mol L-1) foram preparadas em DMSO e 

padronizados por espectrofotometria de UV-Vis. Todos os solventes utilizados eram de 

grau analítico e foram usados sem purificação adicional. A água utilizada foi 

bidestilada. 

Exceto para os experimentos de determinação das constantes de ligação (Kb), os 

demais ensaios em sistemas coloidais foram realizados com a concentração dos 

surfactantes fixada em um valor acima dos valores de CMC e TMC (P-123), de forma a 

garantir a existência de micelas numa razão micela/corante maior que 1. As 

concentrações utilizadas foram: SDS 5,0x10-3 mol L-1 (CMC = 1,1x10-3 mol L-1), CTAB = 

4,0x10-3 mol L-1 (CMC = 1,9x10-4 mol L-1) (PELLOSI, 2011) e P-123 1,7x10-3 mol L-1 (CMC 

= 0,9x10-6 mol L-1 e TMC= 16 °C, em [P-123] = 1% m/v) (ALEXANDRIDIS, 1994). 

Os estudos para avaliação das propriedades fotofísicas foram realizados através 

de espectroscopia óptica: absorção eletrônica UV-Vis e técnicas de luminescência 

(fluorescência e fosforescência). As medidas de absorção eletrônica UV-Vis foram 

realizadas em um espectrofotômetro Beckman Colter DU-800 e as de emissão de 

fluorescência, anisotropia de fluorescência e de espalhamento de luz ressonante (RLS), 

em um espectrofluorímetro Varian Cary-Eclipse. Todas as medidas foram realizadas a 

30°C, em solução aquosa com o pH = 7,25 controlado por tampão (Mcllvaine, 

[Na2HPO4] = [ácido cítrico] = 7,5x10-3 mol L-1) e controle da força iônica pela adição de 

NaCl (0,10 mol L-1). Para os experimentos de absorção eletrônica, a concentração dos 
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corantes foi 5,0x10-6 mol L-1 e para as medidas de fluorescência 5,0x10-7 mol L-1 

(absorbâncias menores do que 0,05 para minimizar efeitos de filtro interno) 

(LAKOWICZ, 2006). 

Para avaliar a atividade foto-microbiológica, utilizou-se cepas da bactéria 

Staphylococcus aureus (ATCC 90028). Os materiais utilizados para a preparação e 

padronização das amostras biológicas foram meio TSA (trypticase soy agar), Caldo TSB 

(Tryptic soy broth), solução fisiológica peptonada (0,1%) e tampão fosfato salino 

(TFS)([fosfato]= 10,0x10-3 mol L-1). 

 

3.2   Métodos 

3.2.1  Síntese dos derivados éster da Rosa de Bengala 
 

A obtenção dos derivados ésteres da RBB com cadeias alquílicas de 1, 4 e 10 

carbonos foi feita de acordo com metodologia descrita na literatura (AMAT-GUERRI, 

1990). As estruturas dos derivados foram caracterizadas por RMN-H1 (300 MHz) e 

RMN-C13 (75 MHz), utilizando técnicas de uma dimensão (H simples, C desacoplado e 

DEPT – 90 e 135) e duas dimensões (COSY e HSQC). As amostras para análise foram 

preparadas com 20 mg do respectivo composto diluído em 0,75 mL de DMSO-d6 

(Merck). Os espectros foram obtidos num espectrômetro Varian, modelo Mercury plus 

BB, 300 MHz (H) e 75 MHz (C), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referência 

interna.  

- Síntese da Rosa de Bengala Metil Éster (RBBMET):  

 

Uma massa de 0,500 g da RBB (0,491 mmol) foi solubilizada em uma mistura de 

10 mL de acetona (Merck) e 5 mL de dimetil formamida (DMF – Synth). 

Posteriormente, adicionou-se à mistura 0,0318 g (0,3 mmol) de carbonato de sódio 

anidro (Na2CO3 -Synth) e 2 equivalentes de iodeto de metila (0,982 mmol; Sigma-

Aldrich). A mistura reacional foi mantida sob agitação constante a temperatura 

ambiente (~ 25 °C), ao abrigo da luz por 24 horas, sendo acompanhada por 
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cromatografia em camada delgada (eluente: mistura de etanol/acetato 85% etanol 

v/v). A Figura 11 ilustra a reação de esterificação para obtenção da RBBMET. 

 

 

 

     +          +   Produtos 

 

 

 

    

Figura 11: Representação esquemática da reação de esterificação para a obtenção da Rosa de 

Bengala Metil Éster (RBBMET).  

 

Após o tempo reacional, a mistura teve os componentes voláteis retirados à 

pressão reduzida em evaporador rotativo e acidificada em meio aquoso ácido (1 mol L-

1 de HCl). O produto foi extraído da fase líquida, numa mistura 1:1 água/acetato de 

etila (Merck). Por fim, o produto bruto foi obtido após a evaporação do solvente e 

isolado através de filtração a vácuo. 

 

 
- Síntese da Rosa de Bengala Butil Éster (RBBBUT) e Rosa de Bengala Decil Éster 

(RBBDEC): 

 
O procedimento metodológico para as sínteses da RBBBUT e RBBDEC seguiram 

o processo descrito para RBBMET, porém foram adicionados à mistura reacional 3 

equivalentes de brometo de butila (1,473 mmol) para RBBBUT e 2 equivalentes de 

brometo de decila (0,982 mmol) para RBBDEC. As Figuras 12 e 13 ilustram as reações 

para obtenção da RBBBUT e RBBDEC, respectivamente.  
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Figura 12: Representação esquemática da reação de esterificação para a obtenção da Rosa de 

Bengala Butil Éster (RBBBUT).  
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Figura 13: Representação esquemática da reação de esterificação para a obtenção da Rosa de 

Bengala Decil Éster (RBBDEC).  

 

Os dois sistemas reacionais foram mantidos sob aquecimento a uma 

temperatura de 50 °C por 48 horas antes de se iniciarem os procedimentos de 

extração já descritos. 

 

3.2.2 Determinação dos valores de pKa 

Os valores de pKa dos FS, em soluções aquosas e nos sistemas micelares foram 

determinados através da análise espectrofotométrica (absorção eletrônica UV-Vis), em 

soluções dos FS, em diferentes pH, com valores variando entre -1 (fora da escala 

normal de pH) a 8. As amostras de pH abaixo de 2 foram preparadas a partir de 
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solução padrão de HCl. O pH das demais amostras foi ajustado pela adição de  NaOH 

ou HCl (concentrado), em meio tamponado (tampão Mcllvaine [Na2HPO4] = [Ácido 

cítrico] = 7,5x10-3 mol L-1) e  medidos num pHmetro Meterlab pHM 240 com eletrodo 

combinado de vidro tanto para as soluções aquosas quanto para os sistemas 

micelares. Nos sistemas do surfactante SDS foi utilizado eletrodo modificado com a 

substituição da solução interna de KCl por NaCl a fim de evitar a precipitação dos íons 

K+ com anions SD- (PREVIDELLO, 2006). Todos os FS foram analisados na concentração 

de 5,0x10-6 mol L-1. Os dados foram tratados por metodologia quimiométrica 

utilizando análise multivariada conforme descrito na literatura para o sistema 

protolítico da fluoresceína (MARÇO; SCARMÍNIO, 2007; BATISTELA, 2010). 

 

3.2.3 Determinação do coeficiente de Partição (Kp) dos FS no sistema bifásico água/1-

octanol 
 

Adicionou-se o FS (3,0x10-6 mol L-1) em um funil de separação contendo uma 

mistura água/1-octanol 50% (v/v), a temperatura ambiente (± 25°C). Em seguida, 

promoveu-se agitação e posterior repouso da mistura, ao abrigo da luz, por 48h. Ao 

término do período de separação, a concentração dos fotossensibilizadores foi 

determinada, por espectrofotometria em ambas as fases, sendo os valores de 

coeficiente de absortividade molar em octanol determinados na comparação direta 

com os valores obtidos em etanol. Com os valores da concentração do FS em água 

([FS]water) e em 1-octanol ([FS]oct), foi determinado o Kp através da equação 1, sendo os 

valores expressos em Log Kp (PELLOSI, 2012). 
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3.2.4  Determinação da constante de Ligação (Kb) dos FS nos sistemas micelares 

 

Os parâmetros da ligação entre os FS e as micelas de surfactante foram 

mensurados através da emissão de fluorescência dos compostos, excitados em 520 

nm, na presença de surfactantes e temperatura fixa em 30°C. Foram preparadas 

soluções aquosas de cada corante (5,0x10-7 mol L-1) e após cada adição de alíquota 

conhecida de surfactante, proveniente de uma solução estoque, a amostra era sujeita 

a agitação intensa e, então, registrava-se um novo espectro. A partir dos dados 

obtidos na titulação espectrofotométrica (espectros de emissão), foi selecionado o 

o p i e to de o da de i a e iss o λmáx), do qual foram coletado os valores de 

fluorescência para o ajuste teórico dos pontos experimentais, através da Equação 2 

(CAETANO, 1999).      

            
1))]([/1(

)( 0






N
b

f
f

CMCSK

FF
FF                 (2)

 

onde F é a intensidade de fluorescência;  Ff: emissão do FS ligado ao surfactante; F0: 

emissão do FS na ausência de surfactante; [S]: concentração de surfactante;  N: o 

número de moléculas de surfactantes por molécula de FS e CMC: concentração 

micelar crítica. 

 

3.2.5  Determinação de variações na anisotropia de fluorescência dos FS nas interações 

FS-surfactante  

 

A técnica de anisotropia estática de fluorescência foi empregada neste estudo 

para monitorar a presença de auto-agregados, além de interações específicas entre os 

FS e as micelas (CAETANO, 2000). As medições da anisotropia estática (r) foram 

realizados em condições experimentais idênticas às utilizadas para ensaios de 

constante de ligação (Kb) (Item 3.2.4). A anisotropia estática é definida por: 
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onde IVV e IVH são as intensidades de emissão obtidas com o polarizador de excitação 

orientado na posição vertical e polarizador de emissão orientado, respectivamente, 

nas posições vertical e horizontal. O Fator de correção G é calculado com o polarizador 

de excitação na posição horizontal, sendo a resultante das diferentes respostas das 

intensidades polarizadas vertical e horizontalmente, frente aos monocromadores do 

espectrofluorímetro (CAETANO, 2000; MAHATA, 2009; LAKOWICZ, 2006). 

 

3.2.6  Estudos de supressão de fluorescência e determinação da Constante de Stern-

Volmer (Ksv)  

 
Soluções dos FS em concentração fixa, igual a 5,0x10-7 mol L-1, em meio aquoso 

e em sistemas surfactantes, foram tituladas com alíquotas de solução estoque de 

iodeto de sódio (1x10-3 mol L-1), para se avaliar a acessibilidade do supressor 

hidrossolúvel (I-) ao fluoróforo ligado ao sistema micelar. Os pontos experimentais 

foram tomados no intervalo de concentração de I- iodeto entre 2,49x10-3 e 3,06x10-1 

mol L-1 e as constantes de Stern-Volmer (KSV) foram calculadas pela Equação 3 

(LAKOWICZ,2006). 

 

   
][10  IK

F

F
SV

    
(4) 

 

onde F0 é a intensidade de fluorescência na ausência do supressor, F é a intensidade 

de fluorescência na presença do supressor, [I-] é a concentração de iodeto e KSV é a 

constante de Stern-Volmer. O parâmetro KSV corresponde ao coeficiente angular da 

reta obtida pelo gráfico dos valores experimentais de F0/F versus [I-]. 

 

3.2.7  Determinação do rendimento quântico de Fluorescência (F) dos FS 

 

O rendimento quântico de fluorescência (F) dos FS foram investigados em 

meio homogêneo (água), e em meio micro-heterogêneo dos sistemas surfactantes. A 
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própria RBB (5,0x10-7 mol L-1) foi utilizada como corante padrão (RBB em água F  = 

0,018; Fleming, 1976). Todos os FS foram avaliados, nos diferentes meios, a T = 30°C e 

pH =7,25. Os valores foram determinados através da Equação 5. 

            
(5) 

onde Abs é intensidade de absorbância; F: área do espectro de fluorescência e, n é 

índice de refração do meio. Os símbolos subscritos se referem ao padrão (Pad) e ao 

corante (C).  

 

3.2.8   Determinação do rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) dos FS 

 

O rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) dos FS foi determinado em 

meio homogêneo por um método de quantificação indireta, utilizando o ácido úrico 

(AU) como substrato para a reação com oxigênio singlete (GEROLA, 2012; RABELLO, 

2012). Os FS foram excitados por uma fonte de luz policromática (LED), com 

o p i e to de o da de i a de e iss o λmáx = 518 nm. Os cálculos foram feitos 

considerando a potência dos LEDs e a sobreposição espectral entre a banda de 

emissão da luz emitida e a banda de absorção dos FS para estimativa da quantidade de 

fótons absorvidos (Nabs, Equação 6). Na sequência, monitorou-se o decréscimo na 

o e t aç o de áU pelo de ai e to de sua a da de a so ç o elet i a e  λmáx, 

extraindo-se, assim, a constante de velocidade k1, através de um ajuste envolvendo 

usualmente um decaimento monoexponencial (GEROLA, 2012; RABELLO, 2012). 

Conhecidos esses parâmetros, utilizou-se a Equação 7 para se o obter a eficiência 

fotodinâmica química (γ∆) e, posteriormente, utilizando a RBB como padrão (F = 

0,018 em água (FLEMING, 1977) e  = 0,86 em etanol (NECKERS, 1989) usou-se a 

Equação 8 para determinar o 
1O2 dos FS. 
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(8) 

 

Em meio micro heterogêneo, formado pelos sistemas coloidais, por sua vez, o 

rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) foi determinado pelo decaimento 

da intensidade de fosforescência do 1O2 no infravermelho próximo (1270 nm). Os 

dados foram obtidos utilizando um fluorímetro NIR resolvido no tempo (Edinburgh 

Analytical Instruments) equipado com LASER Nd:YAG (Continuum Su elite III  λexc = 532 

nm (pulso ~ 30 ns). Os tempos de vida de oxigênio singlete (τ 1O2) foram determinados 

pela aplicação de ajuste de decaimento exponencial de primeira ordem para a curva 

de decaimento fosforescente e os valores lançados na Equação 9 (PELLOSI, 2012). 

 

 

        (9) 

 

 
onde I é a área do espectro de emissão do oxigênio singlete; Abs: intensidade de 

absorção do corante em λ532 nm e τ: tempo de vida do 1O2 em cada meio. O padrão 

utilizado foi o corante rosa de bengala (Φ
1O2 = 0,75 em água, pH 7) (GANDIN et al., 

1983). As condições experimentais foram pH 7,25; [NaCl]= 0,10 mol L-1 para controle 

da força iônica e temperatura ambiente (~25 °C). Em todos os ensaios a absorbância 

dos corantes em 532 nm foi mantida em torno de 0,3. Os estudos foram realizados em 

colaboração com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Maurício S. Baptista, no Laboratório 

de Processos Induzidos e Interfaces, no Instituto de Química da USP/SP.  

 

3.2.8  Ensaios de foto-atividade sobre microorganismos - S. Aureus 

 
Experimentos com bactérias de cultura Staphylococcus aureus (ATCC 26923) 

foram realizados em caldo TSB (Tryptic soy broth). As culturas da bactéria foram 

estocadas em placa de Petri contendo meio TSA (trypticase soy agar), a temperatura 

P
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ambiente. O inóculo concentrado foi calibrado a 108 UFC mL-1 (Unidades Formadoras 

de Colônia por mL) e posteriormente diluído à 5x107 UFC mL-1 com solução fisiológica 

(adaptado de GEROLA, 2011). A solução de inóculo foi adicionada às soluções de FS 

tamponadas em pH fisiológico (7,25), e deixada em período de incubação durante 30 

minutos antes da iluminação, numa concentração final de bactérias igual a 5x105 UFC 

mL-1. O controle positivo foi preparado na mesma proporção, isto é, 50 L de inóculo 

adicionados em 950 L de soro fisiológico. A iluminação foi feita através de uma 

Biotable, construída em nosso laboratório, cuja configuração é apresentada na Figura 

14; o  po ta a ost as de  L, e uipada o  LED`s “MD e iti do o  λmáx = 570 

nm e 1 W de potência. O volume total da amostra (1 mL), foi dividido em duas 

alíquotas iguais (500 µL) sendo uma delas iluminada e a outra estocada ao abrigo da 

luz para verificação de uma eventual atividade do FS no escuro.   

 

A) 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: (A)  Representação esquemática e  (B) fotografia da Biotable equipada com LEDs 

“MD  W de pot ia, o  λmáx = 570 nm), porta amostras de 1 mL e com regulagem de 

altura da interface de iluminação. 
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As amostras iluminadas e não iluminadas e controle positivo foram transferidas 

para eppendorfs e diluídas com TSB para 2x103 UFC mL-1. Finalmente, 20 L deste 

inóculo foram transferidos para placa de Petri contendo TSA e incubados por 24h a 

37oC. Em seguida, contou-se o número de UFC para estimar o efeito foto-bactericida. 

Os experimentos foram realizados em triplicata. 

