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APRESENTACAO

Aobra “Teorias e Métodos da Biofisica” faz parte de uma série de livros publicados
pela Atena Editora, e neste volume Unico, em seus 12 capitulos, apresenta uma
diversidade de estudos realizados nas diversas areas da biofisica, bem como relagéao
com outras areas que esta exige nos dias atuais.

A biofisica é uma ciéncia interdisciplinar na qual se emprega as teorias,
0s métodos ou técnicas especificas da fisica para resolver questées biologicas.
Atualmente, com o avanco tecnoldgico a biofisica esta presente na maioria das
ciéncias da saude, tais como: Medicina, Fonoaudiologia, Odontologia, Enfermagem,
Terapia Ocupacional, Fisioterapia, Bioengenharia e Biomedicina. Na area de Ecologia,
temos também a biofisica Ambiental. Algumas especializagcbes em biofisica podem
ser ainda multidisciplinares, como por exemplo: a Bioinformatica, a Biologia Estrutural,
Toxicologia Ambiental e Biologia de Sistemas.

Dessa forma, o leitor podera encontrar nesta obra, uma variedade pesquisas cujas
areas que envolvem a biofisica estdo interligadas nas quais muitos pesquisadores
buscam por solucbes emergentes. A interdisciplinaridade entre estas diversas areas
aqui citadas & um processo natural e inevitavel, pois a formacéo dos profissionais das
ciéncias da saude ou biologicas, seja qual for a sua formacgéo, necessita da relacao
entre diversas areas do conhecimento.

Hoje o profissional se destaca pela capacidade de saber inovar e alcancgar
resultados positivos em suas pesquisas com base nas diversas ciéncias, utilizando
uma ou mais tecnologias. Isso se faz possivel se este profissional tiver conhecimento
das demais areas, pois nao basta ser bom em uma Unica ciéncia, € preciso ser multi-
intelectual.

Nesta obra, portanto, o leitor podera encontrar parcerias estabelecidas entre
diversas areas do conhecimento de diversos departamentos de pesquisa: Engenharia
Elétrica e de Computacdo, Semicondutores, Biocalorimetria, Bioquimica Médica,
Nanotecnologia e Nanomedicina, Bioquimica e Biofisica, Farmacia, Quimica do
Estado Sélido, Ciéncias Médica, Clinica Médica (Nefrologia), Radioterapia, Histologia
e Embriologia, Biofisica e Radiobiologia, Morfologia e Fisiologia Animal, Nanociéncias
e Materiais Avangados.

Logo, este volume é dedicado a interdisciplinaridade nas diversas areas das
Ciéncias da Saude e Bioldgica, pois 0 mercado atual exige uma revolucéo tecnolégica
e cabe a aos pesquisadores, dessas diversas areas, buscar conhecer as demandas
atuais para promover essas inovagoes de forma interdisciplinar, e nao isoladamente.
Neste sentido, esta obra foi dividida em 6 areas tematicas da Biofisica: Bioeletricidade,
Bioestatistica, Biomecanica, Biofisica Ambiental, Biomedicina, e Radiobiologia.

Na éarea de Bioeletricidade, composta apenas de um capitulo (capitulo1),
apresentamos uma pesquisa realizada entre os cursos de Engenharias de Computacao
e Elétrica e o curso de Ciéncias Médicas, em que envolve os Departamentos de Quimica
de Estado Sélido, Semicondutores, Instrumentos e Fotbénica e o de Clinica Médica



(Nefrologia). Trata-se da investigacao do nivel de fésforo no sangue, em que, quando
este apresenta-se acima do normal esta associado a casos de Obitos de pacientes
renais cronicos. Para isto os autores propdem o desenvolvimento de um transistor
de efeito de campo sensivel a ions (ISFET) que possa ser utilizado para quantificar a
massa de fosforo no dialisato total final extraida durante o processo de hemodialise.

Na area de Bioestatistica, apresentamos dois capitulos. No capitulo 2, a pesquisa
foi desenvolvida pelos Departamentos de Morfologia e Fisiologia em conjunto com o
Departamento de Biofisica e Radiobiologia de uma Faculdade Rural. Na pesquisa foi
utilizando o método da complexidade de Lempel-Ziv (CLZ), o qual permite calcular
a complexidade de uma série temporal sem a necessidade de longos segmentos
de dados. Este método, estatistico € baseado em dinamica néo linear e costumam
ser sdo amplamente empregado na analise e descricdo adequada de processos nas
areas de quimica, fisica e biologia. Neste, 0 método foi desenvolvido com o objetivo
de determinar a complexidade de sequéncias finitas na analise do particionamento do
polietilenoglicol no nanoporo unitario de alfa-hemolisina inserido em uma bicamada
lipidica plana. O obijetivo foi investigar o processo de chegada e permanéncia da
molécula polimérica (analito) no nanoporo (biossensor). No capitulo 3, os pesquisadores
avaliaram diferentes escpectrémetros utilizados em analises clinicas e laboratorios
de pesquisa o0s quais permitem determinar as concentracdes de espécimes quimicas
diversas. Por considerarem a aplicabilidade destes dispositivos importante no quesito
qualidade dos resultados fornecidos, os autores apresentam técnicas de estatistica
e 0s meétodos de obtencédo de indicadores de qualidade, por meio da realizacéo de
experimentos laboratoriais utilizando espectrofotdmetros.

O capitulo 4, inserido na area tematica de Biomecanica, trata-se de uma pesquisa
onde a Oftalmologia e a Estética Funcional, estdo intimamente ligadas aos fenbmenos
de transferéncia de massa estudados na Fisica. Neste, os autores mostraram
como a falha da transferéncia de massa intraocular, por conveccao forcada, pode
afeta 0 movimento oculomotor e provoca diversas enfermidades, tais como: erro de
refracdo, ceratocone, glaucoma de angulo aberto ou fechado. Sugerindo por fim, a
necessidade do SUS incluir, em seus procedimentos, a cirurgia corretiva de elevacéo
de sobrancelhas, assim como a ANS regulamentar esta cirurgia em todos os planos
de saude.

