
 

 

Instituto de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Nanociência e Nanobiotecnologia 

 

 

 

 

Interação de ftalocianinas de zinco com óxido de grafeno: estudo das 

propriedades fotoquímicas 

 

 

 

 

Fellipy Samuel Rocha 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao programa de 

Pós-Graduação em Nanociência e 

Nanobiotecnologia, do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília, para 

obtenção do título de Mestre em 

Nanociência e Nanobiotecnologia. 

 

 

 

Brasília – DF 

Janeiro – 2018



 

 

Instituto de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Nanociência e Nanobiotecnologia 

 

 

 

Interação de ftalocianinas de zinco com óxido de grafeno: estudo das 

propriedades fotoquímicas 

 

 

 

Fellipy Samuel Rocha 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Claure Nain Lunardi Gomes 

Coorientador: Prof. Dr. Anderson de Jesus Gomes 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao programa de 

Pós-Graduação em Nanociência e 

Nanobiotecnologia, do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília, para 

obtenção do título de Mestre em 

Nanociência e Nanobiotecnologia. 

 

 

 

Brasília – DF 

Janeiro – 2018 



 

ii  

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a todos que de alguma forma contribuíram com a realização deste 

trabalho. Aos membros do Laboratório de Fotoquímica e Nanobiotecnologia, que 

sempre estiveram dispostos a colaborar quando necessário.  

Agradeço aos meus orientadores, profa. Dra. Claure Nain Lunardi Gomes e ao 

Prof. Dr. Anderson de Jesus Gomes, pela oportunidade de desenvolver este trabalho e a 

atenção fornecida durante o desenvolvimento. 

Gostaria de agradecer especialmente, à minha família pelo apoio, pois sem eles a 

execução deste trabalho se tornaria mais árdua. 

Agradeço aos membros da banca, por aceitarem o convite e proporcionar sua 

colaboração ao trabalho.  

Por fim, agradeço aos órgãos de fomento (FAPDF, CAPES e CNPq), pelo auxílio 

financeiro prestado para o desenvolvimento deste trabalho. 

  



 

iii  

RESUMO 

O óxido de grafeno (GO) é um nanomaterial promissor para ser empregado como 

sistema de entrega de fármacos hidrofóbicos devido a sua superfície planar em duas 

dimensões, e as ftalocianinas também apresentam estruturas planares, e são ótimas 

candidatas para a utilização em terapia fotodinâmica. A conjugação não covalente entre 

estes compostos pode levar a formação de um nanossistema eficaz no tratamento do 

câncer. Neste trabalho, buscamos elucidar a interação da ftalocianina de zinco (ZnPc) e 

sua forma tetra substituída (ZnPc(NO2)4) com  o óxido de grafeno. As ftalocianinas 

apresentam fluorescência, mas interações de Van Der Waals π - π fortes com o GO 

proporcionam supressão deste fenômeno, consequentemente sendo um indicativo de 

ligação. A eficácia da interação de GO com a ZnPc(NO2)4 foi claramente demonstrada, 

enquanto a interação com a ZnPc é mais difícil de ser interpretada.  Estudos aplicando 

os modelos matemáticos de Stern-Volmer e Hill foram realizados com os dados de 

fluorescência das ftalocianinas para tentar elucidar o processo de formação do 

nanossistema. A capacidade dos fluoróforos de produzirem espécies reativas de 

oxigênio (ROS) foi avaliada empregando o método indireto de análise do consumo de 

1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) causado pela formação de ROS, através da excitação 

das ftalocianinas com laser. A presença do GO proporcionou um aumento no 

rendimento quântico de oxigênio singlete para ambas as ftalocianinas. 

 

 

 

Palavras-chave: Óxido de grafeno, ftalocianinas de zinco, fluorescência, fotoquímica, 

supressão, rendimento quântico de oxigênio singlete.  
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ABSTRACT 

Graphene oxide (GO) is a promissing nanomaterial to be employed as a 

hydrophobic drug delivery system due to the two dimension planar surface, 

phthalocyanines also presents planar surface, and are great candidates for Photodinamic 

Therapy. Non-covalently conjugation of those compounds may lead to the formation of 

a nanosystem effective in the cancer treatment. At this work, we aim to clarifythe 

interaction of zinc phthalocyanine and its tetra substituted form (ZnPc(NO2)4) with 

graphene oxide. Phthalocyanines presents fluorescence, but strong π - π Van Der Waals 

interactions with GO suppress the fluorescence, consequently being evidence of a bond 

formation. The efficacy of the interaction of GO with ZnPc(NO2)4 has been clearly 

demonstrated, while the interaction with ZnPC is harder to interpret. Studies applying 

mathematical model of Stern-Volmer and Hill were performed with the fluorescence 

data to try to elucidade the formation process of the nanosystem. The fluorophore 

capacity to yield reactive oxygen specimes (ROS) were evaluated applying an indirect 

analysis method quantifying the 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) consume caused by 

ROS formation induced by phthalocyanines laser excitation. GO presence enhanced 

singlet oxygen quantum yield for both phthalocyanines. 

 

 

 

 

 

Keywords: Graphene oxide, zinc phthalocyanines, fluorescence, photochemistry, 

quenching, singlet oxygen quantum yield.  
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1. Introdução 

1.1. Grafeno 

Nanomateriais a base de carbono como nanotubos e grafeno têm atraído atenção 

científica significativa nas últimas décadas devido suas propriedades estruturais e 

mecânicas possibilitando uma vasta gama de aplicações. (WAN et al., 2015). Grafeno é 

composto por folhas em duas dimensões, planares, com espessura de um átomo, 

formadas por carbonos ligados em hibridização sp2, com retículo cristalino arranjado em 

forma hexagonal e podem apresentar empilhamento destas folhas devido a interações de 

Van Der Walls π -π fortes (WANG, A. et al., 2016). 

O grafeno em sua forma pura não é muito utilizado em aplicações biológicas, uma 

vez que as interações do grafeno nesta forma resultam em uma grande tendência de 

aglomeração devido as fortes interações π–π, que pode alterar as propriedades do 

material (KUILLA, et al., 2010). Muito esforço vem sendo empregado para melhorar a 

dispersão e a compatibilidade do grafeno com o intuito de obter novos derivados de 

grafeno para aplicações específicas (JANG, et al., 2011; YE, et al., 2012; FANG, et al., 

2013). Assim, o óxido de grafeno (GO) é um análogo funcional de grafeno importante 

para aplicações, pois é possível moldar as propriedades ópticas, elétricas e químicas do 

GO com base no seu nível de oxidação, o qual controla a presença de nanoilhas de 

grafeno puro, isoladas por carbonos em hibridização sp3 em sua matriz, devido a 

presença da oxidação (WANG, Z. et al., 2015). 

GO apresenta muitos grupamentos funcionais, tais como: hidroxilas, carboxilas, 

carbonilas e grupos epóxi. Os estudos teóricos e espectroscópicos da estrutura química 

do GO indicam que as carboxilas e carbonilas estão localizadas nas bordas, enquanto os 

grupamentos epóxi e hidroxilas existem majoritariamente no plano basal das folhas 

(DREYER, et al., 2010). Os grupamentos funcionais do GO fornecem excelente 
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solubilidade em água e possibilitam fácil modificação das folhas de GO (PARK, et al., 

2009). Óxido de grafeno é um sistema conjugado que propicia uma plataforma 

apropriada para interações de moléculas orgânicas, inorgânicas e biomoléculas através 

de interação π -π e eletrostáticas (BOZKURT, et al., 2014). 

As propriedades térmicas de infravermelho do GO o tornam por si só atrativo 

como agente terapêutico para o combate ao câncer, através da terapia fototérmica 

(TFT). Além disto, muitos fármacos e nanomateriais podem ser atrelados as folhas de 

GO devido a presença dos grupamentos funcionais, assim o GO está sendo utilizado 

com frequência como sistema de entrega de fármacos recentemente. A 

biocompatibilidade do GO foi reportada por diversos grupos de pesquisa (LIU, et al., 

2008). Entretanto, estudos recentes demonstram que a toxicidade do óxido de grafeno é 

dependente de sua concentração, do grau de agregação e do modo de interação com as 

células (KUNDU, et al., 2015).  

A superfície planar em duas dimensões característica do grafeno é o que lhe 

confere uma alta capacidade de carregamento de fármacos, melhor do que outros 

sistemas de entrega de fármacos (MCALLISTER, et al., 2007) O que faz o GO ser mais 

atrativo do que outras espécies de grafeno, como o óxido de grafeno reduzido (rGO) ou 

o grafeno puro, é justamente a presença dos grupamentos funcionais (Figura 1), que 

podem ser facilmente modificados e permitir sua exploração para aumentar a 

biocompatibilidade do GO ou atracar marcadores de alvos específicos. Além de ser 

claramente mais adequado para utilização em meio aquoso e consequentemente em 

possíveis abordagens in vivo (BOZKURT, et al., 2014). 
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Figura 1. Estrutura química do grafeno e derivados. (a) Grafeno; (b) óxido de grafeno 

reduzido (rGO); (c) óxido de grafeno (GO). Fonte: SUVARNAPHAET, P. e 

PECHPRASARN, S. Sensors, 2017. 

Apesar do GO e o rGO estarem sendo vastamente estudados como sistema de 

entrega de fármacos anticâncer, as diferenças em suas propriedades físico-químicas 

podem afetar os padrões de interação e a capacidade de carreamento de fármacos. O 

rGO que é uma forma reduzida de GO apresenta uma menor quantidade de grupamentos 

funcionais e por consequência é mais hidrofóbico. Deste modo, as interações 

hidrofóbicas e o empilhamento π -π são mais dominantes para o rGO, uma vez que o 

GO apresenta uma maior quantidade de grupamento oxigenados permitindo interações 

eletrostáticas e ligações de hidrogênio. Assim, o rGO é mais hidrofóbico que o GO, mas 

é menos do que o grafeno puro (ZHANG, WANG e ZHAI, 2016). 

Nanofolhas de grafeno, com tamanho lateral em nano escala, estão sendo bastante 

exploradas como nanocarreadores para uma grande variedade de fármacos, incluídos 

fármacos químicos e biológicos. Desta forma, as nanofolhas de grafeno são vistas como 

um potencial nanocarreador de quimioterápicos insolúveis para o tratamento de câncer. 

Até mesmo pequenas biomoléculas como: proteínas, peptídeos, ácidos nucleicos podem 

ser entregues utilizando GO, rGO e nanofolhas de grafeno. Apesar dos ácidos 

nucleicos serem macromoléculas bastante hidrofílicas é reportado que eles interagem 
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através de interações de empilhamento π – π entre o anel estrutural da base nitrogenada 

e a porção basal do GO (SHIM, et al., 2016).  

