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Resumo 

RODRIGUES, A. C. B. Betalaínas funcionais: semissíntese, propriedades fotofísicas 

e interações intermoleculares. 2017. 165 f. Tese (Doutorado) – Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

Betalaínas são alcalóides coloridos e com alta capacidade antioxidante que são 

encontrados em plantas e fungos. A biossíntese destes produtos naturais baseia-se na 

conversão enzimática da L-tirosina em ácido betalâmico e na condensação aldimínica 

deste com aminoácidos. A semissíntese de betalaínas naturais para aprofundar o estudo 

desta classe de pigmentos estimulou o desenvolvimento de betalaínas artificiais, 

incluindo derivados funcionais. Uma betalaína cumarínica foi criada para ser usada 

como sonda fluorescente para marcação de Plasmodium falciparum em glóbulos 

vermelhos. Esta Tese de Doutorado apresenta a semissíntese e estudo de três betalaínas 

cumarínicas (cBeets) e uma carboestiril-betalaína (csBeet). Procurou-se estabelecer 

relações entre as estruturas destes compostos e suas propriedades físico-químicas e 

fotofísicas como ponto de partida no desenvolvimento de uma nova classe de betalaínas 

funcionais. São apresentados dados sobre a lipofilicidade, estabilidade frente à hidrólise, 

potencial redox, absorção de um e dois fótons e fluorescência. Interações 

intermoleculares destes compostos foram investigadas por medidas de fluorescência em 

misturas binárias de solventes polares, albumina sérica bovina e micelas reversas de 

AOT em heptano/água. 

Palavras-chave – betalaínas, cumarinas, fluorescência resolvida no tempo, absorção de 

dois fótons, efeitos de solvente, interação com proteínas. 
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Abstract 

RODRIGUES, A. C. B. Functional betalains: semisynthesis, photophysical 

properties and intermolecular interactions. 2017. 165 p. Thesis (Doctorate) – 

Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

Betalains are colorful alkaloids with high antioxidant capacity that are found in plants 

and fungi. The biosynthesis of these natural products is based on the enzymatic 

conversion of L-tyrosine into betalamic acid and aldimine condensation thereof with 

amino acids. The semisynthesis of natural betalains improved the knowledge on this 

class of pigments and stimulated the development of artificial betalains, including 

functional derivatives. A coumarinic betalain was created to be used as a fluorescent 

label for Plasmodium falciparum on red blood cells. This Doctoral Thesis presents the 

semisynthesis and study of three coumarin betalains (cBeets) and one carbostyril 

betalain (csBeet). It was sought to establish relationships between the structures of these 

compounds and their physical-chemical and photophysical properties as a starting point 

in the development of a new class of functional betalains. Data on lipophilicity, 

hydrolysis stability, redox potential, one- and two-photon absorption and fluorescence 

are presented. Intermolecular interactions of these compounds were investigated by 

fluorescence measurements in binary polar solvent mixtures, bovine serum albumin and 

AOT reverse micelles in heptane/water. 

Keywords – betalains, coumarins, time-resolved fluorescence, absorption of two 

photons, solvent effects, interaction with proteins. 
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1. Introdução 

1.1. Absorção de luz e fluorescência: aspectos fundamentais 

 A absorção de luz pela matéria é um processo quantizado e, normalmente, uma 

molécula que absorve um fóton de luz com energia adequada é promovida para o estado 

eletronicamente excitado. A lei de Lambert-Beer relaciona a luz absorvida em um 

determinado comprimento de onda por uma espécie (em solução, líquido, sólido ou 

gás)[1] com a sua concentração, c (mol L–1), com o caminho óptico, b (cm), e com o 

coeficiente de atenuação molar no mesmo comprimento de onda, ε(λ) (L mol–1 cm–1), 

termo que se correlaciona com a seção de choque de um fóton, σ(λ) (cm2), e com a força 

de oscilador da espécie sendo irradiada.[2] A derivada da intensidade de luz após 

interação com a amostra em função do caminho ótico é definida na Eq. 1: 

 
Eq. 1 

cuja forma integrada é: 

 Eq. 2 

onde, I0 é a luz incidente na amostra. A relação entre o valor de seção de choque de um 

fóton e o coeficiente de atenuação molar é dado por: 

 
Eq. 3 

onde n corresponde ao número de moléculas por cm3 e se relaciona com o número de 

Avogadro (NAV) por: 
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Eq. 4 

levando a: 

 Eq. 5 

Relacionando as Eqs. 2 e 3, temos: 

 Eq. 6 

que podem ser relacionadas à absorção da amostra em um dado comprimento de onda 

(A(λ))  através das Eqs. 7 e 8. 

 
Eq. 7 

 
Eq. 8 

 Após a absorção de luz, a população de espécies que foi promovida ao estado 

eletronicamente excitado pode liberar a energia absorvida de forma radiativa (emissão 

de luz) ou não-radiativa (dissipação de calor). Luminescência é a emissão de luz 

resultante do decaimento radiativo de uma espécie no estado eletronicamente excitado 

quando esta retorna ao estado fundamental[3]. Fluorescência e fosforescência são, 

fenomenologicamente, formas de luminescência que diferem quanto à sua duração. 

Fluorescência é a emissão de luz enquanto a amostra está sendo irradiada; 

fosforescência tem duração mais longa do que o período de irradiação.[4] Formalmente, 

tempos de vida de luminescênca na faixa de ns a 10–7 s indicam fluorescência e entre ms 

e 102 s fosforescência. 
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Sob o ponto de vista mecanístico, fluorescência se origina de transições 

permitidas por spin, a mais notória sendo a transição S1→S0, enquanto a fosforescência 

depende de transições proibidas por spin, e.g. T1→S0. Conversões internas (IC, entre 

estados de mesma multiplicidade de spin) e cruzamentos interssistemas (ISC, entre 

estados de multiplicidade diferente) são transições não radiativas relevantes para a 

luminescência.[3] Processos colisionais, vibracionais e rotacionais também estão 

envolvidos na desativação não radiativa de estados excitados, contudo, estes não serão 

mais discutidos no texto. O diagrama de Jablonski é comumente usado para apresentar 

processos fotofísicos (Esquema 1).  

 

Esquema 1. Diagrama de Jablonski que descreve os níveis de energia vibracionais (linhas pretas mais 
finas) e eletrônicos (linhas pretas grossas) envolvidos nos processos de absorção (Abs), fluorescência e 
fosforescência. As linhas retas indicam processos de emissivos posteriores a absorção de luz, como 
fluorescência (Fl) e fosforescência (Fosf), enquanto que as linhas pontilhadas caracterizam processos não 
radiativos de mesma multiplicidade, conversão interna (IC), e de diferente multiplicidade de spin, 
cruzamento intersistema (ISC).[3] 

 O espectro de absorção de uma espécie em solução mostra transições do nível 

vibracional mais baixo do estado fundamental para diversos níveis vibracionais dos 

estados eletronicamente excitados. Assim, a banda larga que corresponde a uma 

transição S0→S1 é composta por diversas bandas que representam os muitos estados 

vibracionais do nível S1 eletronicamente excitado que foram populados. Efeitos do meio 

S1

S0

T1

S2

Fosf

ISC

Abs Fl

IC

Relaxação vibracional

ε(S0⟶S1)ε(S0⟶S2)

ΦFl(S1⟶S0)

ΦIC(S2⟶S1)

ΦISC(S1⟶T1)

ΦP(T1⟶S0)
x
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meio e da rigidez da molécula normalmente definem a resolução da banda. Transições 

S0→S2 ou, mais genericamente, S0→Sn tem, na maioria dos casos, uma probabilidade 

menor de ocorrência e resultam em bandas com máximos deslocados para 

comprimentos de onda mais curtos (maior energia) comparados aos máximos 

observados para as transições S0→S1. Quando excitadas a um estado singlete superior 

(Sn), a maioria das moléculas está sujeita a um processo de IC até o nivel vibracional 

mais baixo do S1 de onde decaem para diferentes níveis vibracionais do estado 

fundamental, conforme proposto pela regra de Kasha[5]. Exceções incluem o azuleno, 

que decai para o estado fundamental diretamente do nível S2.[6] Em moléculas, o 

processo de IC e outros processos não radiativos de desativação do estado excitado 

levam a emissão com menor energia quando comparada a absorção. O deslocamento do 

comprimento de onda máximo de emissão (λFl) em relação ao máximo de absorção 

(λabs) é chamado de deslocamento de Stokes (Du) e se relaciona à estrutura da espécie 

emissora (fluoróforo) e a efeitos do meio (Figura 1)[7]. O comprimento de onda no qual 

se observa o cruzamento entre os espectos de absorção e de emissão normalizados é 

uma estimativa da diferença entre as energias dos estados vibracionais mais baixos do 

estado fundamental e excitado (E00). Quando o espectro em questão é de fluorescência, 

este comprimento de onda corresponde a energia singlete da molécula (ES).  
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Figura 1. Exemplos de espectros de absorção, em azul, e emissão de fluorescência, verde. O 
comprimento de onda (λ) aumenta da esquerda para direita, enquanto a intensidade de absorção e emissão 
cresce de baixo pra cima. O deslocamento de Stokes (Du) e a intersecção dos espectros, onde podemos 
encontrar a energia sinlgete (Es), estão assinalados no gráfico. 

A velocidade de desaparecimento das moléculas no estado excitato NS1, 

considerando-se uma cinética de primeira ordem, pode ser descrita por:  

 
Eq. 9 

onde kS é a constante cinética observada para o decaimento. Na forma integrada, 

 Eq. 10 

 O tempo de vida da espécie excitada singlete (tS tambem chamado de tFl) 

corresponde ao inverso da constante kS e, portanto, ao inverso da soma das constantes 

de todos os processos radiativos (kS
r) e não radiativos (kS

nr), que incluem a emissão, IC 

e ISC[2]: 

λEM

λ (nm)

In
te
ns
id
ad
e

λabs

Es

∆ν
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Eq. 11 

cuja consequência é: 

 
Eq. 12 

 No caso da ocorrência de fluorescência, a intensidade de emissão em um dado 

tempo t é proporcional a constante radiativa relacionada ao estado singlete e a 

concentração de espécies singlete excitadas. 

 Eq. 13 

 A associação das Eqs. 12 e 13 leva a uma relação entre a intensidade de emissão e 

o tempo de vida do estado excitado singlete: 

 Eq. 14 

  Para uma molécula no estado excitado Sn, a ocorrência de IC compete com 

diversos processos, incluindo o ISC. A ocorrência de ISC está relacionada ao 

acoplamento spin-órbita do eletron, uma interação magnética fraca entre o spin do 

elétron e ao seu movimento orbital ao redor do núcleo atômico que aumenta a 

probablidade de ocorrência de uma transição proibida entre estados de diferente 

multiplicidade, e.g. S1→T1. A ISC relaciona-se, entre outros fatores, como o efeito de 

átomo pesado, um efeito relativístico que favorece o acoplamento spin-órbita. 

  A eficiência do processo de emissão em relação aos demais processos não 

radiativos é chamado de rendimento quântico de fluorescência (fFl). Em termos 

cinéticos, trata-se da razão entre a constante radiativa e a constante de decaimento 
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observada, Eq. 15(a) e 15(b). 

 
Eq. 15a 

 
Eq. 15b 

Portanto, 

 
Eq. 16 

 
Eq. 17 

 Considerando-se apenas as contribuições radiativas, o tempo de vida de espécies 

excitadas que emitem fluorescência (τr
S) relaciona-se ao coeficiente de atenuação molar 

no comprimento de onda máximo de absorção (ε(λmax)), conforme: 

 
Eq. 18 

 Quando o valor de tempo de vida de luminescência determinado 

experimentalmente é diferente do valor calculado na Eq. 18, processos não radiativos 

(escuros) estão relacionados à desativação do estado excitado. Formalmente, fFl pode 

ser calculado se o número de fótons absorvidos e o número de fótons emitidos forem 

conhecidos, conforme a Eq. 19.  

 
Eq. 19 
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 Contudo, a determinação experimental destes parâmetros requer um equipamento 

com fonte de luz calibrada e adequado para a medida precisa de todos os fótons 

emitidos pela molécula em estudo. Por isso, fFl é normalmente calculado utilizando-se 

um padrão secundário como composto de referência empregando-se a Eq. 20. Para 

evitar problemas relacionados à eficiência do sistema de detecção em diferentes 

comprimentos de onda e efeitos de filtro interno, as soluções da amostra e do padrão 

devem ter perfis de absorção e emisão similares e suas soluções devem ter absorção 

abaixo de 0,1.[8] 

 
Eq. 20 

Onde, o sobrescrito p indica o padrão secundário, S é área sobre o espectro de emissão e 

nD é o índice de refração do solvente. Exemplos de padrões secundários de 

fluorescência, seus fFl e os seus máximos de absorção e emissão são apresentados na 

Figura 2. 

O decaimento não radiativo depende da temperatura. Em baixas temperaturas, 

processos de desativação não radiativa, transferência de energia envolvendo colisão e 

processos intramoleculares vibracionais são suprimidos, logo, o rendimento quântico de 

fluorescência aumenta.[5] Por meio da relação de Arrhenius, que correlaciona o 

rendimento quântico de fluorescência com a temperatura, é possível determinar a 

energia de ativação (Ea) do processo de desativação não-radiativa[9]. Se a constante 

radiativa (!") não varia na faixa de temperatura estudada, é possível determinar a Ea do 

processo não radiativo mais relevante com: 



 21 

 
Eq. 21 

onde, R corresponde à constante universal dos gases (R = 8,314 J K–1 mol–1) e T, à 

temperatura absoluta, em K. Portando, o coeficiente angular obtido no ajuste linear de 

um gráfico ln (fFl
–1

 –1) vs. T–1 corresponde a –Ea/R.  

 

Figura 2. Estrutura de alguns compostos utilizados como padrões secundários de rendimentos quânticos 
de fluorescência.[3,10,11] A faixa de absorção e emissão de cada um dos padrões de fFl varia amplamente 
em toda faixa do UV-Vis, logo, há diversos padrões de fFl que podem ser selecionados de forma a melhor 
correlação entre os espectros de absorção e emissão do padrão e da amostra. 

 No estudo de processos fotofísicos é comum referir-se à Lei de Stark-Einstein, 

que postula que uma molécula é promovida ao estado excitado pela absorção de um 

fóton. Com o desenvolvimento de novas fontes de excitação com alta intensidade de luz 

pode-se confirmar modelos teóricos que previam que moléculas podem absorver mais 

do que um fóton, em um processo chamado de absorção multifotônica[12]. Conforme o 

número de fótons absorvidos simultaneamente aumenta, a probabilidade de ocorrência 

deste fenômeno diminui. Assim, a absorção de dois fótons (absorção bifotônica, 2PA) é 
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um fenômeno investigado. A absorção de dois fótons por moléculas orgânicas possui 

muitas aplicações tecnológicas importantes, como, por exemplo, microfabricação em 

três dimensões, armazenamento óptico de dados, conversores de frequência, terapia 

fotodinâmica, sensores de íons e pH para aplicação em sistemas biológicos e, 

particularmente, em microscopia de fluorescência[13], uma vez que há redução do 

volume focal que resulta na diminuição do fotobranqueamento da amostra.[14,15,16] Estas 

aplicações baseiam-se (i) na dependência da probabilidade de absorção de dois fótons 

com o quadrado da intensidade do laser incidente (propriedade ótica não linear)[17,18], o 

que resulta em boa resolução espaço-temporal,[16] e (ii) no fato da energia dos fótons 

utilizados ser menor do que a absorção de um fóton, o que garante uma maior 

penetração do feixe incidente de luz laser no material, em especial em tecidos vivos. 

Compostos com alta seção de choque para dois fótons em água são raros.[19] 

  A absorção de dois fótons pode acontecer pela absorção simultânea ou 

sequêncial dos fótons[20]. Na excitação sequencial, processo que se relaciona a 

conversão ascendente de energia ('upconversion') e a processos de photooxidação, a 

absorção do primeiro fóton leva a um estado excitado que, então, absorve outro fóton e 

é convertido em um estado excitado superior. É possível também que o primeiro estado 

excitado decaia para um estado excitado com tempo de vida mais longo, que então 

absorve o segundo fóton. Na excitação simultânea, o primeiro fóton promove a 

molécula para um estado virtual e durante esta interação (~10–18 a 10–16 s) um segundo 

fóton é absorvido (Esquema 2).[10] A seção de choque para absorção de dois fótons é 

proporcional ao quadrado do produto entre dois dipolos de transição: S0 → S*
1-PA e S*

1-

PA → S*
2-PA. Moléculas do tipo doador-aceitador (D−A, push-pull) e arranjos lineares 

simétricos (D−A−D e A−D−A) tem alta seção de choque de dois fótons.[21] 
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Esquema 2. Diagrama de Jablonski simplificado que descreve a excitação com um (1PA) e dois (2PA) 
fótons, seguida de emissão de fluorescência.3 

Como apresentado na Eq. 1, a sessão de choque de um fóton (σ) depende 

lineramente do coeficiente de atenuação molar do composto.[3] Para a absorção de dóis 

fótons, a seção de choque (σ2) varia, como dito anteriormente, com o quadrado da 

intensidade de luz incidente, conforme apresentado na Eq. 21. 

 
Eq. 21 

 Os valores de σ variam entre 10–15–10–17 cm2 [3], enquanto σ2 são ainda menores, 

na faixa de 10–50  cm4 s fóton–1, e, por isso, são reportada em Göppert-Mayer (GM) em 

homenagem a Maria Göppert-Mayer[16], responsável pela teoria do processo de 

absorção simultânea de dois fótons por uma molécula[22], i.e. 1 GM = 10–50 cm4 s fóton–

1.[23] A forma integrada da Eq. 21 mostra a relação entre e luz incidente, a luz 

transmitida, o caminho ótico, a concentração da amostra e a seção de choque de dois 

fótons, em analogia à Lei de Beer-Lambert (Eq. 22). 
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1.1.1. Fatores que afetam a emissão de fluorescência 

A maioria dos compostos orgânicos fluorescentes são aromáticos, apenas alguns 

compostos alifáticos são fluorescentes.[2] Para a maioria dos hidrocarbonetos 

aromáticos, a transição eletrônica mais baixa em energia (S0→S1) tem natureza π→π* e 

é permitida por simetria (exceções notáveis são o naftaleno o pireno e o fenantreno, cuja 

transição S0→S1 é proibida). Como resultado, os valores de coeficiente de atenuação 

molar destes compostos são altos (ε > 104 L mol–1 cm–1), quando comparados ao valor 

calculado para transições proibidas, como a transição n→π* da acetona (ε280 nm = 12,4 L 

mol–1 cm–1).[24] Considerando-se as Eqs. 15a e 18, o valor de ε é inversamente 

proporcional ao tempo de vida de fluorescência (τrS) e proporcional ao tempo de vida do 

estado excitado singlete (τS). Por esta aproximação, que desconsidera a ocorrência de 

processos não radiativos, uma espécie com ε > 105 L mol–1 cm–1 tem tempo de vida de 

fluorescência teórico de 1 ns, enquanto para uma espécie com ε > 102 L mol–1 cm–1, τr
S é 

1 µs. Entretanto, tempos de vida de fluorescência tão longos não podem competir com 

processos não radiativos mais rápidos que, portanto, se tornam dominantes para a 

desativação do estado excitado singlete e resultam em um fFl baixo, como descrito na 

Eq. 15a. Em sistemas heteroaromáticos, uma transição n→π* pode ser a transição de 

menor energia, resultando em um menor valor de ε e, por conseguinte, rendimentos 

quânticos de fluorescência mais baixos.  