Os ensaios para avaliação da atividade foto-microbicida foram realizados em 

três tempos de iluminação e três diferentes concentrações de FS. Os intervalos de 

tempo de iluminação e de concentração dos experimentos foram escolhidos de acordo 

com as características dos corantes nos meios avaliados (água e sistema de P-123). Os 

pontos experimentais das curvas de atividade foto-microbicida foram obtidos pela 

contagem das UFC presentes nas placas de Petri e submetidas a tratamento 

matemático para obtenção dos valores D90 e Z90 que representam, respectivamente, o 

tempo e a concentração necessários para a inativação de 90% dos microorganismos.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1  Caracterização estrutural dos derivados ésteres da Rosa de Bengala 

 

A descrição dos resultados obtidos das análises de RMN será feita com base na 

numeração oficial da IUPAC para a Rosa de Bengala, conforme ilustrado na Figura 15. 

Os espectros de RMN-H1 e RMN-C13 obtidos a partir dos produtos de síntese são 

mostrados no Anexo 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Numeração atômica para a Rosa de bengala B (2,4,5,7-tetraiodo- , , , -

tetraclorofluoresceína) segundo a IUPAC. 

 

Os sinais de RMN da Rosa de Bengala (RBB) para referenciar os sinais dos 

derivados ésteres são apresentados a seguir: 

 

RBB: RMN - 1H (300 MHz; DMSO–d6 :  ,  s; H ; RMN - 13C (75 MHz DMSO – d6   

75,43; 96,55 e 110,73 (CI); 127,69; 130,36; 132,71 e 136,93 (CCl); 143,39 e 145,18 

(CH); 157,31 (COO); 162,34 (C-O); 171,67 (C=O).  
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4.1.1  Caracterização da RBBMET 

 

RBBMET: RMN - 1H (300 MHz; DMSO–d6 :  ,  s; H ;  ,  s; H ; RMN - 13C 

(75 MHz DMSO – d6   ,  OCH3); 76,851; 96,034 e 114,660 (CI); 129,059; 

131,887; 133,492 e 135,346 (CCl); 137,009 e 139,676 (CH); 156,398 (COO); 163,769 (C-

O); 169,594 (C=O). A reação apresentou rendimento de 82% do produto. 

 

 Analisando o espectro RMN-H1 da RBBMET (Anexo 2) é possível observar, na 

região aromática, que os sinais referentes aos hidrogênios simétricos da porção 

xantênica (H1 e H8) se sobrepõem formando um singleto a  7,76 ppm. Essa 

sobreposição dos sinais é também observada na literatura (AMAT-GUERRI, 1990). Na 

região alifática têm-se um singleto em  3,46 ppm, atribuído a ressonância dos 

prótons do grupo metóxi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16: Estrutura molecular e numeração atômica para a RBBMET. 

 

Tabela 2: Dados de Ressonância Magnética Nuclear em DMSO-d6 da RBBMET. 

RMN 1H  HSQC COSY Atribuição 

3,46 (s, 3H) 53,34 - O-CH3  

7,76 (s, 2H) 137,9; 137,0 - CH (1) e CH (8) 
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4.1.2 Caracterização da RBBBUT 

 

RBBBUT: RMN - 1H (300 MHz; DMSO–d6 :  0,64 (t; 3H);  0,89 (m; 2H); 1,06 (m; 2H); 

3,92 (t; 2H); 7,75 (s; 2H); RMN - 13C (75 MHz DMSO – d6 :  ,  CH3 ;  , ; ,  

e 66,08 (CH2); 76,70; 96,29 e 112,43 (CI); 118,65; 133,63; 134,69 e 135,21 (CCl); 136,94 

e 139,60 (CH); 156,46 (C-O); 158,42 (COO); 174,12 (C=O). O rendimento da reação foi 

de 79% do produto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 17: Estrutura molecular e numeração atômica para a RBBBUT. 

 

O espectro RMN-H1 da RBBBUT apresenta o sinal sobreposto dos hidrogênios 

simétricos da porção xantênica (1 e 8) em  7,75 ppm, que é praticamente o mesmo 

valor observado para RBBMET. Na região alifática, por sua vez, é possível observar 

quatro sinais: um tripleto em  0,64 ppm, um sexteto em  0,88 ppm, um sexteto em 

 1,06 e um tripleto em   3,92 ppm que caracteriza a ligação do metileno ao 

carboxilato. Os sinais de correlação HSQC que caracterizam a estrutura na região 

alif ti a da ol ula s o o se vados e   ,  pp  efe e te ao CH3,  ,  e 

29,78 ppm identificando dois grupos CH2 e  ,  pp  a a te iza do a p ese ça do 

grupo O-CH2. O sinal de correlação para os dois grupos CH da porção xantênica é visto 
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e   ,  ppm . A Tabela 3 reúne todos os dados referentes à analise de RMN da 

RBBBUT. 

Tabela 3: Dados de Ressonância Magnética Nuclear em DMSO-d6 da RBBBUT. 

RMN 1H  HSQC COSY Atribuição 

0,64 (t, 3H) 13,58 0,88 CH3   

0,88 (m, 2H) 18,41 1,06; 0,637 CH2   

1,06 (m, 2H) 29,78  1,05; 3,92 CH2   

3,92 (t, 2H) 66,08 1,06 O-CH2   

7,75 (s, 2H) 137,0 - CH (1) e CH (8) 

 

4.1.3 Caracterização da RBBDEC 

 

RBBDEC: RMN - 1H (300 MHz; DMSO–d6 :  ,  ; H ; ,  ; H ; ,  ; H ; 

3,92 (t; 2H); 7,53 (s; 2H); RMN - 13C (75 MHz DMSO – d6 :  ,  CH3); 22,15; 27,66; 

28,54; 28,65; 28,74; 28,91; 29,01; 31,35 e 66,17 (CH2); 76,24; 96,97 e 111,53 (CI); 

128,78; 133,70; 134,45 e 134,99 (CCl); 136,372 e 139,391 (CH); 156,82 (C-O); 163,21 

(COO); 171,14 (C=O). O rendimento da reação foi de 75% do produto puro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Estrutura molecular e numeração atômica para a RBBDEC. 
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O espectro RMN-H1 obtido para RBBDEC apresenta um sinal que caracteriza os 

hid og ios ligados aos a o os C  e C  da adeia al uíli a e   ,  pp , u  si al 

para os hidrogênios dos grupos metileno (– CH2 –  C  e C  e   ,  pp  e u  out o 

sinal na região alifática, em fo a de ultipleto se u d io e   ,  pp , efe e te 

a ressonância dos prótons dos grupos metileno C2 a C7. O sinal que caracteriza o 

metileno da ligação éster (O-CH2  apa e e o o u  t ipleto e   ,  pp . Os 

hidrogênios da porção xantênica são caracterizados por um sinal sobreposto em  ,  

ppm, levemente deslocado em comparação com os outros ésteres, de adeia e o   

7,75 ppm).  

No RMN-13C os a o os da auda alif ti a s o o se vados e  a po alto, de  

14,03 a 31,34 ppm e confirmados pela inversão de fase dos picos de CH2 através do 

DEPT-135 (FREEMAN, 1997; BERGER, 2004). O sinal em  66,16 ppm é característico 

do grupo OCH2. Na Tabela 4 são apresentados os dados de RMN referentes à 

caracterização da RBBDEC. 

Tabela 4: Dados de Ressonância Magnética Nuclear em DMSO-d6 da RBBDEC. 

RMN 1H  HSQC COSY Atribuição 

0,86 (m, 5H) 14,03 ; 24,99 1,05 CH2-CH3   

1,05 (m, 4H) 28,90 0,86; 1,24 2 (CH2)   

1,24 (m, 10H) 22,13; 25,76; 

28,65; 31,32 
1,05; 3,92 5 (CH2)   

3,92 (t, 2H) 66,17 1,24 O-CH2   

7,53 (s, 2H) 136,37 - CH (1) e CH (8) 

 

Os sinais de RMN de 13C dos derivados ésteres apresentam pequenas variações 

em relação ao reagente de partida (RBB), mantendo-se, no entanto, na mesma faixa 

de deslocamento químico característica de cada ligação e com boa correlação com a 

caracterização descrita na literatura para a RBB (AMAT-GUERRI, 1990). Dessa forma, 
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os procedimentos de síntese para a obtenção dos derivados ésteres se mostraram 

reprodutíveis e apresentaram rendimentos satisfatórios.  

 

4.2  Estudos espectroscópicos dos FS: Caracterização dos perfis de absorção 

eletrônica UV-Vis e de emissão de Fluorescência 
 

A caracterização físico-química dos derivados ésteres da RBB foi feita em meio 

homogêneo (etanol) e em meio micro-heterogêneo formado pela solução aquosa dos 

surfactantes SDS, CTAB e Plurônico® P-123 (Figuras 9 e 10) em pH fisiológico (7,25) e 

[NaCl] = 0,1 mol L-1 para controle da força iônica. Os espectros de absorção eletrônica 

e de emissão de fluorescência dos FS são ilustrados na Figura 19, nas colunas A e B, 

respectivamente. 
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Figura 19: Espectros dos FS xantenos em (1) etanol, (2) SDS, (3) P-123 e (4) CTAB: (A) absorção 

([FS] = 5,0 x10-6 mol L-1) e (B) emissão de fluorescência ([FS] = 5,0 x10-7 mol L-1)  a 30°C. RBB 

(exc= 490 nm); ésteres (exc= 520 nm). Fenda do monocromador (exc/emis) para todos os 

corantes (10/10, nm/nm). 

 
Os perfis de absorção eletrônica são similares para todos os xantenos, com um 

banda intensa associada a transição S0 – S1 e um ombro menor correspondente a 

transição S0 – S2 (FLEMING, 1977). Entretanto, os derivados ésteres apresentaram um 

deslocamento (~ 10 nm) para a região do vermelho o que, do ponto de vista da TFD, 

representa vantagens para utilização dos corantes como fotossensibilizadores, por 

aproximar sua absorção eletrônica ao intervalo relativo à janela foto-terapêutica 

(MACHADO, 2000). Esse deslocamento batocrômico é atribuído à diferença nos 

padrões de estabilização energética resultantes da perda de ligações de hidrogênio da 
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molécula, que ocorrem com a esterificação do carboxilato (MARTIN, 1975; ZHANG, 

2008). O efeito das ligações de hidrogênio sobre as transições energéticas é ilustrado 

na Figura 20. 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Diagrama de energia com efeito de estabilização dos níveis energéticos pela 

presença de ligações de hidrogênio para corantes xantênicos. (Adaptado de MARTIN, 1976) 

 

Ligações de hidrogênio estabilizam mais o estado fundamental (S0) que o 

primeiro estado excitado (S1), sendo que a perda ou ausência das mesmas faz com que 

a diferença de energia no estado fundamental seja maior que a diferença de energia 

o estado e itado ∆E1 > ∆E2). Com isso, a energia de transição (S1 - S0) na ausência 

das ligações de hidrogênio é menor (E2 > E1), resultando em emissões batocrômicas 

(deslocadas para o vermelho) (MARTIN, 1975; Idem, 1976).   

Os comprimentos de onda de máxima absorção e os coeficientes de 

absortividade molar (max, max) para os derivados ésteres foram determinados em 

etanol através da Lei de Beer (Figura 21) (RUIFROK; JOHNSTON, 2001; VALEUR, 2002), 

sendo: RBBMET (565 nm, 109x103 L mol-1 cm-1); RBBBUT (564 nm, 100x103 L mol-1 cm-

1); RBBDEC (564 nm, 100x103 L mol-1 cm-1). Os valores para RBB foram obtidos da 

literatura: 543 nm, 109x103 L mol-1 cm-1, em água (BATISTELA, 2011).   
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Figura 21: Gráficos de Absorbância versus concentração de FS, em etanol a 30°C, utilizados 

para determinação dos coeficientes de absortividade molar ( ) dos FS. 
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Embora os derivados ésteres mantenham o mesmo padrão da RBB, 

ap ese ta do elevados valo es de a so tividade ola  , os o a tes pe te e tes a 

classe dos xantenos tem sua absorção prejudicada pela formação de auto agregados 

(PACZKOWSKI, 1985). A literatura reporta a intensa formação de autoagregados da 

RBB em concentrações maiores que 5,0x10-5 mol L-1, provocando mudanças 

significativas tanto no espectro de absorção eletrônica como no de emissão de 

fluorescência (VALDES; NECKERS, 1988). Os derivados ésteres, por sua vez, são mais 

susceptíveis à formação de auto-agregados em função da hidrofobicidade gerada pela 

cauda alquílica. A RBBDEC, por exemplo, apresenta os primeiros indícios de auto-

agregação em etanol a partir de concentrações maiores que 1,2x10-6  mol L-1. 

  

4.3 Determinação dos valores de pKa 

 

Analisando a estrutura da RBB (Figura 6), percebe-se dois grupos ionizáveis 

fenóis no anel xantênico e um grupo carboxílico ligado ao anel benzênico. Dessa 

forma, os equilíbrios protolíticos podem ser sistematizados como segue: 

XH3
+ + H2O  XH2   + H3O+ pKa 1  

XH2   + H2O  XH-    + H3O+ pKa 2  

XH-   + H2O  X2-      + H3O+ pKa 3  

onde XH3
+ refere-se ao xanteno na forma catiônica, XH2 na forma neutra, XH- na forma 

monoaniônica e X2- a forma dianiônica. Assim, os xantenos possuem quatro formas 

protolíticas (Figura 6) e, consequentemente 3 valores de pKa. No entanto, o equilíbrio 

entre a formas neutra e catiônica se dá, em meio aquoso, em pH próximo a -2,0 

(escala de Hammet). Como o presente estudo objetiva, a princípio, aplicações em pH 

fisiologico (7,25), essa região de elevada acidez não foi monitorada. Os demais 

equilíbrios protolíticos e tautoméricos foram avaliados em meio aquoso e nos sistemas 

micelares. A literatura também reporta que xantenos com a presença de elementos 

halogênios ligados diretamente no anel xantênico ou mesmo no anel benzênico, que é 
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o caso da RBB, tendem a ter um caráter mais ácido em comparação à fluoresceína e 

estão sujeitos a inversão na acidez dos grupos protolíticos em função de fenômenos 

oriundos dos equilíbrios tautoméricos da forma neutra (MCHEDLOV-PETROSSYAN, 

1992; Idem, 1999; Idem, 2003).  

 

4.3.1 Determinação dos valores de pKa em tampão aquoso 
 

Devido a sua alta hidrofobicidade e decorrente processo de auto-agregação em 

meio aquoso, os corantes RBBBUT e RBBDEC não foram avaliados neste meio. Para 

RBB e RBBMET observa-se um aumento gradativo de intensidade em seu espectro de 

absorção à medida que se promove o aumento do pH da solução. As variações 

espectrais para esses dois corantes são mostradas na Figura 22.  

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Espectros de absorção da RBB e RBBMET em tampão aquoso, em diversos pH (0,0-

8,0), [FS] = 5,0 x10-6 mol L-1 , [NaCl] = 0,1 mol L-1 e 30,0 °C. As setas indicam a variação 

espectral conforme se aumenta o valor do pH da solução. 

É perceptível, pela observação da Figura 22, que apesar da RBBMET perder um 

de seus grupos protonáveis pela esterificação do carboxilato, existe uma similaridade 

muito grande na variação de intensidade de absorção eletrônica, em comparação com 

o espectro da RBB.  O perfil espectral e até mesmo o comprimento de onda de máxima 

a so ç o λmáx), ao término da titulação (pH~ 8), foram praticamente iguais para 

a os os o a tes, o  ape as u  pe ue o deslo a e to ∆λmáx= 3 nm). Tal 
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similaridade se deve ao fato de que as variações na intensidade de absorção eletrônica 

estão ligadas, principalmente, com a protonação/desprotonação do grupo fenólico no 

anel xantênico, que atua como grupo cromóforico dessa classe de corante. Assim, não 

se tem perfis espectrais idênticos para as duas espécies, porque mesmo não havendo 

sobreposição dos orbitais da porção xantênica com os orbitais da porção benzênica, a 

variação do estado de protonação do grupo carboxílico exerce influência no processo 

de absorção/emissão dos xantenos, resultante da transferência intramolecular 

fotoinduzida de elétrons entre as duas porções (UENO, 2004). 

A tentativa de calcular as constantes de acidez da RBB baseando-se em um 

único comprimento de onda analítico (análise univariada) foi ineficiente. Utilizando-se 

o método das derivadas, onde o ponto de inflexão da curva de titulação é 

determinado pelo ponto de máximo da primeira derivada da referida curva, obtemos 

um único valor de pKa (3,63), conforme pode ser visto na Figura 23.  

 

 

 

 

 

 

Figura 23: (A) Curva de titulação espectrofotométrica da RBB, por análise univariada. 

Co p i e to de o da a alíti o λanal = 550 nm. (B) Primeira derivada da curva de titulação.   

Entretanto, a RBB possui dois equilíbrios de protonação no intervalo de pH 

avaliado, e, portanto, dois valores de pKa. A análise univariada não consegue constatar 

os dois valores de pKa por que o efeito da protonação/desprotonação do grupo 

carboxílico no espectro de absorção, além de ser menor, fica mascarado pelo efeito de 

protonação/desprotonação do grupo fenol do anel xantênico, em virtude da forte 

sobreposição espectral (UV-Vis) entre as duas espécies (BATISTELA, 2011). Portanto, a 
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determinação dos pKa pela forma tradicional univariada de análise dos dados 

espectrofotométricos não é adequada para este sistema, pois todos os espectros 

obtidos são típicos da espécie dianiônica (ZHANG, 2010) levando a interpretações 

errôneas sobre os valores de pKa. 