Na area tematica de Biofisica Ambiental, pesquisadores do Laboratorio de
Nanociéncias e Materiais Avancados realizaram estudos por meio da técnica de
espectroscopia UV-visivel com o intuito de promover uma formacgéo interdisciplinar
entre alunos de Pos-Graduacdo. Nesse sentido, os autores desenvolveram
estratégias experimentais que permitem aos estudantes dominarem o uso da técnica
de espectroscopia UV-visivel para analises qualitativas e quantitativas com uso de um
corante altamente conhecido e de larga aplicagdo como € o azul de metileno (capitulo
5). No capitulo 6, pesquisadores realizaram um levantamento do numero de veiculos
na cidade de Recife para verificagcdo da poluicdo atmosférica. Para eles, a poluicdo



atmosférica é comprovadamente um agente causador e de piora do quadro de diversas
doencas, entre elas doencas respiratdrias, cancer de pulméo, acidente vascular
cerebral e infarto do miocardio. No capitulo 7, pesquisadores do Departamento de
Biofisica e Radiobiologia utilizaram o ensaio cometa em hemécitos do moluscos de
agua doce Biomphalaria glabrata, € um biodicador natural utilizados para a detecgéao
de possiveis danos no DNA apds a exposicdo ao MMS e para avaliar a potencial
aplicacao para monitoramento da genotoxicidade do ambiente de agua doce.

Na area tematica de Biomedicina, o leitor podera aprofundar seus estudos em
trés capitulos. No capitulo 8, os autores do Departamento de Histologia e Embriologia,
analisaram e avaliaram a atividade leishmanicida in vitro do extrato etandlico do Allium
sativum L. frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Na éarea de Bioquimica Médica no Laboratério de Biocalorimetria (capitulo 9),
pesquisadores realizaram estudos de uma importante enzima a L-asparaginase, a qual
€ amplamente utilizada no tratamento da leucemia. Tendo em vista a importancia de seu
uso, surgiu a necessidade de buscar alternativas para reduzir seus efeitos adversos e
aumentar sua estabilidade. Assim a pesquisa resultou na obtenc&o de nanoparticulas
de quitosana de alto peso molecular sem e com ZnCl2. A alta concentracdo de
quitosana, segundo os autores, permite maior incorporagao de farmaco, mas aumenta
o tamanho da particula, 0 que nao é interessante para a liberacéo intravenosa de
farmaco. Ja no capitulo 10, os autores analisaram e caracterizaram nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato (QT-TPP) associadas ao farmaco sumatriptano (SMT) como
uma alternativa na terapia de enxaqueca via uso tdpico.

A ultima area tematica é a Radiobiologia, composta de dois capitulos promissores
para as pesquisas atuais. Essa area vem crescendo em interdisciplinaridade,
principalmente devido o crescimento das pesquisas em Medicina Nuclear, em
Engenharia Biomédica e das técnicas de obtencdo de imagem, as quais sofrem
constantes avancgos tecnolégicos. Com isso, no capitulo 11, os autores investigaram
a acao radioprotetora do extrato bruto da casca de Anadenanthera colubrina sobre 0s
embrides de Biomphalaria glabrata e os resultados obtidos mostraram que o extrato
da casca de A. colubrina apresentou uma discreta atividade radioprotetora. E por fim,
no capitulo 12, com o intuito de fornecer mais dados sobre os efeitos da radiacéo
ionizante no sistema nervoso central, os pesquisadores avaliaram a atividade elétrica
cerebral de ratos expostos a radiac&o ionizante através do exame de eletrocorticograma
(ECoG) e pode-se observar alteracbes nas ondas cerebrais através do uso de dois
métodos matematicos: a Transformada de Fourier (TF) Complexidade de Lempel-Ziv
(CLZ) concluindo que a exposicao a essa radiacao causa alteragdes eletrofisiologicas,
que incluem diminuicdo da complexidade e modificacées nas ondas cerebrais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicagao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnoloégicos nas
Ciéncias da Saude e Biofisica, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena
Editora.



Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes,
professores e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias promovendo a
interdisciplinaridade nas diferentes areas das Ciéncias da Saude e Biofisica.

Sabrina Passoni Maravieski
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CAPITULO 5

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA ANALISE
ESPECTROSCOPICA DE ESTADOS AGREGADOS DE

Adrianne Marlise Mendes Brito
Hebert Freitas dos Santos

Iseli Lourenco Nantes-Cardoso
Universidade Federal do ABC, CCNH, Laboratério

de Nanociéncias e Materiais Avancados
Santo André — SP

RESUMO: Os corantes sao utilizados pelo
homem desde os tempos pré-histéricos e
suas aplicagcbes se diversificaram com o
avanco cientifico-tecnolégico da humanidade.
Atualmente os corantes possuem aplicacoes
tradicionais como na industria téxtil e avancadas
como as aplicacbes em células solares
sensibilizadas por corantes (DSSC, do Inglés,
dye sensitized solar cells). Ao mesmo tempo, a
larga aplicacdo dos corantes principalmente na
industria téxtil incluiu essas substancias entre os
agentes poluidores, especialmente das aguas
dos rios que recebem efluentes. As inUmeras
aplicacdes dos corantes e o problema ambiental
a eles associado, torna muito relevante o
dominio de suas propriedades espectrais,
particularmente na espectrometria UV-visivel
que é uma técnica relativamente simples e de
largo uso tanto na pesquisa cientifica quanto
na industria. Os avangos tecnolbgicos atuais
requerem que as Universidades preparem
os estudantes para niveis mais altos de
aprendizagem nos Programas de Pos-

Teorias e Métodos da Biofisica

CORANTES

Graduacéo e para a atuagao no setor produtivo.
No dultimo caso, a formacéao interdisciplinar
desejavel. Nesse sentido,
desenvolvemos  estratégias
que permitem aos estudantes dominarem o
uso da técnica de espectroscopia UV-visivel
para andlises qualitativas e quantitativas com
uso de um corante altamente conhecido e de
larga aplicagdo como € o azul de metileno.
Nesse capitulo, mostramos o desenvolvimento
dessas estratégias,
que permitem modular os estados agregados
do corante com uso de detergentes. A etapa
experimental do estudo foi associada com um
objeto de aprendizagem (OA) para melhor
dominio dos conteudos. Adicionalmente,
mostramos a analise do ndcleo do azul de
metileno cujo comportamento fotoquimico é
bastante diferenciado.
PALAVRAS-CHAVE:
Corantes, Azul de metileno, Espectroscopia
UV-visivel.