A extensão do sistema de elétrons π (aumento da conjugação) leva a um 

deslocamento dos máximos de absorção e de emissão para comprimentos de onda mais 

longos (deslocamento batocrômico ou para o vermelho) e a um aumento do coeficiente 

de atenuação molar (Esquema 3).[24] Substituintes podem afetar as propriedades de 

absorção e emissão de compostos aromáticos. Grupos como –OH, –COOH, –NH2, –
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OR, halogênios, entre outros, afetam a cor de cromóforos sendo chamados de grupos 

auxocrômicos.[2,10] De forma geral, a presença de átomos pesados (e.g. Br, I) acarreta na 

supressão da emissão de fluorescência (quenching), pois aumenta a probabilidade de 

ocorrência de cruzamento intersistemas, via acoplamento spin-órbita, como descrito 

anteriormente.[2] Substituintes doadores de elétron (e.g. –OH, –NH2, –NR2) levam a um 

deslocamento dos máximos de absorção e fluorescência, mas não afetam a natureza da 

natureza π→π* da transição eletrônica. Em geral, compostos aromáticos substituídos 

com grupos doadores de elétrons tem espectros de emissão mais largos e menos 

resolvidos comparados aos compostos não substituídos, como resultado de um maior 

caráter de transferência intramolecular de carga das transições eletrônicas proveniente 

da interação do par de elétrons do heteroátomo com o sistema π aromático. Efeitos 

estéricos de substituíntes podem ser relevantes quando afetam a coplanaridade entre o 

substituínte e o anel aromático.  

O efeito da presença de substituintes retiradores de elétrons (–COOH, –CN, –

NO2) é complexo e difícil prever. Quando o substituinte torna a energia da transição 

n→π* mais baixa do que a π→π* o resultado é a diminuição do rendimento quântico de 

fluorescência. Este é o caso de muitos aldeídos e cetonas aromáticos, como a 

benzofenona, que tem um rendimento quântico de cruzamento interssistemas próximo 

de 1. Como consequência, quando as energias das transições n→π* e π→π* são muito 

próximas, o solvente pode afetar de forma expressiva a eficiência de emissão. Grupos 

ácido carboxílico tem efeitos que dependem do pH (dado o equilíbrio entre a forma –

COOH e –COO–) e, dependendo do seu grau de coplanaridade com o sistema π podem 

induzir um certo caráter de transferência de carga à trasição. A fluorescência de 

hidrocarbonetos aromáticos com o substituinte –NO2, em geral, não é detectável 
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(Esquema 3).[10] Os motivos para este efeito são a redução da energia da transição n→π* 

que resulta em um cruzamento interssistemas eficiente. Como resultado, muitos 

compostos nitroaromáticos são fosforescentes. Em alguns casos, a velocidade de 

conversão interna S1→S0 de nitroaromáticos é muito alta como resultado de um alto 

caráter de transferência de carga no estado excitado e ao acoplamento vibrônico 

intramolecular.[25] 

 

Esquema 3. Efeito da conjugação e do substituinte nas propriedades fotofísicas de hidrocarbonetos 
aromáticos policícliclos. A) Efeito do aumento da conjugação no máximo de absorção; B) Efeito do 
substituinte de átomo pesado no rendimento quântico de fluorescência (fFl) do naftaleno em sólido a 77K; 
C) Efeito da presença de substituintes doadores e retiradores de elétrons no fFl do naftaleno em 
solução.[2,10] 

A livre rotação das ligações químicas no estado eletronicamente excitado causa 

diminuição do fFl.[24] Isso ocorre dado o aumento da knr
S, visto que a conversão interna  

S1→S0 se relaciona com a relaxação vibracional (e conformacional) da espécie excitada. 

Desta forma, moléculas mais rígidas tendem a ser mais fluorescentes que análogos com 
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maior liberdade conformacional e vibracional. Por exemplo, a ponte de oxigênio entre 

os anéis da fluoresceína e a ponte metilênica do fluoreno aumentam significativamente 

o fFl em relação à fenolftaleína e ao trans-estilbeno e a bifenila, respectivamente 

(Esquema 4).[2,26] 

 

Esquema 4. Mudança no rendimento quântico de fluorescência de compostos com a diminuição da 
liberdade rotacional. Comparação entre a fenolftaleína com a fluoresceína, que apresenta uma ponte de 
oxigênio entre os anéis aromáticos que acarreta num aumento da rigidez estrutural e entre o trans-
estilbeno, a bifenila e o fluoreno, que apresenta uma ponte de metileno entre os anéis aromáticos que não 
está presente nos demais compostos, que também aumenta a rigidez estrutural.[2,27] 

O meio afeta significativamente as propriedades fotofísicas de um 

fluoróforo[28,29]. Estudos do efeito da interação soluto-solvente sobre as propriedades de 

absorção e fluorescência do soluto permitem que se façam inferências sobre as 

propriedades tanto do soluto, quanto do solvente. Nesse sentido, fluoroforos sensíveis 

ao meio, em particular a efeitos de polaridade e viscosidade, tornaram-se ferramentas 

para estudos de interações intermoleculares.[30] 

A interação entre o solvente e o fluoróforo afeta a diferença de energia entre o 

estado fundamental e estado excitado dada a estabilização diferencial do estado 

fundamental e excitado da espécie.[3] Essa diferença de energia, em cm–1, se relaciona 
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com propriedades não específicas do solvente (i.e. índice de refração (nD) e a 

permissibilidade relativa, antiga constante dielétrica, εr), e com a diferença entre os 

momentos de dipolo do soluto no estado fundamental e excitado (µG e µE) e seu raio de 

Onsager (a), sendo descrita pela equação de Lippert-Mataga: 

 
Eq. 23 

onde, h (6,6256 × 10–34 J s) é a constante de Plank, c (2,9979 × 1010 cm s–1) é a 

velocidade da luz no vácuo. νA e νE são os números de onda (cm–1) da absorção e 

emissão, respectivamente. Assume-se por esta equação, que a relaxação do solvente é 

completa antes da emissão de fluorescência. Em outras palavras, a excitação de um 

soluto leva a um estado localmente excitado (ou estado de Franck-Condon), que relaxa 

até o nível vibracional mais baixo do estado eletronicamente excitado antes da emissão 

e, durante este período, permite que o solvente se reoriente de forma a estabilizar o 

soluto excitado.[5] O termo entre parênteses, conhecido como orientação de 

polarizabilidade (Δf), corresponde a (εr –1)/(2εr + 1), que considera a mudança dos 

deslocamentos espectrais causada tanto pela reorientação dos dipolos do solvente 

quanto pela redistribuição dos elétrons nas moléculas do solvente, e pelo termo (nD
2 – 

1)/(2nD
2 + 1), que considera somente a redistribuição electronica do solvente.[3] A 

sensibilidade de um fluoróforo ao solvente pode ser estimada correlacionando-se o 

deslocamento de Stokes (Δν) com Δf. Os fluoróroforos mais sensíveis à mudança de 

polaridade do meio são os que apresentam maior diferença entre os momentos de dipolo 

do estado fundamental e excitado. A fluorescência de derivados de ácido 

anilinonaftalenosulfônico (ANS) é bastante sensível a efeitos do solvente.[3] 
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 O rendimento quântico de fluorescência e o comprimento de onda de emissão do 

ácido 8-anilino-1-naftalenosulfônico (1,8-ANS) e do ácido 6-anilino-2-

naftalenosulfônico (2,6-ANS) são afetados pela polaridade do meio (Esquema 5). Estes 

compostos são pouco fluorescentes em água, mas são bastante fluorescentes em 

solventes orgânicos não polares ou ligados a proteínas, aonde se observa um 

deslocamento hipsocrômico do máximo de emissão em relação ao meio aquoso.[31] Por 

isso, 1,8- e 2,6-ANS são usados como sensores de polaridade em diversos sistemas 

heterogêneos, como proteínas[32,33,34], micelas[35,36], complexos de inclusão com 

ciclodextrinas[29] e também em misturas binárias de solventes[37,38]. A fluorescência de 

1,8- e 2,6-ANS também é sensível à viscosidade do meio em misturas glicerol/água, 

sendo aplicados como sensores de mudança de micropolaridade do meio.[39] 

 

Esquema 5. Estruturas do ácido 8-anilino-1-naftalenosulfônico (1,8-ANS) e 6-anilino-2-
naftalenosulfônico (2,6-ANS).[39] 

A viscosidade do meio afeta a constante não radiativa de decaimento do estado 

excitado (e, consequentemente, o tempo de vida) de fluoróforos pouco rígidos, em 

especial moléculas cuja transição apresenta certo caráter de transferência de carga. O 

fFL aumenta com o aumento da viscosidade do meio uma vez que meios viscosos 

restringem os graus de liberdade vibracionais e rotacionais do estado excitado dada a 

redução do volume livre da cavidade de solvente. Rotores moleculares são fluoróforos 

que tem a habilidade de realizar, no estado excitado, um movimento intramolecular de 
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rotação.[28] Em tais fluoróforos, a emissão de fluorescência compete com a rotação 

intramolecular[40]. Num ambiente mais viscoso, a rotação é desfavorecida e afeta 

significativamente os parâmetros de fluorescência resultando no aumento da intensidade 

e nas mudanças do perfil espectral e do tempo de vida de emissão. Dentre os diversos 

modelos disponíveis para relacionar o rendimento quântico de fluorescência com a 

viscosidade do meio, destaca-se o proposto por Förster e Hoffman[41]:  

logφFL =C + x log
η
T

 Eq. 24 

onde, o coeficiente angular x é calculado pelo gráfico de log ϕFl vs. log η, em 

temperatura (T), constante. 

1.2. Organismos vivos fluorescentes 

A fluorescência de compostos naturais presentes em sistemas biológicos, 

especialmente em plantas, é ligada à história do estudo desse processo fotofísico[42]. 

Quinino, um alcaloide com propriedades medicinais encontrado na casca da quinina 

(Cinchona officinalis), é um composto que apresenta fluorescência natural e que vem 

sendo estudado desde o século XIX.[43] Assim como o quinino, diversos compostos 

endógenos apresentam fluorescência mensurável.[13] Aminoácidos como fenilalanina, 

tirosina e triptofano, que apresenta maior rendimento quântico de fluorescência em 

meio aquoso dentre todos os aminoácidos (ϕFl = 0,12)[44] são responsáveis pela 

fluorescência de proteínas na região do UV.[45]  

Diversos compostos orgânicos também são responsáveis pela emissão de luz 

visível de organismos vivos.[45,46] A descoberta de animais, plantas e fungos que emitem 

luz visível são frequentes.[46,47] Recentemente, foi descrita a fluorescência visível de um 

anfíbio originário da Argentina[48], o sapo da espécie Hypsiboas punctatus. Esta espécie 
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possuiu compostos derivados da dihiroisoquinolina pigmentando sua pele que emitem 

fluorescência no verde (λem = 460–580 nm), com a excitação com luz azul (λex = 400 

nm).  

Algumas angiospermas, plantas que produzem flores, também mostram 

fluorescência visível[49] e folhas emitem fluorescência fraca na região do vermelho e 

infra-vermelho próximo devido à absorção de luz pela clorofila a.[50] A fluorescência de 

pétalas de flores já foi descrita em diversas espécies[51]: Eustoma grandiflorum e Bellis 

perennis, pigmentadas por antocianinas[52], Portulaca grandiflora e Bougainvillea 

spectabilis que contém betalaínas amarelas.[53] A fluorescência de pétalas amarelas de 

maravilha (Mirabilis jalapa) também pigmentada por uma betalaína, foi primeiramente 

reportada por Gandía-Herrero e colaboradores[54]; tal processo de emissão estimulou 

estudos da importância da fluorescência na sinalização entre plantas e polinizadores.[55] 

A descoberta da fluorescência de betalaínas também acarretou na melhoria dos métodos 

de identificação e extração desses pigmentos e criou um novo campo de estudo para as 

betalaínas[56]. 

1.2.1. Betalaínas 

Betalaínas são pigmentos nitrogenados vacuolares, solúveis em água e atóxicos 

que substituem as antocianinas na pigmentação da maioria das famílias de plantas 

pertencentes à ordem das Caryophyllales, exceto nas famílias Caryophyllacea e 

Molluginaceae, e de alguns fungos basidiomicetos.[57] Dentre alguns exemplos de fontes 

de betalaínas podemos citar as beterrebas roxas e amarelas (Beta vulgaris); o cogumelo 

com componentes pscicoativos ágário das moscas (Amanita muscaria), algumas flores 

como a maravilha ou onze-horas (P. grandiflora), o amaranto (Amaranthus spp.) e a 

primavera (Boungavillea spp., Figura 3), a pitaya rosa e acelga de talo[57]. 
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Figura 3. Algumas fontes de betalaínas. A) Beterrebas vermelha e amarela, Beta vulgaris; B) Agário das 
moscas, Amanita muscaria; C) Maravilha, Mirabilis jalapa; D) Phytolacca accinosa; E) Amaranto, 
Amaranthus spp.; F) Primavera, Boungavillea spp.. 

Betalaínas naturais são divididas em duas classes, betacianinas e betaxantinas, 

que possuem um cromóforo comum, o ácido betalâmico (HBt). Betaxantinas (xanthos, 

amarelo, λabs = 460–480 nm) são iminas ou sais de imínio os derivados de do 

acoplamento aldmínico de HBt com aminoácidos, enquanto as betacianinas (kyaneos, 

azul, (λabs » 540 nm) são iminas betalaínicas formadas a partir da reação de ciclo-

DOPA, com diferentes graus de glicosilação, com o HBt (Esquema 6).[58] As duas 

classes de betalaínas apresentam propriedades distintas: enquanto as flores pigmentadas 

por betaxantinas são fluorescentes, as pigmentadas por betacianinas não apresentam 

fluorescência visível quando irradiadas com luz azul.[54] 
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Esquema 6. Estruturas básicas das duas classes betalaínas, betacianinas e betaxantinas, seu 
precursor comum, o ácido betalâmico (HBt), e exemplos de betacianinas (betanidina e betanina) 
e bexantinas (indicaxantinha e vulgaxantina I); Glc = glicose.[59] 

A biossíntese de betalaínas envolve a oxidação da L-tirosina ao ácido HBt, que 

ocorre em duas etapas enzimáticas [60,6162,63]. Estudos in vivo e in vitro mostraram que, 

após a formação do HBt, a formação de betaxantinas é espontânea, não é catalisada por 

enzimas e não é estereosseletiva, uma vez que é formada uma mistura dos 

esterioisômeros E/Z.[64] Dessa forma, é possível semissintetizar betalaínas in vitro, via 

acoplamento aldimínico a partir do ácido betalâmico[65] obtido da hidrólise alcalina de 

betalaínas naturais[66]. O acoplamento aldimínico entre HBt e aminas primárias leva à 

formação de iminas (bases de Schiff)[67] solúveis em água e com máximo de absorção e 

fluorescência deslocados para o vermelho em relação a amina precursora[68,69]. A 
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formação de iminas ocorre pelo mecanismo inverso ao da hidrólise (Esquema 7), e, 

portanto, é sujeita a catálise ácida.  

 

Esquema 7. Esquema simplificado para a formação de aldiminas a partir de reação de aminoácidos com 
o ácido betalâmico. [70] 

A hidrólise de betalaínas em meio aquoso é um dos fatores que limitam sua 

aplicação. Ironicamente, a maioria das betalaínas é pouco solúvel ou reage com 

solventes orgânicos polares, como DMSO, DMF, MeCN, MeOH e EtOH. De forma 

geral, betalaínas são mais estáveis entre pH 3 e 7.[53,71] Contudo, além do pH do meio, 

diversos fatores afetam a estabilidade das betalaínas[72,73]. A presença de luz, oxigênio, 

íons metálicos[74], a atividade de água[75] e enzimática[76] e o aumento da temperatura[77], 

assim como a mudança estrutural dos pigmentos[72,78], também influenciam na 

estabilidade de betalaínas, acarretando na sua degradação e descoloração.[79] 

Betalaínas naturais como betanina podem ser extraídas diretamente de suco de 

beterraba[80], contudo a semissíntese de novas betalaínas passa pela obtenção de ácido 
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betalâmico, precursor das betalaínas. Existem algumas metodologias de semissíntese de 

betaxantinas descritas na literatura[64,65,69,81], a abordagem mais comum é a hidrólise de 

betanina a ácido betalâmico, na presença de excesso de amina, em meio aquoso[65]; tal 

metodologia, origina uma mistura de betanina e de betalaína preparada, o que pode 

dificultar sua purificação, além de diminuir o rendimento global, que é de cerca de 

20%[68]. O mesmo grupo propôs a semissíntese one-pot de betaxantinas derivadas da 

tiramina, dopamina, pirrolidina, com ácido betalâmico imobilizado em fase sólida, a 

partir de suco de beterraba[81]. Contudo, a remoção do aduto da resina foi apenas 

otimizada para a semissíntese de betaxantinas e betacianinas derivadas desses 

aminoácidos. Ainda, é possível extrair o HBt em com acetato de etila, a partir do suco 

de beterraba hidrolisado, apesar dos baixos rendimentos de extração.[64] Na literatura 

são descritos diversos métodos de purificação de betalaínas. Foram usadas 

cromatografia líquida de alta eficiência em escala semi-preparativa, sob condições de 

fase reversa em meio ácido[82,83], em cromatografia de coluna flash, também sob 

condições de fase reversa[80,84], cromatografia de troca iônica em Q-sepharose[65] e 

cromatografia de permeação em gel (CPG) com Sephadex G-25[57,80] ou Sephadex 

LH20[68], utilizando-se água como eluente. 

Há diversos relatos na literatura das propriedades antioxidantes[69,85,86] e anti-

inflamatórias[87,88] de betalaínas naturais, como betanina e indicaxantina. O potencial 

antioxidante das betanina e indicaxantina tem sido a base de diversos estudos clínicos 

quanto ao seu uso terapêutico em doenças vinculadas ao estresse oxidativo[89–93]. Sabe-

se também que essas betalaínas são capazes de interagir com lipoproteínas[94] e 

membranas biológicas[66,95,96]. As propriedade de interação com biomoléculas, aliada à 

fluorescência de betalaínas[56], foram o ponto de partida para o nosso grupo desenvolver 
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uma sonda fluorescente, a partir do acoplamento entre HBt e 7-amino-4-metilcumarina 

(C120), a cBeet120 (Figura 4)[97]. Ensaios de microscopia de fluorescência com 

indicaxantina, betalaína natural fluorescente (fFl = 0,5% em água)[78], e com cBeet120 

mostraram que o derivado cumarínico é capaz de acumular em P. falciparum, 

apresentando marcação seletiva dos eritrócitos infectados (Figura 4), enquanto a 

betalaína natural não apresenta marcação nem no parasita, nem no eritrócito.[68] A 

cBeet120 originou a perpectiva de desenvolvimento de novas betalaínas artificiais 

fluorescentes, com aplicação como sonda em microscopia de fluorescência de células 

vivas. 

 

Figura 4. Marcação seletiva por betalaína cumarínica (cBeet120) de eritrócito vivo duplamente infectado 
por P. falciparum, com sobreposição parcial da marcação dos núcleos dos parasitas com Hoechst e a 
cBeet120. 

A descoberta da fluorescência de flores pigmentadas por betalaínas foi relatada em 

2005[54]. Desde então, nosso grupo[78,98] e um grupo na Polônia[84,99–101] procuram 

descrevem as propriedades fotofísicas de betalaínas naturais, como rendimentos 

quânticos e tempo de vida de fluorescência. Os fFl determinados em meio aquoso 

descritos na literatura variam de 0,07% para betanina[99] a 0,7% para vulgaxantina I[100], 

indicando que o substituinte acoplado ao sistema 1,7-diazaeptametínico influencia a fFl. 
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Foi verificado também que o aumento da viscosidade do meio aumenta drasticamente o 

fFl, e.g. passa de 0,5% em água (0,89 cP) para 3% em etilenoglicol (16,1 cP) para 

indicaxantina, indicando que a fluorescência visível em flores pode ser explicada pelo 

aumento a microsviscosidade no vacúolo da planta, que também acarretaria num 

aumento do o fFl
[84]

. Valores de fFl tão baixos em solução, mesmo em solventes mais 

viscosos, inferiores ao descrito para o triptofano[44], não explicam a ocorrência de 

fluorescência visível em flores pigmentadas por betaxantinas. Assim, pode-se inferir 

que a compartimentalização dos pigmentos no vacúolo da planta deve ser fundamental 

para emissão visível. Ensaios de absorção transiente nas betalaínas naturais mostraram 

que a principal via de desativação não radiativa é a conversão interna via transição S1→ 

S0, não sendo observada ocorrência de cruzamento interssistemas S1→T1 para nenhum 

dos compostos estudados.[101] 

Estudos sistemáticos com o objetivo de estabelecer relações estrutura-propriedade 

de betalaínas são escassos[83,79]. Alguns autores já estudaram implicações da estrutura 

sobre a cor, fluorescência e atividade antirradicalar de betalaínas derivadas de 15 

aminas diferentes[69]. Contudo, um estudo sistemático de mudanças do substituinte das 

aminas precursoras na estabilidade e nas propriedades fotofísicas, como rendimento 

quântico de fluorescência e tempo de vida de fluorescência, de forma a compreender a 

interação de betalaínas com o meio e com biomoléculas não foi anteriormente realizado. 