Optou-se, assim, pela utilização de metodologias quimiométricas de análise 

multivariada (MARÇO; SCARMÍNIO, 2007), mais adequadas para sistemas complexos 

como é o caso da RBB. Nesta categoria de análise, são considerados todos os 

comprimentos de onda do intervalo espectral. A vantagem da análise multivariada 

consiste em considerar a contribuição de cada espécie em cada comprimento de onda, 

maximizando a qualidade das informações espectrais em cada pH, gerando assim, 

valores de pKa mais confiáveis. A partir das análises quimiométricas obtiveram-se as 

curvas das concentrações relativas de cada espécie protolítica de acordo com as 

variações de pH, como ilustrado na Figura 24.  

 

 

 

  

 

 

Figura 24: Curvas de concentração relativa de cada espécie protolítica em diversos pHs para 

RBB e RBBMET obtidas a partir da análise quimiométrica multivariada. 

Os valores de pKa obtidos para os corantes em água, são apresentados na 

Tabela 5. O valor de pKa da RBBMET se referem ao grupo fenol do anel xantênico, uma 

vez que este é o único equilíbrio protolítico da molécula no intervalo de pH avaliado. 

Como a RBB apresenta dois grupos protolíticos, os dois valores de pKa obtidos foram 

atribuídos para carboxilato e fenolato, respectivamente, a partir da comparação direta 
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com a RBBMET, onde o valor de concordância entre os corantes foi atribuído ao pKa 

do grupo fenol da RBB (pKaOH) e, consequentemente, o outro valor de pKa encontrado 

foi atribuído ao grupo carboxílico (pKaCOOH). 

Tabela 5: Valores de pKa dos derivados xantênicos obtidos por quimiometria e os valores do 

coeficiente de absortividade molar das espécies protolíticas  nos comprimentos de onda de 

máxima absorção (max), obtidos através do método da Matriz-K (Sena, 2000). 

FS pKa Forma protolítica λmax (nm)  (103L mol-1cm-1) 

RBB 

pKaCOOH 

 

pKaOH 

1,8 ± 0,1 

 

3,6 ± 0,1 

Neutra ---  ---  

Monoaniônica 546  3,7 

Dianiônica 549  28,2 

      

RBBMET pKaOH 4,0 ± 0,01 
Neutra 500 7,5 

Monoaniônica 552 29,2 

 

Os resultados para RBB são muito próximos aos descritos na literatura: 

pKaCOOH=1,9 e pKaOH = 3,9 (BATISTELA, 2011). Adicionalmente, utilizando o método da 

Matriz-K (Sena, 2000), pôde-se obter os espectros estimados das espécies puras para 

estes FS, conforme ilustrado na Figura 25. Também foi possível estimar os valores da 

a so tividade ola   de ada esp ie p otolíti a e  seu o p i e to de o da de 

máxima absorção (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Espectros das espécies puras da RBB e RBBMET obtidos em água pelo método da 

matriz-K (SENA, 2000) 
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Para RBBMET, assim como para os outros derivados ésteres, os equilíbrios 

tautoméricos são simplificados, não havendo a possibilidade de ocorrerem às formas 

protolíticas NEZ, MAC e DA, que ocorrem para a RBB (Figura 6). Assim, no intervalo de 

pH de interesse, o equilíbrio a ser monitorado para os derivados ésteres é o seguinte: 

NEQ  MAF 

Devido à similaridade entre os perfis espectrais das formas monoaniônicas da RBB e 

RBBMET pode-se inferir que a forma neutra presente seja a NEQ. Esta espécie é mais 

polar e favorecida em ambiente aquoso, em relação a NEL (BATISTELA, 2010). 

 Para a RBB o pKa do grupo carboxílico (pKaCOOH) é mais ácido que o do grupo 

fenol (pKaOH), assim os equilíbrios podem ser resumidos da seguinte forma: 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Equilíbrios protolíticos propostos para a RBB, no intervalo de pH avaliado (0-8). 

 

Dessa forma, o tratamento quimiométrico mostrou-se eficaz na determinação 

de pKas de sistemas protolíticos complexos. Por estas vantagens, a metodologia 

quimiométrica foi empregada em todas as demais análises de pKas realizadas neste 

trabalho. 

 

4.3.2 Determinação dos valores de pKa dos FS xantênicos em meio micelar 

Com a obtenção dos valores de pKa dos FS em meio micro-heterogêneo e 

posterior cál ulo do deslo a e to ∆pKa = pKa-mh – pKa-água) é possível avaliar a 

acessibilidade relativa dos FS à protonação, em função do potencial de superfície 
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micelar, possibilitando, desta forma, estimar relativamente a localização do FS no 

ambiente micelar (CAETANO, 1999; Idem, 2000). Por exemplo, para drogas aniônicas 

u  valo  egativo de ∆pKa (observado principalmente em sistemas micelares 

catiônicos em relação a surfactantes zwitteriônicos, não iônicos e aniônicos) significa 

que o FS provavelmente está alocado num micro-ambiente com menor acessibilidade 

aos prótons, próxima à interface, estabilizado majoritariamente por interações 

coulombicas. Assim, é necessária um acréscimo na concentração de H+ no meio micro-

heterogêneo, para que o prótons vençam a repulsão eletrostática da camada de Stern 

e alcancem o FS encapsulado na micela, levando ao equilíbrio entre as espécies e 

resultando em um pKa aparente (pKa-Ap  de e o  valo . Po  out o lado, u  ∆pKa 

positivo é indicativo que os prótons têm maior acesso relativo aos FS (CAETANO, 1999; 

PREVIDELLO, 2006).  

A modificação estrutural realizada na RBB, pela introdução da cadeia alquílica 

no grupo carboxilato da porção benzênica, aumentou a hidrofobicidade dos seus 

derivados, conferindo-lhes maior tendência ao processo de auto-agregação em meio 

aquoso. É conhecido que compostos no estado agregado tem suas propriedades físico-

químicas alteradas, inclusive com a diminuição da formação de oxigênio singlete 

(AVELINE et al, 1995). O uso de sistemas micelares surfactantes fornece um 

microambiente químico favorável para que corantes e outros compostos hidrofóbicos 

permaneçam em seu estado desagregado, após a solubilização (JACOBS, 1973; YAGUI, 

2005; BAGHA, 2013;). Em virtude dessa eficiência de solubilização foi possível avaliar o 

pKa de todos os derivados ésteres em meio micelar aquoso, inclusive com a avaliação 

do efeito de carga do grupo cabeça polar do surfactante na modulação da interação 

FS/micela (CAETANO, 1999).  

 

4.3.2.1  Determinação dos valores de pKa em micelas de SDS 

 

  O primeiro sistema micelar avaliado foi o aniônico. Por possuir um potencial 

eletrostático de superfície negativo, as micelas SDS apresentam repulsão no processo 
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de associação com os corantes xantênicos.  As mudanças espectrais com a variação de 

pH para os FS xantenos, avaliados na presença de micelas de SDS, são ilustradas na 

Figura 27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Espectros de absorção dos FS xantenos em meio aquoso micelar de SDS, obtidos 

em diferentes pHs. [FS]=5,0x10-6 mol L-1, [NaCl]=0,1 mol L-1 e 30°C. 
 

As curvas das frações relativas das espécies protolíticas dos FS como uma 

função da variação de pH em SDS foram geradas por simulação computacional usando 

metodologia quimiométrica, através do Software MASDA e são exemplificadas na 

Figura 28 (PEREIRA et al, 2014). 
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Figura 28: Curvas de pKa para os FS xantênicos em SDS. Curvas geradas por metodologia 

quimiométrica através do software MASDA. 

Os valores de pKa medidos em SDS e os deslocamentos calculados a partir dos 

valores de referencia, medidos em água, são apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6: Valores de pKa dos derivados xantênicos medidos em SDS, valores de referência 

(pKa – água) e valo es al ulados de ∆pKa. 

 

* O pKa da RBBMET em água (pKa = 4,0), foi usado como referência para RBBBUT e RBBDEC. 

** ∆pKa = pKa-mh – pKa-água) 

 

FS   pKa pKa-água ΔpKa** 

 
pKa-COOH 2,6 ± 0,1 1,8 +0,8 

RBB     

 pKa-OH 4,4 ± 0,1 3,6 +0,8 

     

RBBMET pKa-COOH 3,4 ± 0,1 4,0 -0,6 

     

RBBBUT pKa-COOH 3,4 ± 0,1 4,0* -0,6 

     

RBBDEC pKa-COOH 3,9 ± 0,1 4,0* -0,1 
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A variação ou deslocamento no valor do pKa ∆pKa) dos FS em sistemas micelares 

ocorre, exatamente, em função da presença das micelas, que formam uma microfase 

com características físicas diferentes (microambiente) das encontradas no seio da 

solução (bulk de água). No caso de micelas formadas por surfactantes iônicos, além da 

diferença de polaridade no interior da micela (ambiente hidrofóbico), a interface 

carregada formada pelos grupos cabeça polar do surfactante interfere na atividade e 

distribuição dos prótons H+. Como esses parâmetros sofrem variações na microfase, 

quando comparado com a fase aquosa, obtém-se um valor de pKa aparente (pKa-Ap)  

(FERNANDEZ; FROMHERZ, 1977). Dessa forma, no caso do aniônico SDS é esperado um 

au e to de pKa ∆pKa > 0) para compostos que interajam com a micela, alocando-se 

próximos à camada de Stern, pois a mesma apresenta uma concentração microlocal de 

H+ maior que o valor medido analiticamente na fase aquosa (PREVIDELLO, 2006).  

Embora a repulsão eletrostática, entre as formas carregadas dos corantes e os 

grupos cabeças carregadas dos monômeros do surfactante (DS-), contribua para uma 

não associação entre essas espécies químicas, a atração corante-micela é significativa 

para os ésteres, em função redução de carga e das interações hidrofóbicas geradas 

pelas caudas alquílicas presentes nas moléculas de ambos. Como reportado na 

literatura (SERET; VAN De VORST, 1990), estas interações são tão intensas que 

compensam a repulsão, possibilitando que a incorporação dos corantes ocorra. 

Deslo a e tos positivos ∆pKa > 0) puderam ser observados para a os dois 

equilíbrios protolíticos da RBB, confirmando a expectativa de uma alocação 

relativamente superficial da mesma na micela. Entretanto, para todos os derivados 

ste es fo a  o se vados deslo a e tos egativos ∆pKa < 0), indicando que os 

mesmos estão alocados mais profundamente no interior da micela, numa região onde o 

acesso dos prótons H+ é limitada pela polaridade do meio e, segundo a Distribuição de 

Boltzmann, pela escassez de moléculas de água para formação do íon H3O+   ([H+] = [H0] 

e-kt). Assim, o pKa fica aparentemente mais ácido pois é necessária uma maior 

concentração de H+ no seio da solução para que se alcance 50% de moléculas 

protonadas do FS dentro da micela (Tabela 6). 
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Para os derivados ésteres RBBMET e RBBBUT foram obtidos deslocamentos, com 

valores muito próximos, indicando que a aproximação dos prótons ocorre na mesma 

proporção. Curiosamente, a RBBDEC, da qual se espera maior interação com a micela, 

ap ese ta, po  sua vez, u  e o  ∆pKa. Esse e o  deslo a e to ∆pKa) em relação 

aos outros derivados ésteres pode ser atribuído a uma cinética de incorporação mais 

lenta, que retarda a incorporação do FS em virtude do tamanho da molécula. Este 

atraso na incorporação da RBBDEC foi observado também em outros estudos, como se 

verá posteriormente.  

Outro fator relevante é a similaridade de tamanho entre a cadeia éster da 

RBBDEC, o posta de  a o os ≈ ,  Å  e o o e hid of i o da i ela de “D“, 

com raio médio de 16,7 Å (CAETANO, 2002). A proximidade no tamanho das cadeias 

alquílicas favorece a participação da molécula deste FS como co-surfactante na 

formação da micela (MIANXUE, 1990). Sendo assim, mesmo sendo alcançado o 

equilíbrio no processo de incorporação, a molécula se aloca de tal forma que o anel 

xantênico esteja situado nas proximidades da camada de Stern da micela de SDS, região 

que, como mencionado, atrai prótons devido ao seu potencial negativo (-125 mV) 

(CAETANO, 2000).  

4.3.2.2  Determinação dos valores de pKa em micelas de P-123 

 
A avaliação dos pKas em micelas de surfactante não iônico, como as formadas a 

partir de unímeros do Plurônico® P-123 é extremamente relevante para o presente 

estudo. A estrutura molecular dos fotossensibilizadores estudados é muito parecida, 

possuindo a mesma porção xantênica e sendo diferenciados apenas pela quantidade de 

carbonos da cauda alquílica inserida no processo de esterificação. Como as micelas de P-

123 não possuem carga formal (ALEXANDRIDIS, 1994; PELLOSI, 2012), pode-se avaliar, 

especificamente, a contribuição das forças hidrofóbicas relativas às cadeias alquílicas 

monitorando-se as variações de pKa observadas no sistema. Conhecer esta contribuição 

favorece a interpretação dos dados nos demais sistemas, onde se tem a interferência da 
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atração/repulsão eletrostática presente na região interfacial (grupos cabeça polar). A 

variação espectral associada à variação de pH da solução é mostrada na Figura 29. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Espectros de absorção dos FS em diferentes pHs, obtidos em sistema P-123.  

Exemplos das curvas das frações relativas das espécies protolíticas como uma 

função da variação de pH, obtidas em P-123, são apresentadas na Figura 30. 
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Figura 30: Curvas de pKa, obtidas pelo software MASDA, para os FS xantênicos em P-123. 

(A)RBB e (B) RBBBUT. (DA: dianiônica; NE: neutra e MA: monoaniônica) 
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Os valores de pKa da RBB e seus derivados em surfactante polimérico P-123 são 

apresentados na Tabela 7. 

Tabela 7: Valores de pKa dos derivados xantênicos medidos em P-123, valores de referência 

(pKa – água) e valo es al ulados de ∆pKa. 

 

* O pKa da RBBMET em água (pKa = 4,0), foi usado como referência para RBBBUT e RBBDEC. 

** ∆pKa = pKa-mh – pKa-água) 

 

Todos os corantes avaliados apresentaram deslocamento batocrômico ∆λmáx = 

12-21 nm), dos o p i e tos de o da de i a a so ç o λmáx), em relação aos 

espectros obtidos em água. Observa-se, no entanto, que ao longo da titulação 

espectrofotométrica o λmáx para RBB se desloca paulatinamente para o azul 

(hipsocrômico) à medida que se promove a alcalinização do meio, com variação de 13 

nm no intervalo de pH avaliado. Mesmo assim, o λmáx verificado ao término da 

titulação (559 nm) não se iguala ao obtido em água (547 nm). Esse comportamento 

distinto obervado para a RBB (Figura 29 A), com deslocamento hipsocrômico à medida 

que se tem o aumento de pH, esta relacionado com seus complexos equilíbrios 

protolíticos e tautoméricos, que se tornam mais simples nos derivados pela 

FS   pKa pKa-água ΔpKa** 

 
pKa-COOH 5,0 ± 0,1 1,8 +3,2 

RBB     

 pKa-OH 1,4 ± 0,1 3,6 -2,3 

     

RBBMET pKa-COOH 1,3 ± 0,1 4,0 -2,7 

     

RBBBUT pKa-COOH 1,4 ± 0,1 4,0* -2,6 

     

RBBDEC pKa-COOH 1,9 ± 0,1 4,0* -2,1 
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esterificação do carboxilato, como discutido adiante. Em meio não iônico de 

surfactante P-123, mais uma vez notam-se semelhanças entre os valo es de ∆pKa pa a 

RBBMET e RBBBUT e uma pequena variação no valor obtido para RBBDEC, indicando 

maior exposição do sítio protolítico aos prótons em solução (meio aquoso).  

 

4.3.2.3  Determinação dos valores de pKa em micelas de CTAB 

Estudos demonstraram a interação entre corantes xantênicos e CTAB e outras 

micelas catiônicas (BILSKI, 1994; BHOWMIK, 2005; MCHEDLOV-PETROSSYAN et al., 

1999) com verificação do surgimento de um valor de pKa aparente (SONG, 2000). Essa 

forte interação é gerada pela atração eletrostática entre as formas aniônicas dos 

corantes e os grupos cabeças catiônicas do surfactante. A variação dos espectros de 

absorbância em função do aumento de pH estão ilustrados na Figura 31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Absorção UV-Vis dos FS (5x10-3 mol L-1) em diferentes pH (0,0 – 8,0), obtidos em 
sistema CTAB. 
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Na figura 32 são apresentados exemplos das curvas das frações relativas das 

espécies em função da variação de pH, obtidas em CTAB. 

 

 

 

 

 

Figura 32: Curvas de pKa, obtidas pelo software MASDA, para os FS xantênicos em CTAB. 

A aproximação e incorporação dos FS nas micelas, que ocorrem naturalmente 

em virtude das cargas opostas das espécies são ainda favorecidas pelas forças 

hidrofóbicas, que atuam na cadeia alquílica dos derivados éster. Como pode ser 

observado na Tabela 8, houve uma diminuição significativa no valor de pKaOH para 

todos os FS avaliados. 

Tabela 8: Valores de pKa e ∆pKa dos de ivados a t i os e  CTáB. 