€ altamente
experimentais

principalmente aquelas

Ensino, Pesquisa,

ABSTRACT: Man has used colorants since
prehistoric times, and their applications have
diversified with the scientific-technological
advancement of humankind. Today dyestuffs
have traditional usages such as in the textile
industry and advanced applications such as
dye-sensitized solar cells (DSS). At the same
time, the widespread use of the dyes mainly in
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the textile industry has included these substances among the pollutants, especially
the waters of rivers receiving effluents. The numerous applications of dyes and the
environmental problem associated with them make the domain of their spectral
properties very relevant, particularly in UV-visible spectrometry, which is a relatively
simple and widely used technique in both scientific research and industry. Current
technological advances require universities to prepare students for higher levels of
learning in graduate programs and for their performance in the productive sector.
In the latter case, interdisciplinary training is highly desirable. In this sense, we
developed experimental strategies that allow students to master the use of the UV-
visible spectroscopy technique for qualitative and quantitative analyzes using a highly
known and widely used dye such as methylene blue. In this chapter, we show the
development of these strategies, especially those that allow modulating the aggregate
states of the dye with the use of detergents. The experimental stage of the study was
associated with an object of learning (OA) for a better mastery of contents. Additionally,
we show the analysis of the methylene blue core whose photochemical behavior is
entirely different.

KEYWORDS: Teaching, Research, Dyes, Methylene Blue, UV-Visible Spectroscopy

11 INTRODUCAO

O fendmeno de absorcdo de luz diretamente por macromoléculas ou por
cromdforos formados em reagdes secundarias é usado para a caracterizagao espectral
e/ou quantificacdo dessas substancias por espectrofotometria (SKOOG, 2006). Assim,
a espectrometria de absorcéo eletronica na faixa de espectro eletromagnético UV-Vis
tem sido uma ferramenta muito util para estudos de Quimica, Bioquimica e Biofisica.

Por meio de uma analise dos conteudos das aulas praticas de espectroscopia
UV-visivel oferecidas em diferentes cursos de Graduacao tradicionais verificamos
que essas aulas contemplam somente o uso da técnica para analises quantitativas,
frequentemente dosagens colorimétricas com aplicacéo da Lei de Lambert-Beer. Na
nossa experiéncia didatica na Universidade Federal do ABC (UFABC) (Brito e Araujo-
Chaves, Juliana Casares, Nantes, 2016) ficou evidente que o ensino da espectroscopia
UV-Vis aplicada a analise qualitativa constitui um fator motivador da aprendizagem,
particularmente para estudantes de areas distintas aquelas das ciéncias da vida, pois
permite a aplicacdo em analise de materiais, de corantes sintéticos, de interacées e
degradacdes moleculares diversas (BRITO e Nantes, 2017) .

Além disso, a abordagem com analise qualitativa por meio da estratégia como
a que sera discutida nesse capitulo permite apresentar, reforcar e correlacionar
conteudos tais como relagao estrutura/propriedades da agua, formacéao de agregados
supramoleculares de surfactantes em meio aquoso, estado de agregacdo de
moléculas hidrofobicas (determinadas por concentragcéo e interagdo com micelas) com
suas propriedades dpticas além de nogdes de fotoquimica, usando o corante azul de
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metileno (MB+, do inglés, Methylene Blue) como modelo. Desse modo sao fornecidas
as bases para o entendimento desses conceitos para uma diversidade de biomoléculas
e seus miméticos com potencial aplicacédo em diferentes areas do conhecimento e no
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias. Os corantes sdo um bom exemplo
de como o estado de agregacao afeta as caracteristicas espectrais dos croméforos,
sendo, portanto, adequado para o estudo desse tema, além de estar relacionado a
questdes de desenvolvimento tecnolégico em varias areas e a questao ambiental.

Indubitavelmente, a abrangéncia e diversidade de aplicacdo dessa técnica
a torna indicada como tépico teérico e pratico para estudantes de Bacharelados
Interdisciplinares (Bls) e de Bacharelados e Licenciaturas tradicionais bem como para
pesquisadores nas ciéncias biologicas e da saude, ciéncias agrarias e multidisciplinar
além das ciéncias exatas e da terra e engenharias. E o presente capitulo tem como
proposta apresentarde maneirarapida e objetivaateoriadatécnicade espectrometriade
absorcéo eletronica na faixa de espectro eletromagnético UV-vis e oferecer estratégias
experimentais para o estudo espectroscopico utilizando medidas qualitativas por
meio da observacdo da relacdo monémero/dimero em agregados supramoleculares
do corante azul de metileno. Também seré discutido a caracterizagdo espectral de
fenotiazinas, um composto organico que ocorre em varias drogas antipsicoticas, como
a clorpromazina, tioridazina e a trifluoperazina, e em drogas anti-histaminicas.