Ainda, o desenvolvimento de novos derivados fluorescentes, com propriedades físico-

químicas distintas, pode originar novas aplicações de betalaínas artificiais.  
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2. Objetivos 

Preparar quatro betalaínas artificiais e estabelecer relações estrutura/propriedades 

físico-químicas e fotofísicas para viabilizar o desenvolvimento de uma nova classe 

de fluoróforos para aplicações biológicas. 

2.1. Objetivos específicos 

i. Semissintetizar, purificar e caracterizar quatro betalaínas, três delas inéditas; 

 

ii. medir as suas constantes cinéticas de hidrólise, os seus parâmetros de 

lipofilicidade em função do pH e os seus potenciais redox; 

iii. caracterizar as suas propriedades de absorção e fluorescência no estado 

estacionário e resolvida no tempo (ordem de fs) em meio aquoso; 

iv. determinar a seção de choque para a absorção de dois fótons destes compostos 

em meio aquoso; 

v. entender o efeito de interações intermoleculares sobre as propriedades 

fotofísicas destes compostos empregando-se misturas binárias de solventes 

polares, albumina sérica bovina e micelas reversas de AOT em heptano/água. 
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3. Resultados e discussão 

O texto foi organizado em quatro tópicos: síntese e caracterização das propriedades 

de cBeets e csBeet (3.1), efeito de albumina sobre a fluorescência de cBeets (3.2), 

efeitos do meio sobre as propriedades fotofísicas de cBeet120 (3.3) e, finalmente, a 

caracterização da absorção de dois fótons destas betalaínas cumarínicas (3.4).  

3.1. Betalaínas cumarínicas, cBeets: fluoróforos inspirados na natureza 

Com o estudo da cBeet120 e sua aplicação[68], houve o interesse em investigar 

betalaínas análogas. Foram selecionados três compostos comerciais: a cumarina 151, a 

carboestiril 124 e uma aminobenzocumarina que foram usadas na semissíntese da 

cBeet151, da csBeet124 e da cbzBeet, respectivamente (Esquema 8). cBeet151 difere 

da cBeet120 apenas pela presença de um grupo CF3 no lugar de CH3 na posição 4 da 

porção cumarínica. A csBeet124 tem uma quinolin-2-ona no lugar da porção cromen-2-

ona característica da cBeet120. Na cbzBeet, um anel aromático se encontra ligado à 

porção cromen-2-ona, com o substituinte amina na posição 6 do anel aromático.  

Tais mudanças estruturais das aminas precursoras acarretam mudanças nas suas 

propriedades fotofísicas em comparação com a C120, como descrito na literatura[102–

106]. Derivados da 1,2-benzopirona (cumarina) substituídas na posição 7 por um grupo 

amina, como C120 e C151, são importantes corantes de lasers na região azul-verde[107]. 

As propriedades fotofísicas de C120 e C151 são sensíveis a polaridade do meio[108]; 

enquanto os rendimentos quânticos de fluorescência (fFl) são baixos (fFl
C120 = 0,09[104] e 

fFl
 C151 = 0,19[103], em hexano) em solvente não polares, em solventes polares como 

metanol, etanol e acetonitrila, os fFl podem ser superiores a 50%[102,104,109], contudo tais 

cumarinas são pouco solúveis em água[107], o que dificulta sua aplicação em meio 
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biológico. Além de sua importância como molécula antena[110], responsável pelo 

aumento da emissão de fluorescência de lantanídeos, Cs124 também é utilizada como 

corante de lasers[105]; a mudança do oxigênio do anel por um grupo NH não acarreta 

grandes mudanças nos espectros de absorção e emissão de Cs124 em relação a C120, 

contudo os fFl de Cs124 são inferiores aos de C120 no mesmo solvente, e.g. fFl
C120 = 

0,63[104] vs fFl
 Cs124 = 0,30[105], determinados em acetonitrila. A mudança do substituinte 

amino da posição 7 para a posição 6 afeta drasticamente o rendimento quântico de 

fluorescência: da 6-aminocumarina, Cbz na ausência do substituinte aromático, é cerca 

de 10 x menor que o da C120.[111] Dessa forma, espera-se que as betalaínas derivadas 

desse conjunto de aminas (Esquema 8) apresentem propriedades fotofísicas distintas, 

que serão investigadas nas próximas sessões da tese. 

 

Esquema 8. Betalaínas cBeets e csBeet124 e suas respectivas aminas precursoras. Em destaque, 
cBeet120, betalaína cumarínica derivada da 7-amino-4-metilcumarina (C120), desenvolvida previamente 
pelo grupo[97] e cBeet modelo para relação de estrutura atividade do conjunto de cBeets semissintetizadas. 
As quatro cBeets apresentam carbono quiral de configuração absoluta (S) e isômeros geométricos E/Z, 
formados no acoplamento aldimínico entre o HBt e a amina precursora. 
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3.1.1. Semissíntese e caracterização estrutural 

Algumas metodologias de semissíntese de betaxantinas descritas na 

literatura[64,65,81] baseiam-se no acoplamento entre ácido betalâmico e aminas em meio 

aquoso[65]. Como a solubilidade de aminocumarinas em meio aquoso é baixa, optou-se 

por otimizar a metodologia descrita por Schliemann[64], em que a reação é feita em 

acetato de etila. Embora seja um solvente orgânico, acetato de etila impacta menos a 

saúde humana e o meio ambiente comparado a outros solventes convencionais como, 

por exemplo, o diclorometano, o hexano e o tolueno[112]. Neste procedimento 

otimizado[83] (vide parte experimental, seção 5.2.2.1), foi possível obter cerca de 6 mg 

de ácido betalâmico (HBt) em acetato de etila partindo-se de 500 mL de suco bruto de 

beterraba, ou 2kg de beterraba. A comparação do espectro de suco de beterra diluído em 

água e do ácido betalâmico em acetato de etila mostra um grande deslocamento da 

banda de absorção para comprimentos de onda mais curtos (hipsocrômico) do ácido 

betalâmico em relação às betalaínas presentes no suco (Figura 5). Além disso, o 

espectro do ácido betalâmico em água mostra que o HBt é fracamente solvatocrômico e 

sugere que a diminuição da polaridade do meio leva a um aumento da concentração de 

carga deste composto. O espectro de ressonância do HBt foi obtido[113,114], mas tem sido 

questionado, dada a instabilidade deste composto[57]. 
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Figura 5. Comparação entre os espectros de absorção de suco de beterraba (filtrado) em meio aquoso,  
ácido betalâmico (HBt) extraído em AcOEt e HBt em meio água. Suco diluído 101× em água, HBt 
diluído 10× em AcOEt e em água. 

HBt em acetato de etila é conveniente para a síntese de betalaínas derivadas de 

aminas insolúveis em água. cBeets e csBeets são menos solúveis em acetato de etila do 

que as aminas precursoras e, portanto, precipitam deslocando o equilíbrio no sentido da 

formação de produto. A cBeet120, betalaína artificial derivada da 7-amino-4-

metilcumarina, desenvolvida pelo grupo[68,78], era semissintetizada em água[68] com 

rendimento de 20% e foi obtida em acetato de etila, na presença de ácido para-

toluenossulfônico como catalisador ácido, com rendimento de 12% após purificação. De 

forma análoga, foram preparadas as demais cBeets, com adição de ácido p-

toluenossulfônico ao meio, para que ocorra o acoplamento admínico. cBeet120, 

csBeet124 e cbzBeet precipitam quando a reação é feita em acetato de etila. cBeet151 

precipita somente quando a concentração de HBt é cerca de 5 × 10–4 mol L–1. É possível 

precipitar a cBeet151 adicionando-se heptano até atingir uma proporção AcOEt:heptano 

8:2 v/v. Porém, o uso de heptano requer a evaporação completa deste solvente antes do 

uso da cBeet151 em ensaios com célula visto a citotoxicidade do solvente. Logo, as 

betalaínas foram semissintetizadas com HBt, excesso de amina precursora e ácido p-
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toluenossulfônico, em acetato de etila. A lavagem do produto sólido com acetato de 

etila gelado elimina grande parte do excesso de amina, o que facilita a purificação dos 

compostos. As quatro betalaínas foram purificadas por cromatografia em coluna flash a 

média pressão (20 psi) com Sephadex LH20 como fase estacionária e água como 

eluente. As soluções obtidas foram imediatamente liofilizadas e posteriormente 

armazenadas sob abrigo da luz a –20 ºC.  

A análise cromatográfica das amostras por HPLC-DAD-MS(ESI+) sugere que 

os compostos foram purificados com sucesso pela metodologia, visto que há somente 

um pico cromatográfico (cromatogramas nos anexos 7.1, 7.3, 7.5 e 7.7). Na 

caracterização por espectrometria de massas, os íons quasi-moleculares [M+H]+ 

encontrados apresentam relação massa carga (m/z) esperada para os quatro compostos, 

sendo que a maior diferença entre a relação m/z calculada e encontrada nas análises é de 

–2,96 ppm (Tabela 1). Antes de todos os ensaios realizados para esta Tese, a pureza das 

betalaínas foi verificada por análise cromatográfica. 

Tabela 1. Detalhes da caracterização estrutural das betalaínas artificais semissintetizadas por HPLC-
MS(ESI+) de alta resolução. 

 cBeet120 cBeet151 csBeet124 cbzBeet 

Gradientea 30–95% B em 

30 min 

30–95% B em 

30 min 

30–45% B em 

15 min 

55–70% B em 

15 min 

tR
cBeet (min) 8,7 15,1 8,0 7,1 

tR
cumarina (min)b 13,5 27,7 8,8 8,0 

FM C19H17N2O6
+ C19H14F3N2O6

+ C19H18N3O5
+ C22H17N2O5

+ 

[M+H]+ calc. 369,1081 m/z 423,0798 m/z 368,1241 m/z 405,1081 m/z 

[M+H]+ enc. 369,1084 m/z 423,0798 m/z 368,1247 m/z 405,1093 m/z 

Dif. (ppm) – 0,81 0 – 1,63 – 2,96 
aCondições da corrida: coluna Acentis C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 µm, Supelco) em condições de fase 
reversa, Solvente A: 0,05%  de HCO2H em H2O; e solvente B:  0,05%  de HCO2H em 60%MeCN/H2O, 
fluxo 1 mL min–1; bObtido quando as amostras brutas foram analisadas, nas mesmas condições de corrida 
descritas. 



 46 

Há grande dificuldade de aquisição de RMN de betalaínas. Há dados escassos de 

1H-RMN e um número ainda menor de espectros de 13C-RMN[115,116] disponíveis na 

literatura. A escolha do solvente dos ensaios de ressonância magnética é difícil, uma vez 

que as betalaínas são insolúveis (e.g., em CDCl3) ou reagem com solventes orgânicos 

(e.g., com DMSO-d6), são sensíveis à hidrólise e têm solubilidade limitada mesmo em 

água[78]. Os espectros de 1H-NMR (500 MHz) das cBeets e csBeet foram obtidos com 

soluções em D2O (2 mg de amostra em 500 µL de solvente). A supressão do sinal de 

H2O (4,7 ppm) presente em D2O foi realizada com a sequência de pulsos zgpr, de forma 

que nenhum dos sinais presentes na faixa entre 4–5 ppm fosse perdida. A aquisição dos 

espectros de 1H-RMN em D2O com um número de varreduras relativamente alto (ns = 

512) permitiu caracterizar as amostras parcialmente sem a ocorrência de hidrólise ou 

isomerização. 

Os três átomos de hidrogênio mais relevantes do sistema 1,7-diazaheptametínico 

são of H-3, H-7 e H-8 (Figura 6). Estes átomos apresentam mudanças no d ao 

compararmos as betalaínas: cBeet151 apresenta hidrogênios mais desblindados que 

cBeet120 e csBeet124, enquanto que cbzBeet possui hidrogênios mais blindados que 

cBeet120 e csBeet124. O sistema aromático de cbzBeet causa um efeito de blindagem 

dos hidrogênios vizinhos ao anel, deslocando para região de campo mais alto 

comparado a cBeet120 e csBeet124. Já o efeito indutivo atraente de elétrons do flúor do 

–CF3 da cBeet151, leva a um aumento de 0,7 ppm do deslocamento químico dos 

hidrogênios do sistema 1,7-diazaeptmetínico. H-7 e H-8 aparecem como dubletos, com 

acoplamento vicinal de 3JH-7/H-8 = 12,8 Hz para cBeet120/151 e csBeet124, contudo em 

cbzBeet o sinal não é bem resolvido, aparecendo com um multipleto, em que não foi 

possível determinal o 3J. Os espectros de 1H-RMN em D2O expandidos para as quatro 
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betalaínas são apresentados nos anexos 7.2, 7.4, 7.6, 7.8 e 7.9. Foram realizadas 

diversas tentativas de aquisição dos sinais de 13C por espectros de correlação 1H,13C-

HSQC e 1H,13C-HMBC em D2O, também em espectrômetro de 500 MHz, sem sucesso. 

 

Figura 6. Comparação dos deslocamentos químicos (d) de 1H do sistema 1,-diazaeptametínico de cBeets 
e csBeet124 em D2O. Destaque para os d de H-3, H-7 e H-8. 

3.1.2. Absorção e fluorescência em meio aquoso 

A caracterização do perfil de absorção das betalaínas artificiais em água deve 

permitir a medida de dois parâmetros principais: o comprimento de onda com máximo 

de absorção (λabs) e o correspondente coeficiente de atenuação molar (e). Na forma 
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disso, por conta da metodologia de síntese, a identidade dos contra-íons (cátions, 

possivelmente uma mistura de NH4
+ e Na+) é desconhecida, não sendo possível 
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coeficiente de atenuação molar das betalaínas possa ser medido empregando-se 

soluções preparadas com o material sólido. Dessa forma, o e das betalaínas é 

determinado utilizando o método do ponto final (endpoint)[69], baseado na cinética de 

hidrólise alcalina (pH 8,5) de betalaínas produzindo o ácido betalâmico. Neste método, 

a cinética de consumo da betalaína é comparada com o aparecimento de HBt, reação 

que ocorre com estequiometria 1:1, cujo valor de e é 26.270 L mol–1 cm–1 em 424 

nm[97]. Detalhes do procedimento são descritos na parte experimental (item 5.2.4.2). 

A hidrólise alcalina dos pigmentos foi acompanhada por 4 a 6 h, com a 

aquisição dos espectros de absorção a cada 5 min, de forma que toda betalaína fosse 

hidrolisada a HBt e amina precursora. O e de betalaínas varia com o pH. Assim, como 

desejamos a obtenção do coeficiente de atenuação molar da betalaína em pH 7, 

espectros são adquidiros com a mesma concentração de betalaína em pH 7 e 8,5 e o 

valor daterminado é corrigido (Figura 7 e Tabela 2). Para os quatro compostos, observa-

se um ponto isosbéstico próximo a 450 nm que associa a diminuição da banda de 

absorção da betalaína com a formação de ácido betalâmico. Além disso, as constantes 

cinéticas observadas para o desaparecimento da betalaína e para a formação de HBt são 

similares em todos os casos, o que reforça a conclusão que estes processos estão 

relacionados (Figura 7). A Figura 8 compara os espectros de absorção das betalaínas em 

água, em função do coeficiente de atenuação molar em pH 7. Nota-se que apenas o 

espectro de absorção de cbzBeet apresenta um sutil deslocamento do máximo de 

absorção para comprimentos de onda mais curtos em relação às demais betalaínas 

semissintetizadas, i.e. máximo de absorção em 512 nm para cbzBeet vs. Ca. 520 nm 

para as demais. Há ainda a presença de banda de absorção entre 300–350 nm nos 

espectros dos quatro compostos, que pode tanto corresponder à transição S2→S0, ou à 
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presença de resíduos de amina precursora no meio ou ambos, uma vez que em meio 

aquoso, há uma reação de equilíbrio entre a betalaína, e a respectiva correspondente 

amina e o HBt. 

 

 

 

 

Figura 7. Mudança do perfil de absorção de cBeets e csBeet124 (a, c, e, g) e perfil cinético usados para a 
determinação do valor de e (b, d, f, h). Condições: 25 °C, TpBR, 40 mmol L–1, pH 8,5). 
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Tabela 2. Valores de coeficiente de atenuação molar calculados a partir da análise dos dados da Figura 7. 

 labs Absinicial
 a  Absfinal

 b ecalc,a  (L mol–1 cm–1) e (L mol–1 cm–1) 

cBeet120 520 0,36289 0,14846 64.214c 65.000 

cBeet151 519 0,5923 0,24136 64.467 65.000 

csBeet124 518 0,30339 0,11988 66.483 66.000 

cbzBeet 512 0,52593 0,21775 63.450 64.000 
a em pH = 7, no labs; b em pH = 8,5, em labs = 424 nm; c valor determinado anteriormente em pH = 6: e520 

nm = 66.000 L mol–1 cm–1 [68,78] 

 

Figura 8. Espectros de absorção de cBeets e csBeet124, em função do coeficiente de atenuação molar 
(e). [betalaína] = 1 × 10–5 mol L–1. Tampão Britton-Robinson 0,04 mol L–1, pH 7. 
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mesmo que esteja presente no meio, não é observada no espectro de excitação. Os 

valores de Es determinados para as betalaínas a partir dos espectros de absorção e 

fluorescência normalizados (Figura 9) variam muito pouco: 220 kJ mol–1 para cBeet120 

e cbzBeet, 219 kJ mol–1 para cBeet151 e 218 kJ mol–1 para csBeet124; logo, a energia 

da transição S0→S1 para as quatro betalaínas é semelhante. 

 

Figura 9. Espectros de absorção, excitação e fluorescência normalizados de cBeets e csBeet124 em meio 
aquoso a 25 ºC. A) cBeet120, b) cBeet151, c) csBeet124 e d) cbzBeet. [betalaína] = 1 × 10–5 mol L–1. lEX 

= 510 nm, nos espectros de emissão e lEM = 570 nm, nos espectros de excitação. 
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sistema 1,7-diazaheptametínico. 
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Figura 10. Comparação entre os espectros de absorção e emissão das betalaínas em meio aquoso, e das 
respectivas aminas precursoras em metanol.  

Tanto os valores de labs quanto de deslocamento de Stokes (Du) são similares 

para as quatro betalaínas estudadas (Tabela 3). Entretanto, este comportamento não é 
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Os rendimentos quânticos de fluorescência (fFl) das cBeets e da csBeet124 
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= 500,  lEM = 520–800 nm)[3] como padrão secundário. A rodamina 6G tem perfis de 

absorção e fluorescência similares às amostras, o que evita a necessidade do uso de 

espectros corrigidos para a sensibilidade da fotomultiplicadora[8]. 
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Tabela 3. Máximos de fluorescência e deslocamento de Stokes das betalaínas e das suas respectivas 
aminas precursoras. 

 lFl lFl–lAbs (nm) Du (cm–1) 

cBeet120 570 50 1687 

C120 430 86  5814 

cBeet151 570 51  1724 

C151 485 122 6930 

csBeet124 570 52  1761 

CS124 406 58 4105 

cbzBeet 564 52 1800 

CBZ 495 155 9209 

 

Foram adquiridos espectros de absorção e emissão em pelo menos cinco 

diferentes concentrações de betalaína e do padrão nas mesmas condições experimentais. 