 

* O pKa da RBBMET em água (pKa = 4,0), foi usado como referência para RBBBUT e RBBDEC. 

** ∆pKa = pKa-mh – pKa-água) 

FS   pKa pKa-água ΔpKa** 

 pKa-COOH 1,4 ± 0,1 1,8 -0,4 

RBB     

 pKa-OH 0,1 ± 0,1 3,6 -3,5 

 
    

RBBMET pKa-COOH 0,2 ± 0,1 4,0 -3,8 

 
    

RBBBUT pKa-COOH 0,2 ± 0,1 4,0* -3,8 

     
RBBDEC pKa-COOH 0,2 ± 0,1 4,0* -3,8 
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Os elevados deslocamentos nos valores de pKa ΔpKa) demonstram a influência 

significativa do potencial da superfície micelar sobre os valores de pKa aparentes. É 

válido desta a  ue o valo  de ∆pKa para RBB (dianiônica) é equivalente a seus 

derivados, pois mesmo sem os efeitos atrativos (forças hidrofóbicas) geradas pela cauda 

alquílica, sua dupla carga negativa modula a interação com a micela catiônica. Assim, 

uma alocação mais profunda da RBB na micela explica-se pela formação de agregados 

pré-micelares que resultam no encapsulamento do corante concomitantemente à 

formação da micela (BILSKI, 1994). Como os FS ficam alocados no interior das micelas, a 

própria camada de Stern serve de barreira para a aproximação dos prótons H+ fazendo 

que o equilíbrio protolítico seja fortemente deslocado pra baixo (até -3,8 unidades de 

pH), para os FS localizados além da região interfacial grupo cabeça polar/região 

parafínica. Pa a os de ivados ste es, os ∆pKa são praticamente os mesmos, 

confirmando a tendência de localização similar do anel xantênico (aniônico) nas 

proximidades da camada de Stern (região interfacial), independente do tamanho da 

cadeia alquílica.  Assim, neste meio observou-se valores praticamente iguais para o pKa 

de todos os FS, indicando um posicionamento similar destes compostos dentro da 

micela, exceto para o grupo carboxilato da RBB que se mostrou um pouco mais exposto 

à aproximação do prótons (∆pKa = 0,4). Na comparação entre a variação dos valores de 

pKa dos F“ os siste as su fa ta tes avaliados, os esultados de ∆pKa obtidos em CTAB 

(catiônico) foram em torno de seis vezes maiores que em  SDS (aniônico) e uma vez e 

meia (1,5x) maiores que em sistema não-iônico P-123, indicando uma influência 

simultânea de forças hidrofóbicas e eletrostáticas.   

Dessa forma, conforme já discutido para os demais sistemas avaliados, o 

equilíbrio de protonação fica fortemente deslocado em função da localização dos FS na 

região parafínica (núcleo) da micela, onde as formas aniônicas (básicas) são mais 

estáveis e onde existe uma menor disponibilidade de prótons em função da própria 

escassez de moléculas de água (PREVIDELLO, 2006).  

Em todos os sistemas, a ausência de pontos isosbésticos para RBB pode ser 

atribuída à sobreposição espectral das espécies puras e à proximidade entre os dois pKa. 
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A estimativa da contribuição individual de cada espécie para a intensidade total do 

espectro foi obtida através do método da matriz K (SENA, 2000). Adicionalmente, 

processos consecutivos de equilíbrio, através de um mecanismo multi-etapas (TESSARO, 

2011), envolvendo as formas tautoméricas, também contribuem para a complexidade 

do sistema. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Estimativa dos espectros das espécies puras da RBB, obtidos pelo método da 

Matriz K (SENA, 2000) 

 

4.3.2.4  Inversão na acidez relativa dos grupos protolíticos da RBB 

 

Conhecidamente o grupo carboxílico (pKa ≈ ,  – 5,0) é mais ácido que o grupo 

fenol (pKa =9,99) (CRC Handbook, 2003). No entanto, esses valores que geralmente são 
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tabelados para moléculas que apresentam o grupo funcional isolado, sofrem variações 

em moléculas complexas. 

A RBB, por exemplo, possui em sua estrutura tanto um grupo fenol, situado no 

anel xantênico, como um grupo carboxílico ligado ao anel benzênico. Em meio aquoso, 

como já visto, o grupo carboxílico é mais ácido (pKa = 1,8) do que o grupo fenol (pKa = 

3,6) (Tabela 9). Entretanto, a análise dos dados obtidos nos ensaios de pKa levaram a 

hipótese de uma possível inversão na acidez relativa dos grupos, quando o composto é 

solubilizado em sistemas micro-heterogêneos . 

Como os derivados ésteres possuem um único equilíbrio protolítico, a 

atribuição dos valores de pKa da RBB, em cada um dos sistemas micro-heterogêneos 

avaliados, foi feito por comparação com o pKa da RBBMET, que dentre os derivados é 

aquele com estrutura molecular mais próxima à da RBB. Observando os valores 

expressos na Tabela 9, nota-se que um dos valores obtidos para os equilíbrios 

protolíticos da RBB (pKa 1 ou pKa 2) tem melhor correlação quando comparados ao pKa 

de referência (RBBMET). Para facilitar a análise, os valores atribuídos ao pKa do grupo 

fenol aparecem na Tabela 9 com os campos sombreados. 

 
Tabela 9: Comparação dos valores de pKa da RBB (pKa 1 e pKa 2) com o valor de referência 

(RBBMET), em diferentes meios, para a atribuição dos grupos protolíticos. 

 RBBMET (pKa-OH) RBB (pKa 1) RBB (pKa 2) 

Água 4,0 1,8 (pKa-COOH) 3,6 (pKa-OH) 

SDS 3,4 2,6 (pKa-COOH) 4,2 (pKa-OH) 

P-123 1,3 1,4 (pKa-OH) 5,0 (pKa-COOH) 

CTAB 0,2 0,1 (pKa-OH) 1,4 (pKa-COOH) 
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Dessa forma, em água e em sistema aniônico SDS o valor do pKa 1 foi atribuído 

ao grupo carboxílico pois nestes meios este equilíbrio protolítico ocorre em um valor 

de pH menor que do grupo fenol, ao qual foi atribuído o pKa 2. Porém, nos sistemas 

não-iônico P-123 e catiônico CTAB ocorre uma inversão nesta ordem, sendo que o pKa 

1 passa a ser atribuído ao equilíbrio do grupo fenol.  

Alguns trabalhos encontrados na literatura são dedicados à interpretação e 

explicação deste fenômeno que é característico da classe dos corantes xantenos, que 

sofrem forte influência do solvente sobre os seus respectivos valores de pKa 

(MCHEDLOV-PETROSSYAN,  1992 i; Idem, 1992 ii, Idem, 1994). 

A inversão de pKa entre os grupos protolíticos é uma fenômeno que ocorre com 

maior probabilidade nos xantenos substituídos com átomos halogênios nas posições 

2,4,5,7, como é o caso da RBB e seus derivados (ver Figura 7). Como os halogênios 

exercem um forte efeito retirador de densidade eletrônica no anel xantênico, o 

hidrogênio do grupo fenol é mais facilmente ionizável. Entretanto, a correta 

interpretação destas mudanças não é possível sem o completo entendimento dos 

equilíbrios tautoméricos presentes nas moléculas dos xantenos (MCHEDLOV-

PETROSSYAN, 1992 i). 

Na Figura 34, são esquematizados os equilíbrios protolíticos e tautoméricos 

propostos para a RBB, que facilitarão o entendimento do processo de inversão dos 

equilíbrios protolíticos. 
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Figura 34: Estruturas protolíticas e tautoméricas propostas para a Rosa de Bengala. NE 

(neutra), MA (monoaniônica) e DA (dianionica) (MCHEDLOV-PETROSSYAN e KLESCHVNIKOVA, 

1994). 
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Quando se trata de um meio polar como, por exemplo, a água; a medida que se 

promove a alcalinalização do meio a molécula sofre mudancas estruturais de acordo 

com os seguintes estágios: 

CT → NEQ   → MAC     → DA 

com isso a primeira desprotonação (pKa 1) ocorre no grupo carboxílico e a segunda 

desprotonação (pKa 2) ocorre no grupo fenol.  

Porém, quando se trata de ambientes de menor polaridade, como o 

microambiente do core micelar, à medida que se aumenta o pH do meio, os estágios 

das transformações moleculares seguem outra rota, ocorrendo na seguinte ordem:  

CT → NEQ   → MAF     → DA 

dessa forma ocorre a inversão; com a primeira desprotonação (pKa 1) ocorrendo no 

grupo fenol e a segunda desprotonação (pKa 2) ocorre no grupo carboxílico 

(MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1994).  

Estes resultados, portanto, indicam que a RBB esteja alocada em regiões 

próximas a superfície da micela de SDS, isto é, na região da interface grupo cabeça 

polar/meio aquoso; ao passo que nos sistemas de P-123 e CTAB ela atinge micro-

domínios além desta interface, chegando à região parafínica.  Estes estudos, no 

entanto, serão complementados com a avaliação das interações FS-membrana 

(constantes de ligação (Kb)), assim como com as constantes de supressão de Stern-

volmer (KSV), discutidas adiante. 

 

4.4   Determinação do Coeficiente de Partição(Kp) no sistema 1-octanol/água 

A partição dos FS xantenos foi avaliada num sistema formado por dois solventes 

imiscíveis (água/1-octanol), permitindo analisar de uma forma simples o caráter 

hidrofóbico relativo de cada corante. Os resultados, em termos de coeficiente de 

partição (Kp) e Log de Kp, são apresentados na Tabela 10. 
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Tabela 10: Valores de coeficiente de partição (Kp) dos xantenos em 1-octanol/água (1:1, v/v); 

sendo: Fase aquosa pH 7,25 em tampão Mcllvaine, ([Na2HPO4] = [ácido cítrico] = 7,5x10-3 mol 

L-1) e [NaCl] = 0,10 mol L-1. [FS] = 3,00x10-6 mol L-1. 

FS* RBB RBBMET RBBBUT RBBDEC 

Kp
 4,18 13,82 25,95 94,44 

Log Kp
 0,62 1,14 1,41 1,98 

 

Dentre os FS avaliados observa-se um aumento nos valores de Kp (RBB < 

RBBMET < RBBBUT < RBBDEC, Tabela 10). De acordo com a literatura, 

fotossensibilizadores com valor de Log Kp < 0 são classificados como de caráter 

hidrofílico, enquanto aqueles com Kp > 1,5 são considerados de caráter hidrofóbico. 

Compostos com log Kp entre 0 e 1,5 são classificados como anfifílicos (GIDDENS, 2003; 

SMITH, 2012). A inserção de um ligante, formando o éster, causa a neutralização de 

uma das cargas negativas presentes, a do carboxilato, tornando a molécula menos 

polar. Além disso, a cadeia carbônica alquílica contribui para o aumento da 

hidrofobicidade. A partir deste pressuposto, RBBMET e RBBBUT são classificadas como 

compostos anfifílicos e RBBDEC como hidrofóbica. Assim, o aumento no valor de Kp 

entre os derivados da RBB está associado a maior quantidade de carbonos na cadeia 

alquílica da função éster (Figuras 16, 17 e 18). Entretanto, mesmo a RBB na forma 

original apresenta o valor de Log Kp maior que zero, evidenciando que a molécula não 

tem comportamento absolutamente hidrofílico, sendo classificada como anfifílica. 

Também é importante observar, que RBBBUT tem um valor de log de Kp (1,4) muito 

próximo ao limite (1,5) para ser considerada uma molécula hidrofóbica. 
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4.5     Avaliação da interação com os sistemas micelares 

 
O estudo da interação dos FS com moléculas de surfactantes é de grande 

interesse no desenvolvimento de novas formulações para o uso em TFD e IFDMO, 

tanto em termos de solubilização e propriedades fotofísicas, quanto para a obtenção 

de um sistema transportador com características otimizadas. Embora o interesse 

primário do presente estudo esteja voltado para a avaliação das propriedades físico-

químicas e fotofísicas dos corantes, a utilização clínica dos mesmos como FS figura 

como plano de fundo, por isso todos os ensaios foram realizados em pH fisiológico 

(7,25), sendo que as formas protolíticas dos FS são conhecidas nestas condições. Com 

isso, é possível estimar as interações FS-micela e outros equilíbrios verificados para 

corantes xantênicos em sistemas micelares com condições similares aos dos sistemas 

biológicos. 

O monitoramento das interações, com o aumento gradual da concentração de 

surfactante a partir de um valor inicial igual a zero, permite a obtenção da isoterma de 

associação FS-micela, a qual será analisada a fim de se estimar o parâmetro 

termodinâmico da ligação (Kb), bem como o valor de CMC e N via Equação 2.  

 

4.5.1  Determinação da constante de ligação (Kb) com os sistemas micelares 

 

O parâmetro de ligação dos FS com os sistemas micelares foi avaliado 

monitorando-se a variação da intensidade de emissão de fluorescência dos corantes à 

medida em que era realizada a titulação com solução padronizada de surfactante 

(CAETANO, 1999). O primeiro sistema micelar avaliado foi do surfactante aniônico SDS. 

As variações na intensidade do espectro de emissão, bem como as isotermas de 

ligação obtidas para esse sistema são mostradas nas Figura 35 e 36. 
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Figura 35: Variação na emissão de fluorescência dos FS como uma função da concentração de 

SDS em água.  [FS] = 5,0x10-7 mol L-1. RBB (exc= 490 nm); Derivados (exc= 520 nm). Fenda do 

monocromador (exc/emis) (10/10, nm/nm); pH = 7,25 [NaCl] = 0,1 mol L-1.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: (A) Isotermas de ligação dos FS em SDS, com seus respectivos ajustes teóricos. (B) 

Variação do comprimento de onda de máxima emissão como uma função da concentração de 

surfactante. 
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Observando a Figura 35 percebe-se que, à medida que se adiciona surfactante, 

ocorre um aumento na intensidade de emissão de todos os FS. Esse aumento ocorre 

simultaneamente com variações do comprimento de onda de máxima emissão (∆λmáx) 

até concentrações próximas a 2x10-3 mol L-1 (Figura 36 B) . Essa variação foi observada 

pa a todos os F“ avaliados ∆λmáx ~ 7 -  . O deslo a e to do λmáx é reportado na 

literatura para outros xantenos em ambiente micelar e, também, solventes orgânicos 

(CHANG, 2008; CHAKRABORTY, 2011; PELLOSI, 2012). Em ambos os casos, o ∆λmáx e 

concomitante aumento da intensidade de emissão observado no sistema foi associado 

à mudança de ambiente do FS, que migra da água para meios orgânicos com 

polaridade reduzida. As interações soluto-solvente, tais como as ligações de 

hidrogênio, são fortes em meios próticos e estabilizam principalmente o estado 

fundamental do corante (SONG, 2000; BHOWMIK, 2005). Ao passar para o ambiente 

orgânico essas interações são perdidas, levando à diminuição da lacuna energética 

entre os níveis. Este efeito se reflete no espectro de absorção e, consequentemente, 

no espectro de emissão através de deslocamentos para o vermelho (PELLOSI, 2012;  

KIBBLEWHITE, 1989). Além da desagregação promovida pelo surfactante, o aumento 

da emissão de fluorescência é resultado da diminuição dos processos colisionais, que 

normalmente são favorecidos em ambiente aquoso, onde as próprias moléculas de 

água atuam como supressores de fluorescência (VALENZENO, 1987; OSHIMA, 2006). 

Na Figura 36A nota-se também que a isoterma de ligação da RBB é menos 

angulada do que a de seus derivados, não apresentando uma saturação completa no 

intervalo de concentração de surfactante avaliado. Isso de deve à repulsão gerada entre 

a superfície aniônica da micela e a dupla carga negativa presente na molécula do FS. Os 

derivados, por sua vez, têm a interação modulada pela hidrofobicidade, onde a 

intensidade de emissão de fluorescência  alcança saturação em concentrações próximas 

a 1,5x10-3 mol L-1, permanecendo estabilizada até o final da titulação 

espectrofotométrica. Com isso é possível verificar a influência da cauda alquílica na 

interação dos FS com a micela. Os parâmetros da ligação FS-micela, obtidos através da 

Equação 2, para o sistema SDS são apresentados na Tabela 11. 
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Tabela 11: Constantes de ligação (Kb), parâmetros N e CMC, obtidos pela Equação 2 para os 

corantes xantênicos (5,0 x10-7 mol L-1) em micelas de SDS a 30,0 oC, pH = 7,25 e [NaCl] = 0,10 

mol L-1. 

SDS N CMC (10-4 mol L-1) Kb (103 L mol-1) 

RBB 1,0 (± 0,1) 10,1 (± 0,1) 1,0 (± 0,2) 

RBBMET 1,0 (± 0,1) 7,3 (± 0,2) 7,3(± 0,5) 

RBBBUT 1,2 (± 0,1) 7,9 (± 0,1) 29,7 (± 0,9) 

RBBDEC 1,3 (± 0,1) 7,9 (± 0,3) 42,5 (± 1,5) 

 

O parâmetro N (Equação 2) por volta de um é relativo a um processo simples de 

interação FS/micela (CAETANO, 1999). Os valores obtidos apontam para a 

incorporação de uma molécula por micela para os primeiros três FS da série, com uma 

pequena variação no caso da RBBDEC. O valor de CMC do SDS na interação com RBB é 

próximo ao valor da literatura (1,1x10-3 mol L -1; PELLOSI, 2012), mas sofrem uma 

diminuição em torno de 30% para os derivados ésteres. Isso é indicativo que a 

presença dos corantes interfere no processo de formação das micelas. De forma geral, 

entende-se que a força de repulsão gerada entre as cargas negativas do surfactante e 

dos FS são compensadas pelas interações hidrofóbicas geradas pelas cadeias alquílicas 

presentes nas moléculas de ambos. É importante resaltar que devido à sua natureza, 

essas interações são também dependentes do pH, pois alterações do mesmo 

influenciam o estado de carga do FS. 