21 FUNDAMENTAQAO TEORICA
2.1 Corantes

As cores sao resultado da absorcdo seletiva de radiagdo eletromagnética na
regiao espectral da luz visivel (400 a 780 nm). A absorcao de radiagcao nessa regiao se
deve a presenca de grupos croméforos — principalmente ligacées duplas conjugadas
- na estrutura dos compostos (GURSES et al., 2016). Corantes e pigmentos s&o as
substancias mais importantes usadas para adicionar cor ou mudar a cor da matéria.
Os corantes séo definidos como substancias que, quando aplicadas a um substrato,
fornecem cor por um processo que altera, pelo menos temporariamente, a estrutura
cristalina das substancias coloridas. Os corantes sintéticos possuem diversas
aplicacoOes tradicionais e tecnologicas, como por exemplo, em varios tipos de téxteis,
papel, curtimento de couro, processamento de alimentos, plasticos, cosméticos,
indUstrias de fabricacdo de borracha, impresséo e tintas (GURSES et al., 2016) e
células solares sensibilizadas por corantes (FREITAG et al., 2017). Ja os pigmentos
sao solidos particulados, organicos ou inorganicos, finamente divididos, podem ser
coloridos, incolores ou fluorescentes, geralmente insollveis no veiculo ou meio em
que sao incorporados e, essencialmente, inertes. Antagonicamente aos corantes,
alteram apenas a aparéncia da superficie por absorcéo seletiva ou espalhamento de
luz e podem ser usados para qualquer substrato polimérico (DRUMOND CHEQUER
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et al., 2013).

Os corantes comerciais podem ser classificados em relacdo a estrutura, cor,
métodos de aplicacéo ou carga das particulas ap6s a dissolugdo em meio aquoso.
Estruturalmente, um aspecto comum a praticamente todos os corantes sintéticos é a
presenca de ligacdes duplas e simples alternadas. Em relacéo a carga das particulas
podem ser catibnicos (corantes basicos), anidnicos (corantes diretos, acidos e reativos)
€ nao-idnicos (corantes dispersos). Sdo conhecidos mais de 100.000 corantes que
correspondem a producdo anual de mais de 7x105 toneladas/ano (DRUMOND
CHEQUER et al., 2013). Apenas na industria téxtil mundial ha o consumo superior a
10.000 toneladas/ano de corantes com descarte de aproximadamente 100 toneladas
nos sistemas de agua. Os dados exatos sobre a quantidade descarregada proveniente
de varios processos industriais no meio ambiente sdo desconhecidos, todavia ja sdo
bem conhecidos diversos de seus efeitos toxicos (YAGUB et al., 2014).

O lancamento ndo controlado de efluentes industriais com corantes em maior ou
menor nivel de concentragdo na hidrosfera representa fonte significativa de poluicéo
devido a sua natureza recalcitrante e a cor indesejavel na 4gua. Em consequéncia,
ocorre interferéncia na absor¢ao da luz pela populagédo vegetal e animal do ambiente
aquatico além de possivel acdo carcinogénica, mutagénica ou teratogénica sobre a
vida microbiol6gica e varias espécies de peixes decorrente da presenca de metais e
hidrocarbonetos aromaticos. Além disso, essas substancias podem ser transportadas
para 0S mananciais ou para a estacdo de tratamento de agua (principalmente os
corantes com alta solubilidade) contribuindo para a contaminagéo da agua distribuida
a populacdo. Para a saude humana os riscos toxicoldgicos estéo relacionados a
disfuncdo no rim, sistema reprodutivo, figado, cérebro e sistema nervoso central
(YAGUB et al., 2014).

Diversos métodos fisicos, quimicos e biologicos para tratamento de efluentes
com corantes tém sido estudados nos ultimos anos (KATHERESAN et al, 2018).
As principais técnicas disponiveis na literatura envolvem processos de adsorgao,
precipitacdo, degradacdo quimica, eletroquimica e fotoquimica, biodegradacdo e
outros. Contudo, cada um desses métodos tem limitagdes, vantagens e desvantagens.
A busca por corantes com maior poder de fixacdo e menos poluente assim como por
métodos e tecnologias especificos para remover corantes de diferentes tipos de aguas
residuais apresenta-se muito relevante e esta correlacionada, dentre outros fatores,
com o estudo dos fatores fisico-quimicos que influenciam a fase aquosa do corante.

Com frequéncia, a efetividade da remoc¢ao da cor das aguas de rejeitos industriais
pode ser avaliada por espectroscopia UV-vis por meio da comparagao com um padrao
de valores ja conhecidos na literatura. Assim, através da comparacéao direta entre
absorbéancia da amostra de um efluente industrial e o padrdo aceitavel para aquele
sistema aquatico que o recebe, é possivel avaliar o grau de contaminacéo e controlar
a diluicao do corante nas aguas receptoras (COOPER, 1995). Entretanto, corantes
geralmente sdo moléculas complexas e alguns fatores tais como concentracdo, pH e
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presenca de outras moléculas (surfactantes, por exemplo) influenciam no seu estado
de agregacéo e afetam as caracteristicas dos espectros (JUNQUEIRA et al., 2002),
0 que pode interferir nos resultados da avaliacdo espectrofotométrica em relacéo ao
padréo analitico. Como um exemplo, se a determina¢ao da concentragdo do corante
no efluente for feita por meio da medida de absorbancia em um comprimento de onda
fixo, caso o meio promova um deslocamento batocrémico ou hipsocrémico no espectro
(SKOOG, 2006), a medida em comprimento de onda fixo resulta em grandes erros
de dosagem. Um outro exemplo € o erro de dosagem decorrente de ndo considerar
que diferentes meios podem ter efeito hipercrémico ou hipocrémico, sem alteragéo
do comprimento de onda maximo de absorcdo. Isso evidencia a importancia de se
conhecer as propriedades Oticas dos corantes e sua avaliagdo por espectroscopia de
absorcéo eletronica.