Os coeficientes angulares calculados a partir da correlação linear entre a área de sob a 

curva de fluorescência e a absorção em cada uma das concentrações do padrão e das 

amostras (Figura 11) foram usados para calcular of valores de fFl. (vide parte 

experimental, seção 5.2.4.3)[8]. Os rendimentos quânticos determinados para as 

betalaínas em meio aquoso são: fFl
cBeet120 = 6,3 × 10–3; fFl

 cBeet151 = 2,1 × 10–2; fFl
csBeet124 

= 3,2 × 10–3 e fFl
cbzBeet = 3,4 × 10–3 (Tabela 6). Os valores obtidos para as betalaínas são 

bem menores que os determinados em metanol para as cumarinas: fFl
C120 = 0,51 [104]; fFl

 

C151 = 0,37 [103]; fFl
Cs124 = 0,68 [105], mas comparáveis ao determinado para betaxantinas 

naturais em meio aquoso, que chega a fFl = 7,0 × 10–3 para vulgaxantina I[100]; : 

fFl
cBeet120 calculado é um pouco maior do que foi previamente determinado para 

cBeet120 (fFl = 4,3 × 10–3 em água vs fluoresceína)[68]. 
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Figura 11. Determinação do rendimento quântico de fluorescência (fFl) em água de cBeets e csBeet124. 
A) cBeet120; b) cBeet151, c) csBeet124 e d) cbzBeet; em relação ao padrão, rodamina 6G em metanol. 
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atenuação molar das aminas ser menor que o das betalaínas, estas são muito mais 

fluorescentes que as betalaínas. Além do deslocamento para comprimentos de onda de 

menor energia, a principal vantagem das betalaínas semissintetizadas em relação às 

aminas é sua solubilidade em água, o que as torna mais atraentes em aplicações 

biológicas, por exemplo.  

Tabela 4. Comparação entre as propriedades de absorção e emissão de betalaínas cumarínicas, suas 
respectivas aminas e betalaínas naturais. 

 labs (nm) λem (nm) fFl Brilho (fFl x ε) × 10–3  

cBeet120 520 570 0,0063 0,41 

cBeet151 519 570 0,0214 1,4  

csBeet124 518 570 0,0032 0,21  

cbzBeet 512 564 0,0034 0,22 

Indicaxantinaa [68] 485 518 0,0043 0,22  

Vulgaxantina Ia [100] 475 513 0,0073 0,35  

Miraxantina Ia [101] 474 511 0,0030 0,14  

C120b [104] 354 434 0,51 8,7  

C151b [103] 378 478 0,37 6,3  

Cs124b [105] 345 408 0,68 11,6 

Cy3c [13] 554 568 0,14 18,2 

TMRd [118] 540 565 0,68 64,6 

Resorufinae [119] 572 585 0,74 41,4 
a em água, ε = 4,8 × 104 L mol–1 cm–1 [120]; b em metanol, ε = 1,7 × 104 L mol–1 cm–1; c em água, 
ε = 1,3 × 105 L mol–1 cm–1; d em metanol, ε = 9,5 × 104 L mol–1 cm–1; e em água (pH 9,5) ε = 
5,6 × 104  L mol–1 cm–1. 

Ao compararmos o brilho das betalaínas artificiais a fluróforos sintéticos 

derivados de cianinas (Cy3)[13], rodamina (tetrametilrodamina, TMR)[118] e de oxazinas 

(resorufina)[119], que possuem emissão na mesma região que a cBeet120 e cBeet151, os 

derivados betalaínicos possuem menor brilho que os fluoróforos utilizados como sonda. 

Contudo, betalaínas são pouco cititóxicas e tem baixo rendimento de cruzamento entre 



 56 

sistemas e, consequemtemente, baixa eficiência de geração de oxigênio singlete. Na 

verdade, betanina já foi relacionada ao sequestro de 1O2
[121,122], levando à formação de 

produtos de oxidação da betalaína[122]. 

A caracterização fotofísica das betalaínas cumarínicas em meio aquoso 

prosseguiu com a determinação do tempo de vida de fluorescência (tFl). Os ensaios 

foram realizados em dois conjuntos ópticos distintos, descrito na parte experimental 

(seção 5.2.4.4). A aquisição de dados com a streak câmera é vantajoso em relação em 

relação ao uso de fotomultiplicadora pelo método de TCSPC (time-correlated single-

photon counting, ou simplesmente contagem de fótons) pois permite o acesso ao 

decaimento do tempo de vida em todo o intervale de comprimento de onda e a aquisição 

mais rápida dos dados de emissão. Os valores de tFl em água obtidos nos dois 

equipamentos são semelhantes, ao selecionarmos o λem no máximo correspondente a 

cada betalaína; de forma que cada decaimento foi realizado ao menos uma vez em cada 

sistema. Os decaimentos e ajustes em água são descritos na Figura 12, na Tabela 5 e no 

anexo 7.10, também com os decaimentos registrados pelo método TCSPC. 

Também foram adquiridos os decaimentos de emissão em solução tampão em 

pH igual a 3, 5 e 7 para as betalaínas (anexos 7.11–7.14). Os decaimentos da emissão 

das betalaínas artificiais em meio aquoso podem ser ajustados com funções mono-

exponencias e são da faixa de ps (Tabela 5). Apesar das mudanças no estado de 

protonação das betalaínas na faixa de pH estudada (pKa
COOH = 3–4 e pKaH

NH = 5, para 

cBeet120)[68], os τFl mudam muito pouco com o pH, a mudança nunca é superior a ± 

15% do valor determinado em água nos pHs estudados. De forma geral, em pH 3, o tFl é 

pouco menor que nos demais pHs, mas a mudança no estado de protonação da betalaína 

não afeta no tempo de vida de emissão. 
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Figura 12. Decaimentos dos tempos de vida de emissão de fluorescência (tFl) de cBeets e csBeet124 em 
água. Imagem obtida na streak câmera e decaimento, com ajuste monoexponecial (IRF), respectivamente: 
a) e b) cBeet120 (6 ps) lem = 570 nm, c) e d) cBeet151 (23 ps) lem = 570 nm, e) e f) csBeet124 (6 ps) lem 
= 570 nm e g) e h) cbzBeet (6 ps) lem = 564 nm. 
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Tabela 5. Tempo de vida de fluorescência (tFl) de cBeets e csBeet124 em meio aquoso e  resposta do 
instrumento (IRF), em ps. 

Composto tFl 
água (IRF) tFl 

pH 3 (IRF) tFl 
pH 5 (IRF) tFl 

pH 7 (IRF) 

cBeet120 38 (6,2) 39 (21,8) 41 (22,5) 43 (22,7) 

cBeet151 110 (22,7) 100 (22,1) 110 (23,3) 110 (22,7) 

csBeet124 24 (6,4) 21 (7,6) 24 (8,8) 24 (6,0) 

cbzBeet 17 (6,5) 16 (8,2) 17 (6,6) 17 (6,4) 

 

 

Esquema 9. Equilíbrio ácido-base em função do pH da cBeet120[97]. 

Da mesma forma que os valores obtidos para o rendimento quântico, as 

constantes do decaimento do tempo de vida de fluorescência determinadas para as 

betalaínas artificiais corroboram com estudos recentes realizados com as betaxantinas 

naturais, em que o fFl reportados são da ordem de 10–3 e os decaimentos na faixa de 

dezenas de ps, em meio aquoso[84,100,101]. Como já apontado na Tabela 4, as betalaínas 

artificiais apresentam vantagens como fluorórofos em relação às betaxantinas naturais; 

cBeet151 além de possuir o maior fFl descrito para uma betalaína, também possui tFl 
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5 ps, e t2 variando entre 20 e 37 ps para betaxantinas[84,100,101] foram atribuídos à 

emissão de dois isômeros, possivelmente E/Z, presentes em solução. Como na 
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laser (IRF) é de ao menos 6 ps, não é possível afirmar inequivocamente se há ou não um 

processo mais rápido ocorrendo. Com a determinação dos valores de  fFl e tFl das quatro 

betalaínas, foi possível calcular as constantes cinéticas (radiativa e não radiativa) para a 

desativação do estado eletronicamente excitado singlete das cBeets e da csBeet124 em 

meio aquoso (Tabela 6). 

Tabela 6. Correlação entre fFl, tFl e as constantes radiativa (kr) e não radiativa (knr) das betalaínas 

 fFl (%) tFl (ps) kr (s–1) knr  (s–1) 

cBeet120 0,63 ± 0,01 38 1,7 × 108 2,6 × 1010 

cBeet151 2,14 ± 0,01 110 1,9 × 108 0,9 × 1010 

csBeet124 0,32 ± 0,01 24 1,3 × 108 4,2 × 1010 

cbzBeet 0,34 ± 0,02 17 2,0 × 108 5,9 × 1010 

 

O fFl das cBeets e csBeet124 em meio aquoso também varia cerca de uma 

ordem de gradeza com o substituinte. A mudança de substituinte de CH3 para CF3 entre 

a cBeet120 e a cBeet151 aumenta o rendimento quântico e o tempo de vida de 

fluorescência em cerca de 3×. Já a mudança do substituinte CH3 para um anel aromático 

não resultou em aumento da conjugação e diminuiu pela metade o rendimento quântico 

de fluorescência da cbzBeet, e consequentemente o tempo de vida de emissão, em 

relação a cbzBeet. Contudo, tal mudança pode ser atribuída a mundaça da posição do 

grupo amino na cumarina, uma vez que 6-aminocumarinas são menos fluorescentes que 

7-aminocumarinas[111]. A modificação do anel cumarínico, da cBeet120, para 

quinolona, na csBeet124 também ocasionou da diminuição pela metade no rendimento 

quântico e do tempo de vida de fluorescência; comportamento distindo do observado 

para as aminas em solventes polares.[105] 

As knr das cBeets e da csBeet124 são cerca de duas ordens de grandeza maiores 
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que as respectivas kr; i.e. a energia proveniente do processo de excitação é 

principalmente perdida em processos não emissivos. Na literatura[101] apenas as kr e knr 

de miraxantina I em meio aquoso são reportadas; kr = 2,0 × 108 s–1 é semelhante aos 

valores encontrados para as betalaínas artificiais, contudo, a knr = 6,6 × 1010 s–1 é ainda 

maior que do que a determinada para os quatro derivados artificiais. 

Como descrito por Kirby para o L-triptofano,[9] quando a constante radiativa (!") 

não varia na faixa de temperatura estudada e o processo de desativação não radiativa é 

relevante, podemos determinar a barreria energética para a desativação não radiativa de 

cBeets, representada pela Ea
nr, por meio da construção de um gráfico de Arrhenius (Eq. 

21, Figura 13).  

 

Figura 13. Gráfico de Arrhenius da energia de ativação para a desativação não radiativa (Ea
nr) das 

betalaínas artificiais em água. cBeet120: ln (fFl
–1 –1) = 10,49 – 1530,5T–1, Adj-R2 = 0,9987; cBeet151: ln 

(fFl
–1 –1) = 10,19 – 1850,9T–1, Adj-R2 = 0,9988; csBeet124: ln (fFl

–1 –1) = 10,15 – 1397,7T–1, Adj-R2 = 
0,9990; cbzBeet: ln (fFl

–1 –1) = 10,96 – 1461,4T–1, Adj-R2 = 0,9983. 

Além do fFl, o tFl também foi determinado na mesma faixa e intervalo de 

temperatura (5 – 25 °C, anexos 7.15 e 7.16), a fim de verificar que somente !#" varia na 

faixa estudada, enquanto !" permanece constante, premissa que foi confirmada (Tabela 

7). Os valores de Ea
nr das cBeets em meio aquoso são: 12,7 kJ mol–1 (cBeet120), 15,4 
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kJ mol–1 (cBeet151), 11,6 kJ mol–1 (csBeet124) e 12,1 kJ mol–1 (cbzBeet). De forma 

geral, os valores de Ea
nr aumentam com o aumento do fFl das betalainas cumarínicas, 

mas ainda são muito inferiores ao determinado para os indóis em meio aquoso, Ea
nr = 

27,6 kJ mol–1 para o triptofano e Ea
nr = 52,3 kJ mol–1 para o indol[9]. A partir dos dados 

reportados de variação de tempo de vida de fluorescência e !" de miraxantina I em 

metanol[101], determinamos que a barreira do processo não radiativo é ainda menor para 

a betaxantina que para as betalaínas artificiais em água (Ea
nr = 9,1 kJ mol–1 miraxantina 

I, em metanol, anexo 7.17). A Ea
nr determinada para as cBeets e csBeet124, contudo, é 

tão pequena quanto a barreira rotacional do etano, que é de cerca de 12 kJ mol–1.[70] 

Valores tão baixos de Ea para o processo não radiativo reforçam a hipótese que a 

principal via de desativação das betalaínas artificiais estudadas corresponde à conversão 

interna S1→S0, de forma que o aumento da rigidez do meio ou da betalaína acarretaria 

num aumento da intensidade de emissão. 

Tabela 7. Dependência dos valores das constantes radiativa ($%) e não radiativa ($&%) de cBeets e 
csBeet124 com a temperatura. 

Temperatura (°C) 

cBeet120 

( × 108 s–1) 

cBeet151 

( × 108 s–1) 

csBeet124 

( × 108 s–1) 

cbzBeet 

( × 108 s–1) 

kr  knr  kr  knr  kr  knr  kr  knr  

5 1,2 175 1,5 52 1,7 284 1,3 393 

10 1,2 192 1,5 57 1,7 308 1,3 431 

15 1,2 210 1,5 65 1,7 341 1,3 477 

20 1,2 228 1,5 71 1,7 369 1,3 511 

25 1,2 251 1,4 77 1,7 400 1,3 563 
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3.1.3. Estabilidade hidrolítica, lipofilicidade e potencial de oxidação 

A racionalização da relação entre a estrutura das betalaínas e suas propriedades 

fotofísicas bem como a aplicação destes compostos depende, entre outros fatores, do 

conhecimento de algumas das suas propriedades físico-químicas. No contexto deste 

estudo, as propriedades mais relvantes são: a estabilidade das betalaínas frente à 

hidrólise, o seu coeficiente de partição e os potenciais de oxidação. 

As betalaínas sintetizadas no trabalho são sais de imínio sendo, portanto, 

suscetíveis à hidrólise. Portanto, para a aplicação destes compostos em ensaios em meio 

aquoso é necessário avaliar sua estabilidade. As hidrólises de cBeets e da csBeet124 em 

meio aquoso foram monitoradas por espectroscopia de absorção na região UV-Vis por 

12 h a 25 ºC (Figura 14). A constante cinética observada (kobs) e o tempo de meia-vida 

(t1/2) para a hidrólise foram determinados a partir da variação da absorção em função do 

tempo (Figura 14). 

O t1/2 determinado para cBeet120, cBeet151 e csBeet124 é similar, entre 2 h e 

2,5 h, já o encontrado para cbzBeet é cerca de duas vezes maior que o da cBeet120 

(Tabela 8). Contudo, ao compararmos o t1/2 das betalaínas artificais estudadas com 

betanina e indicaxantina, que apresentam t1/2 de 130 h e 996 h, respectivamente, em 

meio aquoso, a 25 ºC[78], notamos que as betalaínas artificiais são mais suscetíveis a 

hidrólise que as betalaínas naturais. Betalaínas naturais são relativamente estáveis entre 

pHs 3 e 7, mas degradam rapidamente em pH inferior a 2, ou superior a pH 9[53]. Os 

valores de kobs determinados em tampão pH = 8,5 para o cálculo do coeficiente de 

atenuação molar (Figura 7) chegam a ser quase 5× maiores do que os determinados em 

água pura (Tabela 9). 
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Figura 14. Cinéticas de decomposição das cBeets e da csBeet124 em água, a 25 ºC : (a) e (b) cBeet120; 
(c) e (d) cBeet151; (e) e (f) csBeet124; (g) e (h) cbzBeet.  
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Tabela 8. Comparação das constantes observadas (kobs) para a hidrólise das betalaínas a 25 ºC, em água, 
e seus respectivos t1/2 

 kobs (s–1) t1/2 (min) 

cBeet120 1,0 × 10–4 110 

cBeet151 9,7 × 10–5 119 

csBeet124 7,7 × 10–5 149 

cbzBeet 5,4 × 10–5 216 

 

Tabela 9. Comparação das constantes observadas (kobs) para a hidrólise de cBeets e csBeet124 em água e 
em meio tamponado, pH 8,5. 

 kobs (s–1), H2O kobs (s–1), TpBR pH 8,5 

cBeet120 1,0 × 10–4 2,5 × 10–4 

cBeet151 9,7 × 10–5 2,2 × 10–4 

csBeet124 7,7 × 10–5 3,0 × 10–4 

cbzBeet 5,4 × 10–5 2,6 × 10–4 

 

Apenas coeficientes de partição teóricos são reportados para betalaínas[68,123]. 

Foram realizadas diversas tentativas de determinar experimentalmente o coeficiente de 

partição octanol/água (o/w) de betalaínas em função do pH (log D), utilizando o método 

de equilibração e agitação da betalaina no sistema bifásico, seguido de aquisição de 

espectros de absorção da fase orgânica e aquosa. A betalaína utilizada nos testes para 

desenvolvimento de metodologia foi a betanina, adquirida em grandes quantidades a 

partir do suco de beterraba e com maior estabilidade frente à hidrólise[78] que cBeets. 

O tempo necessário para a partição entre as fases orgânica e aquosa ocasionava a 

degradação da betanina. O valor de log Do em pH 5 é –2,8, o que corresponde a uma 

diferença de absorção de 0,007 entre as duas fases medidas e, portanto, instrisicamente 

impreciso dadas as flutuações na linha base. O log D teórico da betanina em pH 6 é  

–15,63,[123] valor fora da faixa dinâmica da técnica (log P = –2 a 4). Mesmo a 
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indicaxantina, uma betalaína natural que cruza a barreira hematoencefálica[124] e que é 

considerada menos polar que betanina apresenta log D calculado igual a –7,25 em pH 

6[123], indicando que a limitação da técnica não permite que os valores sejam 

determinados inequivocamente. 

Ensaios de diálise evidenciaram que tanto betanina[125], quanto indicaxantina[126] 

são capazes de interagir com membranas biológicas[125] e também com vesículas 

unilamelares constituídas de lipídeos saturados (DPPC) ou insaturados (fosfatidilcolina 

de soja)[126]. Ainda, estudos acompanhando espectrofotometricamente a cinética de 

betanina e indicaxantina, numa faixa de temperatura entre 25–48 °C[95,96], na presença 

de diferentes concentrações dos lipídeos saturados DPPC e DMPC (que apresenta 

cadeia hidrofóbica com 14 carbonos, enquanto DPPC possui cadeixa mais longa, com 

16 carbonos) mostraram que betanina particiona na cadeia hidrofóbica de DPPC[96] e 

que indicaxantina localiza-se entre a região hidrofóbica e a cabeça polar do DPPC[95]; 

contudo, nenhuma das duas betalaínas particionaram na bicamada constituída por 

DMPC, indicando que o comprimento da cadeia hidrofóbica, ao menos de fosfolipídeos 

saturados, parece ser crucial na partição das betalainas[95,96]. Contudo, os autores não 

realização a comparação quantitativa, pela determinação do coeficiente de partição em 

mebrana de DPPC, de betanina e indicaxantina. 

Dessa forma, tentamos determinar o coeficiente de partição das betalainas entre 

membrana lipídica de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) e 

água[127], que permitiria uma relação quantitativa da interação das betalaínas artificiais 

com a membrana. O fosfolipídeo escolhido para os ensaios, POPC, tem caráter 

zwiteriônico, e apresenta uma instauração na sua cadeia hidrofóbica; é considerado um 

dos lipídeos modelo em estudos de sistemas modelo de membrana, uma vez que 
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fosfatidilcolinas são glicerofosfolipídeos responsáveis por mais de 50% da constituição 

lipídica da membrana plasmática de células eucariontes[128]. A partição de cBeets e da 

csBeet124 na suspensão de lipossomas de POPC (log Dm/w) foi acompanhada por 

espectroscopia de absorção, em ensaios de triplicata. Espectros de absorção do 

sobrenadante foram adquiridos após centrifugação de três alíquotas diferentes da 

suspensão de lipossomas de POPC contendo cBeets e csBeet124 em solução; a partição 

foi determinada em relação a absorção do controle (sem interação com a suspensão), em 

soluções tamponadas em pH 3, 5 e 7 (anexos 7.18 – 7.20). A mudança do pH do meio 

nessa faixa acarretaria numa mudança do estados de protonação e da carga da betalaína, 

que apresenta caráter afifílico, uma vez que, pelos  valores de pKa determinados 

anteriormente para cBeet120[68], estima-se que em pH 3, haja o equilíbrio da forma 

positiva e neutra (zwiteriônica) de cBeet120 em solução, enquanto que em pH 5, 

apresente carga –1 e em pH 7, –2 (Esquema 9). O log Dm/w determinado 

experimentalmente é comparado ao determinado teoricamente pelo software Marvin 

Scketch (Clog D) na Tabela 10. 