No caso do surfactante polimérico P-123 (não-iônico), tem-se uma variação 

abrupta da intensidade de emissão, logo nas primeiras adições da titulação, e 

posterior estabilização, como ilustrado na Figura 37. A saturação/estabilização das 

intensidades de emissão de fluorescência, bem como o deslocamento batocrômico 

dos λmáx ∆λmáx ~ 13 - 24 nm) foram alcançados em concentrações muito baixas do 

surfactante polimérico como pode ser observado da Figura 38. 
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Figura 37: Variação na emissão de fluorescência dos FS como uma função da concentração de 

P-123 em água.  [FS] = 5,0x10-7 mol L-1. RBB (exc= 490 nm); Derivados (exc= 520 nm). Fenda 

do monocromador (exc/emis) (10/10, nm/nm); pH = 7,25 [NaCl] = 0,1 mol L-1.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: (A) Isotermas de ligação dos FS em P-123, com seus respectivos ajustes teóricos. 

(B) Variação do comprimento de onda de máxima emissão como uma função da concentração 

de surfactante. 
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Ocorre uma forte interação entre os FS e as micelas de P-123, que é 

evidenciada pela saturação relativamente rápida na intensidade de emissão (Figura 38 

A), com a concentração de surfactante utilizada na titulação. Interações 

significativamente mais fortes dos FS em P-123 do que em SDS já eram esperadas visto 

que em meio não-iônico não existe influência da repulsão que os corantes sofrem na 

interação com SDS. Os valores obtidos pelo ajuste teórico dos dados experimentais 

são apresentados na Tabela 12. 

Tabela 12: Valores de constantes de ligação (Kb), parâmetros N e CMC obtidos através de 

titulação fluorimétrica dos corantes xantênicos (5,0 x10-7 mol L-1) com micelas de P-123 a 30,0 
oC, pH= 7,25 e [NaCl] = 0,10 mol L-1. 

P-123 N CMC (10-6 mol L-1) Kb (104 L mol-1) 

RBB 1,00 (± 0,01) 7,3 (± 0,5) 5,0 (± 0,1) 

RBBMET 1,00 (± 0,01) 7,3 (± 0,2) 9,1 (± 0,1) 

RBBBUT 1,06 (± 0,10) 7,3 (± 0,1) 10,1 (± 0,5) 

RBBDEC 1,00 (± 0,01) 2,1 (± 0,3) 14,5 (± 0,7) 

O parâmetro N foi igual a um para todos os FS indicando associação unitária 

entre micela/molécula de FS. Um decréscimo em torno de 20% no valor teórico da 

CMC (9x10-6 mol L -1; ALEXANDRIDIS, 1994) para os três primeiros FS da série, indicam 

uma pequena influência da presença destes FS no processo inicial de formação das 

micelas (autoassociação). No entanto, esse valor fica quase 77 % menor no caso da 

RBBDEC, mostrando que a presença deste corante favorece o processo de micelização 

do copolímero P-123 nas condições empregadas neste ensaio. 

Porém, a interação entre a RBBDEC e micelas de P-123 mostrou-se um processo 

complexo. Nos ensaios prévios, realizados com obtenção imediatamente após a adição 

de P-123 (t0), o valor da constante de ligação (Kb) obtida para este sistema era de 

apenas 5,2 x 104 L mol-1. Esse dado foi contraditório à tendência observada nos 

resultados apresentados na Tabela 12 e com a hipótese da interação FS/micela ser 

modulada pelo tamanho da cauda alquílica, visto que a micela de P-123 é não iônica. 
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Fez-se então, o acompanhamento da cinética de reação, conforme ilustrado na Figura 

39. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Cinética de incorporação da RBBDEC em micelas de P-123.  [FS] = 5,0 x10-7 mol L-1 , 

em micelas de [P-123] = 4% m/v a 30 oC, pH= 7,25 e [NaCl] = 0,1 mol L-1. 

 

Aparentemente tem-se um equilíbrio em torno de 60 minutos de reação, 

entretanto é possível notar (Figura 39) uma inclinação nos pontos a partir de 100 

minutos, indicando uma tendência de aumento. Com isso, realizou-se um novo 

experimento para se avaliar a interferência desta cinética de desagregação/ 

incorporação do FS. O tratamento dos dados obtidos neste teste forneceu um ajuste 

com a elevação do valor do Kb para 8,2 x 104 L mol-1, após 2,5 horas, a partir da adição 

de surfactante. Com a confirmação da hipótese da existência de cinética de 

incorporação e sua influência no sistema RBBDEC/P-123, outro ensaio completo foi 

realizado com aquisição dos espectros 17 horas depois da adição do copolímero 

surfactante, no qual se obteve o valor apresentado na tabela 12 (14,5x104 L mol-1). 

Para efeito de comparação, na Figura 40 são apresentadas as isotermas de ligação 

obtidas no tempo igual a zero e no tempo de equilíbrio. 
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Figura 40: Comparação entre as isotermas de ligação e ajustes teóricos da RBBDEC em P-123, 

obtidas nos tempos t0 e tEq. [RBBDEC] = 5,0x10-7 mol L-1. (exc= 520 nm). Fenda do 

monocromador (exc/emis) (10/10, nm/nm).  

 

Na Figura 40 percebe-se que na isoterma obtida no tempo zero (t0) a 

intensidade de emissão continua aumentando durante toda a titulação, indicando que 

não ocorre a saturação da ligação do FS às micelas (CAETANO, 1999). Observando a 

isoterma obtida além do tEq (Figura 36 B), o que se vê é que a saturação ocorre numa 

concentração muito baixa de P-123 (2,5 x 10 -4 mol L-1 ). Assim, baixas concentrações 

de P-123 são suficientes para a solubilização da RBBDEC, entretanto este processo é 

mais lento do que o verificado para os derivados ésteres de cauda mais curta. 

Esta cinética de ligação pode ser atribuída ao tempo de equilíbrio do FS no 

micro ambiente micelar, em virtude do impedimento causado pelas cadeias PEO na 

interface hidrofílica da micela polimérica. Por causa da longa cadeia alquílica (10 C) a 

incorporação do FS no core hidrofóbico fica retardada ou restrita pelo emaranhado de 

cadeias PEO, que possuem alto grau de solvatação por moléculas de água (RIESS, 

2003).  Esse acompanhamento cinético não foi realizado para os demais corantes, pois 

não ocorreram indícios experimentais que sugerissem a realização dos mesmos. 

Para o sistema composto por micelas do surfactante catiônico CTAB, a emissão 

de fluorescência dos FS também sofreu significativo aumento de intensidade, assim 

como deslo a e to ato i o dos λmáx ∆λmáx ~ 12 - 23 nm), como pode ser 

verificado nas Figuras 41 e 42. 
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Figura 41: Variação na emissão de fluorescência dos FS como uma função da concentração de 

CTAB em água.  [FS] = 5,0x10-7 mol L-1. RBB (exc= 490 nm); Derivados (exc= 520 nm). Fenda 

do monocromador (exc/emis) (10/10, nm/nm); pH = 7,25 [NaCl] = 0,1 mol L-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: (A) Isotermas de ligação dos FS com CTAB, com seus respectivos ajustes teóricos. 

(B) Variação do comprimento de onda de máxima emissão como uma função da concentração 

de surfactante. 
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Os valores de Kb dos FS xantenos em CTAB, apresentados na Tabela 13, 

aumentaram em uma ordem de grandeza em relação ao sistema surfactante P-123 

(Tabela 12) e duas ordens de grandeza em relação ao sistema surfactante SDS (Tabela 

11). A atração eletrostática gerada pelas cargas opostas FS/micela, somada as 

interações hidrofóbicas, bem como a formação de espécies do tipo [Xn-(S+)n] (X 

representa o corante xanteno e S os monômeros de surfactante), classificadas como 

agregados pré-micelares (CAETANO; TABAK, 2000), elevam consideravelmente a 

ligação entre os corantes e a micela catiônica (PELLOSI, 2012; BILSKI, 1997). Portanto, 

a associação FS/micela ocorre em duas etapas. A primeira, onde existe equivalência 

estequiométrica entre o FS e monômeros do surfactante e os fortes efeitos 

eletrostáticos modulam a interação, resultando na formação dos agregados pré-

micelares (tendo o FS está auto-agregado) e a segunda, onde o acréscimo na 

concentração de surfactante leva a formação de micelas que encapsulam as moléculas 

de FS auto-agregadas, dispersando-as na forma de monômeros.  

A etapa inicial geralmente é marcada pela diminuição na intensidade de 

emissão dos FS em razão da auto-supressão característica de espécies auto-agregadas 

(BILSKI, 1994; CHEN, 1998; CAETANO, 2000). Esse decréscimo foi verificado para a 

ligação de todos os FS avaliados com surfactante CTAB, entretanto foi explícito para 

RBB, como pode ser visto na Figura 43. 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Isoterma de ligação obtida pela variação espectral da RBB como uma função da 

concentração de CTAB em água. (exc= 490 nm; emis= 575 nm). No detalhe, ampliação do 

intervalo de concentração de CTAB (região pré-micelar) onde ocorre a formação de agregados 

FS/CTAB.   
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Por isso o ajuste teórico das isotermas de ligação (Equação 2) para a obtenção 

das constantes de ligação (Kb) e dos parâmetros N e CMC foram feitos a partir dos 

pontos de mínima intensidade de fluorescência para o sistema do surfactante CTAB. 

Os valores obtidos são apresentados na Tabela 13. 

Tabela 13: Constantes de ligação (Kb), parâmetros N e CMC, obtidos pela equação 2 para os 

corantes xantênicos (5,0 x10-7 mol L-1) em micelas de CTAB a 30,0 oC, pH= 7,25 e [NaCl] = 0,10 

mol L-1. 

CTAB N CMC (10-6 mol L-1) Kb (105 L mol-1) 

RBB 1,46 (± 0,01) 1,1 (± 0,9) 12,8 (± 0,4) 

RBBMET 1,61 (± 0,01) 1,1 (± 0,9) 27,2 (± 0,6) 

RBBBUT 1,64 (± 0,08) 2,9 (± 0,9) 36,4 (± 0,2) 

RBBDEC 1,67 (± 0,02) 2,9 (± 0,9) 58,0 (± 0,9) 

 

Para os derivados ésteres, está diminuição foi bem pequena, sendo observada 

somente para a primeira adição de surfactante. Porém, nas adições imediatamente 

subsequentes, houve pouca variação na intensidade de emissão resultando no perfil 

sigmoidal (Figura 42 A) não observado no início da titulação com P-123. Embora não 

seja possível verificar claramente a presença de agregados pré-micelares pela análise 

dos espectros de emissão dos derivados ésteres obtidos no sistema CTAB, a técnica de 

espalhamento de luz ressonante (RLS), utilizada concomitantemente, fornece indícios 

da formação dos mesmos no início da titulação.  Elevados valores no sinal de RLS são 

causados pela ressonância entre o momento dipolar de transição das unidades 

cromóforicas que compõe o agregado gerando uma interferência construtiva na onda 

eletromagnética da luz emitida (PASTERNACK, 1993; COLLINGS, 1999).  

Adicionalmente, o efeito das mudanças no micro-ambiente sobre o FS pode ser 

avaliada através de anisotropia de fluorescência. Estudos realizados com surfactantes 

e sondas fluorescentes demonstram que está técnica pode ser utilizada como 

ferramenta para mensurar o grau de interação entre o corante e os monômeros do 
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surfactante, pois quantifica a liberdade rotacional do FS nas interações complexas que 

ocorrem na transição entre a etapa pré-micelar e a etapa seguinte, onde se tem a 

micela formada (MAHATA, 2009; CAETANO, 2000). Os dados de anisotropia de 

fluorescência e RLS da RBBBUT em sistema CTAB são apresentados, como exemplo, na 

Figura 44. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: (— □ —) variação da anisotropia de fluorescência com excitação contínua em 520 

nm, monitorado em 590 nm e (—    —) variação do sinal de RLS obtido em modo sincrônico, 

∆λ =  λe  = λe is  para RBBBUT em função da concentração de CTAB. T=30°C, pH =7,25. 

 

Monitorando simultaneamente o sinal de RLS e a anisotropia de fluorescência 

(Figura 44), observou-se que em baixas concentrações de surfactante (região pré-

micelar) são encontrados o menor valor de anisotropia e o máximo valor no sinal de 

RLS. Usualmente, uma diminuição de anisotropia está associada a um maior grau de 

mobilidade do fluoróforo, livre em solução ou associado ao surfactante na forma de 

agregados durante o processo de emissão de fluorescência. Assim, a aparente 

liberdade rotacional dos corantes, enquanto estão na forma de pré-agregados, parece 

contraditória, mas pode ser elucidada levando em conta a diminuição nos tempos de 

vida fluorescência que ocorre em função da agregação. Estudos realizados com 

corantes xantenos mostram que, em alguns casos, o tempo de vida de fluorescência 

pode ser menor que o tempo de resolução do equipamento (SERET, 1987), causando 
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um erro experimental na medida de anisotropia que sugere, erroneamente, que as 

moléculas tenham liberdade rotacional, como foi o comportamento observado (BILSKI, 

1991).  

Todos os corantes avaliados apresentam o mesmo comportamento anisotrópico 

da RBBBUT, utilizada como exemplo na Figura 44; com valores de r diminuindo até 

[CTáB] ≈ , -5 mol L-1. Isso indica a ocorrência de processos similares na região pré-

micelar para todos os FS. Este tipo de interação, gerada pela presença de cargas 

opostas e consequente formação de agregados do tipo [Xn-(S+)n] com as moléculas do 

FS, tem sido observada em vários estudos e causa a diminuição da fluorescência pelo 

favorecimento dos processos colisionais que levam à auto-supressão (BILSKI, 1991; 

BILSKI, 1997; MCHEDLOV-PETROSSYAN, 1999; BATISTELA, 2011) 

Adições subsequentes de CTAB levaram a ocorrência de alguns processos 

simultâneos: 1) diminuição do sinal RLS, pois o aumento na concentração de 

surfactante induz o processo de desagregação e resolubilização do corante na micela; 

2) aumento na emissão de fluorescência, juntamente com deslocamento batocrômicro 

dos λmáx, indicando alocação em um ambiente apolar e 3) aumento da anisotropia de 

fluorescência e estabilização da mesma a partir da CMC do surfactante. A estabilização 

da anisotropia com valores de r ≈ ,  s o p i os aos des itos a lite atu a pa a 

sondas em sistemas micelares (RUIZ, 2000). Todos esses eventos são indicativos da 

incorporação dos corantes na micela. Efeitos similares nesta região pré-micelar foram 

detectados para vários surfactantes iônicos com outras classes de corantes (CAETANO, 

2000; JUNQUEIRA, 2002; BILSKI, 1991; BILSKI, 1997). Para CTAB a CMC é 2,0x10-4 mol L-

1 (PELLOSI, 2012), assim, os complexos FS-surfactante formados na região pré-micelar 

atuam como microdomínios de nucleação para a formação de micelas (HIOKA et al, 

1989). Dessa forma, em baixas concentrações de CTAB, os xantenos éster sintetizados 

se comportam como a RBB e outros xantenos, tendo a ligação caracterizada por uma 

interação bifásica, com queda na emissão de fluorescência no intervalo de 

concentração de surfactante < 2,0x10-6 mol L-1. Outros corantes xantenos, desprovidos 

de cadeia éster apresentam esse comportamento em concentrações mais altas (10-4 
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mol L-1; PELLOSI, 2012), por não apresentarem a contribuição hidrofóbica adicional dos 

derivados ésteres da RBB. Foi em função destas interações específicas na região pré-

micelar, que se optou em calcular os parâmetros da ligação FS-micela (Kb, CMC e N) 

em CTAB (Tabela 13), utilizando os pontos experimentais a partir dos mínimos de 

fluorescência  (CAETANO, 2000; DEUMIÉ, 1995).  

Percebe-se que o modelo teórico utilizado, representado pela Equação 2 

(CAETANO, 2000), fornece bons ajustes para os dados obtidos nas titulações 

(coeficientes de correlação ~ 0,998). A RBB, dianiônica, apresenta interação 

relativamente menor com micelas de SDS e ligação relativamente significativa com 

micelas de CTAB. Nestes casos prevalecem as forças eletrostáticas geradas pelos 

grupos cabeças polares carregadas das moléculas de surfactante. Entretanto, com a 

esterificação do grupo carboxílico, a interação dos xantenos com as micelas é 

modulada também (até 5x), pelo tamanho da cadeia alquílica da porção éster. 