O azul de metileno € um corante tiazinico com aplica¢des variadas. Foi sintetizado
pela primeira vez para ser usado como corante de tecidos durante o periodo de grande
expansao da industria téxtil europeia e, atualmente, a agua residual do processo textil
representa um problema ambiental mundial. E largamente utilizado como um indicador
redox em quimica analitica: solu¢des desta substancia sdo azuis quando em ambiente
oxidante, mas tornam-se incolores quando expostas a um agente redutor. O MB+
também desempenha papéis importantes na microbiologia e farmacologia ha tempos,
como coloracdo temporaria para analise por microscopia em RNA ou DNA; para o
tratamento da metahemoglobinemia (conversdo de Fe3+Hb a Fe2+Hb) por meio de
sua forma leuco que é reduzida com dois elétrons ; como bactericida e fungicida. Uma
inovacao terapéutica tem tido sucesso na medicina, odontologia e na veterinaria: o
MB+ como agente fotossensibilizador para a terapia fotodinamica (TFD) de tumores,
infeccdes e parasitoses (TARDIVO et al., 2005). Essa terapia utiliza a aplicacdo de
um corante na area a ser tratada, seguida de irradiacdo com luz do comprimento de
onda que penetre melhor no tecido. A luz promove excitacéo eletrénica do corante que
transfere sua energia ao oxigénio molecular do meio e o converte em uma espécie
altamente oxidante, o oxigénio singlete, que leva a morte o tecido tumoral ou o agente
infeccioso.

E conhecido que, em solucdo aquosa o corante azul de metileno encontra-se em
equilibrio entre as formas mondémero e dimero. O equilibrio encontra-se deslocado para
a forma monomérica e dimérica, respectivamente em baixas e altas concentragdes do
corante. Em solucéo, o estado fundamental do MB+ forma dimeros com uma constante
de associagao de 4 + 1 x 10-3 mol.L-1 e que podem ser favorecidos pelo aumento da
forca ibnica e presenca de micelas em determinadas razdes de corante/surfactante
(JUNQUEIRA et al., 2002). Solu¢des de diferentes concentracbes de MB+, associado
ou nao a surfactantes, apresentam diferentes tonalidade de azul, relacionada a
predominancia de dimeros ou monémeros. A interacdo corante-surfactante representa
uma estratégia experimental para estudos de estados agregados de corante por meio
de espectroscopia UV-vis e tem sido estudada devido a sua grande relevancia para a
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industria de tingimento e fotografia.

2.1 Espectroscopia

A espectrofotometria € um dos métodos Opticos de analises mais usados nas
investigacbes bioquimicas. O espectrofotbmetro é um instrumento que permite
comparar a intensidade de luz absorvida ou transmitida por uma solugcédo que contém
uma quantidade desconhecida de soluto em relagdo a quantidade conhecida da
mesma substancia em solugcdo. A absorcao das radiagdes ultravioleta e visivel
depende da estrutura molecular e é caracteristica para cada substancia. Quando a luz
atravessa uma solucao de determinado composto, parte da energia € absorvida. A cor
enxergada pelos nossos olhos se deve a transmitancia (T) de certos comprimentos
de ondas da luz branca n&o absorvidos, conforme indicado na equagao 1, onde | é a
intensidade da radiacéo incidente e | corresponde a intensidade do feixe de radiacao
transmitido. Esse fendbmeno pode ser usado para quantificacdo de substancias por
meio da intensidade de absorbéncia em um comprimento de onda especifico, com
base em uma curva padrdo, utilizando-se da Lei de Lambert-Beer (SKOOG, 2006). ‘A
medida que aumentamos a concentracao da solucéo, a transmitancia varia em relacéao
inversa ao logaritmo da concentragcdo. Em consequéncia, pode-se definir um novo
termo, absorbéncia (A), que sera diretamente proporcional a concentracdo. Portanto,

T = 1/lo ™)
A = —logl/lo = —logT
A= logl1/T

3)

Dessa forma, a absorbancia € direta e linearmente proporcional a concentragao.
Esta varia também de forma direta com o caminho éptico (diametro interno) da cubeta,
ou seja, se dobrarmos o caminho Optico mantendo a concentragcao constante, teremos
um valor de absorbéncia duas vezes maior. Essa relacdo é referida como Lei de
Lambert-Beer:

| A=¢.C.1

Ce 7
'rll

i

. 4)

Onde A = absorbancia, € = constante de proporcionalidade (absortividade ou
coeficiente de extingdo), / = caminho 6ptico (em centimetros) e C = concentragdo (em
mol/L). Como os valores de A séo adimensionais, a unidade de € sédo as reciprocas
daquelas para / e C. Quando (geralmente €) e C € expresso em mol/L ou mol.L", a
constante € pode ser chamada de absortividade ou coeficiente de extingdo molar (e,
epsilon) e é constante para dado comprimento de onda, temperatura, pH, solvente,

etc.
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Assim, a proporcionalidade direta entre absorbancia e concentracdo representa
uma estratégia a ser usada para a determinacdo da absortividade de uma dada
substancia em determinada condicdo experimental por meio de realizacdo de uma
curva padrao construida com concentracbes conhecidas do croméforo. A aplicacao
da Lei de Lambert-Beer permite a determinacao do € no meio de analise, o qual sera
usado para determinar a concentragcdo desconhecida do cromo6foro no mesmo meio.
A Figura 1 mostra curvas padrdo de concentragdo de albumina feitas com uso dos
aminoacidos aromaticos como cromoéforos endodgenos da proteina e com uso do
cromdforo formado pela complexagcdo com cobre presente no reagente Biureto (ZAIA,
1998).
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Figura 1 . Curva padrao de albumina determinada pelo método direto (em preto) e pelo método
com Biureto (em azul). O inserto mostra os espectros do croméforo, os quais forneceram os
valores de absorbéancia usados na construg¢éo da curva padréo.

A espectroscopia UV-visivel também pode ser usada para analise qualitativa de
substancias, como sera discutido a seguir utilizando o corante azul de metileno. A cor
caracteristica do MB* é causada pela forte banda de absorcéo na regido espectral
de 550-700 nm, sendo seu espectro de absorcédo dependente da concentracéo
(MORGOUNOVA et al., 2013). Monémeros e dimeros tem espectros de absorbancia
distintos: mondémeros tem intensidade maxima em 665 nm (¢ =85.000 M'cm™) e
dimeros em 610 nm e agregados maiores do tipo H em 590 nm (Figura 2). A diferenca
na absorcédo entre mondmeros e dimeros facilita o célculo da concentragéo de cada
espécie presente em solugao. A intensidade relativa dos picos indica em qual direcao
o equilibrio esta deslocado. A razao entre a absorbancia a 580 e 665 nm (A, /,...) da
uma estimativa qualitativa da concentracdo relativa de dimeros para monémeros, 0
gue representa uma indicacéo de qual forma do corante prevalece no meio.