Tabela 10. Determinação do coeficiente de partição na membrana lipídica de POPC, log Dm/w, em função 
do pH, em relação ao calculado pelo software Marvin Scketch, apresentado entre parênteses 

log Dm/w (Clog D) pH 

 3 5 7 

cBeet120 –1,7 ± 0,1 (0,0) –1,8 ± 0,1 (–1,0) –2,4 ± 0,2 (–4,0) 

cBeet151 –1,3 ± 0,1 (+ 0,3) –1,6 ± 0,1 (–1,1) –1,6 ± 0,1 (–3,8) 

csBeet124 –1,4 ± 0,2 (– 0,4) –1,9a (–1,2) –1,9 ± 0,1(–4,0) 

cbzBeet –1,1 ± 0,1 (+ 0,8) –1,7 ± 0,3 (–0,3) –1,5 ± 0,2 (–3,2) 
asomente uma das replicatas obteve absorção na suspenção lipídica menor que do controle 

Os valores reportados em pH 3 são maiores para as quatro betalaínas, que 

apresentam valores semelhantes, dentro do desvio padrão das medidas, em pH 5 e 7. O 
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log Do/w predito teoricamente em pH 5 para cBeet120[68] é semelhante ao valor 

reportado de log Dm/w no mesmo pH (–1,8). Dessa forma, o maior log Dm/w  em pH 3, 

seria correlacionado ao caráter zwiteriônico da betalaína. Ao compararmos os 

compostos, a cbzBeet apresenta maior lipofilicidade dentre as betalaínas estudadas, nos 

3 pHs estudados, possivelmente relacionado a porção aromática presente na estrutura.  

Apesar de quase todos os valores de log Dm/w determinados experimentalmente 

estarem na faixa dinâmica da técnica, entre –2 e 4, com excessão apenas para o log Dm/w 

de cBeet120 em pH 7, a diferença de absorção entre as duas fases medidas ainda é 

pequena: enquanto que para log Dm/w = –1 a diferença de absorção entre as fases é de 

0,013, para log Dm/w = –2 essa diferença é de apenas 0,002. Dessa forma, os valores 

determinados podem ser imprecisos. A falta de valores empíricos para as betalaínas 

naturais na literatura pode estar correlacionada a limitação da técnica, que simplesmente 

não permite a determinação por diferença entre a absorção das fases orgânica e aquosa 

do coeficiente de partição de compostos tão polares como as betalainas. 

Finalmente, a medida do potencial redox de betalaínas é importante para prever 

o seu comportamento em meio contendo redutores e oxidantes, como o interior de 

células vivas. Além dos ensaios eletroquímicos realizados pelo grupo[83,97], dados sobre 

os potenciais redox de betalaínas são escassos, sendo relatados apenas alguns exemplos 

na literatura[129,130,131]. Neste estudo, foi usado um eletrodo de carbono vítreo como 

eletrodo de trabalho, em ensaios de voltametria cíclica, como já descrito em estudos 

eletroquímicos de betanidina[130].  

Os experimentos de voltametria cíclica foram realizados com uma cela 

voltamétrica para pequenos volumes (< 10 mL) composta por um eletrodo de trabalho 

de carbono vítreo, um contra-eletrodo de platina e um eletrodo de referência de 
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Ag/AgCl. Inicialmente foram realizadas varreduras numa janela de potencial entre –1,0 

e 1,0 V variando-se a concentração de soluções de cBeets e csBeet124 em KCl(aq)  

0,1 mol L–1. Em ensaios de voltametria de onda quadrada realizados pelo grupo[97] com 

eletrodo de diamante dopado com boro, que possui uma maior janela eletroquímica que 

o eletrodo de carbono vítreo[132], nenhum pico voltamétrico foi observado para 

betalaínas fora dessa faixa de potencial. Observou-se a diminuição da corrente dos 

voltamogramas após o primeiro ciclo voltamétrico, sugerindo que o produto de 

oxidação das betalaínas artificiais adsorve no eletrodo. Por isso, todas as medidas foram 

feitas após limpeza exaustiva do eletrodo de trabalho e medida controle do perfil 

voltamétrico de uma solução de ferricianeto de potássio. As condições experimentais 

para obter uma relação sinal-ruido satisfatória e que reduzem o consumo de betalaína 

são: concentração de betalaína: 8 × 10–5 mol L–1, volume de 4 mL na cela eletroquímica 

e janela de potencial entre 0,3 a 0,9 V, para cBeet120 e csBeet124, ou entre 0,3 a 1,0 V 

para cBeet151 e cbzBeet, de forma que o perfil do pico de oxidação fosse facilmente 

encontrado nos voltamogramas (Figura 15). 
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Figura 15. Voltametria cíclica em Kcl 0,1 mol L–1 vs Ag/AgCl na ausência (linha pontilhada) e presença 
(linha preta) de 8,0 × 10–5 mol L–1 de betalaína, utilizando eletrodo de carbono vítreo como eletrodo de 
trabalho: a) cBeet120, b) cBeet151, c) csBeet124 e b) cbzBeet. Apresentados os primeiros ciclos 
voltamétricos com intervalo de varredura: 0,3 a 0,9 V (cBeet120/csBeet124) ou 0,3 a 1,0 V 
(cBeet151/cbzBeet) e de velocidade de varredura: 50 mV s–1. 

Há somente processos irreversíveis ocorrendo com as quatro betalaínas. cbzBeet 

apresenta dois picos anódicos, enquanto que as demais betalaínas apresentam apenas 

um (Figura 15). Os voltamogramas foram submetidos a um tratamento matemático para 

medida dos potenciais de pico. Foi subtraída uma linha base obtida pelo ajuste 

polinomial da área de interesse do voltamograma resultando na definição de bandas 

com perfil gaussiano, seguido de derivação para cálculo do Ep,a (Figura 16).  
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Figura 16. Comparação dos Ep,a de cBeets e csBeet124 em meio aquoso, obtidos no primeiro ciclo do 
voltamograma cíclico das betalaínas em KCl 0,1 mol L–1. [betalaína] = 8,0 × 10–5 mol L–1 

Os valores de potencial de pico anódico (Ep,a, oxidação) determinados no 

primeiro ciclo de varredura dos voltamogramas cíclicos das cBeets são apresentados na 

Tabela 11. Os valores de Ep,a para cBeet120, cBeet151 e csBeet124 são semelhantes e 

encontram-se na faixa de 710–760 mV, enquanto que ambos os valores de Ep,a para 

cbzBeet encontram-se numa faixa de potencial menor (631 mV) ou maior (812 mV) 

que o encontrado para as demais betalaínas estudadas (Figura 16). 

Tabela 11. Potenciais de pico anódico (Ep,a, em mV, contra eletrodo de referência Ag/AgCl, KCl sat) 
extraídos dos voltamogramas cíclicos das betalaínas em KCl 0,1 mol L–1. 

 Ep,a (mV) 

cBeet120 714 

cBeet151 762 

csBeet124 711 

cbzBeet 631/812 

 

Não foram encontrados na literatura ensaios eletroquímicos com 

aminocumarinas, há apenas alguns relatos do estudo eletroquímico da cumarina simples 

(1,2-benzopirona)[133–135], descritos para a quantificação eletroanalítica da cumarina em 
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infusões[135] e óleos medicinais[134]. Foram encontrados potencial de redução 

irreversíveis em –1,4 V vs. Ag/AgCl[134] por voltameria cíclica e de pulso diferencial, 

em eletrodo de carbono vítreo modificado com mercúrio; ou em –1,65 V vs. 

Ag/AgCl[135] por voltametria cíclica com eletrodo de diamante dopado com boro, ambos 

em solução tampão pH 8; portanto, fora da faixa de potencial em que foram adquiridos 

os voltamogramas das betalaínas artificiais.  

 Já em ensaios de voltametria cíclica realizados com betalaínas naturais, foram 

encontrados três potenciais de pico para betanina (404 mV, 616 mV e 998 mV) e outros 

dois para indicaxantina (611 mV e 895 mV) vs. Ag/AgCl em solução tampão PBS[129], 

contudo tais potenciais não foram atribuídos a oxidação de grupos químicos das 

betalaínas. Em estudo mais detalhado[130], foram observados dois potenciais de oxidação 

para betanidina na faixa de pH entre 3 e 5, que se misturam em valores de pH maiores, 

indicando que mecanismos de oxidação de betalaínas dependem do pH do meio. 

Ensaios de voltametria de onda quadrada em eletrodo de diamante dopado com boro 

mostraram que o Ep,a = 849 mV vs. Ag/AgCl para o ácido betalâmico, em pH 9[97]. 

Portando, é possível inferir que o Ep,a na região de potencial superior a 700 mV 

observado nas betalaínas artificiais pode ser correlacionado ao processo de oxidação na 

porção betalâmica, sendo pouco afetado pela estrutura do substituinte da cumarina na 

cBeet120/151 e ou do carboestiril em csBeet124. Já o segundo potencial, na faixa de 

600 mV, observado apenas em cbzBeet, não pôde ser relacionado à oxidação de uma 

porção específica da molécula.  

 Na Tabela 12 resumimos as propriedades fotofísicas e físico-químicas 

determinadas para as betalaínas artificiais semissintetizadas. A mudança estrutura não 

afetou algumas das propriedades fotofísicas estudadas em meio aquoso: os máximos de 
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absorção (λabs) e emissão (λem) e consequentemente o deslocamento de Stokes (Δν) 

mudam pouco em relação com a variação da estrutura da betalaína, assim como os 

valores de coeficiente de atenuação molar (ε) e energia singlete (Es). As energias do 

HOMO e LUMO calculadas para os compostos também são semelhantes, o que 

corrobora com os resultados experimentais.  Contudo, tanto o rendimento quântico de 

fluorescência (fFl), quanto o tempo de vida de emissão (tFl) é afetado pela mudança 

tanto do substituinte na posição 4 da aminocumarina, quanto pela mudança de cumarina 

para carboestiril, conforme discutido anteriormente. As mudanças no fFl fazem com que 

as betalaínas estudadas apresentem eficiência no processo de emissão, representada pelo 

brilho, distintas; de forma que, como os valores de ε são semelhantes, a betalaína mais 

fluorescente (cBeet151) também apresenta o maior brilho comparado a todas as 

betalaínas conhecidas. 

 Como os valores de τFl e fFl mudam com a estrutura, esperar-se-ia que as 

constantes radiativas (kr) e não radiativas (knr) fossem afetadas pela mudança estrutural 

das betalaínas em estudo. Entretanto, a maior variação com a estrutura ocorre na knr que 

é para o caso da cbzBeet quase 7× maior que knr de cBeet151; enquanto kr dos 

betalaínas é praticamente a mesma, variando entre 1,3–2,0 × 1010. Da mesma forma, há 

uma diferença de cerca de 3 kJ mol–1 na Ea
nr para a cBeet120, csBeet124 e cbzBeet em 

relação a cBeet151, que apresenta menor knr dentre as betalaíans estudadas. O aumento 

da Ea
nr pode ser o responsável pelo maior fFl para uma betalaína, natural ou artificial, já 

descrito em meio aquoso. Os deslocamentos químicos de cBeet151 mais desblindados 

em relação às outras betlaínas sugerem que o efeito indutivo do –CF3 afeta o sistema 

1,7-diazaheptametínico mesmo a longa distância. Entretanto, a constante de 

acoplamento 3JH7-H8 se mantém praticamente a mesma (12,8 para cBeet120 e csBeet124 
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e 12,9 para a cBeet151) sugerindo que a delocalização da carga, se ocorre não afeta a 

ordem da ligação entre o C7-C8 nos diferentes compostos. Além disso, o rendimento 

quântico não se correlaciona com os deslocamentos de Stokes das moléculas que são 

similares (ca. 1700 cm–1). Desta forma, a explicação para o maior rendimento da 

cBeet151 pode estar relacionada ao maior caráter de transferência de carga nessa 

molécula. Esta hipótese não é totalmente suportada pelos dados de RMN apresentados 

acima ou pela variação do momento de dipolo necessária para explicar deslocamentos 

de Stokes iguais para moléculas com momentos de dipolo no estado fundamental 

diferentes, i.e. cBeet151 e cBeet120 tem µG = 15,8 e 13,8 e, portanto para manter o 

deslocamento de Stokes constante o µE deve diminuir para a cBeet151 e aumentar para 

a cBeet120. Isso sugere que no estado excitado, a cBeet151 poderia ser menos polar 

que a cBeet151, se o raio de Onsager for similar ou variar pouco entre as moléculas. 

 A mudança do substituinte também afetou a estabilidade da betalaína frente à 

hidrólise somente no caso da cbzBeet, em que o tempo de meia vida (τ1/2) em água é 

quase 2× maior em relação aos demais compostos; que pode ser correlacionado ao 

efeito estério ou doador de densidade eletrônica do sistema aromático para o nitrogênio 

da imina, diminuindo seu caráter eletrofílico e dificultando o ataque nucleofílico da 

água.  

 Os potenciais de pico anódio sugerem que a principal reação de oxidação que 

ocorre na faixa de potencial estudada (0,3–1,0 V) afeta o sistema 1,7-diazaeptametínico, 

presente nos quatro compostos, uma vez que o potencial é pouco afetado pela estrutura 

da betalaína. E tanto o coeficiente de partição estimado experimentalmente na 

membrana lipídica (Log Dm/w), quanto os valores calculados (ALog P e Log D) indicam 

que a cBeet151 e cbzBeet são mais lipofílicas que cBeet120 e csBeet124, mas ainda 
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são compostos bastante polares. Os valores de pKa dos ácidos carboxílicos e também do 

pKaH no nitrogênio da imina calculados também pouco mudam com o substituinte da 

betalaína, reforçando a ideia que efeitos eletrônicos são pouco relacionados à estrutura 

da porção carboestiril e cumarina.  
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T
abela 12. Propriedades fotofísicas e físico-quím

icas das betalaínas artificiais sem
issintetizadas em

 relação a sua estrutura. 
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3.2. Efeito de albumina sobre a fluorescência de cBeets e csBeet: interação 

intermolecular vs. ligação covalente 

Proteinas são biomoléculas importantes e albumina é um modelo muito comum 

de proteína para estudos in vitro dada a sua capacidade de interagir com moléculas com 

diferentes características[136]. Albuminas séricas (SA), a principal classe proteica 

constituinte do plasma sanguíneo, são proteínas transportadoras de inúmeros compostos 

exógenos e endógenos no corpo.[137] A interação de SA com fluróforos é um importante 

para obter informações a respeito da forma como a proteína interage com diferentes 

substratos dada a sensibilidade das propriedades fotofísicas de alguns destes compostos 

a modificações nas porpriedades do meio[138139,140,34]. Nesse contexto, albumica sérica 

bovina (BSA), de massa molar de 66,5 kDa com ponto isoelétrico de 4,7[141], é muito 

usada como proteína modelo, dada a sua homologia com a albumina sérica humana 

(HSA) e menor custo. Logo, avaliamos o efeito da adição de BSA em diferentes pHs na 

emissão de fluorescência das betalaínas como forma de entender como ocorre a 

interação destes compostos com proteínas. Foi realizado um ensaio exploratório para 

estudar o efeito da adição de BSA em uma faixa de concentração entre 0,5 – 100 equiv 

de BSA (7,5 × 10–7 – 1,5 × 10–4 mol L–1 de BSA) em relação a cBeet120. A 

concentração de betalaína foi mantida em 1,5 × 10–6 mol L–1 e os experimentos foram 

feitos em meio tamponado (pH 3 e 7 com tampão fosfato 100 mmol L–1 e pH 5 com 

tampão acetato 100 mmol L–1), de forma a variar o estado de protonação da betalaína e 

também a carga da proteína. A faixa de concentração de BSA escolhida baseia-se na 

concentração em que SAs estão presentes no citoplasma de mamíferos, estimada em  

6,0 x 10–4 mol L–1[142], e na solubilidade da proteína em meio aquoso, 40 g L–1. Já a 

concentração de betalaína foi mantida baixa para que pudéssemos variar a concentração 
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de BSA numa ampla faixa e também para manter a densidade óptica da solução de 

cBeet120 abaixo de 0,1 no máximo de excitação, de forma a evitar processos de 

reabsorção[8] que poderiam interferir na determinação dos rendimentos quânticos de 

fluorescência (fFl) da betalaína. 

Não há mudança nos máximos de absorção e emissão de cBeet120 com a adição 

de BSA, em nenhum dos pHs estudados; contudo, o fFl aumenta cerca de 5× em pH 3, 

na presença de 100 equiv BSA (1,5 × 10–4 mol L–1, Figura 17). Também há um aumento 

do fFl nos pHs 5 e 7 a partir da adição de 10 equiv de BSA (1,5 × 10–5 mol L–1), contudo 

o aumento é menor do que o observado em pH 3 (Figura 17).  

 

Figura 17. Efeito da concentração de BSA e do pH no rendimento quântico de fluorescência (fFl) de 
cBeet120. [cBeet120] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 7,5 × 10–7 (0,5 equiv BSA) a 1,5 × 10–4 mol L–1 (100 
equiv BSA). 

Durante a realização destes ensaios, Cabanes e colaboradores[143] relataram a 

semissíntese de uma BSA marcada com ácido betalâmico, BSA-betaxantina (BtBSA), 

via acoplamento aldmínico, em água pH 5. Os autores confirmaram a semissíntese da 

BtBSA pela determinação da massa exata da proteína marcada por cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas com ionização eltrospray, no modo 
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positivo, com tempo de vôo (HPLC-ESI+-TOF). Decidiu-se, então comparar as 

propriedades fotofísicas da BtBSA com os dados obtidos pela adição de BSA a solução 

de betalaína cumarínica e verificar a possível ocorrência de transiminação, em que há a 

formação de BtBSA e cumarina em solução, realizamos a semissíntese e purificação da 

proteína marcada como descrita na literatura[143]. 

O espectro de massas da BtBSA descrito na publicação[143] não está 

acompanhado de espectro. Apesar disso, são apresentados dados a respeito de dois picos 

moleculares de massas 66.442,08 Da e 66.652,36 Da, na proporção 1:1. Por conta da 

diferença de 210,28 Da entre os picos, os autores atribuíram o primeiro pico à BSA 

livre, e o segundo, à BtBSA[143], na qual teria sido incorporada apenas uma unidade de 

HBt. A atribuição dos picos da análise por espectrometria de massas desperta dúvidas, 

uma vez que a massa exata do ácido betalâmico é de 211,0481 m/z, e não de 210,28 m/z, 

como foi reportado pelos autores, descrito no artigo em Da, não como relação 

massa/carga (m/z). Ainda, se supormos que, a BtBSA apresenta-se na forma [M-H]+, 

como já reportado em ensaios de LCMS-ESI+ para diversas betaxantinas[69], caso 

apenas 1 molécula de ácido betalâmico esteja ligada à BSA, a diferença de massas seria 

de 194 m/z, com a formação da BtBSA carregada positivamente (+ 1 m/z), pelo 

acoplamento da BSA ao ácido betalâmico (BSA + 211 m/z), seguida da perda de uma 

molécula de água (–18 m/z); a massa exata esperada para a BtBSA seria de 66.636,08 

m/z, calculado com base no valor reportado para BSA livre, em vez dos 66.652,36 Da 

descrito pelos autores[143]. 

A BSA utilizada na reação e a BtBSA semissintetizada foram comparadas por 

experimento de espectrometria de massas via MALDI-TOF, em matriz de ácido 

sinapínico (Figura 18). Como a faixa de aquisição de massas para analisar a BSA por 
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essa técnica é muito alta, entre 22.000 e 220.000 m/z não foi possível diferenciar a 

proteína da BtBSA com a precisão de massa molecular necessária. A otimização da 

análise da BtBSA via HPLC-ESI+-TOF não foi bem-sucedida.  