Comparando-se os parâmetros de ligação dos FS nos três sistemas avaliados percebe-

se claramente a influência das forças eletrostáticas nos sistemas surfactantes aniônico 

SDS e catiônico CTAB, e um valor mediano em P-123 (micela não-ionica). No entanto, 

quando se compara os parâmetros dos quatro FS interagindo com o mesmo sistema, 

fica evidente, em todos os meios avaliados, uma tendência de aumento no valor de Kb 

(até 100x) de acordo com aumento da hidrofobicidade dos derivados.  

Na realização dos ajustes da isoterma de ligação, para todos os sistemas 

micelares avaliados, procurou-se manter o valor N igual a um (1) (ver Equação 2), 

assumindo que a razão corante/micela se mantenha próxima de um equilíbrio unitário 

(CAETANO, 2000). Para P-123, essa metodologia se mostrou ótima, enquanto que, 

especificamente para surfactantes catiônicos, a tentativa de fixar o valor de N=1 

resultava na diminuição do coeficiente de correlação no ajuste. A tentativa de impor o 

valor verdadeiro de CMC dos surfactantes também não favorece o ajuste, pois a 

interação bifásica FS-surfactante confere alta complexidade ao sistema, ocasionando o 

surgimento de valores de CMC aparente. Os melhores ajustes foram obtidos com 

valores de N oscilando nas proximidades de 1 e o parâmetro CMC livre e ajustável, 
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dentro de uma ordem de grandeza coerente com a CMC verdadeira (CAETANO, 2000). 

Valores de N um pouco maiores para a interação RBBDEC, do que para os outros 

corantes, no caso dos surfactantes iônicos SDS e CTAB sugerem o aumento da 

complexidade das interações, moduladas pela cauda alquílica. 

Outros autores tem observado o decréscimo no valor de CMC verdadeira em 

ensaios envolvendo corantes com carga elétrica contrária a do surfactante 

(JUNQUEIRA, 2002). A diminuição no valor de CMC em duas ordens de grandeza 

confirma uma forte interação entre os corantes e as unidades de CTAB, formando 

pares iônicos que favorecem a formação da micela em concentrações de surfactante 

mais baixas que a verificada na ausência do corante (CAETANO, 2000).  

Em SDS pode-se observar o abaixamento da CMC somente para os derivados 

ésteres (~30 %). Obviamente, a natureza da interação não é do tipo eletrostática, pois 

ambos, corante e surfactante são aniônicos, o que favorece a repulsão. No entanto, a 

presença da cadeia alquílica na porção éster dos corantes promove interações 

hidrofóbicas (van der Waals) com a cauda do surfactante, contribuindo para a 

diminuição da CMC.  A literatura reporta diminuições nos valores de CMC do SDS 

ligando-se com corantes fenotiazínicos (CAETANO, 2000). Os valores de CMC, obtidos 

pela Equação 2, para o sistema de P-123, foram muito próximos ao da literatura. Isso 

indica pouca interferência dos corantes no processo de formação de micelas de 

surfactante não-iônico (PELLOSI, 2012), provavelmente devido a maior extensão da 

cadeia dos unímeros de copolímero em relação aos monômeros de surfactantes 

iônicos .  

 A literatura ainda relata que corantes xantenos desprovidos de cadeia alquílica, 

invariavelmente, apresentam interações em diferentes níveis com cada classe de 

surfactante, como por exemplo interações de menor magnitude com surfactantes 

aniônicos, devido a efeitos de repulsão FS-SDS (mesmo estado de carga); interações 

mais significativas com surfactante catiônico (estados de carga contrários) e 

intermediária com surfactantes poliméricos não iônicos, confirmando os resultados 

obtidos (PELLOSI, 2012). Adicionalmente, tem-se que apesar da natureza aniônica do 
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surfactante SDS, as forças hidrofóbicas geradas pela cauda alquílica inserida na 

modificação da RBB torna mais efetiva a interação dos derivados ésteres com este tipo 

de micela. 

Em relação à variação espectral nos perfis de emissão, não foi possível 

quantificar o deslo a e to os i os de e iss o ∆λmáx) da RBBDEC em nenhum 

dos sistemas surfactantes, pois em virtude da baixa solubilidade deste corante em 

água pura, sua emissão é praticamente nula e dessa forma não foi possível a aquisição 

do valor inicial. No entanto, em todos os meios, é possível verificar o deslocamento 

batocrômico ao longo da titulação (Figuras 36B, 38B e 42B). Ou seja, em elevadas 

concentrações dos surfactantes, o λmáx observado para esse FS foi praticamente o 

mesmo verificado para os outros ésteres. Isso é indicativo de que em altas razões 

micela/corante todos os derivados ésteres estejam particionados para um micro-

ambiente com características de polaridade similar. 

Quando os corantes são expostos a ambientes de menor polaridade, a energia 

necessária para promoção da molécula ao estado excitado torna-se menor, resultando 

em emissões deslocadas para o vermelho. (PELLOSI, 2012, LAKOWICZ, 2006). Estudos 

mostram a mesma tendência observada no processo de interação dos corantes 

xantênicos tanto em micelas quanto em solvente orgânico (CHANG, 2008; 

CHAKRABORTY, 2011). Em ambos os casos, o deslocamento pode ser associado à 

diminuição das interações solvente-soluto, tais como ligações de hidrogênio (SONG, 

2000; BHOWMIK, 2005; KIBBLEWHITE, 1989). Além disso, as ligações de hidrogênio 

favorecem processos colisionais entre o corante e moléculas de água, levando a 

supressão de fluorescência por conversão interna. Assim, tanto o deslocamento do 

λmáx como o aumento na intensidade de emissão estão relacionados com a mudança 

de micro-ambiente químico (MARTIN, 1975), indicando a associação do FS à micela.  
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4.6 Determinação das constantes de supressão de Stern-Volmer ( KSV) 

 

Embora os parâmetros de ligação (Kb, CMC e N) forneçam importantes 

informações sobre a interação primária entre o FS e as micelas de surfactante, eles 

não são suficientes para se avaliar a localização relativa dos mesmos nestes sistemas. 

Emprega-se, então, estudos baseados na variação da intensidade de emissão de 

fluorescência dos FS para se estimar a localização relativa dos FS no núcleo hidrofóbico 

das micelas (CHATELIER, 1984; FERNANDES, 2002). O princípio da técnica é a utilização 

de uma espécie supressora da energia do estado excitado na desativação dos FS. O 

grau de acessibilidade do íon iodeto, espécie supressora de caráter hidrofílico, às 

moléculas dos FS resulta em um maior ou menor decaimento na intensidade de 

emissão dos mesmos, sendo a razão F0/F utilizada para a quantificação através da 

Equação 4 (LAKOWICZ, 2006). A supressão da energia do estado excitado ocorre por 

colisões entre o íon iodeto e as moléculas dos xantenos (supressão dinâmica), 

resultando no decréscimo da emissão de fluorescência dos mesmos (Figura 2) (BLATT, 

1985; FERNANDES, 2002). A determinação da constante de supressão de Stern-Volmer 

(Equação 3) para RBB, RBBMET e RBBBUT foi realizada primeiramente em meio 

aquoso (tampão pH=7,25) para análise comparativa com os sistemas micelares. Devido 

à auto-agregação gerada por sua elevada hidrofobicidade, RBBDEC não apresenta 

emissão de fluorescência em água, não sendo possível avaliar a constante de Stern-

Volmer neste meio. 

Na Figura 45 são apresentados os decaimentos na intensidade de emissão dos 

FS em água e os ajustes dos pontos experimentais utilizada para a determinação dos 

valores de KSV em meio aquoso. 
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Figura 45: Emissão de fluorescência dos FS em água, após sucessivas adições de supressor 

iodeto. (A) RBB, (B) RBBMET e (C) RBBBUT. Nos insertes estão os gráficos com os ajustes 

experimentais utilizados para determinação das constantes de Stern-Volmer. pH = 7,25, 

[NaCl] = 0,1 mol L-1, T=30°C, RBB (exc= 490 nm); ésteres (exc= 520 nm).  
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Nas Figuras 46, 47 e 48 são apresentados os decaimentos na intensidade de 

emissão dos FS e os ajustes dos pontos experimentais utilizados para a determinação 

dos valores de KSV nos sistemas surfactantes SDS, P-123 e CTAB, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46: Emissão de fluorescência dos FS em SDS, após sucessivas adições de supressor 

iodeto. (A) RBB, (B) RBBMET, (C) RBBBUT, (D) RBBDEC. Nos insertes estão os gráficos com os 

ajustes experimentais utilizados para determinação das constantes de Stern-Volmer. pH = 

7,25, [NaCl] = 0,1 mol L-1, T=30°C, RBB (exc= 490 nm); ésteres (exc= 520 nm).  
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Figura 47: Emissão de fluorescência dos FS em P-123, após sucessivas adições de supressor 

iodeto. (A) RBB, (B) RBBMET, (C) RBBBUT, (D) RBBDEC. Nos insertes estão os gráficos com os 

ajustes experimentais utilizados para determinação das constantes de Stern-Volmer. pH = 

7,25, [NaCl] = 0,1 mol L-1, T=30°C, RBB (exc= 490 nm); ésteres (exc= 520 nm).  
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Figura 48: Emissão de fluorescência dos FS em CTAB, após sucessivas adições de supressor 

iodeto. (A) RBB, (B) RBBMET, (C) RBBBUT, (D) RBBDEC. Nos insertes estão os gráficos com os 

ajustes experimentais utilizados para determinação das constantes de Stern-Volmer. pH = 

7,25, [NaCl] = 0,1 mol L-1, T=30°C, RBB (exc= 490 nm); ésteres (exc= 520 nm).  

 

Conforme pode ser observado nas Figuras 46, 47 e 48, existe uma dependência 

linear entre a supressão de fluorescência verificado para todos os FS/sistemas 

micelares avaliados e a concentração de iodeto, caracterizando um processo de 

supressão dinâmica, onde predomina a desativação por colisões entre as moléculas 

(SVIRBELY, 1954; CHATELIER, 1984; BLATT 1985; PELLOSI, 2012). Na figura 49 são 

apresentados os gráficos de Ster-Volmer dos FS em cada meio para a análise 

comparativa. Os valores de KSV são apresentados na Tabela 14. 
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Figura 49: Gráficos de Stern-Volmer dos xantenos, obtidos através dos estudos de supressão 

de fluorescência. [corantes] = 5,0x10-7 mol L-1, pH 7,25, [NaCl]=0,1 Mol L-1, 30,0 oC em: (A) 

água; (B) SDS; (C) P-123 and (D) CTAB.  

 

Observando a Tabela 14, percebe-se que a constante de Stern-Volmer (KSV) da 

RBB (dianiônica), em meio aquoso, é até 5x menor que a KSV dos derivados ésteres. A 

dupla carga negativa da RBB aumenta o grau de repulsão eletrostática entre a 

molécula desse FS e os íons iodeto que interagem no mesmo meio, dificultando o 

processo de supressão. A diferença entre os valores de KSV obtidos para RBBMET e 

RBBBUT podem estar associados à formação de pequenos agregados (dímeros ou 

trimeros) durante a execução do experimento, contribuindo, assim, com uma parcela 

de auto-supressão no valor total de KSV (SVIRBELY, 1953; ARBELOA, 1989, LAKOWICZ, 

2006). 
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Tabela 14: Valores de constante de Stern-Volmer (KSV) calculadas através da Equação 3, para 

estimativa da supressão de fluorescência dos xantenos pelo iodeto. 

FS 
Ksv (L mol-1) 

Água* SDS P-123 CTAB 

RBB 0,80 (± 0,01) 0,76 (± 0,04) 0,48 (± 0,01) 22,2 (± 1,4) 

RBBMET 3,92 (± 0,20) 0,08 (± 0,01) 0,39 (± 0,02) 94,2(± 5,7) 

RBBBUT 5,81 (± 0,15) 0,06 (± 0,02) 0,33 (± 0,01) 59,2 (± 2,8) 

RBBDEC - - - 0,00 (± 0,01) 0,23 (± 0,01) 40,5 (± 2,3) 

* Tampão Mcllvaine, pH 7,25. 

[FS] = 5,0x10-7 mol L-1, pH 7,25 e [NaCl] = 0,1 mol L-1 a 30,0 oC. [SDS] = 5,0x10-3 mol L-1;  

[P-123] = 1,7x10-3 mol L-1; [CTAB] = 4,0x10-3 mol L-1.  

 

O valor de KSV obtido para RBB em SDS (0,76) é muito similar ao encontrado 

para o corante em água (0,80). Considerando a incerteza experimental, podemos 

atribuir o mesmo KSV para ambos os sistemas, indicando que as moléculas deste 

corante permanecem preferencialmente na fase aquosa, com apenas uma fração 

particionada para dentro das micelas aniônicas. Isso é corroborado pelos baixos 

valores de constante de ligação (Kb) observados para este FS (Figura 36A e Tabela 11). 

No sistema SDS, os valores de KSV obtidos para RBBMET e RBBBUT foram muito 

próximos e indicam pouco acesso do iodeto ao sítio cromofórico dos FS. A superfície 

da micela de SDS tem elevado potencial de cargas negativas, repelindo as moléculas 

de supressor, também aniônico. Uma vez particionada para dentro da micela, a 

molécula do FS fica protegida pela barreira formada pelos grupos cabeças aniônicas do 

surfactante.  

No caso da RBBDEC, o valor de KSV encontrado foi igual a zero, o que demonstra 

total proteção do sítio cromofórico do corante à aproximação do iodeto. Levando em 

consideração o tamanho da cadeia alquílica deste éster (10 C) e admitindo a hipótese 

do corante participar da formação da micela como co-surfactante, então o anel 

xantênico (região cromofórica do corante), estaria situado nas imediações da camada 

de Stern (superfície formada pelos grupos cabeças polares do surfactante), que no 
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caso do aniônico SDS tende a repelir a presença do iodeto, devido ao seu potencial 

negativo de superfície (BENITO, 1997). 

 A grande variação entre os resultados obtidos em surfactante aniônico SDS e 

catiônico CTAB, está claramente relacionada à repulsão / atração eletrostática que os 

FS sofrem em relação à camada de Stern dos respectivas micelas. Os íons iodeto, 

mesmo sendo utilizado uma concentração 10 vezes menor, são atraídos pela camada 

de Stern da micela de CTAB, localizando-se muito próximos do corante encapsulado, o 

que facilita o processo de supressão. Embora a literatura aponte que a supressão de 

fluorescência nos xantenos seja devido a um processo de supressão dinâmico, os 

elevados valores de KSV em CTAB podem ter sido causados pela ocorrência, 

concomitante, de supressão estática (SVIRBELY, 1954). É interessante notar que em 

CTAB, o menor valor de KSV foi encontrado para RBB. Esse dado parece ser 

contraditório com as discussões feitas até aqui, pois se espera que, por ser dianiônico, 

esse FS estivesse alocado junto à camada de Stern, como já foi observado com outros 

corantes aniônicos (MANIASSO, 2001; GAIDAMAUSKAS, 2010), facilitando o contato 

com o iodeto. Porém, a hipótese da formação de agregados pré-micelares de RBB e 

monômeros de CTA+ apresentada por Bilski (BILSKI, 1997), admite a possibilidade de 

alocação do corante em regiões da micela onde fica protegido do ataque do supressor. 

 No caso do surfactante polimérico P-123, onde não se tem a influência de 

forças eletrostáticas, a ordem nos valores de supressão foi a seguinte: RBB > RBBMET 

> RBBBUT > RBBDEC. Isso confirma os dados de Kp e Kb (Tabelas 10 e 12), mostrando 

que o aumento da cadeia alquílica, influencia na partição do corante para o núcleo 

hidrofóbico da micela. Entretanto, como se trata de um sistema micelar formado por 

copolímeros complexos e extensivamente hidratados, a acessibilidade dos íons iodeto 

no microambiente PEO torna-se possível. Mesmo assim, o corante que sofre maior 

supressão no sistema P-123, RBB (0,48), apresenta uma KSV 40% menor que o valor 

obtido em água (0,80) indicando que a alocação dos corantes em regiões mais 

hidrofóbicas da micela polimérica é possível, apesar de sua complexidade estrutural 

(KNOW, 1995). 
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Os valores de KSV, para os derivados ésteres, seguem sempre a mesma 

tendência para todos os surfactantes avaliados, sendo: RBBMET > RBBBUT > RBBDEC. 

Portanto, quanto maior a cadeia alquílica inserida na RBB, menos acessível o corante 

se torna para os íons iodeto, demonstrando que o tamanho da cadeia alquílica é fator 

primordial na modulação da alocação do corante no ambiente intra-micelar. Valores 

de KSV relativamente maiores para RBBMET, em todos os surfactantes, indicam que 

este corante não se aloca profundamente na micela, ficando próxima da superfície 

interna da mesma; região onde está sujeito a supressão pelo iodeto e, até mesmo, por 

moléculas de água (SVIRBELY, 1954; SCHULZ, 1991). 

 Os resultados obtidos nos ensaios de KSV apontam para uma interação 

significativa dos derivados ésteres com os modelos de membrana (micelas iônicas). As 

micelas poliméricas do Plurônico® P-123, por sua vez, apresentaram grande potencial 

para utilização como sistema transportador dos FS. Entretanto, essas interações serão 

realmente significativas, somente se houver a manutenção das propriedades 

fotofísicas que tornam a classe dos corantes xantenos potencialmente útil à TFD.  

Essas propriedades serão discutidas a seguir. 