A introdução de moléculas orgânicas π-conjugadas como porfirinas, ftalocianinas e 

outras moléculas aromáticas a folhas de GO pode incrementar a performance de seu 

limite óptico e aumentar suas propriedades ópticas não lineares (NLO). (WANG, Z. et 

al., 2015). Por exemplo, corantes cationicamente carregados podem se adsorverem 

fisicamente em folhas de GO e nanopartículas de óxido de ferro podem ser facilmente 

imobilizadas na sua superfície (SINOFOROGLU, et al., 2013; METIN, AYDOGAN e 

MERAL, 2014). Como resultado, compósitos entre corantes e GO são facilmente 

produzidos para serem utilizados por diferentes propósitos, uma vez que o campo 

atrativo presente na folha de GO resulta na adsorção de corantes catiônicos 

(SINOFOROGLU, et al., 2013). 

Alguns autores propuseram uma nanoplataforma de grafeno carregado de 

ftalocianina como uma forma de nanossistema teranóstico. Esta técnica visa a 

combinação da fototerapia devido as propriedades de produção de calor do grafeno sob 

efeito de irradiação próxima ao infravermelho e a terapia fotodinâmica (TFD) pela 

produção de espécie reativa de oxigênio característica das ftalocianinas. A combinação 

destas técnicas resultou em um aumento na eficácia de mortalidade de células 

cancerígenas de ovário em 90% (CHEN, et al., 2016). 

1.2. Ftalocianinas 

Ftalocianinas são estruturas aromáticas bidimensionais, constituídas de quatro 

subunidades isoindol ligadas através de átomos de nitrogênio. Apresentam flexibilidade 

química, permitindo a modulação de suas propriedades físicas, ópticas e eletrônicas. Sua 

deslocalização eletrônica é responsável por inúmeras propriedades, tornando-as valiosas 

para aplicação em diversos campos da ciência e tecnologia (LUNARDI e TEDESCO 

2005; CLAESSENS, HAHN e TORRES, 2008). Ftalocianinas estão sendo 
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extensivamente estudadas como sensores, células solares, transistores, dispositivos 

emissores de luz, fotocatálise e como fotossensibilizador para terapia fotodinâmica, 

dentre outros, como pode ser visualizado na Figura 2 (GUREL, et al., 2015). 

Metaloftalocianinas são complexos de metais de transição que exibem várias 

propriedades características, incluindo uma intensa e ampla resposta no comprimento de 

onda visível. Sua fotoatividade se origina da extinção do oxigênio triplete excitado 

formando oxigênio singlet (WAN, et al., 2015). Zinco, alumínio e silício podem ser 

usados como metais diamagnéticos, apresentando propriedades fluorescentes eficientes 

para várias aplicações. Além disso, metaloftalocianinas apresentam alta estabilidade 

termal, boa estabilidade molecular (POP e ION, 2010) e toxicidade negligenciável 

(JOSEFSEN e BOYLE, 2008). A conjugação de ftalocianinas com materiais em nano 

escala pode aumentar seu rendimento na produção de oxigênio singlet (WIEDER, et al., 

2006). 

Complexos de ftalocianina de zinco(II) (ZnPc), estão sendo estudados 

intensivamente por virtude de suas propriedades fotossensibilizadoras, apresentando alta 

fluorescência (MARTIN, et al., 1991; TABATA, et al., 2000). Além disso, os grupos 

químicos periféricos de ftalocianinas de zinco podem ser seletivamente preferíveis para 

interagir com alguns tipos de células cancerígenas. As ftalocianinas com essas estruturas 

são chamadas de fotossensibilizadores de terceira geração (OGUNSIPE, MAREE e 

NYOKONG, 2003). Ftalocianinas funcionais podem apresentar características 

diferenciadas, assim como as tetra substituídas que são preferíveis para o uso biológico 

ao considerar sua capacidade de funcionalização, solubilidade e estabilidade. 

Atualmente, ainda são poucos os estudos sobre a interação molecular de GO e 

ftalocianinas (Pc). A natureza, especificidade e mecanismos desta interação ainda 

precisam ser elucidados. Deste modo, a investigação desta interação em diferentes 
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soluções e concentrações pode revelar a acessibilidade da Pc no GO, ajudando a 

explicar os mecanismos de ligação, revelando dicas sobre a natureza do fenômeno. 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química básica de derivados de ftalocianinas e algumas de suas 

aplicações. Fonte: SAKAMOTO, K. e OHNO-OKUMURA, E. Materials, 2009. 

1.3. Formação de Agregados 

Dependendo do tipo de associação intermolecular dos monômeros, as estruturas e 

propriedades ópticas dos agregados são classificados em dois grandes grupos nomeados 

como tipo-H (arranjo cara-cara) e tipo-J (arranjo cabeça-calda). A simples utilização da 

técnica de espectroscopia de absorção em UV-vis é possível caracterizar o tipo de 

interação presente ao se ligarem ao GO (HANSDA, et al., 2016). A Figura 3 representa 

a interação de moléculas planares com derivados de grafeno. 
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Figura 3. Interação do óxido de grafeno com corantes orgânico vermelho ácido 1 

(acima) e azul de metileno (abaixo). Interações π – π são predominantes, podendo 

ocorrer ligação de hidrogênio e interação eletrostática. As interações são representadas 

pela formação de agregados do tipo H e J. Fonte: PÉREZ-RAMÍRES, et al. 

Semiconductor Photocatalysis – Materials, Mechanisms and Applications, 2016. 

PEYRATOUT e DAEHNE. Physical Chemistry Chemical Physics, 2002. 

Os agregados do tipo J geralmente mostram um deslocamento para comprimentos 

de ondas mais longos em relação ao perfil do seu monômero. Estes agregados 

demostram bandas de absorção bem definidas e estreitas, cuja as posições são 
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facilmente previstas teoricamente ignorando vibrações intramoleculares. Em contraste, 

os agregados do tipo H geralmente demonstram deslocamento para comprimentos de 

onda mais curtos, apresentando um deslocamento de banda com uma estrutura 

vibracional rica e larga.  

Quando o deslocamento ocorre para comprimento de onda mais energéticos, os 

agregados absorvem luz em uma região a qual o próprio monômero deve absorver, 

causando interferência. Algumas substancias, exibem tanto agregação do tipo J quanto 

agregação do tipo H, exibindo uma estrutura vibracional complicada. Entretanto, apesar 

de existirem vários estudos sobre os casos mais simples de formação de J-agregados, 

ainda existem muito pouco estudo sobre a formação dos H-agregados (EISFELD e 

BRIGGS, 2006). 

1.4. Supressão de Emissão de Fluorescência Provocado por GO 

A perda de fluorescência de um fluoróforo pela interação com um supressor é 

denominado de supressão de emissão de fluorescência. O processo de supressão de 

emissão de fluorescência requer contato molecular entre o fluoróforo e o supressor. Para 

explicar o processo de supressão de emissão de fluorescência, dois mecanismos são 

tidos como os principais, os processos de supressão de emissão dinâmico e estático. O 

mecanismo que descreve essa supressão de fluorescência é descrito pela equação de 

Stern-Volmer (SV) (BOZKURT, et al., 2012). A determinação do tempo de vida de 

fluorescência do fluoróforo é o melhor método de distinguir entre o processo de 

supressão de emissão estático ou dinâmico. Quando o tempo de vida do fluoróforo 

excitado permanece o mesmo o fenômeno característico é o de supressão de emissão 

estático, se o tempo de vida diminui é característica da supressão de emissão dinâmica 

(HANSDA, et al., 2016). 

O efeito de supressão de emissão da fluorescência indica o processo o qual a 

intensidade da fluorescência de um corante fluorescente diminui. Controlando a 
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interação entre o corante e o GO é possível ajustar a intensidade de fluorescência do 

corante. Devido a este fenômeno, o compósito GO-corante tem sido utilizado para a 

detecção seletiva de biomoléculas. Consequentemente, é importante dizer que o 

compósito GO-corante, pode ser preparado por técnicas de baixo custo e é otimizado 

para utilização em sensores a base de GO, assim como outras aplicações (BOZKURT, et 

al., 2014). 

Fluoróforos podem ser prontamente adsorvidos na superfície do GO, entretanto a 

ligação não covalente entre o fluoróforo e a superfície do GO resulta no efeito de 

supressão de emissão da fluorescência. Assim para o processo de imageamento celular, 

este acoplamento não pode ser empregado diretamente (KUNDU, et al., 2015). 

Contudo, para a entrega de fármacos, o efeito de supressão de emissão do GO está 

sendo efetivamente utilizado para avaliar a capacidade de carreamento e a liberação 

celular de fármacos que possuem fluorescência própria. Mesmo se o fármaco carreado 

pelo GO não tiver fluorescência inerente, funcionalizar o nanossistema com um agente 

fluorescente permite avaliar o processo de carreamento, liberação e cinética da entrega 

do fármaco monitorando o efeito de supressão de emissão da fluorescência (SHIM, et 

al., 2016). 

O GO apresenta uma alta eficiência em supressão de emissão da fluorescência 

relatada para os fluoróforos orgânicos tradicionais, que é atribuída principalmente pelo 

forte efeito de empilhamento π -π e a interação eletrostática entre o fluoróforo e as 

moléculas de GO. Este efeito deve induzir a formação de complexos rígidos que 

suprimem a fluorescência dos fluoróforos orgânicos através de um processo ressonante 

de transferência de energia e carga. Esta é uma típica estrutura de doador- π -aceptor- π 

-doador com conjugação- π estendida. (ZHU, et al., 2016). O papel do GO no processo 

de supressão de emissão é discutido em detalhes por TACHIKAWA e colaboradores, 

2012. 
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A formação de H-agregados além de ser caracterizada pelo deslocamento para 

comprimento de ondas mais energéticos no espectro de absorbância de UV-vis, também 

é identificada pela supressão de fluorescência, onde a transição eletrônica de um orbital 

de ligação de baixa energia é permitida, e seguida por uma rápida conversão deste 

estado excitado para um orbital superior desocupado, suprimindo a fluorescência como 

resultado (ROSCH, YAO e WORTMANN, 2006). 

1.5. Funcionalização 

Apesar de todas as aplicações potenciais que o grafeno oferece, um dos maiores 

desafios enfrentados é a produção de estruturas funcionalizadas de forma controlada. 

Abordagens para funcionalização do grafeno não covalentemente se aproveitam das 

interações de empilhamento π -π entre o anel aromático das moléculas e do plano basal 

do grafeno, demonstrando ser um meio eficiente e fácil para integração de moléculas 

orgânicas. Moléculas orgânicas doadoras de elétrons como dopamina, ácido 4- 

aminofenilbenzóico e tirosina, permitem uma redução do GO em rGO simultaneamente 

com a inserção de grupos moleculares orgânicos através das interações de 

empilhamento π -π (HOSU, et al., 2015). 