 

Figura 18. Comparação entre as análises de espectrometria de massas por MALDI-TOF de a) BSA e b) 
BtBSA semissintetizada. Relação massa carga do pico principal: BSA = 66.340,808 m/z e BtBSA = 
66.352,499 m/z. 

Além do resultado de espectrometria de massas, há na publicação[143] apenas os 

espectros de absorção e emissão em meio aquoso da BtBSA. Estes dados foram 

comparados com os obtidos com a BtBSA semissintetizada por nós. Foram adquiridos 

espectros de absorção, emissão e excitação e determinado o rendimento quântico de 

fluorescência da BtBSA preparada em pH 3, 5 e 7 (Figura 19). Apesar dos espectros de 

absorção de BtBSA serem semelhantes ao apresentado na literatura, ambos com perfil e 

máximo de absorção (λabs = 476 nm), o máximo de emissão de fluorescência descrito 

pelos autores é deslocado para o vermelho em relação ao observado com nossa amostra, 

de λem  = 505 nm para λem = 551 nm[143]. Como os autores não descrevem qual BSA é 

utilizada na semissíntese da betalaína, não sabemos idendificar a origem de tamanha 

diferença no espectro de emissão. Os fFl determinados para BtBSA variam muito pouco 

com o pH do meio e são de cerca de 1,8% (Figura 19b).  
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Figura 19. Caracterização fotofísica da BtBSA em meio aquoso. a) Espectros de absorção, emissão e 
excitação de BtBSA em tampão pH 7; b) Determinação do rendimento quântico de fluorescência (fFl) de 
BtBSA, em função do pH, com fluoresceína em NaOH 0,1 mol L–1 como padrão secundário. 

Sabendo que BSA presente em concentração de 100 equiv em relação a 

cBeet120 acarreta num aumento significativo do fFl (Figura 18), estudamos o efeito de 

BSA nas outras betalaínas semissintéticas, incluindo a BtBSA. Para as cBeets e 

csBeet124, a adição de 100 equiv BSA (em pH 3, 5 e 7) provoca um aumento do 

rendimento quântico de fluorescência em relação ao controle sem adição de BSA 

(Figura 20). Assim como observado para cBeet120, os maiores valores de fFl são 

encontrados em pH 3, com 100 equiv BSA, para as demais betalaínas, chegando a cerca 

de  fFl = 8% para cBeet151. A variação do pH não afeta o fFl da BtBSA sugerindo que a 

interação de cBeets e csBeet124 é dirente da observada quando a porção betalaínica está 

ligada covalentemente à proteína. Além do fFl, o !Fl das betalaínas com 100 equiv de 

BSA também foi determinado, nos três pHs estudados, a fim de investigar a natureza da 

interação betalaína/BSA Os decaimentos da BtBSA e das betalaínas, em função do pH, 

são apresentados nas Figura 21–Figura 25. 

Os decaimentos de tempo de vida de fluorescência de BtBSA foras descritos por 

uma função bi-exponencial, ao contrário do observado para as cBeets em meio aquoso, 

sem BSA (Figura 21). Em todas as figuras são apresentados os ajustes finais e as 
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componentes de cada uma das exponenciais. Tanto os valores das constantes, quanto a 

porporção variam em função do pH, de forma que os valores do tempo de vida de 

fluorescência médio (<!>) da BtBSA mudam de forma não linear com o pH do meio, 

sendo de 158 ps em pH 3, 143 ps em pH 5 e de 150 ps em pH 7.  O tempo de vida de 

fluorescência das betalaínas com 100 equiv BSA também foi descrito por função bi-

exponencial (Figura 22–Figura 25). Notam-se mudanças no valor e na proporção da 

contribuição das constantes !1 e !2 com o aumento do pH; da mesma forma que para o 

fFl, o maior <!> observado foi em pH 3; o <!> também diminui com o aumento do pH. 

 

Figura 20. Efeito do pH e da adição de 100 eq de BSA no rendimento quântico de fluorescência (fFl) de 
cBeets em relação a BtBSA, em pH 3, pH 5 e pH 7. [cBeet] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 1,5 × 10–4 mol 
L–1. Os fFl da BtBSA foram adquiridos somente em meio tamponado, sem adição de BSA. Os números 3, 
5 e 7 indicados na figura indicam os valores de pH em que cada fFl foi determinado. 

 

Figura 21. Decaimentos do tempo de vida de emissão (!Fl) de BtBSA em função do pH. a) pH 3 (IRF = 
19 ps), b) pH 5 (IRF = 21 ps) e c) pH 7 (IRF = 20 ps). lex = 400 nm/lem = 490 nm. Ajustes bi-
exponenciais, em que !1 representa a contribuição componente de tempo de vida mais curto no 
decaimento e !2, a contribuição componente de tempo de vida mais longa.  
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Figura 22. Decaimentos do tempo de vida de emissão (!Fl) de cBeet120 com 100 equiv BSA em função 
do pH. a) pH 3 (IRF = 49 ps), b) pH 5 (IRF = 21 ps) e c) pH 7 (IRF = 23 ps). lex = 520 nm/lem = 570 nm, 
[cBeet120] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 1,5 × 10–4 mol L–1. Ajustes bi-exponenciais, em que !1 representa 
a contribuição componente de tempo de vida mais curto no decaimento e !2, a contribuição componente 
de tempo de vida mais longa.  

 

Figura 23. Decaimentos do tempo de vida de emissão (!Fl) de cBeet151 com 100 equiv BSA em função 
do pH. a) pH 3 (IRF = 43 ps), b) pH 5 (IRF = 43 ps) e c) pH 7 (IRF = 17 ps). lex = 520 nm/lem = 570 nm, 
[cBeet151] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 1,5 × 10–4 mol L–1. Ajustes bi-exponenciais, em que !1 representa 
a contribuição componente de tempo de vida mais curto no decaimento e !2, a contribuição componente 
de tempo de vida mais longa.  

 

Figura 24. Decaimentos do tempo de vida de emissão (!Fl) de csBeet124 com 100 equiv BSA em função 
do pH. a) pH 3 (IRF = 20 ps), b) pH 5 (IRF = 21 ps) e c) pH 7 (IRF = 21 ps). lex = 520 nm/lem = 570 nm, 
[csBeet124] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 1,5 × 10–4 mol L–1. Ajustes bi-exponenciais, em que !1 
representa a contribuição componente de tempo de vida mais curto no decaimento e !2, a contribuição 
componente de tempo de vida mais longa.  
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Figura 25. Decaimentos do tempo de vida de emissão (!Fl) de cbzBeet com 100 equiv BSA em função 
do pH. a) pH 3 (IRF = 35 ps), b) pH 5 (IRF = 20 ps) e c) pH 7 (IRF = 21 ps). lex = 520 nm/lem = 570 nm, 
[cbzBeet] 1,5 × 10–6 mol L–1, [BSA] = 1,5 × 10–4 mol L–1. Ajustes bi-exponenciais, em que !1 representa 
a contribuição componente de tempo de vida mais curto no decaimento e !2, a contribuição componente 
de tempo de vida mais longa.  
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domínios, A e B. Os principais sítios de interação da BSA são localizados nos 

subdomínios IIA e IIIA, que são nomeados como sítios de interação I e II, 

respectivamente (Figura 26).[144] Considerando que as betalaínas possam existir em 

solução, interagindo com a BSA pelo subdomínio IIA (mais hidrofóbico) ou pelo 

subdomínio IIIA poder-se-ía observar três tempos de vida distintos, sendo o menor em 

solução (livre) e o maior correspondendo a uma interação mais forte com BSA. BSA 

tem ponto isoelétrico igual a 4,7, ou seja, está positivamente carregada em pH 3, neutra 

em pH 5 e aniônica em pH 7. As betalaínas por outro lado, tem pKa médio nas porções 

carboxílicas próximo a 3 e pKaH da imina entre 5 e 7. Desta forma, em pH 3 betalaínas 

estão carregadas positivamente ou neutra, enquanto em pH 5 e 7 as betalaínas estão 

negativamente carregadas. Em pH 3 o tempo de vida é sempre maior que o calculado 

para a betalaína em solução, sugerindo uma interação com ambos os sítios da BSA. 

Contudo em pHs 5 e 7 o tempo de vida mais curto (τ1, Tabela 13) é próximo ao 

calculado em solução na ausência de BSA (Tabela 5, p. 58) enquanto τ1 é mais alto, 

como esperado supondo-se a interação da betalaína com um dos sítios da BSA. Para 

inferir qual o sítio de interação seria necessário realizar experimentos de bloqueio 

seletivo de cada um dos sítios. Entretanto, os valores de ClogD calculados sugerem que 

a cbzBeet é a menos polar entre as betalaínas e o efeito em pH 3 sobre a constante τ1 é o 

mais alto, bem como sua contribuição, que nos permite especular uma interação com a 

cavidade IIA. Estes resultados contrinuem para o entendimento dos dados obtidos com 

P. falciparum, cujo acúmulo no parasita pode estar relacionado à interação com 

proteínas.  
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Figura 26. Representação pictórica da estrutura da BSA obtida da estrutura cristalina da proteína 
homóloga, HSA, seus domínios e principais sítios de ligação.[144,145] 
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The understanding of the transport of drugs and naturally occurring molecules in living cells and

tissues requires a thorough knowledge of the diffusion behaviour of the molecular systems in these

media. In this work, we studied the translational diffusion of three fluorescent molecules, electrically

neutral coumarin 102 (C102), cationic rhodamine 6G (R6G) and anionic fluorescein (FL) in

phosphate-buffered (pH 7) aqueous solutions of bovine serum albumin (BSA) protein in the absence

and presence of common salt and urea using fluorescence correlation spectroscopy (FCS) by

monitoring the fluorescence intensity fluctuations in a small confocal observation volume. The

diffusion due to both free and BSA-bound molecules is observed in the case of the C102-BSA system.

While no exchange between the bound and free states of the molecule is observed in this case, a rapid

exchange between the two states is observed in the case of electrically charged hydrophilic dyes R6G

and FL. This molecular picture, which is the first of its kind, is a reflection of a weaker binding of

R6G and FL compared to C102 with the protein molecule. The binding sites of the probe molecules

in BSA were identified based on the urea-induced change of diffusion of the probes in BSA.

1. Introduction

Serum albumins, which are the most abundantly found proteins

in blood plasma, serve as depot proteins and transport proteins

for a variety of compounds, like fatty acids, amino acids, bile

salts, metals, hormones, drugs and pharmaceuticals.1–7 The

nature of binding between small molecular probes and the

albumins is an important topic of investigation for many

reasons.8–13 Unlike human serum albumin (HSA), the crystal

structure of bovine serum albumin (BSA), which has a molecular

mass of 66 200 Da with 583 amino acids in a single polypeptide

chain,14 is unknown. A model structure of BSA, which can be

obtained from its amino acid sequence and crystal structure of

related homologous protein, HSA, indicates that it is made up of

three homologous domains (I, II, and III) divided into nine loops

(L1–L9) by 17 disulphide bridges. Each domain in turn is the

product of two sub-domains, A and B.15 BSA has two

tryptophan (Trp) residues that possess intrinsic fluorescence.

Trp-212 locates within a hydrophobic binding pocket in

subdomain IIA, and Trp-134 on the surface of the albumin

molecule in domain I.16 The principal ligand binding sites of

BSA are located in the subdomain IIA and IIIA,17,18 which are

termed binding sites I and II (Fig. 1).17,18

In the present work, we explore the utility of FCS in studying

the diffusion processes in phosphate-buffered (pH 7.0) BSA

solution. FCS is a method in which spontaneous intensity

fluctuation arising from a very small confocal volume (approx.

1 fL), defined by the tightly focused laser beam and a confocal

pinhole, are correlated to quantify the temporal evolution of the

system about its equilibrium state. Even though the basics of

FCS were developed in the early 1970s,19,20 it became a popular

technique after the development of confocal optics and highly

sensitive detectors in the 1990s.21 Fluctuation of fluorescence
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Fig. 1 A pictorial representation of the BSA model structure obtained

from homology modelling indicating the domains and the binding sites.
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T
abela 13. C

om
paração entre os tem

pos de vida (t) e rendim
entos quânticos de fluorescência (f

Fl ) de cB
eets na presença de 100 equiv B

SA
, em

 relação ao m
eio 

aquoso. 

B
etalaína 

M
eio 

a
1  

t
1  (ps) 

a
2  

t
2  (ps) 

< t
Fl > (ps) 

r
2 

f
Fl (%

) 

cBeet120 

H
2 O

 
- 

- 
- 

- 
38 

0,9993 
0,63 ± 0,01 

Tam
pão pH

 3 + 100 equiv B
SA

 
0,6 

102 
0,4 

686 
335 

0,9986 
2,6 ± 0,2 

Tam
pão pH

 5 + 100 equiv B
SA

 
0,79 

47 
0,21 

362 
113 

0,9995 
1,3 ± 0,3 

Tam
pão pH

 7 + 100 equiv B
SA

 
0,89 

45 
0,11 

392 
83 

0,9996 
0,88 ± 0,04 

cBeet151 

H
2 O

 
- 

- 
- 

- 
110 

0,9988 
2,14 ± 0,03 

Tam
pão pH

 3 + 100 equiv B
SA

 
0,54 

170 
0,46 

975 
540 

0,9996 
7,9 ± 0,1 

Tam
pão pH

 5 + 100 equiv B
SA

 
0,87 

123 
0,13 

826 
214 

0,9996 
3,34 ± 0,06 

Tam
pão pH

 7 + 100 equiv B
SA

 
0,96 

128 
0,04 

2078 
206 

0,9995 
2,80 ± 0,04 

csBeet124 

H
2 O

 
- 

- 
- 

- 
23 

0,9992 
0,32 ± 0,01 

Tam
pão pH

 3 + 100 equiv B
SA

 
0,41 

50 
0,59 

284 
188 

0,9984 
2,30 ± 0,02 

Tam
pão pH

 5 + 100 equiv B
SA

 
0,76 

27 
0,24 

216 
72 

0,9983 
1,23 ± 0,03 

Tam
pão pH

 7 + 100 equiv B
SA

 
0,87 

25 
0,13 

207 
49 

0,9987 
0,94 ± 0,04 

cbzBeet 

H
2 O

 
- 

- 
- 

- 
17 

0,9986 
0,34 ± 0,02 

Tam
pão pH

 3 + 100 equiv B
SA

 
0,75 

193 
0,25 

589 
292 

0,9975 
3,29 ± 0,05 

Tam
pão pH

 5 + 100 equiv B
SA

 
0,54 

27 
0,46 

234 
122 

0,9979 
2,12 ± 0,03 

Tam
pão pH

 7 + 100 equiv B
SA

 
0,61 

27 
0,39 

247 
113 

0,9979 
1,79 ± 0,04 

BtBSA 

Tam
pão pH

 3  
0,70 

64 
0,30 

377 
158 

0,9954 
1,63 ± 0,03 

Tam
pão pH

 5  
0,59 

51 
0,41 

276 
143 

0,9959 
1,79 ± 0,01 

Tam
pão pH

 7  
0,63 

58 
0,37 

307 
150 

0,9975 
1,72 ± 0,03 
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3.3. Efeitos do meio sobre a fluorescência da cBeet120 

A solubilidade quase que exclusivamente em água e em alguns solventes polares 

próticos (e. g. metanol, etanol, 2,2,2-trifluoretanol, etilenoglicol)[84] dificulta o estudo de 

efeitos solvatocrômicos nas propriedades fotofísicas de betalaínas. Por isso o grupo 

propôs uma abordagem que envolve três solventes, agrupados em misturas binárias, 

como forma de avaliar o efeito da polaridade e viscosidade do meio nas propriedades 

fotofísicas de cBeet120. Os solventes empregados são: água; 2,2,2-trifluoretanol e 

glicerol; e as mituras binárias: glicerol/água, 2,2,2-trifluoretanol/água e glicerol/2,2,2-

trifluoretanol. O efeito de misturas 2,2,2-trifluoretanol/água no aumento da estabilidade 

frente à hidrólise e também sob o rendimento quântico de fluorescência de 

indicaxantina e cBeet120 já foi previamente descrito pelo grupo[78]. Além disso, o efeito 

do aumento da viscosidade e da polaridade sob o rendimento quântico de fluorescência 

de indicaxantina foi avaliado nas mesmas misturas[98]. Nas próximas seções 

descrevemos o efeito das propriedades das misturas na fotofísica de 1,8-ANS, como 

sonda de absorção e fluorescência, e no fator de polaridade empírica, ET(30); além 

disso, verificamos tais propriedades na fotofísica de cBeet120, com estudos de 

espectroscopia de absorção, emissão, além da determinação dos fFl e do !Fl nas 

misturas. Ainda, estudamos o efeito da compartimentalização de cBeet120 em micelas 

reversas de AOT (dioctilsufoccinato de sódio) em heptano, variando a razão entre a 

[H2O]/[AOT] (W0), com consequente mudança no raio hidrodinâmico da micela, sob 

suas propriedades fotofísicas. 

3.3.1. Efeitos da polaridade e viscosidade de misturas binárias de solvente 

Uma maneira de estudar o efeito do meio sobre propriedades físico-químicas em 

compostos que não apresentam solubilidade em diversos solventes é o uso de misturas 
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binárias. Misturas binárias glicerol/metanol são amplamente empregas no estudo do 

efeito da viscosidade sobre a fotofísica de rotores moleculares[146]. A mistura binária 

glicerol/água permite variar a viscosidade do meio em mais de 100×, mas também há 

uma variação da polaridade, descrito pelo εr, e o índide de refração do meio (Tabela 14). 

Dessa forma, para avaliar o efeito da polaridade e da viscosidade é necessário um 

terceiro solvente; escolhemos o 2,2,2-trifluoretanol, pela alta solubilidade e estabilidade 

das betalaínas neste solvente[78]. As propriedades dos solventes puros são descritas na 

Tabela 14. No caso da mistura TFE/H2O, a viscosidade apenas dobra, enquanto que a 

polaridade diminui muito mais que para a mistura glicerol/H2O. Para separarmos o 

efeito da polaridade e da viscosidade do meio nas propriedades fotofísicas de cBeet120, 

escolhemos então três sistemas de misturas binárias: glicerol/água, 2,2,2-

trifluoretanol/água e glicerol/2,2,2-trifluoretanol. 

Tabela 14. A viscosidade (η), permissibilidade relativa (antiga constante dielétrica, εr) e índice de 
refração (nD) de água, glicerol e 2,2,2-trifluoretanol.[147] 

 ηa (cP) εr
b nD

b 

Água (H2O) 0,893 80,1 1,333 

Glicerol (Gli) 945 46,5 1,474 

2,2,2-trifluoretanol (TFE) 1,73 27,7 1,291 
a25 °C  e b 20 °C 

Inicialmente, utilizamos sondas solvatocrômicas conhecidas, betaína de 

reichardt e 1,8-ANS, para estudar as propriedades dos sistemas de misturas 

selecionados. Soluções de betaína de Reichardt (RB, fenolato de 2,6-4-(2,4,6-

trifenilpiridíneo, lista de compostos) são solvatocrômicas, termocrômicas, 

piezocrômicas e halocrômicas, o que significa que o λabs da banda do complexo de 

transferência de carga intramolecular de RB depende da polaridade do solvente, da 

temperatura, da pressão externa e da natureza e concentração de sais adicionados à 
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solução[148]. O solvatocromismo de RB foi utilizado para determinação de um 

parâmetro de polaridade empírica do solvente, correlacionado ao λabs do espectro de 

absorção de RB, o ET(30)[149]. Os valores de ET(30) são definidos em função da energia 

de transição da banda do complexo de transferência de carga de RB, em diferentes 

solventes, ou misturas de solventes, definida como: 

"# 30 = 	
28591

-./0
 Eq. 25 

A temperatura de 25 °C, 1 bar de preesão, em que λabs corresponde ao máximo 

de absorção de RB na respectiva mistura ou solvente puro, em nm, valor de ET(30) é 

dado em kcal mol–1.[149] Foram adquiridos espectros de absorção de RB nas misturas 

binárias (Figura 27), a fim de calcularmos o fator de polaridade empírica para os 

sistemas de solventes com o λabs.  