E interessante observar que a forma agregada de azul de metileno possui
peculiares propriedades fotoquimicas (JUNQUEIRA et al., 2002). Quando os dimeros
ou agregados maiores sao expostos a luz branca ou vermelha observa-se a separacao




de carga dos pares, pois o triplete é oxidante e oxida seu par com formacgéao do par
radicalar formado pelo corante reduzido com um elétron (MB’) e o corante oxidado
com menos um elétron (MB?*). Dessa forma, o rendimento quantico de producéo de
oxigénio singlete cai bastante para as formas agregadas. A forma reduzida com um
elétron absorve luz em 420 nm e possui pKa = 9,0. Essa espécie pode transferir o
elétron ao oxigénio do meio e gerar ion superdxido ou prontamente dismutar para a
forma reduzida com dois elétrons, ou seja, a forma leuco (MBH) e o estado fundamental
MB*. O cation radical do azul de metileno (MB*?*) absorve em 520 nm.
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Figura 2. Espectro UV-visivel de MB* em agua obtido com 25 (azul claro) e 250 (azul escuro)
pmol.L" do corante. O inserto mostra a coloracao diferenciada das solugcdes com elevada
porcentagem de dimero (azul royal) e de monémero (azul turqueza).

O principio que faz a fotoquimica interessante € o uso da luz como uma fonte
de energia para promover rea¢des quimicas. Em comprimentos de onda de luz (A)
especificos, a energia pode ser absorvida por determinadas moléculas, levando-as
a um estado molecular excitado no qual, devido a conformagéo menos estavel ficam
propensas a reagirem com outras moléculas (MORGOUNOVA et al., 2013). A maior
parte das reac¢des quimica realizadas em laboratorio utiliza a faixa espectral visivel ao
olho humano (vis), ultravioleta (UV) e infravermelho (1V) proximo. Moléculas excitadas
podem perder sua energia através das propriedades fisicas ou por participar de
reacdes quimicas.

O processo fotoquimico (TURRO et al 2012) se inicia com a absor¢ao de um
foton por uma molécula com a qual encontra condi¢cao de ressonancia. A energia do
foton absorvida pela molécula no estado fundamental (SO) leva ao deslocamento de
um elétron de seu orbital ligante para um orbital anti-ligante desocupado de mais alta
energia, o que leva a molécula ao estado eletronicamente excitado singlete S,, S,
... S., dependendo da energia de excitagdo ou do solvente. Uma molécula também
pode atingir o estado eletronicamente excitado, na auséncia de luz por um processo
conhecido como Fotoquimica no Escuro, tal como acontece na clivagem do dioxetano
(NANTES et al 1996; GREEN et al., 2017) e na reacéo luciferina/luciferase (Viviani et
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al., 2018). A molécula no estado eletronicamente excitado pode ter diferentes rotas de
decaimento para o estado fundamental (processos fotofisicos) que sdo mostradas na
Figura 3. A conversao interna (S, -» S, + calor) ocorre quando a molécula encontra-se
em estado excitado Sn acima de S,. A fluorescéncia é a desativagdo radiativa de S,
-S,, sendo que S, pode ter sido atingido por excitagéo a partir de S, ou por converséo
interna. O cruzamento intersistemas ocorre de S.»T, ou ST, e T,»T,, por meio de
conversdo interna. O estado eletronicamente excitado triplete possui tempo de vida
relativamente longo e pode reagir com outras moléculas dando origem a fotoprodutos.
As transicbes sem a emissado de fétons ou nado radiativas sdo aquelas em que a
desativacéo se da por meio de liberagao de calor para o ambiente. (MORGOUNOVA
etal., 2013).

A fim de compreender o comportamento fotoquimico quando interage com
biomoléculas, em particular com membranas, as propriedades do MB* foram estudados
em solugdes de SDS (dodecil sulfato de s6dio) e CTAB (brometo de cetil trimetil aménio)
em varios trabalhos (Junqueira et al., 2002). O uso de micelas de SDS em diferentes
razdes micela/corante permite modular o estado de agregacao do MB*. Assim, em
presenca de excesso de micelas em relacdo ao corante temos a predominancia da
forma monomérica e em presenca de excesso de corante em relacdo as micelas
obtém-se a predominéncia dos dimeros.

Figura 3 . Diagrama de Jablonski: a esquerda, para uma forma monomérica do MB* ap6s
interagir com um foton em condi¢des de ressonéancia; a direita, especificamente para a
forma dimérica. A, absorcao; F, fluorescéncia; P, fosforescéncia; IC, converséo interna, ISC,
cruzamento intersistemas, S, estado singlete, T, triplete. S, estado fundamental. Adaptado de
(MORGOUNOVA et al., 2013).

3| ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para a fundamentacdo da estratégia experimental aqui discutida foi realizado
ensaio com solugcdes do corante azul de metileno (MB*) emtrés diferentes concentracoes
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(5, 50 e 150 uM) que interferem em seu estado de agregacao, sendo que a forma
monomérica € predominante até 20 yM. A essas solugdes foram adicionados os
detergentes SDS (aniénico) e CTAB (catiénico) em duas concentragdes diferentes,
sendo uma abaixo e uma acima da CMC (concentracao micelar critica). Para SDS,
usamos 1,5 e 16 mM e para CTAB usamos 0,75 e 8 mM. Em seguida foi realizada a
aquisicao do espectro de absorcao no visivel (regiao espectral de 350 a 750 nm) de cada
solucéo utilizando cubetas de vidro de caminho 6ptico 1 cm ou 0,1 cm (dependendo da
concentracao de MB* usada). Foram plotados os graficos absorbéancia X comprimento
de onda e analisada a razdo entre os picos de absorcdo das formas monomérica
e dimérica em cada condicdo. Essa estratégia experimental permite, dessa forma,
trabalhar com os alunos a aplicacdo da Lei de Lambert-Beer no que concerne a
influéncia da concentragéo dos cromoéforos, do seu estado de agregacéo e do caminho
6tico de aquisicao espectral.