A funcionalização orgânica covalente do grafeno pode ser dividida em duas 

categorias: (a) formação de ligações covalentes entre os grupamentos funcionais 

orgânicos e os grupamentos oxigenados do GO e (b) a formação de ligações covalentes 

entre radicais livres e as ligações C=C do grafeno. Baseado em estudos experimentais e 

teóricos anteriores, a abordagem (b) é particularmente atrativa por permitir a ligação de 

vários grupamentos funcionais diretamente nas nanofolhas de grafeno, o que pode levar 

a uma interação mais eficiente entre os dois componentes e influenciar sua performance 

fotofísica e fotoelétrica. A adição de radicais livres aos carbonos em hibridização sp2 

utilizando sal de diazônio é a maneira reportada mais eficaz de funcionalizar grafeno 

por ligações covalentes (WANG, A. et al., 2016).  
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Tanto a funcionalização por redução quanto a funcionalização covalente, podem 

introduzir defeitos na matriz do grafeno. Estes defeitos geralmente são percebidos 

através de análise espectroscópica, a qual informações estruturais adicionais, como a 

evidência de funcionalização covalente, podem ser obtidas. 

Embora uma das principais aplicações de nanofolhas de grafeno é ser um veículo 

para sistemas de entrega de fármacos, a biocompatibilidade ainda pode ser um 

problema. Para melhorar a biocompatibilidade, os pesquisadores funcionalizam o 

grafeno com estabilizadores que previnem que ocorra sua agregação em condições 

fisiológicas. Dentre estes estabilizadores estão polímeros sintéticos, polissacarídeos 

naturais e proteínas. Estudos preliminares demonstram que o grafeno estabilizado é 

promissor para atuar como nanocarreador em sistemas de entrega de fármacos, 

apresentando relativa baixa toxicidade e estabilidade no sistema circulatório, mantendo 

a habilidade de carrear fármacos anticâncer (SHIM, et al., 2016). 

Vários estudos reportaram que o polietilenoglicol (PEG) pode reduzir a 

citotoxicidade do GO, resultando em um aumento de biocompatibilidade e estabilidade 

em meio fisiológico. Foi demonstrado que o GO simples precipita em solução salina de 

tampão fosfato (PBS), em meio de cultura celular e soro, enquanto o GO ligado ao PEG 

apresenta dispersão estável em todas estas condições. Além disto, análises 

hematológicas e exames histológicos revelam que o GO funcionalizado com PEG 

aplicado de maneira intravenosa em ratos não causa danos consideráveis em órgãos 

depois de 40 dias de aplicação. Neste mesmo estudo, o tempo de meia vida do GO 

funcionalizado com PEG na circulação sanguínea foi de 1.5 horas (YANG, et al., 2010). 

Este tipo de sistema funcionalizado já foi comprovadamente utilizado para a entrega de 

fármacos anticâncer e fotossensibilizadores (MIAO, et al., 2013). Contudo modificações 

na superfície do GO podem inibir a liberação dos fármacos carreados pelo sistema, e 

algumas abordagens foram feitas para tentar resolver este problema (WEN, et al., 2012). 
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Apesar da maioria dos esforços serem para a modificação da superfície do GO com 

o intuito de aumentar sua biocompatibilidade, outro objetivo importante é auxiliar o 

processo de carreamento de substâncias ativas com o GO. Este tipo de modificação 

superficial pode ser aplicado a fármacos de ácidos nucleicos, os quais não podem ser 

carregados no GO através de interações hidrofóbicas ou empilhamento π -π. 

A terapia fotodinâmica usa um agente foto responsivo denominado 

fotossensibilizador. A exposição a um comprimento de onda específico gera espécies 

reativas de oxigênio, o qual matam células próximas. Entretanto, a maioria dos 

fotossensibilizadores tendem a rapidamente agregar em soluções aquosas devido suas 

propriedades hidrofóbicas (JIM e ZHENG, 2011). Assim, vários tipos de 

nanocarreadores foram utilizados para a implementação de sistema de entrega de 

fármacos utilizando fotossensibilizadores (LIMA, et al., 2013 e YANG, et al., 2015). 

Recentemente, nanofolhas de grafenos estão sendo estudadas para a entrega de 

fotossensibilizador, seja sozinho (HUANG, et al., 2011) ou juntamente com fármacos 

anticâncer (ZHOU, et al., 2014). 

A entrega de fotossensibilizador e agentes anticâncer concomitantemente, sendo 

carreados por GO, é realizada com o intuito de conseguir um efeito sinérgico através da 

combinação da terapia fotodinâmica e da quimioterapia. Entretanto a maioria dos 

estudos a respeito dessa co-entrega foram realizados em culturas de células, sendo 

assim, necessárias novas investigações para aplicar esta estratégia em modelos in vivo. 

Uma limitação deste método é a baixa penetração da luz nos tecidos para utilização da 

terapia fotodinâmica. Com o progresso na tecnologia de dispositivos óticos, essa 

abordagem de co-entrega se torna bastante promissora para aplicações in vivo em um 

futuro próximo (SHIM, et al., 2016) 
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1.6. Técnicas Espectroscópicas de UV-vis e Fluorescência. 

A espectroscopia de UV-vis é uma técnica, barata, simples, flexível, não destrutiva 

e apropriada para análise de uma grande gama de compostos com alta sensibilidade e 

precisão, (PARMAR e SHARMA, 2016) com rápida aquisição de dados (BARBOSA-

GARCIA, et al., 2007). O alcance do equipamento de UV-vis geralmente é de 200 nm à 

380 nm na faixa do UV e de 380 nm à 780 nm no comprimento visível (ASAHI, et al., 

2001). A técnica está relacionada com a capacidade da matéria em absorver e emitir luz. 

 Grupos covalentes insaturados com diferenças nas bandas de energia equivalente a 

energia no comprimento de onda do UV-visível podem absorver esta luz, e estes grupos 

são denominados de cromóforos. Além disto, a presença de grupos covalentemente 

saturados, os quais não absorvem na região do UV-vis, pode afetar a absorção de um 

cromóforo simplesmente por sua presença, estes grupos são denominados de auxocromos 

(PATIENCE, 2017). Os cromóforos são geralmente grupos aceptores de elétrons enquanto 

os auxocromos são grupos doadores de elétrons. 

O equipamento para análises de UV-vis funciona basicamente da seguinte forma 

(Figura 4). Uma fonte de luz incidente é direcionada através de uma pequena abertura para 

um monocromador, onde o comprimento de onda é selecionado e passa por uma fenda 

durante a varredura do equipamento. A luz que sai do monocromador incide na amostra, 

transmitindo a luz não absorvida, que por fim é detectada por um fotodetector. Os dados 

são analisados e processados gerando o resultado final. O que se detecta é a diferença da 

intensidade da luz após passar pela amostra em comparação com a intensidade luminosa 

que atravessou a referência. 
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Figura 4. Esquema típico de funcionamento de um espectrofotômetro de UV-vis de 

duplo feixe. É mostrado o caminho percorrido pela luz desde a fonte luminosa até os 

fotodetectores. 

Para a fluorescência de estado estacionário o equipamento funciona praticamente 

da mesma forma que o equipamento de UV-vis, com a diferença sendo que ao em vez 

da amostra ser irradiada por um intervalo de comprimento de onda ela é excitada por um 

comprimento de onda especifico escolhido pelo operador, e a amostra emite luz em 

outro comprimento de onda, geralmente maior, que é detectado pelo fotodetector, 

analisado e processado pelo software gerando o resultado final. 

Os elementos que possuem resposta espectroscópica, apresentam alterações em 

seus níveis energéticos o que pode afetar a intensidade de resposta ou o seu 

comprimento de onda (ANTOSIEWICZ e SHUGAR 2016). Deslocamento de banda 

para comprimento de onda mais curtos (deslocamento para o azul), são denominados de 

deslocamento hipsochromicos, enquanto os deslocamentos para comprimentos de onda 

mais longos (deslocamento para o vermelho), são denominados de deslocamento 

bathocromicos. Além disto, a diminuição na intensidade de resposta é conhecida como 

hipocromismo e o aumento de intensidade como hipercromismo (ROBINSON, FRAME 
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e FRAME II). Estes efeitos estão representados na Figura 5 de forma genérica a fins 

didáticos. 

 

Figura 5.  Representação típica do resultado da análise de amostras por técnicas 

espectroscópicas de UV-vis e fluorescência; exibindo o λmax (comprimento de onda no 

ponto de intensidade máxima) como ponto de interesse; os efeitos de aumento e 

decréscimo de intensidade; e os deslocamentos laterais do λmax. 

Os efeitos espectroscópicos são dependentes das transições eletrônicas causadas 

pela interação das moléculas com a luz, causando a transição de elétrons de um estado 

de baixa energia (estado fundamental) para um molecular orbital mais energético. 

Quando dois elétrons estão emparelhados em um orbital de ligação de baixa energia, 

este orbital é denominado de orbital molecular mais alto ocupado (do inglês Highest 

Occupied Molecular Orbital – HOMO). Quando um elétron é excitado e passo para o 

orbital de anti-ligação, este orbital é denominado de orbital molecular mais baixo 

desocupado (do inglês, Lowest Unoccupied Molecular Orbital – LUMO). Esta transição   
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só ocorre quando a energia do comprimento de onda incidente é igual ao ΔE do gap 

entre os orbitais HOMO e LUMO (SAUER, HOFKENS e ENDERLEIN, 2011).  

A espectroscopia de absorção estuda a transição do estado fundamental para o 

estado excitado através do ganho de energia responsável pelo salto eletrônico entre 

HOMO-LUMO decorrente da fonte de irradiação. Enquanto a fluorescência e a 

fosforecência lidam com a transição do estado excitado para o estado fundamental 

emitindo radiação eletromagnética. O diagrama de Jablonski na Figura 6 demonstra 

estes processos. 

 

 

Figura 6. Diagrama de Jablonski; hv representa a energia eletromagnética absorvida, S0 

o estado singlete fundamental, S1 o primeiro estado singlete excitado, Sn os diferentes 

estados singlete excitado, Tn os diferentes estados triplete excitado, T1 o primeiro estado 

triplete excitado, CI conversão interna, CIS cruzamento intersistemas, Kf emissão de 

fluorescência, Kp emissão de fosforescência. A seta roxa representa a interação de 

elétron no estado triplete excitado com o oxigênio molecular produzindo ROS. Fonte: 

LUNARDI, C. N. Tese Doutorado, 2004. 
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Quando a irradiação luminosa excita um composto fotossensível, provoca a 

transição HOMO-LUMO, e consequentemente a molécula se encontra em um estado 

energeticamente instável e tende a retornar rapidamente ao estado fundamental 

(processo físico) ou sofrer reajando ou fragmentação (processo químico). O retorno ao 

estado fundamental desse composto pode ocorrer por diversas maneiras, sendo algumas 

mais favorecidos que outras, dependendo da natureza dos estados excitados envolvidos 

no processo, tipo de molécula e do solvente. A classificação destes processos se dá 

como: radiativos, não-radiativos e de supressão (TURRO, 1991). 

No diagrama de Jablonski, o estado eletrônico do singlete fundamental é descrito 

por S0, enquanto os estados excitados são descritos por S1 até Sn. Para os estados 

triplete, a descrição dos níveis de energia ocorre até Tn.  Os subníveis dos estados 

eletrônicos representados quando maiores que S1 e T1, tendem a ser rapidamente 

desativados, por relaxação vibracional (calor) e conversão interna até atingirem o 

primeiro estado excitado. 