 

Figura 27. Espectros de absorção de RB nas misturas binárias. a) glicerol/água, b) 2,2,2-
trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol.  [RB] = 1,5 × 10–3 mol L–1. 

Tanto os λabs, quanto os valores de absorção variam nas diferentes proporções 

das misturas. O coeficiente de atenuação molar (ε) é bem menor na presença de TFE 

que de H2O, apesar da baixa solubilidade de RB em meio aquoso; o aumento da 

proporção de glicerol também parece aumentar o ε de RB. Por exemplo, foram 

efetuadas diversas tentativas de aquisição do espectro de absorção de RB na mistura 

15%TFE/85% H2O sem sucesso; a baixa solubilidade de RB em água e o efeito do TFE 
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sob o ε da sonda podem justificar a impossibilidade de aquisição desse dado. Contudo, 

como o conjunto de dados contempla outras dezenove medidas, o estudo do efeito da 

polaridade não foi prejudicado.  

Com a obtenção dos λabs de RB nas misturas binárias, calculamos o fator de 

polaridade empírica, ET(30) pela Eq. 25. Correlacionamos a fração molar (1) de um dos 

componentes de cada mistura com os valores de ET(30) calculados (Figura 28). Como 

esperado pela variação da permissibilidade relativa, a maior variação do ET(30) entre as 

mituras é encontrado na mistura glicerol/água, em que o ET(30) aumenta de 57 kcal 

mol–1, em glicerol puro[149], para 62,9 kcal mol–1, para água pura, cerca de 6 kcal mol–1. 

Nos outros dois sistemas de misturas binárias a variação de ET(30) é de cerca de 2 x 

menor, já que o ET(30) de TFE é 59,8 kcal mol–1. Nota-se que, a variação do ET(30) não 

é linear em relação à fração molar dos componentes das misturas, em nenhum dos três 

sistemas estudados o que revela a não idealidade destes sistemas (Figura 28). Em outras 

palavras, a medida do valor de ET(30) seria uma reta se a contribuição de cada solvente 

para o resultado final fosse uma média ponderada do valor de ET(30) dos solventes 

puros (Figura 28, linhas pontilhadas). Os dados mostram que a glicerina desloca a água 

na primeira camada de solvatação da sonda, que o TFE desloca a água e o glicerol. 

Resultados que mostram que solventes menos polares tendem a deslocar a água são 

bastante conhecidos e se relacionam com a formação de uma espécie mista entre os dois 

solventes.[150,151] 
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Figura 28. Correlação entre o ET(30) com a fração molar (1) das misturas binárias. a) glicerol/água, b) 
2,2,2-trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol. Linha preta pontilhada indica a regreção linear 
dos valores de ET(30) dos solventes puros. O ponto que corresponde a glicerol puro está em vermelho, 
pois não foi determinado experimentalmente, foi obtido da literatura.[149] 

  Após a caracterização da polaridade empírica das misturas binárias, foram 

adquiridos espectros de absorção e emissão de 1,8-ANS nas mesmas misturas, em 

temperatura ambiente e, em seguida foram determinados os valores de rendimento 

quântico de fluorescência (Figura 29). Ainda, medidas de tempo de vida do estado 

excitado singlete foram realizadas (Figura 30).  
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Figura 29. Espectros de absorção e emissão de 1,8-ANS nas misturas binárias. a) glicerol/água, b) 2,2,2-
trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol. [1,8-ANS] = 4,0 × 10–5 mol L–1. 
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Figura 30. Decaimentos do tempo de vida de fluorescência de 1,8-ANS nas misturas binárias.  
a) glicerol/água; b) 2,2,2-trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol. λex = 345 nm; λFl = 510 nm. 
[1,8-ANS] = 4,0 × 10–6 mol L–1.  

  Os dados obtidos são apresentados em função da fração molar de um dos 

solventes na Figura 31. Observa-se que a diminuição da polaridade do meio e o 

aumento da viscosidade resultam no aumento do rendimento quântico de fluorescência, 

bem como do tempo de vida do estado singlete.  
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Figura 31. Relação entre os rendimentos quânticos (fFl) e tempo de vida de fluorescência (t1) de 1,8-
ANS em relação a fração molar (2) das misturas. a), b) e c) fFl de 1,8-ANS e d), e) e f) t1 de 1,8-ANS nas 
misturas binárias glicerol/água, 2,2,2-trifluoretanol/água e 2,2,2-trifluoretanol/glicerol, respectivamente. 

  Foi realizado um ajuste linear multivariado baseado na equação de Förster-

Hoffman (Eq. 24) adicionando-se o valor de ET(30). Este parâmetro permite que os 

dados de rendimento quântico sejam ajustados quando a viscosidade do meio é baixa, 

uma liminação do modelo de Förster-Hoffman. A equação resultante tem um 

coeficiente de determinação ajustado (Adj-R2) igual a 0.9820. 
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log(ΦFl) = 12.963 − 0.24647 ET(30) + 0.15003 log η Eq. 26 

 Foram determinados valores de β estatístico que permitem comparar a 

magnitude dos efeitos das variáveis independentes sobre o rendimento quântico. A 

soma dos valores de beta em módulo é igual a 1. O valor de β para o parâmetro log h é 

0,27 e para ET(30) é –0,73. Este resultado sugere que a polaridade é mais importante 

para o rendimento quântico do que a viscosidade do meio no caso de 1,8-ANS. Além 

disso, o aumento da viscosidade resulta em aumento do valor de ΦFl, enquanto o 

aumento do ET(30) o diminui. O modelo foi usado para analisar o comportamento de 

cBeet120. Foram adquiridos espectros de absorção e emissão de cBeet120 nas mesmas 

misturas, em temperatura ambiente e, em seguida foram determinados os valores de 

rendimento quântico de fluorescência (Figura 32) e tempo de vida do estado excitado 

singlete (Figura 33).  
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Figura 32. Espectros de absorção e emissão de cBeet120 nas misturas binárias. a) glicerol/água; b) 2,2,2-
trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol. 
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Figura 33. Decaimentos do tempo de vida de fluorescência de cBeet120 nas misturas binárias. a) 
glicerol/água; b) 2,2,2-trifluoretanol/água e c) 2,2,2-trifluoretanol/glicerol. IRF*: obtido no decaimento de 
cBeet120 em água e IRF: obtido no decaimento de cBeet120 em 2,2,2-trifluoretanol. λex = 532 nm; λFl = 
570 nm. 

 Os dados obtidos são apresentados em função da fração molar de um dos 

solventes na Figura 34. Observa-se que, novamente, a diminuição da polaridade do 

meio e o aumento da viscosidade resultam no aumento do rendimento quântico de 

fluorescência, bem como do tempo de vida do estado singlete.  
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Figura 34. Relação entre os rendimentos quânticos (fFl) e tempo de vida médio de fluorescência (<t>) de 
cBeet120 em relação a fração molar (2) das misturas. a), b) e c) fFl de cBeet120 e d), e) e f) <t> de 
cBeet120 nas misturas binárias glicerol/água, 2,2,2-trifluoretanol/água e 2,2,2-trifluoretanol/glicerol, 
respectivamente. 

  Usando o mesmo modelo foi obtida a Eq. 27, que tem um valor de Adj-R2 igual a 

0.9876, sugerindo um bom ajuste dos dados experimentais. 

log(ΦFl) = 7.845 − 0.1585 ET + 0.1890 log η Eq. 27 
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log η e –0.57 para ET(30) sugerindo que para o rendimento quantico de fluorescência de 

cBeet120 o aumento da viscosidade é mais importante do que a diminuição da 

polaridade, dado que faz sentido cosniderando-se a alta magnitude da constante de 

desativação não radiativa deste composto. 

  Este método e a equação resultante permitem não somente prever o valor do 

rendimento quântico de fluorescência de fluoróforos polares como separar efeitos de 

viscosidade e polaridade sobre esta propriedade.  

3.3.2. Efeitos de agregação em micelas reversas de AOT em heptano 

Muitos fluoróforos orgânicos apresentam propriedades fotofísicas bastante 

diferentes dependendo da concentração em que estão presentes em solução[152]. Em altas 

concentrações, fluoróforos planares, como o perileno, formam agregados que causam a 

supressão da emissão de fluorescência (quenching).[3] Contudo, em alguns compostos 

ocorre o fenômeno inverso, com a restrição de rotação e de fotoisomerização, há a o 

aumento da intensidade de emissão de fluorescência induzida por agregação[153,154]. 

Como observamos na sessão anterior, o aumento da viscosidade do meio, que acarrega 

numa maior restrição dos graus de liberdade rotacionais de cBeet120, levou a um 

aumento drástico no rendimento quântico de fluorescência, pela dimuição de knr; logo, 

iremos também investigar o efeito da agregação na fotofísica da betalaína cumarínica. 

Uma forma de favorecer a agregação de fluoróforos solúveis em água, é o 

confinamento dos compostos em micelas reversas[155,156,157]. Micelas reversas são 

constiuídas por um solvente polar, neste caso a água, e um tensoativo solubilizado em 

solvente orgânico (e.g. AOT, dioctilsulfoccinato de sódio, em heptano); a interação dos 

grupos da cabeça polar do tensoativo com as moléculas de água resulta numa região 

bem definida em que há a formação de um “poço polar” na cavidade da micela[158]. O 
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número de moléculas de água presente em soluções micelares do tensoativo AOT é 

descrita pelo parâmetro W0, definido como: 

34 	= 	
567

879
 Eq. 28 

Considerando-se que a micela reversa de AOT apresenta-se na forma esférica, o 

“poço de água”, em que há o confinamento de espécies hidrofílicas, é também 

caracterizado por uma esfera, cercada por monocamandas de tensoativo[156]. O raio 

hidrodinâmico (RH) da micela desse compartimento aquoso é diretamente proporcional 

ao W0 seguindo a Eq. 29:[159]  

:; 	= 1,5 + 0,17534
 Eq. 29  

O confinamento aquoso de cBeet120 na cavidade de micelas reversas de AOT 

ocasionou no deslocamento batocrômico do λabs em relação à água (de 520 nm, em 

água, para 524 nm, na micela), e levou ao aparecimento de uma banda de absorção com 

λabs = 628 nm, em todos os valores de W0 estudados (Figura 35), que pode se relacionar 

ao aparecimento de um agregado de cBeet120. Essa banda não está presente na 

ausência de betalaína. 

 

Figura 35. Espectros de absorção de cBeet120 em meio aquoso e em micelas reversas de AOT/heptano. 
[cBeet120] = 1,5 × 10–6 mol L–1; [AOT] = 0,1 mol L–1 em heptano; W0 = [H2O]/[AOT]. 
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Ao avaliarmos os espectros de emissão e excitação de cBeet120 nas soluções 

micelares, em relação ao estuda em água, observamos que a intensidade de emissão 

aumenta com a dimuição do W0 (Figura 36); o espectro de emissão apresenta 

deslocamento hipsocrômico do λFl em relação ao meio aquoso, de 570 nm para 564 nm, 

de água para W0 = 2, respectivamente. A dimuição da polaridade do meio, com a 

também diminuição de W0 pode estar relacionada a variação do máximo de λFl de 

cBeet120. Os espectros de absorção estão deslocados para o vermelho, enquanto os de 

emissão estão deslocados para o azul em W0 = 2, ao compararmos com o meio aquoso. 

Contudo, ao compararmos o deslocamento de Stokes (Δν) em água, Δν  = 1687 cm–1 

com o observado em W0 = 20, Δν  = 1557 cm–1 ou ainda em W0 = 2, Δν  = 1286 cm–1, a 

dimuinição do Δν pode estar correlacionada a diminuição da micropolaridade no 

ambiente micelar em relação ao meio aquoso. 

 

Figura 36. Espectros de emissão e excitação de cBeet120 em meio aquoso e em micelas reversas de 
AOT/heptano. [cBeet120] = 1,5 × 10–6 mol L–1; [AOT] = 0,1 mol L–1 em heptano; W0 = [H2O]/[AOT]. 
λex = 510 nm; λFl = 570 nm. 
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com a diminuição do volume da cavidade aquosa da micela reversa (Figura 37); há um 

aumento significativo dos valores em comparação ao fFl determinado em água: para W0 

= 20, o fFl determinado é quase 7× maior que o encontrado em água (fFl = 4,4 × 10–2 , 

em W0 = 20), e cBeet120 em W0 = 2, apresenta um aumento de quase 30× em relação 

ao fFl em meio aquoso (fFl = 18,4 × 10–2 , em W0 = 2), efeito comparável apenas ao 

observado na mistura binária que apresenta maior viscosidade dentre todas as estudadas 

(fFl = 21 × 10–2 , em 1glicerol/TFE = 0,9, η = 1.046 cP). A aparente saturação do 

aumento do fFl entre W0 = 10 e W0 = 20 pode ainda estar correlacionado à polaridade 

da cavidade da micela reversa, uma vez que em W0 ≥ 10 também há saturação no 

aumento da micropolaridade com o aumento da concentração de água na micela[160,161]. 

 

Figura 37. Correlação entre o rendimento quântico de fluorescência (fFl) de cBeet120 e o valor de W0 
([H2O]/[AOT]) das micelas reversas de AOT/heptano. 
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cabeça polar do tensoativo; tipo II, as moléculas de água de solvatação, que aparecem 

com o aumento de W0; e o tipo III, as moléculas de água presentes na interface da 

micela. Há na literatura ensaios que estudam a mudança da micropolaridade do 

ambiente micelar, com a variação de W0, por meio do estudo da constante dielétrica 

(εr)[164], ou do ET(30)[161]. Em ambas as publicações, o aumento de W0 acarreta num 

aumento da polaridade, atingindo um plateau no aumento da εr quando W0 = 12[164] e do 

ET(30), com W0 = 10[161]. Nos ensaios, variamos o RH da micela entre 1,85 (W0 = 2) a 5 

nm (W0 = 20), de acordo com o determinado pela Eq. 29, com também aumento da 

polaridade do meio com o W0.  O confinamento da cBeet120 em micelas reversas 

parece então ter o mesmo efeito do aumento da viscosidade sob o fFl, com a restrição 

dos graus de rotacionais, há menor dissipação de energia em processos não radiativos; 

dessa forma, o fFl aumenta. Ainda, o aumento do fFl pode estar relacionado também ao 

menor grau de solvatação do estato excitado de cBeet120, por conta menor 

disponibilidade de moléculas de água para solvatação, e consequente menor polaridade 

do meio, em valores de W0 menores. Estes resultados parecem concordar com os 

resultados obtidos na presença de BSA, sugerindo que betalaínas do tipo cBeet e 

csBeet124 tentem a fluorescer em ambientes pouco polares (com menor quantidade de 

água) e com volume livre reduzido. 

3.4. Propriedades óticas não lineares de betalaínas: absorção de dois 

fótons 

A absorção de dois fótons de algumas aminocumarinas, em etanol, é descrita na 

literatura[165,166]. A sessão de choque de dois fótons (σ2) determinada para C120 e C151 

em etanol é de 20 GM e 47 GM[167]. Como as betalaínas cumarínicas possuem um 

cromóforo capaz de absorver dois fótons em suas estruturas e são derivados de 
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cumarinas solúveis em água, investigamos se as betalaínas derivadas da C120 e C151 

também absorvem dois fótons. 

Foram registrados os espectros de excitação dos compostos entre 710–990 nm, 

com máximo de emissão fixo no comprimento de onda máximo da emissão obtida com 

absorção linear (lem = 570 nm). Inicialmente, foi verificada se a relação entre a 

intensidade de emissão e a potencia de excitação apresenta resposta quadrática, 

caracterizando a absorção de dois fótons[168] das cBeets (Figura 38). 

 

Figura 38. Relação quadrática entre a potência e a número de fótons emitidos das betalainas (a) cBeet120 
e (b) cBeet151.  λex = 710 nm/ λem = 570 nm. Faixa de potencia do laser: 15–70 mW. 
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fótons (2PA Brightness, fFl × s2), corresponde a 2,03 GM para cBeet120 e 3,83 GM 

para cBeet151.  

 

Figura 39. Espectros de absorção e emissão de um e dois fótons de cBeets em água. a) cBeet120 e b) 
cBeet151. 2PA: espectro de absorção de 2 fótons; 1PA: espectro de absorção de 1 fóton; 2PE: espectro de 
emissão com excitação de 2 fótons de 710 nm; 1PE: espectro de emissão com excitação de 1 fóton de 510 
nm. 
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impureza ou vinda da hidrólise da betalaína) para cBeet120 caso o espectro de emissão 
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da cumarina se sobreponha ao espectro de absorção da betalaína, o que ocorre. O fato da 

energia dos dois fótons absorvidos pela cBeet151 corresponder a energia de excitação 

da C151 corrobora a hipótese da transferência de energia. Contudo, ao compararmos as 

s2 de cBeets com suas respectivas cumarinas (Figura 40), observamos que o valor 

obtido de s2 para as cBeets é pelo menos 3× maior se comparado ao s2 calculado nos 

máximos de emissão de cBeets (λem = 570 nm) e das cumarinas (λem = 450 nm), e cerca 

de 6× maior se fixarmos o λem = 570 nm. Este resultado dá suporte à hipótese da 

emissão se originar diretamente das betalaínas e não ser resultado de transferência de 

energia. 

 

Figura 40. Comparação da sessão de choque de 2 fótons (s2) de cBeets com as respectivas cumarinas. a) 
cBeet120 e b) cBeet151. As s2 foram determinadas no máximo de emissão das cBeets (570 nm) e 
também no máximo de emissão das cumarinas (450 nm). 

Cálculos teóricos (ZINDO/PCM(W)//cam-B3LYP/6-31+G(d,p)) das energias 

das transições eletrônicas da cBeet120 mostram que a energia da transição S0→S1 

(HOMO-LUMO) corresponde a um comprimento de onda de 534 nm, enquanto que a 

energia da transição S0→S2 (HOMO-LUMO+1) possui energia que corresponde a λ = 

388 nm. Logo, ao excitarmos a cBeet120 com dois fótons de λex = 710 nm, que 

corresponde a mesma energia de um fóton de λex = 355 nm, estaríamos fornecendo 

energia sufuciente para levar ao estado eletronicamente excitado S2 (LUMO+1), que por 
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conversão interna é desativado ao estado eletronicamente excitado S1 (LUMO); que 

então pode voltar ao estado fundamental (S0, HOMO) emitindo fluorescência em λFl = 

570 nm (Esquema 10). A análise da densidade de orbital para o HOMO, LUMO e 

LUMO+1 da cBeet120 mostra que a densidade de orbital está bem distribuida por toda 

molécula no HOMO mas se encontra localizada na porção betalaínica no LUMO e na 

cumarina no LUMO+1, sugerindo que a transição que resulta da absorção de dois fótons 

produz uma espécie no estado excitado cujo vetor de transição aponta no sentido da 

cumarina, parencedo-se com a excitação da própria aminocumarina. A relaxação deste 

estado para o estado S1 acontece via desativação vibracional e resulta na emissão em 

570 nm. O fato da transição HOMO-LUMO+1 ter uma maior contribuição da porção 

cumarínica da betalaína explica o máximo de excitação de dois fótons e se apresenta 

como uma alternativa à ocorrência de transferencia de energia intermolecular. Como a 

fonte de excitação bifotônica, laser Ti:safira, apresenta λex na faixa de 710–990 nm não 

pudemos verificar se seria possível obter excitação bifotônica da betalaína com a 

energia da transição S0→S1, que seria superior a λex =1010 nm. 