 

 

4.7   Determinação das propriedades fotofísicas dos fotossensibilizadores 

 

Dentre as propriedades fotofísicas dos corantes, quando estes são candidatos a 

fármacos fotossensibilizadores para aplicação em TFD, o rendimento quântico de 

fluorescência (f) e o rendimento quântico de formação de oxigênio singlete (Δ
1O2) 

são fundamentais. Por esses parâmetros pode-se e avaliar a ação fotodinâmica e, 

assim, fazer previsões sobre a viabilidade da utilização do corante como fármaco. 
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4.7.1 Determinação do rendimento quântico de fluorescência (f) 

 

A desativação de estados excitados por fluorescência é um processo 

competitivo a geração de oxigênio singlete. Assim baixos rendimentos quânticos de 

fluorescência, em geral, favorecem altos rendimentos quânticos de oxigênio singlete. 

O f pode ser obtido através da Equação 5, utilizando os máximos de absorção e 

e iss o λmáx) dos respectivos espectros. Entretanto, com a disponibilidade do uso de 

ferramentas de integração matemática (Origin 8), optou-se por usar toda a área 

delimitada pelo espectro de emissão para se efetuar o cálculo. Na Figura 50 são 

apresentados, os espectros de absorção e de emissão da RBBMET, exemplificando 

todos os FS avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Sobreposição dos espectros de (A) absorção eletrônica e (E) emissão de 

fluorescência para o corante RBBMET.  

 

Depois de gravados os espectros de absorção e emissão, foram determinados o 

λmáx de absorção e a área abaixo da curva de emissão, cujos valores foram aplicados na 

Equação 5. Os resultados de rendimento quântico de fluorescência (f) obtidos em 

meio homogêneo (água), assim como nos sistemas micro-heterogêneos (sistemas 

FS/micela), são apresentados na Tabela 15. 
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Tabela 15: Valores de rendimento quântico de Fluorescência (F) dos FS em meio 

homogêneo (água). [corantes] = 5,0x10-7 Mol L-1. [SDS] = 5,0x10-3 mol L-1; [P-123] = 1,7x10-3 

mol L-1; [CTAB] = 4,0x10-3 mol L-1, pH=7,25, [NaCl] = 0,1 mol L-1 , T = 30oC. 

* Não avaliado em virtude da auto-agregação destes corantes em meio aquoso. 

Os valores de rendimento quântico de fluorescência obtidos são compatíveis com 

os valores encontrados para outros corantes xantenos na literatura (SONG, 2000; 

ZHANG, 2008; ZHANG, 2010; PELLOSI, 2012). O rendimento quântico de fluorescência 

cai drasticamente em relação à fluoresceína (0,92), pois a RBB e seus derivados ésteres 

são substituídos com átomos de Iodo diretamente no anel xantênico. A presença de 

átomos pesados favorece o processo de cruzamento intersistema, que leva os FS ao 

estado triplete e resulta, como consequência direta, no aumento do rendimento 

quântico de formação de oxigênio singlete (ZHANG, 2008). Isso representa um fator 

extremamente favorável para a utilização desses corantes como fotossensibilizadores 

em TFD e IFDMO. 

Os valores obtidos de F para os corantes, medidos no mesmo meio, são 

similares entre si, evidenciando que a adição da cauda alquílica não modificou a região 

cromofórica da molécula, preservando inalteradas suas propriedades fotofísicas. A 

variação dos resultados de um meio em comparação com outro demonstra que o 

ambiente químico exerce influencia sobre a fluorescência dos FS. Uma menor 

polaridade do meio favorece a desagregação dos corantes, aumentando sua emissão de 

fluorescência (ZHANG, 2008), como pode ser observado para os derivados ésteres em 

 F 

 Água SDS P-123 CTAB 

RBB 0,02 0,02 0,07 0,14 

RBBMET 0,01 0,02 0,08 0,11 

RBBBUT * 0,02 0,10 0,09 

RBBDEC * 0,01 0,10 0,09 
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micelas de P-123, assim como para RBB que, como já visto (Item 4.5), está alocada 

numa região mais interna da micela de CTAB que os demais corantes.  

 

4.7.2 Determinação do rendimento quântico de formação de oxigênio singlete (
1O2 ) 

 
Considerando que a ação fotodinâmica ocorre principalmente via oxigênio 

singlete, obter o valor de seu rendimento quântico () torna-se indispensável para 

avaliar atividade fotodinâmica do corante. Em meio homogêneo, a geração de 

oxigênio singlete foi quantificada pela técnica da oxidação fotoinduzida do ácido úrico, 

iluminando com LED (GEROLA, 2012; RABELLO, 2012). Na Figura 51 são mostradas, 

além da banda de absorção eletrônica UV-Vis do ácido úrico (AU), a sobreposição 

espectral entre a banda de emissão do LED e a banda de absorção do FS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51: “o eposiç o dos espe t os de i te sidade de e iss o do LED  λmáx = 520 nm), 

absorção eletrônica UV-Vis do ido ú i o áU  λmáx = 292 nm) e dos FS em etanol. 
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O ácido úrico (AU) possui características antioxidantes (Ames et al., 1981), 

sendo um excelente sequestrante de oxigênio singlete, por isso vem sendo usado 

como sonda para a determinação do 
1O2 (FISCHER, 1988; GEROLA, 2012; RABELLO, 

2012). 

 Observa-se na Figura 51 que todos os FS apresentam sobreposição de suas 

bandas de absorção UV-Vis com a banda de emissão do LED. Isso garante que o FS 

absorve uma parcela dos fótons emitidos pelo LED, sendo o número de fótons 

absorvidos calculado pela Equação 6. É importante observar que o ácido úrico não 

absorve na região de emissão do LED, sendo que apenas o FS absorve luz neste 

intervalo do espectro eletromagnético.  Assim a diminuição da banda de absorção 

eletrônica do AU é decorrente de sua degradação pela oxidação fotoinduzida do 

oxigênio singlete (1O2) gerado pelo FS ao ser iluminado. Na Figura 52 pode-se observar 

as bandas de absorção dos corantes, o decaimento da banda de absorção do AU na 

coluna A; e a curva obtida na cinética de degradação do mesmo na presença de cada 

FS em etanol na coluna B. 
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Figura 52: (A) Variação nos espectros de absorção eletrônica UV-Vis do ácido úrico (AU) 

(5,0x10-5 mol L-1) na presença dos FS xantenos em etanol, com a irradiação contínua de luz 

verde LED  o  λmáx = 518 nm). (B) Cinética de degradação do ácido úrico em 293 nm. [FS] = 

5x10-6 mol L-1, T=30°C. Os índices 1, 2, 3 e 4 referen-se aos FS RBB, RBBMET, RBBBUT e 

RBBDEC, respectivamente. 

 

 Para todos os FS observa-se uma diminuição acentuada da banda referente à 

absorção do AU (293 nm), indicando que o mesmo está sendo degradado. Porém, não 

se observa diminuição da banda referente à absorção dos corantes (~570 nm), o que 

evidencia que em etanol esses FS não sofrem fotobranqueamento. Portanto para o 

cálculo do número de fótons absorvidos (Equação 6) a parte da integral que considera 

o fotobranqueamento será igual a 1. Assim, pôde-se calcular o número de fótons 

absorvidos (NAbs) utilizando-se os espectros de absorção eletrônica UV-Vis e o de 

emissão do LED. As constantes cinéticas (k1) foram obtidas através do ajuste 
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ate ti o te i o ie po e ial do de ai e to da o e t aç o de áU λmáx = 293 

nm). Os experimentos foram realizados em três diferentes concentrações de FS, com 

os respectivos valores apresentados na Tabela 16. 

Tabela 16: Nú e o de f to s a so vidos pelos F“ o  ilu i aç o LED λmáx = 218 nm) e 

constantes de velocidade (k1) determinadas nos experimentos de oxidação fotoinduzida do 

AU. 

FS Experimento 
[FS] 

(10-6 mol L-1) 
NAbs (10-8) k1 (10-3) 

RBB 1 1,3 1,1 1,2 

 2 3,7 2,1 2,3 

 3 6,2 3,6 5,2 

RBBMET 1 1,8 1,1 1,1 

 2 5,2 2,3 2,8 

 3 8,6 3,9 5,8 

RBBBUT 1 1,6 0,8 1,2 

 2 4,7 2,4 3,5 

 3 7,7 3,3 5,4 

RBBDEC 1 1,4 0,8 1,3 

 2 4,1 2,1 3,0 

 3 6,8 3,1 4,5 

 

A eficiência fotodinâmica química (Δ) é obtida pela razão k1 /NAbs (Equação 7), 

sendo que efetivamente, foi utilizado o coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste 

dos pontos calculados a partir dos resultados experimentais obtidos em diferentes 

concentrações dos FS, conforme mostrado na Figura 53.  
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Figura 53: Gráficos da constante de decaimento da concentração de ácido úrico pela oxidação 

fotoinduzida via 1O2 (k1) versus número de fótons absorvidos pelos FS em diferentes 

concentrações. 

 

Os valores da eficiência fotodinâmica química (Δ) dos FS são apresentados na 

Tabela 17. 

Tabela 17: Valores de eficiência fotodinâmica química (Δ) obtidos através da Equação 7 para 

os FS xantenos em etanol. 

FS Δ (104) 

RBB 1,58 

RBBMET 1,73 

RBBBUT 1,64 

RBBDEC 1,40 
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Com os valores de eficiência fotodinâmica química (Δ) utilizou-se a Equação 8 

para calcular os valores de rendimento quântico de oxigênio singlete em etanol 

(Tabela 18) usando a RBB como padrão (FLEMING, 1977). 

Em meio micro heterogêneo formado por micelas de surfactante, o uso da 

metodologia que emprega o AU como sonda fica prejudicada em função de 

dificuldades experimentais que ocasionam desvios significativos nos resultados. Por 

isso os rendimentos quânticos de geração de oxigênio singlete (
1O2) foi 

determinado pela Equação 9, que utiliza a área do espectro de emissão e o tempo de 

vida (τ) de fosforescência do 1O2 gerado pelo FS. O cálculo foi feito com a utilização da 

própria RBB como padrão. Na figura 54 é mostrado, como exemplo, o espectro de 

emissão e o decaimento de fosforescia do 1O2 gerado pela RBBDEC em micelas de P-

123. 

 

 

 

 

 

 

Figura 54: Parâmetros utilizados para cálculo do rendimento quântico de oxigênio singlete 

(
1O2) (Equação 9): (A) Espectro de Emissão de fosforescência do 1O2 e (B) ajuste 

exponencial de primeira ordem para a curva de decaimento de fosforescência do 1O2 gerado 

pela RBBDEC em meio micro-heterogêneo formado por micelas de P-123. 

 

Os valores de rendimento quântico de geração de oxigênio singlete obtidos em 

meio homogêneo (etanol) e nos meios micro-heterogêneos formados pelos sistemas 

surfactantes são apresentados na Tabela 18. 
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Tabela 18: Valores de rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) dos FS em meio 

homogêneo (etanol) e micro-heterogêneo (surfactantes). [corantes] = 5,0x10-7 Mol L-1. [SDS] = 

5,0x10-3 mol L-1; [P-123] = 1,7x10-3 mol L-1; [CTAB] = 4,0x10-3 mol L-1, pH=7,25, [NaCl] = 0,1 mol 

L-1 , T = 30oC. 

 

 

Os resultados de rendimento quântico de oxigênio singlete (
1O2) 

complementam valores de rendimento quântico fluorescência (F) obtidos (Tabela 

15), para todos os FS em todos os meios avaliados. Isso demonstra que a inserção de 

cauda alquílica na molécula de RBB aumenta a sua interação com as micelas, mas não 

interfere drasticamente na geração de oxigênio singlete. Os valores obtidos em meio 

micro-heterogêneo, em geral, tiveram ligeira diminuição em relação aos valores 

verificados em meio homogêneo (etanol). Tais resultados demonstram que o 

encapsulamento dos FS no microambiente micelar, a princípio, não compromete a 

atuação dos corantes como FS em TFD e IFDMO. Os resultados conclusivos serão 

obtidos com testes da ação fotodinâmica dos FS contra micro-organismos. 

 

4.8 Determinação dos parâmetros de atividade foto-microbicida dos FS contra 

bactérias S. aureus. 

 

Depois de finalizados os estudos físico-químicos e fotofísicos dos 

fotossensibilizadores, iniciou-se a avaliação da atividade dos mesmos na inativação 

fotodinâmica de microorganismos (IFDMO). O micro-organismo escolhido para os 

 
1O2  

 Etanol SDS P-123 CTAB 

RBB 0,86 0,71 0,81 0,65 

RBBMET 0,83 0,93 0,68 0,78 

RBBBUT 0,89 0,94 0,71 0,80 

RBBDEC 0,88 0,83 0,68 0,76 
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ensaios foi a bactéria gram positiva Staphilococcus aureus (S. aureus). Os parâmetros 

investigados foram a influência da concentração dos FS xantenos encapsulados em 

micelas poliméricas de P-123, do tempo de iluminação e da concentração de 

surfactante P-123 sobre a inativação das bactérias.  

A etapa inicial consistiu na escolha da fonte de iluminação. O reator foi 

montado com lâmpadas equipadas com LEDs do tipo SMD (Surface Mounted Diode), 

que tem o diodo montado sobre uma superfície. O fator primordial que motivou a 

escolha de um LED com tecnologia SMD ao invés de um LED convencional foi a 

sobreposição espectral dos comprimentos de onda de emissão do LED e absorção 

eletrônica dos FS (Figura 55), uma vez que nenhum dos LEDs convencionais disponíveis 

no mercado nacional apresentava uma sobreposição satisfatória.  

 

 

 

 

 

 

Figura 55: (A) representação esquemática e em perspectiva do layout típico de um LED SMD. 

(B) Sobreposição dos espectros de absorção eletrônica UV-Vis dos FS em P-123 e do espectro 

de emissão do LED SMD (intensidades não escaladas).  

A tecnologia SMD apresentou outras vantagens significativas, como por 

exemplo, a maior potencia de fluxo luminoso; 1 W contra 5x10-3 W dos LEDs 

convencionais. Além disso, soquetes e lâmpadas com dispositivos SMD são 

amplamente disponíveis no mercado, pois são originalmente comercializados para 

atender a indústria automobilística.  
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Os parâmetros D90 e Z90 representam, respectivamente, o tempo e a 

concentração necessários para a inativação de 90% dos microorganismos. Esses 

parâmetros são obtidos pela linearização matemática (logarítmica) das curvas 

exponenciais de decaimento da viabilidade das bactérias, medidas em unidades 

formadoras de colônias por mL (UFC mL-1). Os experimentos para obtenção dos 

valores D90 e Z90 são realizados de forma individualizada, obviamente com 

concentrações fixas para obtenção do D90, e tempo fixo para a obtenção do Z90.  

Em todos os experimentos foi reservado uma amostra de controle para cada FS, 

a qual não foi submetida a iluminação, para avaliar a toxicidade dos mesmos sem foto-

excitação induzida. Os resultados demonstram que nenhum dos FS causou a 

inativação das bactérias nestas condições, mesmo nas concentrações mais elevadas. 

Esse é um dado relevante, pois a atoxicidade no escuro é uma característica favorável 

e desejável para um FS candidato a fármaco para a utilização em TFD in vivo. 

(LAMBRECHTS, 2005). 

 

4.8.1       Efeito do tempo de iluminação dos FS xantenos encapsulados no copolímero 

P-123 sobre a inativação fotodinâmica de microorganismos 

 

Numa primeira etapa foram estudados os efeitos do tempo de iluminação dos 

FS sobre a inativação da bactéria S. aureus. Para tanto, os corantes foram formulados, 

em concentração fixa (definida em testes preliminares), no sistema micro-

heterogêneo do copolímero Plurônico® P-123, numa concentração de 2% m/v. As 

amostras foram iluminadas em diferentes tempos e os dados experimentais 

submetidos a tratamento matemático para a obtenção do valor D90. Na Figura 56 são 

apresentados os resultados obtidos nesta etapa. 
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Figura 56: Gráficos comparativos da inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) 

dos FS xantenos como uma função do tempo de iluminação. Culturas de bactéria S. aureus, 

[RBB] = 5,0x10-6 mol L-1, [RBBMET] = 1,0x10-5 mol L-1, [RBBBUT] = 1,0x10-5 mol L-1 e [P-123] = 

2% m/v. 
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As curvas experimentais linearizadas apresentam boa correlação entre os 

pontos, como ser observada na Figura 57. 
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Figura 57: Ajustes teóricos para os pontos experimentais, utilizados para o cálculo do valor 

D90 da foto-atividade dos FS contra culturas de bactéria S. aureus. 
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Os valores D90 calculados são apresentados na Tabela 19. 

Tabela 19: Valores de tempo de iluminação necessários para inativação de 90% das unidades 

formadoras de colônias (D90). Culturas de bactéria S. aureus incubadas na presença de FS 

xantenos formulados em P-123, 2% m/v (3,45x10-3 mol L-1). 

 [FS] (10-6 mol L-1)* D90 (min) 

RBB 5,0 5,0 

RBBMET 10,0 15,6 

RBBBUT 10,0 15,4 

RBBDEC 10,0 - - - 

* Concentração de FS utilizado em cada experimento. 