A desativação do estado S1 pode ocorrer pela continuação do processo não-

radiativo de Conversão Interna (CI) de energia ou pela emissão de fluorescência 

(processo radiativo). Quando o estado S1 e os orbitais do estado triplete se sobrepõe 

energeticamente, o processo de Cruzamento Intersistemas (CIS) pode ser favorecido, 

invertendo o spin do elétron e populando o orbital do triplete. Uma vez no primeiro 

estado triplete excitado, a molécula excitada pode ser desativada ao seu estado 

fundamental pela CI ou pela emissão radiativa de fosforescência através de CIS. 

Outros processos tais como; transferência de energia e transferência de elétrons, 

podem levar à desativação das moléculas ao estado fundamental, ou a desativação por 

transformações químicas desencadeando a formação de novos compostos (e.g. 

dissociação). Esses efeitos são denominados de processos de supressão, e dependem do 

tempo de vida dos estados S1 e T1. (LAKOWICZ, 2006); (TURRO, 1991). 
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Existem várias evidências que sugerem que o oxigênio singlete, 1O2, é a espécie 

mais danosa na terapia fotodinâmica  (ATHAR, MUKHTAR e BICKERS, 1988); (ITO, 

1978); (VALENZO, 1987); (WEISHAUP, GOMER e DOUGHERTY, 1976).  A alta 

reatividade do 1O2 permite com que ele interaja rapidamente com várias biomoléculas, 

podendo também transferir sua energia à uma moécula doadora no estado exitado, 

retornando ao estado fundamental (supressão). O tempo de vida do 1O2 depende da 

polaridade de seu ambiente (e.g. 5x10-5 s em lipídeos, 5x10-6 s em água e 6x10-7 s em 

meio celular) (COREY, MEHROTRA e KHAN, 1987). 

1.7. Oxigênio Singlete  

Geralmente as moléculas têm estado fundamental singlete, mas o oxigênio 

molecular apresenta estado fundamental triplete (3g
-), ou seja, o seu HOMO é 

constituído por dois elétrons com spin paralelos ocupando dois orbitais * distintos de 

nível de energia igual (degenerados), constituindo um biradical representado por 3O2 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1982). Esta configuração eletrônica confere ao 

oxigênio molecular propriedades paramagnéticas sendo estável de maneira incomum no 

estado triplete, prevenindo com que ele reaja diretamente com outras moléculas as quais 

normalmente estão no estado singlete com elétrons com spins antiparalelos, devido a 

regra de conservação de spin (SCHNEIDER, GUGLIOTTI e BAPTISTA, 2000). A 

Figura 7 demonstra a distribuição eletrônica dos orbitais nos estados singlete e triplete. 
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Figura 7. Distribuição eletrônica nos orbitais moleculares (π*) dos estados singlete 

fundamental e excitado e do estado triplete fundamental. 

Existem duas formas de oxigênio singlete, a 1g
+ e a 1g, sendo a primeira menos 

estável, com nível energético maior, e a segunda com energia menor conferindo maior 

estabilidade. Seus níveis energéticos são 37,5 kcal/mol e 22 kcal/mol mais elevados que 

o estado fundamental, respectivamente. Em condições experimentais normais, o estado 

menos estável tende a decair rapidamente para o estado 1g que apresenta tempo de 

vida-média alta (2-4 s em H2O). Assim, a forma de oxigênio singlete que apresenta 

interesse para aplicabilidade em sistemas biológicos é a forma 1g, que será denotado 

por 1O2 (MARTINEZ, MEDEIROS e DI MASCIO, 2000). 

Sendo o oxigênio singlete uma molécula no estado eletrônico excitado, ela pode 

decair emitindo luz. Existem dois tipos de emissões possíveis: 
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A intensidade da emissão é diretamente proporcional a concentração do 1O2, 

podendo ser quantificada. A emissão monomolecular pode ser detectada por 

fotodetector com fotodiodo de Germânio. A emissão bimolecular pode ser monitorada 

por meio de um fotomultiplicador sensível a região do vermelho, termoeletricamente 

resfriado, conectado a um sistema discriminador e amplificador (LUNARDI, C. N., 

2004). 

1.8. Geração de Oxigênio Singlete 

 Oxigênio singlete pode ser gerado pelas reações de oxidação e 

desproporcionamento de peróxido de hidrogênio e ânion superóxido, podendo ser feita 

pelo íon hipoclorito oupelo íon molibidato, ou por processo de fotossensibilização que 

consiste nos mecanismos de transferência de energia e transferência de elétrons. 

Existem várias outras formas de gerar 1O2, como a decomposição térmica de ozonidas 

orgânicas, radiólise de pulso e a descarga de micro-ondas sobre o oxigênio molecular. 

Em meio biológico 1O2 pode ocorrer devido a ação de enzimas como oxigenases e 

peeroxidases, termodecomposição de dioxetanos e reação de peróxido de hidrogênio 

com hipoclorito ou peroxinitrito (RIBEIRO, J., 2003). 

A geração fotoquímica de oxigênio singlete ocorre através do mecanismo de troca, 

sugerindo um mecanismo comum de ação, em que uma molécula fotossensível é 

excitada ao estado triplete, podendo assim interagir com o oxigênio molecular (3g
-) por 

processo de transferência de energia ou transferência de elétrons induzindo a formação 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (e.g. 1O2, O2
, OH , H2O2). As ROS podem 

atacar centros específicos dentro de sistemas biológicos, levando à morte celular, o que 

é explorado pela TFD (FOOTE, 1968).  Os mecanismos de produção dessas espécies 

reativas são descritos mais detalhadamente a seguir. 
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1.8.1. Mecanismo do Tipo I 

A reação do Tipo I envolve a transferência de elétron ou do átomo de hidrogênio 

entre o composto fotossensível no estado triplete (3F) e a molécula do substrato (S). 

Este, por sua vez, na forma reduzida, reage com o oxigênio molecular (3O2) presente no 

meio, formando espécies tóxicas. 

 

FFF ischv 310  
 

  SFSF3

                (Transferência de elétrons) 

  HOHOOSOS 22

3

 

 

Em que 0F, 1F, 3F é o composto fotossensível no estado fundamental, singlete e triplete, 

respectivamente, S = substrato (LUNARDI, C. N., 2004). 

1.8.2. Mecanismo do Tipo II  

Nesta reação, o composto fotossensível no estado excitado triplete interage 

diretamente com o oxigênio molecular por transferência de energia, resultando na 

formação de oxigênio singlete (1O2). Este reage de forma rápida e indiscriminada com 

os mais variados materiais eletrofílicos de origem biológica ou não, como ácidos 

nucleicos, lipídios insaturados, proteínas, etc. (FOOTE, 1991). 

 

2

10

2

33 OFOF               (Transferência de energia) 

OOHSSO 2

1

                (Peróxidos, etc.) 

 

Acredita-se que o oxigênio singlete (1O2) gerado pela reação do Tipo II é o 

principal intermediário citotóxico, responsável pela inativação de células, para os 

processos oxidativos fotoinduzidos, sendo extremamente importante para o sucesso da 

TFD. (FUCHS e THIELE, 1998). 
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1.9. Detecção da Formação de Oxigênio Singlete por Fotossensibilização  

A determinação do rendimento quântico de geração de oxigênio singlete (Φ∆), 

pode ser feita através da oxidação de substratos que apresentam resposta à radiação 

eletromagnética (e.g. absorbância e fluorescência), formando produtos não responsivos. 

Assim, através do monitoramento do consumo destes compostos, utilizando técnica 

espectroscópica de estado estacionário, é possível determinar a produção de 1O2. 

O 1,3-Difenilisobenzofurano (DPBF), é um dos substratos oxidáveis mais 

utilizados, absorvendo radiação de comprimento de onda de 417 nm. Quando a solução 

é irradiada pela luz em uma região espectral que não induza a degradação direta do 

DPBF, o seu consumo é decorrente da reação com o 1O2, que foi gerado pela excitação 

do fotossensibilizador pela radiação eletromagnética. Deste modo, o monitoramento do 

consumo de DPBF, pela medida do decréscimo de absorbância em 417 nm, é uma 

forma indireta e simples de medir o Φ∆ de oxigênio singlete. É recomendável que o 

acompanhamento dessas reações não se estenda até o consumo de todo o DPBF ou 

qualquer outro substrato oxidável, de modo que se possa evitar interferências nos 

resultados, causadas por reações secundárias (RIBEIRO, J., 2003). 
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2. Jutificativa 

Apesar de progresso significativo já ter sido feito na área de entrega de fármacos 

utilizando nanomateriais a base de grafeno, vários problemas ainda devem ser 

resolvidos e melhorias devem ser implementadas para utilização dessas técnicas de 

forma eficaz. 

Desta forma, propomos a construção de um nanossistema entre óxido de grafeno e 

ftalocianinas metálicas, de forma a tentar compreender melhor como esta interação 

ocorre, monitorando o processo de supressão de emissão da ftalocianina ocasionado 

pelo grafeno em diferentes condições experimentais. 

Com base nos resultados cinéticos da interação entre o grafeno e as ftalocianinas, 

iremos propor uma forma adequada para a funcionalização do nano sistema visando um 

aumento da biocompatibilidade para futura utilização como terapia fotodinâmica. 
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3. Objetivos 

 Caracterização das propriedades físico-químicas da interação de óxido de 

grafeno e ftalocianinas em diferentes condições experimentais por 

espectrofotometria na região do UV- Visível e fluorescência; 

 Avaliar a capacidade de produção de oxigênio singlete das ftalocianinas 

antes e após a interação com óxido de grafeno.  
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4. Materiais e Métodos 

Os materiais necessários para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados 

sem prévia purificação. A ftalocianina de zinco tetra substituída utilizada foi sintetizada 

seguindo a rota de síntese desenvolvida por Lunardi et al., 2003. Todos os demais 

reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, inclusive o grafeno. 

 

Os equipamentos que foram utilizados neste projeto são: 

 

 Espectrofotômetro de UV-vis de duplo feixe marca Hitachi High- 

Technologies Corporation®, modelo U-3900H; 

 Espectrofotômetro de fluorescência marca Hitachi High-Technologies 

Corporation®, modelo F-7000; 

 Microscópio Eletrônico de Varredura marca Jeol®, modelo 840 A; 

 Balança analítica marca Marte®, modelo AY 220; 

 Sistema de água ultrapura (PURELAB PRIMA7-15-30) 

 Micropipetas automáticas com escalas variáveis de 2-20 µL, 20-200 µL e 

100-1000 µL, marca Capp®, modelo Ecopipette; 

 Ultrasonicador de bancada. 