Como recurso pedagogico para o estudo da espectroscopia UV-vis considerando
medidas qualitativas e utilizando como modelo o MB*, desenvolvemos o objeto de
aprendizagem (OA) “Propriedades Fotofisicas do Azul de Metileno Aplicadas para o
Ensino de Espectroscopia UV-Visivel como Ferramenta para Anélise Qualitativa em
Bioquimica” disponivel no link http://nte.ufabc.edu.br/bioquimica/oa/index.html, objeto
este agraciado em 2017 no 1° Prémio Nacional de Ensino de Bioquimica e Biologia
Molecular “Bayardo BaptistaTorres” na categoria Materiais Didaticos ou Pratica de
Ensino, promovido pela Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
(SBBq) (BRITO e NANTES, 2017). Por meio da interacdo com esse OA é possivel
fazer a simulacdo de condicbes que modulam a agregacdo do corante azul de
metileno e o entendimento de como isso interfere qualitativamente nos espectros de
absorcéo. As condicbes moduladoras dos estados de agregacéo sao concentracéo e
uso de surfactantes. Para tal, &€ apresentada a possibilidade de preparar virtualmente
solucdes a partir de trés diferentes concentragdes de azul de metileno combinadas
com trés diferentes concentracdes de surfactante anidénico ou catiénico (na auséncia,
abaixo da concentracdo micelar critica, e acima dessa). As representacdes dessas
condicoes sao: espécies moleculares presentes na solucéo, cor da solugao e os
correspondentes espectros de absorcéo no visivel. A figura de uma cubeta com a
solucdo tem a representacéo dos estados de agregacao do corante e dos surfactantes.
Ao clicar nas diversas representacdes sao abertas caixas de texto com explicacbes
sobre os conceitos e interagdes envolvidas conforme Figura 4:
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Figura 4. Exemplo de uma das telas do objeto de aprendizagem, com indicacéo de algumas
das opc¢des disponiveis para simulag&o.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 5 séo apresentadas fotos de todas as solugdes de MB* em diferentes
condicoes de concentracao e da presenca de micelas. A predominancia de agregados
ja € evidenciada pela cor da solugdo, uma vez que as formadas de monémeros
apresentam a cor azul cyan, enquanto que as de formadas por dimeros de MB*
apresentam a cor azul royal (tonalidade mais escura). A mudanca de cor conforme o
estado de agregacao decorre do fato de que a agregacao afeta a estrutura molecular,
que por sua vez, afeta os niveis de energia dos orbitais moleculares e assim, os
comprimentos de onda de luz que sao absorvidos e transmitidos (vide Figura 3)

Figura 5. Fotos das solucdes referentes aos espectros apresentados. Em cada foto, os tubos
Eppendorfs da esquerda contém 0; 1,5 e 16 mM de SDS e os da direita contém 0; 0,75 e 8 mM
de CTAB. Nas fotos da esquerda, centro e direita, as concentragbes de azul de metileno séo
respectivamente, 5, 50 e 150 M. Observar as diferencas de tonalidade de azul. A tonalidade
royal indica predominancia de dimeros do corante e a tonalidade cyan indica predominancia de
mondmero do corante.

O estado de agregacao pode ser determinado espectrofotometricamente. As
Figuras 6 e 7 mostram os espectros correspondentes aos dados obtidos de todas as
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solugées manipuladas indicadas na Figura 5. E possivel relacionar cor da solucéo,
estado de agregacédo e aspecto do espectro apresentado. Além disso, foi observado
gue mesmo em condicdes onde predomina a forma monomérica, pode-se deslocar o
equilibrio para a forma dimérica com o uso de detergentes como o SDS. Na presenca
do detergente SDS arazao entre a concentracao de micelas e concentracdo do corante
ird determinar se as moléculas do corante permanecerao distribuidas isoladamente ou
em pares no interior das micelas e isso pode ser monitorado por espectroscopia UV-
visivel (JUNQUEIRA et al., 2002). Portanto, em presenca de SDS, a predominancia de
dimero sera dependente da concentracéo relativa de MB* e SDS. Conforme mostrado
na Figura 6, mantendo fixa a concentracdo do corante, em concentracdo de SDS
relativamente baixa o espectro observado com pico em 580 nm, é referente a forma
dimérica, enquanto que, em concentragcdes relativamente altas de detergente, o
espectro observado com pico em 665 nm é relativo a forma monomérica do corante
(MORGOUNOVA et al., 2013).

101 Jf’}"'\(j =~ monémero

Absorbancia
(=]

500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)
MB 5 uM MEB 50 uM* ME 150 pM*
= = MBS5uM+SDS 1.5mM = = MB 50 yM*+5DS 1.5mM = = MB 150 yM*+SDS 1.5 mM

~===MB 5 pM+SDS 16 MM ——MB 50 uM*+5DS 16 mM ——MEB 150 pM*+SD5 16 mM

Figura 6. Espectros de absorbéncia das solu¢des de azul de metileno (MB*) e do surfactante
SDS em diversas concentragdes. No inserto representacdo do MB* em micela de SDS na razéo
1:1 (forma monomérica do corante) a direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) a esquerda.
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Figura 7. Espectros de absorbéncia das solugbes de azul de metileno (MB*) e do surfactante
CTAB nas diversas concentracdes. No inserto representacdo MB* em micela de CTAB na razéo
1:1 (forma monomérica do corante) a direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) a esquerda.