É conhecido que bactérias em pH fisiológico apresentam um potencial de 

superfície negativo, favorecendo a aproximação/ligação de moléculas positivas 

(DEMIDOVA, 2004; NAZZAL, 2011). Dessa forma, esperava-se que forças de repulsão, 

maiores para a RBB (dianiônica), prejudicassem sua atividade microbicida de forma 

mais acentuada do que para os seus derivados (monoaniônicos).  Entretanto o corante 

RBB, surpreendentemente, apresentou no mínimo um valor D90 três vezes mais 

eficiente que seus derivados ésteres, mesmo numa concentração duas vezes menor 

que eles.  Estudos baseados em microscopia eletrônica (WILSON, 2001) demonstram 

que a presença de contra-íons junto à superfície negativa das bactérias resulta na 

formação de outra camada interfacial com potencial elétrico positivo, favorecendo a 

presença de moléculas aniônicas como a da RBB. Outro fator significante nesse 

processo é a presença de proteínas policatiônicas que fazem parte da parede das 

bactérias, atuando como âncoras para a ligação de FS aniônicos (DAI, 2009). Essas 

duas hipóteses são ilustradas na Figura 58. 
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Figura 58: Representação esquemática da aproximação/ligação de FS aniônicos à parede 

celular de bactérias Gram positivas. Proteínas de membrana catiônicas e uma camada de 

contra-íons (cátions) formam sítios de ligação para os FS aniônicos. (DAI, 2009; NAZZAL, 

2011). 

Adicionalmente, a literatura ainda reporta uma extensa hidratação da 

membrana celular das bactérias em meio aquoso (BEVERIDGE, 1991; WILSON, 2001). 

Assim, a partição e alocação de moléculas relativamente mais hidrofílicas como a RBB 

nestes interstícios aquosos é favorecida em detrimento de moléculas mais 

hidrofóbicas, como é o caso dos derivados ésteres. 

 

4.8.2   Efeito da concentração dos FS xantenos encapsulados no copolímero P-123 

sobre a inativação fotodinâmica de microorganismos 
 

 Definidos os valores de tempo de iluminação (D90), a próxima etapa consistiu 

na determinação do parâmetro Z90, relativo à concentração necessária para a 

inativação de 90% das UFC de bactérias em um determinado tempo fixo de 

iluminação. Culturas da mesma cepa da bactéria S. aureus empregadas no 

experimento anterior, foram também utilizadas para se avaliar os efeitos da variação 

da concentração dos FS sobre sua atividade bactericida. Os formulados foram 

preparados com variadas concentrações de FS em solução do copolímero Plurônico® 

P-123 2% m/v e iluminados no tempo fixo de 5 minutos para a RBB e 15 minutos para 

os derivados ésteres. Esses tempos de iluminação foram definidos tendo em mãos os 
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resultados obtidos para os valores D90 de cada FS. Na Figura 59 é ilustrada a inativação 

fotodinâmica das bactérias em função da concentração dos FS.  
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Figura 59: Gráficos comparativos da inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) 

como uma função da concentração dos FS xantenos. Culturas de bactéria S. aureus. Tempo de 

iluminação igual a 4 minutos para RBB e  15 minutos para os derivados ésteres. [P-123] = 2% 

m/v. 
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A correlação entre os pontos experimentais (Figura 60) foi bastante satisfatória, 

indicando uma clara dependência entre a eficiência de inativação e a concentração de 

FS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60: Ajustes teóricos para os pontos experimentais, utilizados para o cálculo do valor Z90 

da foto-atividade dos FS contra culturas de bactéria S. aureus. 
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Os valores de Z90 obtidos são apresentados na Tabela 20. 

Tabela 20: Valores de concentração de FS necessários para inativação de 90% das unidades 

formadoras de colônias (Z90). Culturas de bactéria S. aureus expostas a formulados de FS 

xantenos em P-123, 2% m/v.  

 Tempo (min)* Z90 (10-5 mol L-1) 

RBB 4,0 2,5 

RBBMET 15,0 6,3 

RBBBUT 15,0 6,0 

RBBDEC 15,0 - - - 

* Tempo de iluminação utilizado em cada experimento 

 

Assim como ocorreu nos experimentos de obtenção do valor D90, RBBDEC não 

apresentou nenhum tipo de tendência que sugira atividade fotodinâmica, mesmo que 

os espectros de absorção eletrônica dos formulados apresentassem o perfil 

característico do FS desagregado. Esse resultado inesperado levou a uma investigação 

particular quanto à atividade foto-microbicida da RBBDEC, a ser apresentada e 

discutida no próximo item (4.7.3). RBBMET e RBBBUT, por sua vez, apresentaram 

resultados muito próximos entre si e RBB, mais uma vez, apresentou melhor atividade 

entre os FS investigados, tendo o valor Z90 com eficiência duas vezes e meia (2,5 x) 

maior que seus derivados, mesmo em um tempo de exposição à luz três vezes menor. 

Interações específicas entre corantes iônicos e a parede celular das bactérias explicam 

tais resultados, conforme já discutido anteriormente. 
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4.8.3  Eficiência foto-microbicida do FS RBBDEC e efeito da concentração do 

copolímero Plurônico® P-123 sobre atividade dos FS xantenos na inativação 

fotodinâmica de microorganismos 

 

Como já mencionado, os resultados demonstrando a ineficiência foto-

microbicida do corante RBBDEC causou estranhamento, pois suas propriedades 

fotofísicas tal como o rendimento quântico de formação de oxigênio singlete (Tabela 

18) são equivalentes aos demais derivados ésteres. Um criterioso retrospecto de todas 

as propriedades físico-químicas da RBBDEC, bem como das características da micela 

polimérica de P-123 ajudou na formulação da hipótese que, mais tarde, se confirmaria 

como um modelo confiável para explicar tais resultados. O valor de coeficiente de 

partição (KP) (Tabela 10) demonstra que esse corante possui caráter altamente 

hidrofóbico. Micelas de P-123, por sua vez, possuem uma arquitetura que fazem do 

núcleo um compartimento completamente segregado do ambiente aquoso, sendo um 

ambiente ideal para a alocação de moléculas hidrofóbicas (KABANOV, 2002).  

De fato, muitos trabalhos apontam para o núcleo da micela polimérica como 

uma espécie de reservatório, para onde se particionam, preferencialmente, quaisquer 

moléculas de caráter hidrofóbico (ALEXANDRIDIS, 1997, YANG, 2000; KABANOV, 2002; 

BATRAKOVA, 2008). Esses pressupostos são confirmados pelos valores de constante 

de supressão de Stern-Volmer (KSV) (Tabela 14), mostrando que as moléculas de 

RBBDEC estão profundamente alocadas no núcleo hidrofóbico da micela polimérica. 

Juntando a esses fatores, o curto tempo de vida do oxigênio singlete neste sistema (~ 

60 µs), o mais provável é que as moléculas do FS RBBDEC estejam sendo excitadas e 

gerando oxigênio singlete normalmente, porém em uma região onde o mesmo não 

consiga se difundir, sendo desativado antes de alcançar a parede da bactéria. Se o 1O2 

gerado tem sua energia suprimida antes do contato com o micro-organismo, então a 

atividade fotodinâmica fica reduzida ou pode, até mesmo, não ocorrer.  
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Para investigar a hipótese de que a concentração de P-123 é um fator 

significativo na inativação fotodinâmica de microorganismos com drogas de elevada 

hidrofobicidade, foi preparado um formulado de RBBDEC numa concentração de P-

123 de 1% m/v, isto é, a metade da utilizada para os demais corantes. O resultado 

desse ensaio é apresentado na Figura 61. 

 

 

 

 

 

 

Figura 61: Inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) como uma função do tempo 

de iluminação da RBBDEC e ajuste teórico dos pontos experimentais. Culturas de bactéria S. 

aureus. Tempo de iluminação igual a 15 e [P-123] = 1% m/v. 

 

Conforme pode se observar na Figura 61, houve boa correlação dos pontos 

experimentais tornando possível o calculo do valor D90 nessas condições, o que não foi 

possível na concentração de P-123 igual a 2%.  Embora o valor obtido (D90 = 72 min) 

aponte para uma eficiência 5 vezes menor que os demais FS, pôde-se confirmar a 

influência da concentração do copolímero P-123 sobre a atividade microbicida do FS.  

Dessa forma, um novo experimento foi realizado procurando encontrar uma 

concentração ideal para a formulação da RBBDEC em P-123. Os resultados são 

apresentados na Figura 62. 
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Figura 62: Gráficos da inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) como uma 

função da concentração do surfactante polimérico P-123, para o FS RBBDEC.  [RBBDEC] = 

5x10-6 e tempo de iluminação igual a 15 min.  

 

Nota-se claramente a queda na viabilidade das bactérias como consequência da 

diminuição da concentração de P-123 até o valor limite de 0,25 %. No próximo ponto 

experimental avaliado, isto é, utilizando a concentração igual a 0,10%, o crescimento 

das colônias volta a se tornar viável, com um valor de inativação comparável ao 

formulado em 0,75%. Embora não se possa afirmar que o valor limite seja exatamente 

0,25%, o fato é que a diminuição da concentração do surfactante torna mais efetiva a 

interação do FS com as bactérias, até o limite em que as micelas não conseguem mais 

estabilizar as moléculas do corante, tornando-as susceptíveis à auto-agregação.   

A determinação da relação de proporcionalidade entre as unidades micelares 

formadas e as unidades de FS presentes na solução (proporção droga/micela), trouxe 

importantes esclarecimentos quando influência da concentração de P-123 na foto-

atividade da RBBDEC. Na Tabela 21 são apresentadas as proporções droga/micela para 

as condições experimentais avaliadas. 
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Tabela 21: Proporções FS-micela para uma concentração de RBBDEC fixa e igual a 5,0x10-6 

mol L-1 em diferentes concentrações do copolímero Plurônico P-123. 

 [P-123] 

 % m/v 

[Micela]  

x1014 (uni/mL) 

[FS]  

x1014 (uni/mL) 

Razão 

Micela/FS 

Razão 

FS/micela 

2,00 98,2  30 3,27 0,31 

1,00 49,0  30 1,63 0,62 

0,75 36,6  30 1,22 0,82 

0,25 12,0  30 0,40 2,50 

0,10 4,6  30 0,15 6,46 

 

De acordo com os dados da Tabela 21, na concentração de P-123 utilizada 

inicialmente (2 % m/v) o sistema é composto por, no mínimo, três micelas para cada 

molécula do FS. Como RBBDEC, naturalmente, tem afinidade pela micela polimérica, a 

entrega para o micro-organismo fica prejudica, tornando-se praticamente impossível. 

A medida que o excesso de micelas é reduzido (concentrações de 1% e 0,75%) a 

viabilidade das bactérias diminui significativamente até o limite de [P-123]= 0,25% 

(Figura 62), onde a proporção já está invertida, agora com o excesso de FS em relação 

ao número de micelas no meio(2,5:1; FS/micela). Aumentando ainda mais o excesso 

de FS (6,5:1) pela redução da concentração de surfactante para 0,1%, verifica-se que 

atividade do corante diminui, provavelmente em consequência da autoagregação, 

uma vez que o ambiente micelar não consegue estabilizar tantas unidades do FS no 

estado monomerizado. 

Adicionalmente, a literatura também reporta que, em temperatura ambiente, a 

concentração de copolímero exerce uma influência direta na estrutura e viscosidade 

das micelas formadas (ALEXANDRIDIS, 1994). Dessa forma, em concentrações mais 

baixas de copolímero, a difusão do 1O2 fica facilitada tornando mais efetivo a ação 

fotodinâmica, o que também corrobora os resultados obtidos.   
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Com esses resultados em mãos, foram realizados novos experimentos na 

concentração de P-123 fixa em 0,25% m/v, cujos resultados podem ser observados nas 

Figuras 63 e 64. 

 

 

 

 

 

 

Figura 63: Inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) como uma função do tempo 

de iluminação da RBBDEC e ajuste teórico dos pontos experimentais. Culturas de bactéria S. 

aureus. [RBBDEC] = 5x10-6 mol L-1 e [P-123] = 0,25 % m/v. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 64: Inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO) como uma função da 

concentração de FS e ajuste teórico dos pontos experimentais. Culturas de bactéria S. aureus, 

Tempo de luz = 15 min e [P-123] = 0,25 % m/v. 
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Os resultados obtidos para RBBDEC em concentração de P-123 fixa em 0,25% 

m/v foram os seguintes: D90 = 20,4 min ([RBBDEC] = 5,0x10-6 mol L-1) e Z90 = 5,0x10-6 

mol L-1 (tLuz = 15 min). 

Dessa forma a concentração de P-123 fixa em 0,25% m/v mostrou-se ótima 

para o caso da RBBDEC, por consistir numa razão droga-micela favorável para a 

entrega do corante para a parede celular do micro-organismo. Em concentrações 

maiores o FS permanece alocado no ambiente micelar dificultando sua interação com 

os microorganismos. Já em concentrações menores surgem efeitos de auto-agregação 

do FS.  

Como as condições experimentais, relativas à concentração de P-123 foram 

diferentes dos ensaios realizados com os demais corantes, não é conveniente fazer a 

comparação direta entre os valores D90 e Z90 obtidos para RBBDEC com os resultados 

obtidos os mesmos. No entanto, os valores apresentados na Tabela 22 são 

satisfatórios e demonstram que a razão droga/micela é um fator de extrema 

relevância na inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO), quando a 

afinidade do FS pelo núcleo hidrofóbico (PPO) é acentuada. 

Adicionalmente, as evidências experimentais de que a concentração de P-123 

exerce um papel fundamental na mediação das interações FS/micro-organismo, abre 

campo para investigações mais profundas que levem a obtenção de formulados com 

características cada vez mais otimizadas, tanto do ponto de vista de eficiência clínica, 

quanto em relação aos custos de produção.   
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5  Conclusões  

 

A síntese dos corantes RBBMET, RBBBUT e RBBDEC; derivados ésteres do 

xantênico Rosa de Bengala B (RBB), foi realizada através de um processo relativamente 

simples e reprodutível, apresentando alto rendimento.  

Os corantes sofrem significativa influência espectral relacionada aos seus 

equilíbrios protolíticos e tautoméricos, mas os estudos de pKa demonstram que em pH 

fisiológico (7,25) RBB se apresenta na forma dianiônica e seus derivados na forma 

monoaniônica, formas em que o seu potencial fotodinâmica é maximizado. O corante 

RBB apresentou um complexo sistema protolítico e tautomérico, que exigiu a 

utilização de metodologia quimiométrica de análise multivariada para a correta 

atribuição dos valores de pKa. A inversão de pKa dos grupos carboxílico e fenol da 

molécula da RBB nos sistemas surfactantes P-123 e CTAB está relacionada com as 

características hidrofóbicas no micro-ambiente intra-micelar. 

A penetração e posicionamento dos derivados xantenos dentro das micelas, 

dependem da hidrofobicidade gerada pela cadeia alquílica da porção éster em cada 

corante. A ligação às micelas seguiu a ordem hidrofóbica dos corantes e são 

dependentes da interação eletrostática no caso dos surfactantes iônicos. No sistema 

catiônico CTAB observou-se à formação de agregados pré-micelares, com aumento do 

valor de Kb em uma ordem de grandeza em relação ao sistema P-123 (não- iônico) e 

duas ordens de grandeza em relação ao CTAB (catiônico). Embora, claramente, se 

perceba a influência do potencial de superfície das micelas na interação entre os 

corantes, os valores de constante de ligação (Kb) confirmam os resultados obtidos nos 

estudos de coeficientes de partição (Kp). Verifica-se então, que as interações 

eletrostáticas alteram a magnitude de Kb, mas não a sequência estabelecida pelo 

número de unidades de metileno presentes na cadeia alquílica éster. 

 Os dados de KSV confirmam o posicionamento dos corantes no interior da 

micela, demonstrando, inclusive, os efeitos gerados pela atração/repulsão da camada 

de Stern das micelas iônicas sobre os corantes. Os deslocamentos nos valores de pKa 
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também apontam para a mudança de ambiente químico dos corantes na interação 

com os sistemas surfactantes.  

Em ambiente micelar todos os corantes apresentaram deslocamentos 

batocrômicos nos comprimentos de onda de máxima absorção, o que representa uma 

vantagem em relação às questões relativas à janela foto-terapêutica e a penetração da 

luz nos tecidos.  

A avaliação das características fotofísicas dos FS mostrou que a modificação 

estrutural, obtida pela inserção da cadeia alquílica éster, não prejudicou as 

propriedades especificas da RBB; com pequeno rendimento quântico de fluorescência 

e elevado rendimento quântico de formação de oxigênio singlete (ΦΔ
1O2) para todos 

os derivados, independentemente do sistema surfactante avaliado.  

Todos os corantes apresentaram efetiva atividade na inativação da bactéria S. 

aureus, com correlação diretamente proporcional ao tempo de exposição à luz e a 

concentração de FS. Entretanto, a ação fotodinâmica da RBBDEC é fortemente 

modulada pela razão droga/micela, com os melhores resultados obtidos numa 

proporção em torno de 2,5 moléculas de FS para cada micela formada.  

Dessa forma, conclui-se que, salvaguardadas as particularidades de cada um, 

todos os corantes avaliados neste estudo se qualificam para serem utilizados como FS 

na formulação de fármacos a serem aplicados em terapia fotodinâmica (TFD), bem 

como na inativação fotodinâmica de microorganismos (IFDMO). 
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Figura 65: Espectro de RMN 1H da RBBMET 
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Figura 66: Espectro de RMN 1H da RBBBUT. 
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Figura 67: Espectro de RMN 1H da RBBDEC. 
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