 

 

 

 

 

 



 

26  

4.1. Síntese 

O fotossensibilizador tetranitro ftalocianina de zinco foi sintetizado utilizando 

o protocolo descrito por Lunardi et al., 2003, que consiste na obtenção do fármaco 

sensível à luz tetranitro ftalocianina (ZnPc(NO2)4) através da reação de tetramerização da 

4-nitrofitalonitrila na presença de 1,8- diazabiciclo [5,4,0]undec-7-ene (DBU) e acetato de 

zinco. O composto foi usado na forma de mistura de isômeros. 

 

Figura 8. Estrutura química da tetranitro ftalocianina de zinco. Fonte: LUNARDI, 

ROTTA e TEDESCO, Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 2003 // 

LUNARDI, C. N. Tese Doutorado, 2004. 
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4.2. Preparo de Soluções 

4.2.1. Solução de Óxido de Grafeno 

A suspenão estoque de GO de concentração de 1mg/mL foi submetida a sonicação 

durante 5-10 minutos para promover homogeneização e promover a remoção de 

possíveis focos de agregação do grafeno. Desta dispersão várias diluições em meio 

aquoso foram criadas, para que 2µL equivalesse as seguintes concentrações: 0,1µ𝑔/𝑚𝐿, 

0,4µ𝑔/𝑚𝐿 e 2µ𝑔/𝑚𝐿, quando estas são adicionadas em um volume de 2,5 mL de 

solvente. 

4.2.2. Solução de ZnPc e ZnPc(NO2)4 

A ZnPc e a ZnPc(NO2)4 foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) em alta 

concentração sem apresentar aglomeração. Em seguida foram diluídas nas seguintes 

concentrações: 3µ𝑀, 6µ𝑀, 12µ𝑀, 18µ𝑀. As diluições em baixa concentração foram 

realizadas nos seguintes solventes: água, dimetilformamida (DMF), acetona, acetonitrila 

(MeCN), clorofórmio e hexano. 

As concentrações das soluções foram calculadas com base na equação da Lei de 

Beer-Lambert (Eq. 1), 

 

𝐴 = 𝑙𝑜𝑔10
𝐼0

𝐼
= 𝐸. 𝑙. 𝐶                                                                                  (1) 

 

Onde, A é a absorbância, definida logariticamente em base de 10 pela divisão dos 

valores de intensidade de luz incidida 𝐼0 e transmitida 𝐼, Ɛ é o coeficiente de extinção da 

ftalocianina, 𝑙 é o caminho ótico que a luz percorre sobre a amostra, e 𝐶 é a 

concentração (SAUER, HOFKENS e ENDERLEIN, 2011). 
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4.3. Análises Espectroscópicas de UV-vis e Fluorescência 

Para cada solução de ZnPc e ZnPc(NO2)4, foram sendo adicionadas pequenas 

concentrações de dispersão de óxido de grafeno, especificadas conforme o contexto. 

Após cada adição de GO a solução foi sonicada por 5 minutos seguida de posterior 

análise de perfil espectroscópico em UV-vis e fluorescência das ftalocianinas, uma vez 

que o GO não possui fluorescência inerente. A adição de grafeno ocorreu até que o sinal 

de fluorescência da ftalocianina ficasse praticamente nulo. 

4.3.1. Tratamento dos Dados Espectroscópicos 

Os dados obtidos nas análises espectroscópicas foram tratados no programa 

GraphPad Prism 6. Os resultados foram submetidos a tratamento estatístico de 

normalização. Foram realizadas análises de regressão linear da intensidade de 

fluorescência inicial sobre a intensidade na presença do GO para a obtenção dos valores 

da constante de Stern-Volmer (KSV). Também foram realizadas análises de regressão 

não linear de ligação específica das ftalocianinas com o GO baseadas na equação de 

Hill, obtendo os valores de constante de dissociação (Kd), e coeficiente de Hill (n) que 

define a cooperatividade entre a associação do fluoróforo com o supressor e valores de 

saturação da ligação (Q). A análise da produção de oxigênio singlete foi feita baseada 

no cálculo de regressão linear de primeira ordem da constante cinética de 

fotodegradação do DPBF (KDPBF). 
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4.3.2. Análises de Supressão de Fluorescência 

Em casos ideais de supressão a bem elucidada equação de Stern-Volver (Eq. 2) se 

aplica: 

 

𝐼𝐹
0

𝐼𝐹
= 1 +  𝐾𝑞𝜏0[𝑄] = 1 +  𝐾𝑠𝑣[𝑄]             (2) 

Onde, 𝐼𝐹
0 é a intensidade de fluorescência, 𝐼𝐹 é o parâmetro equivalente na 

presença do agente supressor (GO) na concentração [Q], 𝐾𝑞 é a constante da 

biomolecular, 𝜏0 é o tempo de vida médio da substancia fluorescente sem a presença do 

agente supressor, e 𝐾𝑠𝑣 é a constante de supressão de Stern-Volmer. Consequentemente, 

a equação (1) pode ser utilizada para a determinação de  𝐾𝑠𝑣 pela regressão linear de 

𝐼𝐹
0/𝐼𝐹 contra [Q], sendo Kq = 𝐾𝑠𝑣/𝜏0(RASHID, et al., 2015). 

Os parâmetros para a associação de ZnPc/ZnPc(NO2)4 com GO foram descritos 

baseando-se na equação de Hill, (Eq. 3 e 4): 

 

𝑄 =  
(𝐼0−𝐼)

𝐼0
                  (3) 

 

𝑄

𝑄𝑚𝑎𝑥
=

[𝐺𝑂]𝑛

𝐾𝐷
𝑛+[𝐺𝑂]𝑛

                 (4) 

 

Onde 𝑄𝑚𝑎𝑥 é o valor da saturação máxima de ligação Q, 𝐾𝐷 é a constante de 

equilíbrio de dissociação de ligação, a qual descreve a forca relativa entre a interação do 

fluoróforo com o GO, e n representa o coeficiente de  Hill, que define a cooperatividade 

da associação (KENRY, LOH e LIM, 2016). 
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4.3.3. Rendimento Quântico de Oxigênio Singlete 

A determinação do rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ) ocorre 

tipicamente através do método químico de trapping (ZHANG, et al., 2014).  Para os 

testes, 30 µL de DPBF foram adicionados a 2,5 ml de solução com ZnPc ou 

ZnPc(NO2)4 a 5 µM e depois a solução foi submetida a irradiação de laser vermelho 

(25mW) no comprimento de onda de 637 nm. Os experimentos foram realizados sobre 

condições normais de temperatura e pressão. A constante cinética de fotodegradação do 

DPBF (KDPBF) foi determinada aplicando a equação de primeira ordem (Eq. 5): 

 

𝑘𝑡 = 𝐿𝑛
(𝐴0−𝐴𝑖𝑛𝑓)

(𝐴−𝐴𝑖𝑛𝑓)
                 (5) 

Onde, A0 e Ainf correspondem a absorbância de DPBF (417 nm) no tempo zero e 

no infinito, respectivamente. O rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ) foi 

determinado pela Eq. 6: 

 

ΦΔ
𝑃𝑐 = ΦΔ

𝑆𝑡𝑑  
𝑟𝐷𝑃𝐵𝐹

𝑃𝑐 (1−10𝐴637
𝑆𝑡𝑑

)

𝑟𝐷𝑃𝐵𝐹
𝑆𝑡𝑑 (1−10𝐴637

𝑃𝑐
)
                (6) 

 

Onde ΦΔ representa o rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ = 0,56 para a 

ZnPc livre (padrão) em DMF), 𝑟𝐷𝑃𝐵𝐹
𝑃𝑐  e 𝑟𝐷𝑃𝐵𝐹

𝑆𝑡𝑑  representam a velocidade de 

fotodegradação de DPBF (correspondendo respectivamente as constantes cinéticas, K e 

Kstd), 1 − 10𝐴637
𝑆𝑡𝑑

 e 1 − 10𝐴637
𝑃𝑐

 representam a fração de luz absorbida no comprimento 

de onda irradiado, e 𝐴637
𝑆𝑡𝑑  e 𝐴637

𝑃𝑐  representam a absorbância da irradiação no 

comprimento de onda da ftalocianina padrão (ZnPc) e qualquer outro tipo de 

ftalocianina (Pc), respectivamente (LI, et al., 2016).  
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5. Resultados e Discussão 

Atualmente, os estudos sobre a interação molecular entre GO e ftalocianinas (Pc) 

ainda são limitados. A natureza, especificidade, e mecanismos que levam a interação 

GO-Pc ainda necessitam ser elucidados. Nestes estudos, foram investigados vários 

aspectos da interação GO-Pc (comportamento de agregação de Pc-GO, redução de 

emissão da Pc pela ação do GO, perfil cinético de ligação GO-Pc e o processo de 

geração de oxigênio singlete). Assim, foram conduzidos estudos sobre as interações 

moleculares do GO com ZnPc e ZnPcNO4 em solventes orgânicos como a acetonitrila 

(MeCN), acetona e dimethylformamide (DMF). Técnicas espectroscópicas de 

ultravioleta-visível (UV-vis) e emissão de fluorescência foram empregadas para estudos 

de agregação e avaliação da produção de oxigênio singlete; e estudos de supressão de 

fluorescência e cinética de ligação, respectivamente. 

A espectroscopia de UV-vis pode caracterizar as associações intermoleculares dos 

monômeros (HANSDA, et al., 2016). Assim, a quantidade de GO apresenta um papel 

fundamental no processo de agregação, portanto a determinação das condições ideais se 

torna necessário (SINOFOROGLU, et al., 2013). Para a determinação dos melhores 

parâmetros de análise, foram feitos inúmeros testes em DMF variando a concentração 

de ZnPc(NO2)4 entre 5 e 60 μM com sucessivas adições de GO, começando em 0,1 

μg/mL e terminando em 22 μg/mL. 

Deste modo, após vários testes, o setup operacional dos equipamentos foi definido 

considerando a concentração de 10 μM de ftalocianina ideal para o estudo proposto. A 

supressão de fluorescência pode ser verificada e determinada pela relação da 

concentração entre GO: ZnPc e GO: ZnPc(NO2)4, não sendo necessário concentrações 

maiores que 12 μg/mL, para a dada concentração. Estes estudos de avaliação da 

concentração foram realizados somente com a ZnPc(NO2)4, pois ela é a molécula alvo 

do estudo e era necessário a otimização de sua concentração. A solução de DMF foi 
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escolhida nesta etapa por ser o solvente, dentre os presentes neste estudo, mais utilizado 

com a ftalocianina de zinco. Assim, com a concentração ideal de trabalho definida para 

a ZnPc(NO2)4, utilizamos esta mesma concentração para as soluções de ZnPc, a fim de 

ter uma melhore representatividade dos dados. 

A viabilidade da caracterização de ZnPc e ZnPc(NO2)4 foi analisada em água, 

DMF, acetona, MeCN, hexano e clorofórmio. No entanto, as ftalocianinas apresentaram 

quase nenhuma solubilidade em clorofórmio e se mostraram insolúveis em hexano até 

mesmo na presença do GO. Nas análises feitas em água, após algumas horas de 

diluição, foi observado a formação de precipitado nas amostras. A solução de 

ftalocianina em acetona apresentou boa solubilidade, entretanto pela natureza do 

solvente ser extremamente volátil, e o tempo de análise proposto para a caracterização 

ser longo, a evaporação do solvente se tornou significativa fonte de erro. 