Para analisar espectros de corantes associados as micelas é importante entender
seu comportamento e como alteram o estado de agregacao do corante. A estrutura
micelar esta em equilibrio com os monémeros da solu¢do e com a monocamada de
surfactante na interface ar/agua. A presenca de um sal na solugéo diminui a repulsao
eletrostatica entre os monémeros na interface e consequentemente diminui a CMC
(efeito da forga ibnica sobre a CMC de um detergente). Esse efeito € observado apenas
com altas concentragcbes do soluto (mM) (MANIASSO, 2001). Em uma solucéo de
surfactante e corante MB*, dependendo da carga do surfactante, e consequentemente
das interacdes eletrostaticas, bem como da razdo molar entre esses, pode ocorrer ou
nao formacao de complexos que mudam as propriedades de ambos e o equilibrio da
solugéo. O MB*, sendo positivamente carregado tem uma forte atracéo pelo SDS e tem
sido sugerido que essa interacdo muda o equilibrio da solugdo de SDS e os complexos
formados tém uma grande tendéncia a permanecerem na interface (menor repulsao
entre monémeros e menor solubilidade em agua). Em solucédo de SDS e MB*, a
CMC é alcangcada com menores concentracées de SDS, em relacdo ao surfactante
puro. Ja foi observado (JUNQUEIRA et al., 2002) que quando a concentracdao do MB+*
€ aumentada de 0 para 45 yM, a CMC de SDS diminui de 7 mM para 70 yM. Assim,
concentragcbes em micromolar de MB* séo suficientes para mudar a CMC em duas
ordens de magnitude, o que indica que o MB* facilita a formagdo das micelas. O uso
de surfactantes catidnicos e aniénicos possibilita obter informagdes sobre a influéncia
da carga da interface das micelas na associagcao com outras moléculas.

Para modular o equilibrio monédmero/dimero deve-se atentar ao fato de que o
calculo de concentracao do detergente deve levar em conta que o corante se associa as
micelas e ndo ao monémero do detergente. Portanto, acima da CMC, a concentracao

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 5



de detergente deve ser dividida pelo numero de agregacao do detergente nas micelas
de modo que se calcule corretamente a razdo corante/micela.

Além do azul de metileno, outros corantes tiazinicos, como o nudcleo das
fenotiazinas (PHT) quando excitados ao estado triplete podem reagir com um par no
estado fundamental e assim gerar duas espécies, a forma reduzida com um elétron e
o cation radical. Em baixas concentragcdes do corante nas quais as formas agregadas
ndo predominam, o cation radical ndo fica estabilizado e pode reagir com o oxigénio
molecular e dar origem ao derivado sulféxido. (RODRIGUES et al., 2006 ; SANTOS,
2009) O cation radical das fenotiazinas séo estaveis quando esses compostos estao
na forma agregada de tal modo que é possivel medir o espectro UV-vis no estado
estacionario. Os espectros do cation radical de fenotiazinas monoméricas podem
ser obtidos somente na forma transiente com uso de laser de nano a fentosegundos
(SOARES et al., 2007the regeneration of native horseradish peroxidase (HRP; MOHAN
e MITTAL, 1995). Em geral, o céation radical das fenotiazinas apresenta uma banda de
absorcao com pico em torno de 520 nm, conforme Figura 8, a qual mostra o espectro
atribuido ao cation radical da PHT ap0s irradiagcdo de 3h em lampada UV de 80 W (A
=254 nm):

Absorbancia

0.0 = T
400 600

Comprimento de Onda (nm)

Figura 8. Espectro de absor¢ao do cation radical de PHT apés irradiagcéo de 3h em lampada
UV de 80W (A = 254 nm) a distancia de 2 cm. O inserto a esquerda mostra a PHT no estado
solido antes da dissolugdo em H,O, enquanto o inserto a direita mostra a solugéo obtida apos
irradiacdo e formacao do cation radical, o qual apresenta coloracao rosa. A medida espectral foi
realizada em cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm.

Nessas condigbes, a formagéo do cation radical é corroborada por medidas de
ressonancia paramagnética do elétron (ndo mostrado). O uso da espectroscopia UV-
visivel para analise qualitativa permite analisar a interconversédo temporal entre duas
espécies moleculares e caracterizar a cinética de uma reacdo. A Figura 9 mostra as
mudancgas espectrais que ocorrem com PHT durante sua irradiagdo com luz UV. O
espectro em amarelo escuro mostra o estado inicial antes da irradiacdo. As linhas
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pretas fina e grossa mostram as mudancgas espectrais que precedem o aparecimento
do cation radical e que sao atribuidas a formacgao de sulfoxido. As linhas rosa e vermelha
correspondem aos espectros do cation radical obtidos nas regides espectrais do UV
(esquerda) e visivel (direita).
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Figura 9. Mudancas espectrais que ocorrem com PHT (solu¢do aquosa 100 uM) durante
irradiacao com luz UV a distancia de 2 cm. As linhas pretas fina e grossa mostram as mudancas
espectrais que precedem o aparecimento do cation radical de PHT e que séo atribuidas a
formacéo de sulfoxido. As linhas rosa e vermelha correspondem aos espectros do cation
radical obtidos nas regides espectrais do UV (esquerda) e visivel (direita). A medida UV-vis foi
realizada em cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm.

51 CONCLUSOES

As estratégias experimentais para analisar os estados agregados dos corantes
aqui descritas sao de utilidade para aplicacdo didatica em cursos disciplinares
e interdisciplinares que requerem a aquisicdo de competéncia na area de
espectroscopia UV-visivel, fisico-quimica de sistemas heterogéneos e fotoquimica de
corantes tiazinicos. Por tratar da analise de corantes, tem utilidade para os técnicos
especializados que trabalhem em vérios aspectos de pesquisa e desenvolvimento de
corantes. A associacéo das estratégias experimentais com o objeto de aprendizagem
permite melhor entendimento e assimilacdo do conteudo.
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