Deste modo, a fim de criar o melhor modelo possível para a interação entre as 

ftalocianinas testadas e o GO, foram considerados nos estudos de variação de 

absorbância e supressão de fluorescência os dados coletados em acetona, DMF e 

MeCN. Contudo, para os estudos da formação de oxigênio singlete e cinética de 

supressão de fluorescência, que precisam de tratamento estatístico e uso de equações 

matemáticas, foram utilizados somente os dados obtidos em solução de DMF e MeCN, 

pois estes apresentam alta correlação estatística. 
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5.1. Estabilidade com o Tempo das Soluções de Ftalocianinas Livres 

Além da estabilidade visível das amostras procurando a presença de precipitados e 

agregados, foram feitos testes para avaliar o tempo necessário para a solução estabilizar 

após a diluição, e não alterar os valores de absorbância para o UV-vis. Como pode-se 

notar nas figuras 9 e 10, a absorbância das ftalocianinas se altera ao longo do tempo. É 

interessante observar que a absorbância aumenta com o tempo, e praticamente se 

estabilizando depois de 5 horas.  

Entretanto, para a solução de ZnPc em MeCN o valor da absorbância decresce 

drasticamente, acreditamos que este efeito ocorre devido a acetonitrila ser o solvente 

com maior momento dipolar (comparando com acetona e DMF), causando com que a 

ZnPc, que é a ftalocianina do presente estudo com a maior hidrofobicidade, interaja de 

uma forma que diminua sua capacidade de absorção luminosa, devido a formação de 

dímeros. O efeito do aumento de intensidade de absorbância, pode estar relacionado 

com a estabilização do sistema, em que inicialmente as soluções de corante estavam 

bastante concentradas e foi necessário um tempo para que ocorresse o processo de 

dissociação, ao diluir a solução, aumentando a distância intermoleculares e 

consequentemente sua habilidade de absorver a luz. 
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Figura 9. Espectro de absorbância de ZnPc livre (10 μM) e a estabilidade da amostra. 

Linha em preto representa a solução recém diluída e em vermelho após esperar 5 horas. 

(a) Acetona (330 – 725 nm); (b) MeCN (285 – 725 nm); (c) DMF (290 – 725 nm). 
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Figura 10. Espectro de absorbância de ZnPc(NO2)4 livre (10 μM) e sua estabilidade. 

Linha em preto representa a solução recém diluída e em vermelho após esperar 5 horas. 

(a) Acetona (330 – 800 nm); (b) MeCN (285 – 800 nm); (c) DMF (290 – 800 nm). 
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 Assim como a estabilidade das ftalocianinas foi testada em UV-vis, também 

analisamos a resposta em fluorescência como demonstra as figuras 11 e 12. O que se 

pode observar é que em ambas as ftalocianinas, a fluorescência em DMF praticamente 

se conservou, sendo, portanto, a solução mais estável, e em acetona e MECN a 

fluorescência perdeu um pouco a intensidade. A diminuição da fluorescência para ZnPc 

em acetonitrila foi mais drástica, sendo atribuída pela mesma razão observada nos testes 

de UV-vis. Além disso, é possível observar que os gráficos para a ZnPc apresentaram 

um leve deslocamento, o que é indício que ocorreu formação de agregados. As soluções 

com ZnPc(NO2)4 não apresentaram deslocamento aparente, nos permitindo inferir que a 

ftalocianina tetra substituída, não apresenta nenhum grau de aglomeração espontânea 

nestes solventes, sendo mais estável que a ZnPc. 

 Nota-se nos testes de estabilização das ftalocianinas que de forma geral, a 

absorbância de UV-vis tende a aumentar durante a fase de estabilização, e a intensidade 

de fluorescência tende a diminuir. Este resultado poderia ser como um resultado 

contraditório. Contudo, acreditamos que pela fluorescência ser uma técnica mais 

sensível do que a técnica de UV-vis, logo após a diluição, antes que o processo de 

estabilização molecular ocorra, a fluorescência total das amostras é calculada pelo 

fluorímetro. Assim, a queda na intensidade de fluorescência pode ser atribuída a 

exposição das amostras à luz. 



 

37  

 

 

Figura 11. Espectro de fluorescência de ZnPc livre (10 μM) e a estabilidade da amostra 

(λex = 670 nm). Linha em preto representa a solução recém diluída e em vermelho após 

esperar 5 horas. (a) Acetona (670 – 710 nm); (b) MeCN (670 – 710 nm); (c) DMF (675 

– 715 nm). 
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Figura 12. Espectro de fluorescência de ZnPc(NO2)4 livre (10 μM) e a estabilidade da 

amostra (λex = 685 nm). Linha em preto representa a solução recém diluída e em 

vermelho após esperar 5 horas. (a) Acetona (685 – 745 nm); (b) MeCN (685 – 745 nm); 

(c) DMF (690 – 745 nm). 
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5.2. Resposta de Absorbância (UV-vis) Decorrente da Adição de GO 

Com a conclusão dos testes de estabilidade, foi iniciada a etapa de adição 

sucessiva de GO nas soluções de ftalocianinas com concentração aproximada de 10 μM. 

O estado eletrônico fundamental do espectro de absorbância das ftalocianinas demonstra 

duas bandas de absorção dominantes, uma na região do ultravioleta e outra na região do 

visível. Essas bandas de absorção são conhecidas como banda B (Soret) e banda Q, 

respectivamente. A banda Q pode apresentar um perfil dividido (Qx e Qy). A banda Q 

foi observada por volta de 600 – 750 nm devido a transição π-π do orbital molecular 

ocupado mais alto (HOMO), e do orbital molecular mais baixo desocupado (LUMO) 

dos anéis das ftalocianinas. A banda soret é observada por volta de 300 – 400 nm 

surgindo de níveis mais profundos da transição π do LUMO (GOKSEL, DURMUS e 

ATILLA, 2016).  

Os resultados nas Figuras 13 e 14, demonstram que as ftalocianinas de zinco 

apresentam um comportamento diferente de sua espécie substituída. A ftalocianina não 

substituída (ZnPc) demonstra um espectro de absorbância típico de ftalocianinas 

metálicas com um comportamento monomérico, evidenciando um único e estreito pico 

na banda Q (GOKSEL, DURMUS e ATILLA, 2016), e este pico está presente em 665 

nm para acetona e acetonitrila, e em 670 nm para DMF (Figura 13). Os resultados 

demonstram que a ZnPc na presença de GO preserva seu comportamento monomérico 

típico, evidenciado pela não alteração do pico estreito na banda Q. Além disso, é 

possível observar a presença do GO no meio pelo aumento de absorbância na região da 

banda soret na solução de acetona e acetonitrila (Figuras 13a, b). O sinal de GO está 

mais evidenciado na solução de MeCN, pois esta solução apresentava os menores 

valores de absorbância e no processo de normalização o aumento te absorbância 

causado pelo GO se tornou mais significativo no efeito visual, mas o significado 

quantitativo tem a mesmo valor do que o observado em acetona. 
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Figura 13.  Espectro de absorbância normalizado (UV-vis) da solução de ZnPc (10 μM) 

com adições consecutivas de GO, variando sua concentração no sistema. (a) Acetona 

(330 – 725 nm); (b) MeCN (285 – 725 nm); (c) DMF (290 – 725 nm). 
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Por outro lado, a ftalocianina tetranitro substituída apresenta uma banda Q mais 

larga, caracterizando um comportamento não monomérico, e os picos observados se 

alteram com a presença de GO, em diferentes concentrações. A solução de acetona 

(Figura 14a) apresenta dois picos na banda Q, um pequeno em 640 nm e outro maior em 

678 nm. A banda soret para acetona não é representada completamente, pois o solvente 

apresenta interferência na resposta em comprimentos de onda mais curtos que 330 nm. 

Os picos na banda Q para o espectro de absorção da solução de acetonitrila são 

representando na Figura 14b, sendo um pequeno em 640 nm e um maior em 680 nm. 

Quando a primeira concentração de GO é adicionada (0,4 μg/mL), ambos os picos 

aumentam sua intensidade e o pico em 640 nm se torna o mais intenso. Com a contínua 

adição de GO, o pico em 680 nm tende a desaparecer e o pico em 640 nm diminuir a 

intensidade, além de ser possível notar um deslocamento para o azul dos picos na banda 

Q. Na solução de DMF (Figura 14c), estão presentes 3 picos na região da banda Q, um 

pequeno em 647 nm (Qx) e uma banda Qy dividida com o maior pico em 685 nm e um 

ombro em 700 nm. Com a adição de GO a banda Qx aumenta sua intensidade até se 

equiparar a banda Qy na concentração de 8 μg/mL de GO. As bandas Qx e Qy começam 

a diminuir a intensidade na concentração de 12 μg/mL, sendo que o ombro em 700 nm 

tende a desaparecer. 

É interessante notar que para MeCN (Figura 14b) o pico em 640 nm não apresenta 

variação para as concentrações iniciais de GO (0,4, 2 e 4 μg/mL), enquanto o pico em 

680 diminui. Para a solução de DMF (Figura 14c) a absorbância começa a cair somente 

na concentração de 12 μg/mL. Assim, este comportamento pode ser relacionado com a 

formação de diferentes complexos de ZnPc(NO2)4, com o GO influenciado pelos 

solventes. Olhando para a banda Sorte das soluções em MeCN e DMF, foi observado 

um aumento na intensidade, provavelmente causados pela presença do GO. 
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Figura 14. Espectro de absorbância normalizado (UV-vis) da solução de ZnPc(NO2)4 

(10 μM) com adições consecutivas de GO, variando sua concentração no sistema. (a) 

Acetona (330 – 800 nm); (b) MeCN (285 – 800 nm); (c) DMF (290 – 800 nm). 
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5.3. Resposta de Fluorescência Decorrente da Adição de GO 

O processo de supressão de fluorescência é um processo no qual a intensidade de 

fluorescência de um fluoróforo é reduzida. Sabe-se que a ligação não covalente de 

fluoróforo na superfície de GO, leva a supressão de fluorescência (KUNDU, et al., 

2015) pela indução de dois processos concomitantes; transferência de energia (TE) e 

transferência de elétrons fotoinduzida (TEF), do fotossensibilizador atuando como 

doador de elétrons e o GO como aceptor de elétrons (LI, et al., 2016). O pico de 

emissão de fluorescência é drasticamente extinto na presença de GO na Figura 16, 

demonstrando que ZnPc(NO2)4 é imediatamente adsorvido na superfície do GO. A 

intensidade de fluorescência diminui gradualmente com a adição de GO até 

praticamente desaparecer.  

As interações eletrostáticas e empilhamento π-π entre GO e fluorófilos são 

atribuídas por alguns estudos como sendo a causa da alta eficiência de supressão de 

fluorescência do GO (QI, et al., 2010). O efeito do GO também foi observado em outros 

tipos de corantes e o seu papel no processo de supressão foi discutido em detalhes por 

(LIU, et al., 2011 e TACHIKAWA, et al., 2012). Entretanto, na Figura 15 nota-se que a 

fluorescência da ZnPc intrigantemente não é suprimida como a ZnPc(NO2)4. Uma 

possível explicação seria uma pequena torção rotacional da interação tipo face a face, 

resultando neste comportamento inesperado (ROSCH, YAO e WORTMANN, 2006). 

Somente há sinais de supressão de fluorescência na solução de ZnPc em MeCN (Figura 

15b), provavelmente devido a maior tendência de agregação observada anteriormente 

nos testes de estabilidade para este solvente. 

A supressão de fluorescência é um assunto que tem recebido atenção de longa 

data, por ser uma fonte de informação valiosa para o entendimento de sistemas 

bioquímicos. Apesar do aumento no número de estudos recentes publicados sobre a 

supressão de corantes orgânicos pelo grafeno, relatos similares ligados ao GO 
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permanecem escassos (FAN, et al., 2013). A medida da supressão de fluorescência pode 

revelar a acessibilidade das ftalocianinas aos grupos funcionais do GO, além de ajudar a 

explicar os mecanismos relacionados a ligação destas moléculas, fornecendo pistas 

sobre a natureza do fenômeno de ligação, descobrindo estruturas únicas e informações 

sobre dinâmica. 

 

Figura 15. Espectro de fluorescência normalizado da solução de ZnPc (10 μM) com 

adições consecutivas de GO, variando sua concentração no sistema (λex = 670 nm). (a) 

Acetona (670 – 720 nm); (b) MeCN (675 – 720 nm); (c) DMF (675 – 720 nm). 
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Para a ZnPc(NO2)4 em acetona na Figura 16a, o comprimento de onda de emissão 

máxima de fluorescência (λmax) foi observado em 700 nm. Quando a concentração de GO 

foi alterada de 0 para 0,4 μg/mL o λmax não se alterou, mas nas adições seguintes de GO a 

supressão da fluorescência foi observada. Além disso, um deslocamento do λmax para 

comprimentos de onda mais longo é evidenciado por volta de 705 nm. 

Na solução de ZnPc(NO2)4 em acetonitrila (Figura 16b) é possível observar a 

supressão da fluorescência do λmax, em 705 nm, desde a primeira adição de GO, sem 

apresentar deslocamento aparente. Na Figura 16c, a solução de ZnPc(NO2)4 em DMF nas 

primeiras adições de GO, a intensidade de fluorescência aumenta sem ocasionar 

deslocamento do λmax, que se encontra em 708 nm. Sendo que quando a concentração de 

GO passa a ser igual ou superior a 2 μg/mL ocorre o processo de supressão de 

fluorescência, e um deslocamento, para comprimentos de onda mais energético, do λmax 

para 705 nm é observado. A análise de fluorescência de ZnPc presente na Figura 15 não 

demonstra deslocamento do λmax.  

Informações importantes do microambiente da interação entre GO e ZnPc(NO2)4 

podem ser reveladas através do deslocamento do pico de λmax. Em sistemas biológicos, 

geralmente um deslocamento para comprimentos de onda mais energéticos indica que o 

agente fluorescente está exposto a um ambiente mais hidrofóbico (RASHID, et al., 

2015), e o deslocamento para comprimento de onda mais longos indica que ocorreu um 

aumento na polaridade e hidrofobicidade do ambiente molecular local (KENRY, LOH e 

LIM, 2016).  

Teoricamente, a interação da ftalocianina tetra substituída com GO através do 

empilhamento π–π, deveria aumentar a hidrofobicidade do meio o qual o fluoróforo se 

encontra, e o deslocamento para o azul presente na solução com DMF (Figura 16c), 

pode ser um indicativo de uma interação bem-sucedida. Assim, o deslocamento para o 

vermelho presente na interação em solução de acetona (Figura 16a), pode indicar que a 
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interação entre o GO e a ftalocianina ocorre utilizando os grupamentos hidroxila e 

carbonila do GO, aumentando a hidrofilicidade do meio onde o fluoróforo se encontra. 

 

Figura 16. Espectro de fluorescência normalizado da solução de ZnPc(NO2)4 (10 μM) 

com adições consecutivas de GO, variando sua concentração no sistema (λex = 685 

nm). (a) Acetona (685 – 750 nm); (b) MeCN (690 – 750 nm); (c) DMF (690 – 750 nm). 
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O comportamento clássico de agregação de monômeros para agregados do tipo H 

seria ocorrer um deslocamento hipsocrômico da absorbância e um deslocamento 

batocrômico da fluorescência e uma forte supressão da fluorescência. Para agregados do 

tipo J, os deslocamentos seriam ao contrário, sendo um deslocamento batocrômico para 

a absorbância e um deslocamento hipsocrômico da fluorescência, com aumento da 

intensidade de fluorescência (DENG, et al., 2004). Como já foi dito anteriormente, de 

acordo com a literatura, a presença do GO induz a formação de agregados do tipo H 

(SINOFOROGLU, et al., 2013).  

Entretanto, no nosso sistema não foi observado para ZnPc(NO2)4 o comportamento 

típico dos H-agregados. Na solução de acetona, não foi observada resposta significativa 

de variação da intensidade de absorbância (Figura 14a), mas o espectro de fluorescência 

deslocou para comprimento de onda mais longo (Figura 16a). A solução de MeCN 

apresentou deslocamento para o azul nos espectros de absorbância (Figura 14b), mas 

não foi observado deslocamento dos espectros de fluorescência (Figura 16b). Por fim, 

na solução de ZnPc(NO2)4 em DMF, o deslocamento ocorreu para comprimento de onda 

mais energético nos espectros de absorbância (Figura 14c) e fluorescência (Figura 16c). 

Além disso, ao se observar cuidadosamente o gráfico em DMF em baixas concentrações 

de GO, ocorre um aumento de intensidade, o que seria característica de formação de J-

agregados.  Portanto, estes resultados indicam a forte influência que o solvente tem nas 

posições dos espectros e formação de agregados (GIERSCHNER, et al., 2013). 

5.4. Modelo Matemático de Stern-Volmer 

Os dados de fluorescência foram analisados pela equação de Stern-Volmer (SV) 

(ZENG e DUROCHER, 1995), assumindo que o processo de interação das ftalocianinas 

com o GO ocorreu em condições de equilíbrio. Para explicar o processo de supressão de 

fluorescência, dois mecanismos são descritos como os principais; supressão dinâmica e 

supressão estática. Estes processos podem ocorrer devido a transferência de elétrons do 
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estado excitado do corante para o GO, que atua como aceptor de elétrons 

(TACHIKAWA, et al., 2012). A supressão dinâmica ocorre quando o tempo de meia 

vida do fluoróforo excitado decresce, e a supressão estática acontece quando o tempo de 

meia vida permanece inalterado (DOOSE, NEUWEILER e SAUER, 2009). É sabido 

que a supressão de fluorescência é regida primariamente pelo transporte difuso em 

baixas concentrações (LACERDA, et al., 2010). 

Como pode ser observado na Figura 17, o gráfico demonstra um padrão linear, o 

que é uma grande evidencia que o processo de supressão da fluorescência é regido 

principalmente pelo efeito de supressão dinâmica (efeito colisional), o qual ocorre 

devido ao acoplamento das ftalocianinas na superfícies do GO por interações químicas 

fracas, como as interações π-π. A ZnPc expressou valores de Ksv de (1,18 ± 0,08) x 10-2 

M-1 em solução de DMF e de (4,84 ± 0,17) x 10-2 M-1 em MeCN, ZnPc(NO2)4 

expressou valores de Ksv de (14,43 ± 2,5) x 10-2 M-1 em DMF e de (50,86 ± 4,19) x 10-2 

M-1 em solução de MeCN. Estes valores mostram que o Ksv das ftalocianinas tetra 

substituídas é10 vezes maior em ambos os solventes do que a espécie não substituída, e 

o Ksv é aproximadamente 4 vezes maior em MeCN do que em DMF para ambos os 

fluoróforos.  

Para verificar se o processor de supressão é decorrente de um simples processo de 

desativação do estado excitado por Conversão Interna, ou por um processo de aumento 

no Cruzamento Intersistemas como visto no Diagrama de Jablonski na Figura 6, foram 

realizadas medidas da produção de oxigênio singlete registrado nas Figuras 19 e 20 e os 

resultados numéricos foram arranjados na Tabela 1. 
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Figura 17. Gráfico de Stern-Volmer da eficiência de supressão de fluorescência das 

ftalocianinas; (a) ZnPc (λex = 670 nm); (b) ZnPc(NO2)4 (λex = 685 nm). 
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5.5. Modelo Matemático de Hill 

Para avaliar a força e a cooperatividade da interação, ZnPc-GO e ZnPc(NO2)4-GO, 

foi extrapolado o modelo matemático da equação de Hill na Figura 18, que 

normalmente utilizado para sistemas biológicos (ex: sítios de ligação de proteínas), pois 

a concentrações dos materiais desempenha um papel crítico no processo de agregação 

molecular.  Em condições experimentais optimizadas, as folhas de GO levam a 

formação de agregados em arranjo face a face, devido as interações cooperativas π-π e 

eletrostáticas dos corantes com o GO (SINOFOROGLU, et al., 2013). Sendo assim, é 

necessário quantificar parâmetros chave que descrevem a associação entre as 

ftalocianinas e o GO, tais como; saturação de ligação Q, constante de dissociação de 

ligação Kd e o coeficiente de Hill n, assumindo que a ligação das ftalocianinas no GO 

ocorre sobre condições de equilíbrio (KENRY, LOH e LIM, 2016). 

 

Figura 18. Propriedades da supressão de fluorescência das ftalocianinas em GO. 

Ligação especifica da análise de Hill em ZnPc e ZnPc(NO2)4. Relação da saturação de 

ligação Q (eixo y), com a concentração de GO (eixo x). 

 



 

51  

A interação do fluoróforo tetra substituído com o GO mostra na Figura 18 uma 

constante de saturação (Q) maior, do que para a ZnPc, e para as duas ftalocianinas a 

interação é maior usando MeCN como solvente. A interação de ZnPc e GO em DMF 

sugere uma curva sigmoide, o que indica que a possibilidade de ter mais de um sitio de 

ligação ou apresenta cooperatividade positiva ou negativa (CHOU e TALALAY, 1984). 

Além disto, é conhecido que quando o coeficiente de hill n é significativamente 

diferente de 1,0, implica que a reação de ligação é mais complexa, e uma análise 

simples de segunda ordem não é adequada para descrever a reação e mais detalhes 

cinéticos de analise são requeridos (WEILAND e MOLINOFF, 1981).   

Assim, a interação de ZnPc e GO em DMF apresentou um coeficiente de Hill de 

aproximadamente 5,34, implicando um possível processo cooperativo durante o 

processo de ligação, enquanto para ZnPc em MeCN e ZnPc(NO2)4 em ambos os 

solventes o coeficiente de Hill foi de aproximadamente 1,0, o que indica um processo de 

ligação independente e que as interações estão ocorrendo somente com um sitio de 

ligação, provavelmente ocorrendo sobre as condições ideais esperadas para que o GO 

leve a formação de agregados do tipo H, como já havia sido sugerido pela presença de 

deslocamento para comprimento de onda azul nas análises de absorbância. 

O efeito contraditório implicando um processo de ligação mais complicado para a 

ZnPc na superfície de GO pode ser elucidado pela descrição da interação entre dipolos 

de transição de monômeros em dímeros moleculares (YANAGISAWA, et al., 2013), 

apresentando uma estrutura vibracional mais complicada combinando características de 

agregação do tipo H e J. 

A solução de ZnPc(NO2)4 em MeCN apresentou o menor valor de Kd 1,015 ± 

0,182 μM, enquanto a ZnPc apresentou o maior valor de Kd 11,000 ± 1,613 μM no 

mesmo solvente. A solução de DMF com ZnPc(NO2)4 e ZnPc não apresentam 

diferenças significativas nos valores de Kd, sendo 6,692 ± 2,044 μM e 7,050 ± 1,712 
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μM, respectivamente. Entretanto, não existem dados na literatura do número de sítios de 

ligação e constantes de associação para interação de GO com ftalocianinas. Um estudo 

similar com ftalocianina tetra sulfonada ligada a proteínas príon apresentaram Kd de 8,5 

μM (DEE, et al., 2012) e outro estudo com ftalocianinas de alumínio sulfonadas ligadas 

a albumina de soro humano com Kd de 2,5 μM (GANTCHEV, OUELLET e VAN LIER 

1999). 

5.6. Produção de Oxigênio Singlete 

A atividade fotodinâmica de ZnPc e ZnPc(NO2)4 livres foi avaliada e comparada 

em relação aos compostos interagindo com GO. As soluções de ftalocianinas tiveram a 

concentração reduzida para aproximadamente 5 μM, para evitar a formação de resíduos 

que possam interferir nos resultados e a concentração de GO foi fixada em 8 μg/mL. A 

habilidade de produção de oxigênio singlete (1O2) pelas ftalocianinas foi verificada 

usando 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), analisando o decréscimo na absorbância de 

DPBF, monitorada em 417 nm durante a irradiação com laser vermelho como mostra as 

Figuras 19 e 20. A linha de menor intensidade, representada pela cor azul nos gráficos, 

demonstra o perfil da solução antes da adição do DPBF. A avaliação da atividade 

fotodinâmica utilizando o DPBF é um método indireto e tem sido bastante utilizado 

para fornecer análises quantitativas da produção de oxigênio singlete, uma vez que o 

produto da reação (1,2-dibenzylbenzene) não absorve luz no comprimento de onda de 

UV-vis.  A simplicidade do método surge da correlação entre a redução da absorbância 

de DPBF e o rendimento quântico de oxigênio gerado por processo fotoluminescente de 

tipo II (ZHANG e LI, 2011). 
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Figura 19. Perfil da fotodegradação de DPBF (417 nm) pela irradiação de laser 

vermelho (637 nm) na presença de ZnPc livre e interagindo com GO; (a) ZnPc livre em 

DMF; (b) ZnPc livre em MeCN; (c) ZnPc + GO em DMF; (d) ZnPc + GO em MeCN. 
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Figura 20. Perfil da fotodegradação de DPBF (417 nm) pela irradiação de laser 

vermelho (637 nm) na presença de ZnPc(NO2)4 livre e interagindo com GO; (a) 

ZnPc(NO2)4  livre em DMF; (b) ZnPc(NO2)4 livre em MeCN; (c) ZnPc(NO2)4 + GO em 

DMF; (d) ZnPc(NO2)4 + GO em MeCN.  
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A geração de oxigênio singlete ocorre quando um fotossensibilizador ativado é 

excitado em seu estado triplete interagindo com o oxigênio no seu estado triplete 

fundamental. A avaliação da habilidade de ftalocianinas de produzirem espécies reativas 

de oxigênio em solventes orgânicos e soluções aquosas pode ser valiosa para prever a 

atividade in vitro contra células cancerosas ou microrganismos (DLUGASZEWSKA, et 

al., 2017).  

A fotodegradação de ZnPc ou ZnPc(NO2)4 não foi verificada, uma vez que suas 

respectivas bandas Q de absorção em 670 nm e 685nm permaneceram inalteradas 

(Figuras 19 e 20). A reação pode ser visualmente monitorada pela mudança da cor da 

solução de amarelo para incolor, devido a degradação do DPBF quando iluminado pelo 

laser vermelho (25mW) de comprimento de onda de 637 nm. Além disso, é possível 

observar que a degradação do DPBF é visualmente menos intensa para a solução com 

ZnPc em MeCN (Figura 19b, d) do que em DMF (Figura 19a, c). Este efeito 

provavelmente acontece pelo mesmo princípio discutido na etapa de estabilização da 

soluçõe ZnPC em MeCN (Figuras 9b e 11b). Para a solução contendo ZnPc(NO2)4 

(Figura 20) a degradação de DPBF ocorre visualmente de forma equivalente em ambos 

solventes. 

O perfil da fotodegradação do DPBF em solução contendo ftalocianinas livres e 

interagindo com o GO, seguiu uma cinética de primeira ordem típica, como ilustrado na 

Figura 21. Os gráficos demonstram um perfil fotodegradação do DPBF, apresentando 

uma constante de degradação (KDPBF) visualmente maior, em solução de DMF para as 

ftalocianinas, do que em MeCN. O perfil gráfico de fotodegradação também sugere uma 

maior degradação do DPBF ao longo do tempo na presença de GO. 
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59  

 

Figura 21. Perfil da cinética de primeira ordem da fotodegradação de DPBF (417 nm); 

(a) ZnPc em DMF; (b) ZnPc em MeCN; (c) ZnPc(NO2)4 em DMF; (d) ZnPc(NO2)4 em 

MeCN. 
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O rendimento quântico de oxigênio (ΦΔ) é o parâmetro mais importante para se 

avaliar em atividade fotodinâmica. O ΦΔ é a razão do número de moléculas de 1O2 

produzidas em relação ao número de fótons absorvidos pelo fotossensibilizador 

(ROMERO, et al., 2013). Uma determinação precisa do ΦΔ é difícil devido a 

possibilidade de agregação do fotossensibilizador em solução, o qual reduz a sua ativada 

fotobiológica. O processo de agregação é associado ao deslocamento batocrômico ou ao 

deslocamento hipsocrômico da banda Q (SOUZA, et al., 2016). Nenhum deslocamento 

foi observado durante os testes de fotodegradação. 

 

Tabela 1. Constante de fotodegradação do DPBF (KDPBF) monitorada em 417 nm e o  

rendimento quântico de oxigênio singlete (ΦΔ) calculado com base na KDPBF para as 

soluções de ZnPc e ZnPc(NO2)4, livres e na presença de GO, irradiadas por laser de 

diodo no comprimento de onda de 637 nm. 

Ftalocianinas 

Livres 

KDPBF(s-1) ΦΔ 

ZnPc DMF (4.45 ± 0.20) . 10-3 0.56 Dlugaszewska, 2017 

ZnPc/GO DMF (5.31 ± 0.18) . 10-3 0.71 ± 0.008 

ZnPc MeCN (1.69 ± 0.001) . 10-3 0.50 ± 0.002 

ZnPc/GO MeCN (1.37 ± 0.001) . 10-3 0.71 ± 0.012 

ZnPc(NO2)4 DMF (4.32 ± 0.10) . 10-3 0.25 ± 0.005 

ZnPc(NO2)4/GO DMF (5.43 ± 0.24) . 10-3 0.32 ± 0.0001 

ZnPc(NO2)4 MeCN (3.97 ± 0.38) . 10-3 0.27 ± 0.014 

ZnPc(NO2)4/GO MeCN (4.09 ± 0.29) . 10-3 0.29 ± 0.007 

 

Geralmente, ftalocianinas substituídas apresentam menor rendimento quântico de 

oxigênio (KUCINSKA, et al., 2015). Como poder ser observado na tabela 1, os valores 

de ΦΔ para a ZnPc é maior do que o rendimento de ZnPc(NO2)4, assim como o 

esperado. Quando os fluoro filos entraram em contato com GO, o ΦΔ aumentou para 

ambas as metaloftalocianinas, exibindo uma excelente habilidade de gerar oxigênio 

singlete, com relativo alto potencial para a utilização em terapia fotodinâmica. O 

aumento na fluorescência de ftalocianina de zinco tetra sulfonada por análogos de 
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grafeno já foi reportado (WANG, J, et al., 2017), e os autores sugerem que quantum 

dots de grafeno (QGDs) aumentam o rendimento de fluorescência de um pico anormal 

de fluorescência derivado do estado triplete excitado da ftalocianina. Um alto 

rendimento do triplete com um correspondente baixo rendimento quântico de 

fluorescência sugerem um cruzamento entre sistemas mais eficiente, o qual é desejável 

para compostos que são destinados para uso como fotossensibilizadores. A habilidade 

da molécula em ter um tempo de vida longo populando o estado triplete é importante, 

uma vez que isto tem influência direta na produção de oxigênio singlete (NWAHARA, 

BRITTON e NYOKONG, 2017).  
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6. Conclusão 

Neste trabalho, foram investigadas as interações de um potencial modelo 

terapêutico (metaloftalocianinas ligadas não covalentemente em GO), através da 

variação das condições experimentais. Dos estudos de absorção, aparentemente a 

ZnPc(NO2)4 conseguiu ser adsorvida na superfície do GO, devido os deslocamentos e 

variação dos picos de intensidade na presença do derivado de grafeno. Apesar da 

interação parecer clara para ZnPc(NO2)4, essa relação não é facilmente observada para a 

ZnPc. Durante os estudos de fluorescência em estado estacionário, foi visto que ocorrem 

deslocamentos no λmax, que provavelmente são decorrentes da conjugação das 

metaloftalocianinas com o GO, e o efeito de supressão foi observado. As constantes de 

ligação calculadas para o complexo GO-Pc se mostram bastante dependentes do meio. 

ZnPc e ZnPc(NO2)4 são fotossensibilizadores promissores para aplicação em 

terapia fotodinâmica. O rendimento quântico de fluorescência foi eficientemente 

suprimido pelo GO, entretanto o rendimento quântico de oxigênio singlete aumentou, 

mostrando grande absorção em comprimentos de onda longos. Provavelmene este 

aumento do rendimento quântico de oxigênio singlete é decorrente do processo de 

transferência de energia da folha de óxido de grafeno para a ftalocianina, o qual 

amplificou o processo de conversão intersistemas, elevando a quantidade de elétrons no 

estado triplete capazes de interagir com o oxigênio molecular.  
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