 

Esquema 10. Diagrama de níveis de energia proposto para as transições com absorção de um e dois 
fótons e densidade de orbital do HOMO, LUMO e LUMO+1 da cBeet120 em nível mp2/6-31+g(d,p). 
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Compostos que apresentam emissão de fluorescência com excitação bifotônica 

podem ser usados como marcadores em microscopia de fluorescência[170]. As principais 

sondas fluorescentes comerciais, que apresentam seletividade na marcação de organelas, 

possuem s2 < 20 GM, com excepcionalmente alguns fluoróforos com s2 = 200 GM.[171]
 

O desenvolvimento de novos marcadores fluorescentes com absorção de dois fótons 

para aplicação de microsopia de fluorescência, na marcação de diferentes 

compartimentos intracelulares, é de grande interesse de diversos grupos[172]. Por 

exemplo, extratos vegetais fluorescentes de Cryptolepis sanguinolenta com e2 < 0,3 

GM, foram usados como sondas de microscopia confocal de fluorescência com 

excitação bifotônica[173]. 

Dessa forma, sabendo a bicompatibilidade de cBeet120, também verificamos a 

potencial aplicação da cBeet120 e cBeet151 como sondas de marcação de fluorescência 

com excitação bifotônica. Os ensaios de microscopia confocal de fluorescência foram 

realizados pela Dra. Nathana Pettigiani, utilizando células de glioma humano (linhagem 

U-87). As duas sondas acumulam no interior das células. Contudo, cBeet120 marca 

principalmente o núcleo, enquanto a marcação de cBeet151 é difusa no citoplasma 

(Figura 41). Imagens feitas com excitação de um ou dois fótons resultom no mesmo 

padrão de marcação. A discussão do padrão de marcação celular e dos mecanismos de 

entrada na célula estão fora do escopo desta tese, mas as imagens de microscopia da 

Figura 41 indicam que tanto cBeet120, quanto a cBeet151 podem ser utilizadas como 

sondas fluorescentes com excitação bifotônica em aplicações de biologia celular. 
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Figura 41. Microscopia confocal de fluorescência de células fixadas de U-87, marcadas com cBeet120 e 
cBeet151. 1-PA: excitação com 1 fóton, lex = 488 nm; 2-PA: excitação com 2 fótons, lex = 800 nm. 
[cBeet] = 1,0 × 10–4 mol L–1, tempo de incubação: 3 min. DIC: microscopia de contraste diferencial, 1-pa: 
microscopia confocal de fluorescência com excitação de 1 fóton; 2-pa: microscopia confocal de 
fluorescência com excitação de 2 fótons. 

csBeet124 e cbzBeet também apresentam absorção de dois fótons. As s2 também 

foram determinadas em meio aquoso, seguindo as mesmas condições experimentais, 

como 152 GM (e2 = 0,51 GM) e 114 GM (e2 = 0,36 GM), para csBeet124 e cbzBeet, 

respectivamente, em 710 nm. Contudo, seus espectros de emissão com excitação 

bifotônica não foram adquiridos, nem há comparação da s2 das cBeets com suas 

respectivas aminas; além disso, csBeet124 e cbzBeet não apresentam marcação celular 

nos ensaios realizados com linhagem U-87, por isso tais resultados não foram 

apresentados na tese. 
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4. Conclusões 

 A semissíntese de betalaínas do tipo cBeet ou csBeet pode ser realizada com 

sucesso em acetato de etila empregando-se ácido p-toluenossulfônico como catalisador 

ácido. A etapa de purificação é a mais crítica para a obtenção dos compostos mas pode 

ser feita empregando-se cromatografia em coluna com gel de Sephadex LH20. O 

substituinte afeta pouco as propriedades eletrônicas dos compostos, o que pode se 

observar pela similaridade dos parâmetros fotofísicos e eletroquímicos dos compostos. 

A estabilidade dos compostos frente à hidrólise parece aumentar com o aumento da 

hidrofobicidade da amina precursora. O derivado contendo o grupo –CF3 apresenta alto 

rendimento quântico de fluorescência e alto brilho, sugerindo que substituintes atraentes 

de elétrons na porção iminica da betalaína pode aumentar a sua fluorescência. A 

cBeet120 e a cBeet151 tem seção de choque de dois fótons superior a 170 GM, raro em 

fluoróforos solúveis em água. Este estudo mostra que o acoplamento para a formação de 

betalaínas diminui a eficiência de fluorescência de aminocumarinas e aminocarboestiril. 

Contudo, observa-se alta solubilidade em água, absorção e emissão no visível, baixo 

potencial de pico anódico e seção de choque de dois fótons mais alta do que a das 

aminas precursoras nas mesmas condições. A interação com BSA aumenta a 

fluorescência dada a interação da sonda com porções menos polares da proteína. Esta 

suposição é corroborada pelo aumento do rendimento de fluorescência em micelas 

reversas de AOT com valores de W0 baixos. O uso de misturas binárias de solvente 

permitiu incluir efeitos de polaridade na equação de Förster-Hoffman, permitindo 

modelar efeitos deste parâmetro junto à viscosidade sofre a eficiência de fluorescência. 

Os estudos de interação sugerem que interações intermoleculares podem resultar em um 
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aumento significativo da intensidade de emissão, ampliando a faixa dinâmica para o uso 

destes compostos em métodos analíticos. Além disso, a interação com proteína com pI 

relativamente baixo sugere que a interação com proteínas em meio biológico pode ser 

favorecida, sugerindo uma possível aplicação destes compostos. Este trabalho oferece 

as bases físicas para a aplicação de betalaínas no desenvolvimento de sondas e 

marcadores fluorescentes que ofereçam dados que permitar inferir sobre o problema em 

estudo sob um ponto de vista molecular. 
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5. Parte Experimental 

5.1. Materiais 

As substâncias químicas utilizadas neste trabalho, suas características são listadas 

na Tabela 15 . 

Tabela 15. Reagentes e solventes utilizados no trabalho, sua origem e grau de pureza 

Reagente/solvente Fórmula/ 

Abreviatura 

Fornecedor Grau de 

pureza 

Acetonitrila MeCN Tedia HPLC 

Acetato de etila AcOEt Vetec HPLC 

Acetato de sódio CH3COO– 

Na+ 

S.A.  

Ácido acético glacial CH3COOH S.A.  

Ácido Bórico H3BO3 S.A.  

Ácido clorídrico HCl Vetec 37% 

Ácido fórmico HCO2H Fluka  

Ácido fosfórico H3PO4 S.A. 85% 

Ácido p-toluenossulfônico - S.A.  

Ácido sulfúrico H2SO4 S.A. 95-98% 

Água deuterada D2O S.A.  

Albumina sérica bovina BSA S.A.  

Amberlite XAD 16 - S.A.  

6-amino-3,4-benzocumarina Cbz S.A.  

7-amino-4-metilcumarina C120 S.A.  

7-amino-4-trifluormetilcumarina C151 S.A.  

Carboestyril 124 Cs124 S.A.  

Cloreto de Ferro (III) FeCl3 Synth  

Clorero de potássio KCl S.A.  

Cumarina 153 - S.A.  

Dioctilsulfoccinato de sódio AOT Across  
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Dihidrogenofosfato de sódio NaH2PO4 S.A.  

Dodecilsulfato de sódio NaSDS S.A.  

Etanol EtOH Vetec P.A. 

Fenolato de 2,6-4-(2,4,6-

trifenilpiridíneo) 

RB S.A.  

Ferricianeto de potássio K3[Fe(CN)6] S.A.  

Fluoresceína - -  

Glicerol Gli S.A.  

Hidrogenofosfato dissódico Na2HPO4 S.A.  

Hidróxido de amônio NH4OH Vetec 27% 

Hidróxido de sódio NaOH S.A.  

Ludox - S.A.  

Metanol MeOH Vetec P.A. 

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina 

POPC S.A.  

Rodamina 6G - S.A.  

Rodamina B - Fluka  

Sephadex LH20 - G.E.  

Sulfato de quinino - S.A.  

Tiocianeto de amônia NH3SCN Synth  

2,2,2-trifluoretanol TFE S.A.  

Triton X-100 - S.A.  

S.A.: Sigma-Aldrich 

5.2. Métodos 

5.2.1. Soluções de trabalho 

Todas as soluções foram preparadas com água desmineralizada (18 MΩ·cm, milli-Q, 

Millipore). 

Geral: 

- Solução aquosa de NaOH 0,2 mol L–1: 4 g de NaOH foram solubilizados em 500 
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mL de água. 

- Solução aquosa de HCl 0,2 mol L–1: em um balão volumétrico (500 mL), 1,12 mL 

de HCl 37% (d = 1,2 g/mL) foram adicionados e o volume foi completado com 

água. 

Análise Cromatográfica por HPLC analítico: 

As soluções foram preparadas imediatamente antes das análises cromatográficas e 

agitadas em banho ultrassônico por 15 min antes de sua utilização. 

- Solvente A (0,05% HCO2H/H2O): 125 µL de HCO2H foram diluídos em 250 mL 

de água. 

- Solvente B (0,05% HCO2H e 60%MeCN/40%H2O): 125 µL de HCO2H foram 

diluídos em uma mistura de 150 mL de acetonitrila e 100 mL de água. 

Soluções Tampão: 

As soluções tampão preparadas foram armazenadas a 8°C para uso em até um mês. O 

valor de pH da solução foi verificado e, caso necessário, aferido, em temperatura 

ambiente, antes de cada ensaios. 

- Solução tampão Britton-Robinson (acetato-fosfato-borato, 40 mmol L–1, pH 1,1 - 

11): 2,5 g de H3BO3 (pKa = 9,24), 2,3 mL de CH3COOH (pKa = 4,76, d = 1,049 

g/mL) e 1,9 mL H3PO4 (pKa1 = 2,14; pKa2 = 7,21; pKa = 12,36, d = 1,685 g/mL) 

foram dissolvidos em 1 L de água. Foram adicionados, sob agitação, porções de 

solução de NaOH 0,2 mol L–1 ajustando os valores de pH da solução tampão 

para o valor desejado.  

- Solução tampão H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1, pH 3: 1,4 mmol de H3PO4 (96 µL de 

H3PO4 85%, wt%) e 8,6 mmol de H2PO4
– (1,032 g de NaH2PO4) foram 

adicionados em balão volumétrico (100 mL) e o volume completado com água. 
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- Solução tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1, pH 5: 3,2 mmol de 

CH3COOH (183 µL de ácido acético) e 6,8 mmol de CH3COO– (0,9253 g de 

CH3COO–Na+.3H2O) foram adicionados em balão volumétrico (100 mL) e o 

volume completado com água. 

-  Solução tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1, pH 7: 3,7 mmol de H2PO4
– (0,4432 

g de NaH2PO4) e 6,3 mmol de HPO4
2– (0,8943 g de Na2HPO4) foram 

solubilizados em 100 mL de água. 

Coeficiente de partição na membrana 

- Solução aquosa de 50 mmol L–1 SDS + 10% Triton X-100: 1,442 g de 

dodecilsulfato de sódio (NaSDS) e 1 mL de Triton X-100 foram adicionados em 

um balão volumétrico (100 mL) e o volume foi completado com água. A 

solução foi mantida a temperatura ambiente. 

- Solução aquosa de ferrotiocianato de amônio: 3,04 g de NH3SCN (0,4 mol) e 2,70 

g de FeCl3.6H2O (0,1 mol) foram solubilizados em 100 mL de água. A solução 

foi mantida em temperatura ambiente e sob abrigo da luz. 

Voltametria Cíclica 

- Solução aquosa de KCl 0,1 mol L–1: 1,864 g de KCl foram solubilizados em 250 

mL de água; a solução foi mantida a temperatura ambiente. 

- Solução aquosa de ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6] 0,1 mol L–1): 0,329 g de 

K3[Fe(CN)6] foram solubilizados em 100 mL de solução aquosa de KCl 0,1 mol 

L–1; a solução foi mantida a temperatura ambiente, sob o abrigo da luz. 

Interação com BSA 

- Solução aquosa de BSA 5 × 10–4 mol L–1: 0,3325 g de albumina sérica bovina 

(MM » 66,5 kDa) foram solubilizados em 10 mL de água; nos ensaios em pH 3, 
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a solução foi preparada com a adição de 25 µL de HCl 37% para ajustar o valor 

de pH da solução de BSA para pH = 5. A solução foi preparada imediatamente 

antes dos ensaios. 

Obtenção de ácido betalâmico (HBt) em meio aquoso 

- Solução aquosa de NaOH 2%m/m: 10 g de NaOH foram solubilizados em 500 mL 

de água. 

- Solução aquosa de CH3COOH 1%m/m: em um balão volumétrico (500 mL) foram 

adicionados 5 mL de CH3COOH e o volume foi completado com água.  

Propriedades das misturas binárias 

- Solução estoque de 1,8-ANS 4 × 10–4 mol L–1: 6 mg de ácido 8-anilino-1-

naftalenosulfônico foram solubilizados em 10 mL de água ou 2,2,2-

trifluoretanol. 

- Solução de H2SO4 1 mol L–1: em um balão volumétrico (25 mL) foram 

adicionados 1,4 mL de H2SO4 95-98% (d = 1,80-1,82 g/mL) e o volume foi 

completado com água. 

- Solução sulfato de quinino 5 × 10–4 mol L–1: 2 mmg de sulfato de quinino foram 

solubilizados em 10 mL de H2SO4 0,5 mol L–1. 

- Solução estoque de RB 5 × 10–4 mol L–1: 14 mg de RB foram solubilizados em 50 

mL de etanol. 

Micela reversa 

- Solução de AOT (dioctilsulfoccinato de sódio) 0,1 mol L–1: 1,11 g de 

dioctilsulfoccinato de sódio foram solubilizados em 25 mL de heptano. 
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5.2.2. Semissíntese e purificação de cBeets e csBeet124 

5.2.2.1 Extração de ácido betalâmico (HBt) em acetato de etila 

Em procedimento padrão do grupo[83], adaptado da literatura[64]; cerca de 2 kg de 

beterrabas frescas (Beta vulgaris) foram cortadas e processadas em uma centrífuga de 

alimentos tipo juicer (Phillips-Walita, modelo PI1855). Cerca de 500 mL de suco foi 

filtrado em filtro de pano e transferido para um béquer de 1 L e resfriado a 10 °C. Sob 

agitação mecânica, foi adicionado hidróxido de amônio 27%, até que a solução atingisse 

valor de pH 11,4, acompanhado com o auxílio de um eletrodo de pH mergulhado 

cuidadosamente no suco. Após cerca de 1h, ainda sob agitação mecânica, foi observada 

a mudança de coloração da solução de vinho para castanho amalerada, indicando que 

houve a hidrólise das betalaínas presentes no suco, formando ácido betalâmico (HBt, 

Esquema 11). O béquer foi mergulhado em banho de gelo seco com etanol, de forma 

que a temperatura da solução ficasse próxima a 0 °C, em seguida, foi adicionado em 

pequenas porções, de forma que a temperatura da solução não fosse superior a 5 °C, de 

HCl 37% até que o valor de pH da solução fosse 1,5. Duas extrações com acetato de 

etila (50 mL, ou 10% do volume inicial de suco) foram realizadas. Cerca de 90 mL da 

suspensão contendo fase orgânica (HBt em acetato de etila), e suco foi centrifugada a 

7.000xg, 2 min, 0 °C. O sobrenadante amarelo foi congelado em banho de etanol e gelo 

seco (–8 0 °C), de forma que cristais brancos de gelo contendo sais e água se 

formassem. O precipitado foi filtrado e a concentração da solução de HBt em acetato de 

etila foi determinada espectofotometricamente (eAcOEt
378

 
nm = 30.000). Em uma extração 

típica são obtidos 50 mL de HBt 6,0 × 10–4 mol L–1, cerca de 6 mg do composto. O 

rendimento em mol, calculado a partir da concentração inicial de betalaínas 

(betacianinas e betaxantinas) no suco, é de cerca de 1%. 
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Esquema 11. Equilíbrio de hidrólise das betalaínas presentes no suco de beterraba. 

5.2.2.2 Acoplamento aldmínico 

A 5 mL de ácido betalâmico 6,0 × 10–4 mol L–1 em acetato de etila foram 

adicionados a 6,7 mg de ácido p-toluenossulfônico (10 equiv) em frasco âmbar. Após 

completa solubilização do ácido p-toluenossulfônico, foram adicionados 5 equiv de 

amina precursora, notando-se mudança de cor de amarelo para vermelho, indicando a 

formação da betalaína correspondente (Esquema 12). A mistura reacional foi então 

mantida a – 20˚C por 48h, para precipitação da betalaína. O precipitado foi centrifugado 

a 10.00XG, 0˚C, por 10 min em tubo falcon de vidro, para recuperação da betalaína. O 

sobrenadante foi removido com pipeta de pasteur e o precipitado foi lavado com 

pequenas quantidades de acetato de etila gelado (cerca de 5 mL) para remoção de 

excesso de amina precursora e novamente centrifugado nas mesmas condições; o 

sobrenadante de acetato de etila foi removido e uma nova lavagem foi executada. O 

solvente remanescente nos falcons foi removido por meio de fluxo de N2. O sólido seco 

da betalaína bruta foi ressuspendido em água, congelado e liofilizado, e armazenado 

novamente no freezer antes da purificação.  
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Esquema 12. Acoplamento aldimínico entre as aminas precursoras e o ácido betalâmico acetato de etila, 
com catálise ácida. A) Semissíntese de cBeet120, cBeet151 e csBeet124; B) Semissíntese de cbzBeet. 

5.2.2.3 Purificação das betalaínas 

As amostras brutas das betalaínas foram purificadas por cromatografia de 

permeação em gel (GPC), com Sephadex LH20 como fase estacionária e água como 

eluente, fluxo 4 mL min–1. A fração rosa resultante de cada uma das purificações foi 

coletada, congelada e liofilizada em seguida. A coluna de Sephadex LH20 foi então 

regenerada com a limpeza com cerca de 10 volumes de coluna com água e novamente 

utilizada.  

5.2.2.4 Análise cromatográfica 

Antes de cada ensaio, foi efetuada análise cromatográfica em cada fração 

coletada na purificação por GPC. As frações das betalaínas purificadas foram analisadas 

por HPLC analítico em HPLC Shimadzu 20A, acoplado a detector PDA SPD-M20A e 

de fluorescência RF-20A em fase reversa, nas condições: coluna C18, 250 mm x 46 mm, 

5 µm (Acentis, Supelco), em um gradiente de 30–70% B (cBeet120) ou 55–95% B 

(cBeet151) em 20 min, de 30–45% B (csBeet124) ou de 55–70% B em 15 min para 
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cbzBeet, com fluxo de 1 mL min–1. A mistura de solventes utilizada para as amostras 

foi A: 0,05% ácido fórmico em água e solvente B: 0,05% ácido fórmico/60% 

MeCN/água, com detecção em λabs= 254 nm e 520 nm (PDA) e λEX = 520 nm/λEM
 = 570 

nm (fluorescência). 

5.2.3. Caracterização estrutural 

A caracterização estrutural das betalaínas semissintetizadas foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), acoplada a espectrometria de massas 

de alta resolução com ionização por eletrospray em modo positivo (HPLC-MS(ESI+)) e 

por espectroscopia de ressonância magnética (RMN), realizadas na Central Analítica do 

IQ-USP. 

5.2.3.1 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de 

massas 

A análise por HPLC-UV/Vis-MS (ESI+) foi realizada utilizando um detector a 

Bruker Maxis 3G q-TOF equipado com uma fonte electrospray e acoplado um HPLC 

Shimadzu Prominence. O cromatógrafo foi equipado com uma coluna Acentis C18 (5 

µm, 250 × 4.6 mm, Supelco) mantida a 25 °C, e com um detector PDA SPD-M20A. N2 

foi utilizado como nebulizador (27.6 psi) and e gás secante (9 L min–1, 300 °C). A 

voltage do capilar utilizada foi de 4.500 V. Condições da corrida: gradiente linear de 

30–95% B em 30 min, sendo A uma solução 0,05% de ácido fórmico em água, e B, 

0,05% de ácido fórmico em 60%MeCN/40%H2O, para as amostras de cBeet120 e 

cBeet151. Para csBeet124, o gradiente utilizado foi de 30–45% B em 15 min e de 55–

70% B em 15 min para cbzBeet. As corridas foram realizadas sob fluxo de 1 mL min–1. 

O erro experimental da correlação massa/carga (m/z), em ppm (partes por 

milhão) é obtido pela correlação[174]: 
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"??@ = 	
A. −	AC

A.
×	10E Eq. 30 

onde, ma corresponde à massa exata calculada e me, à massa exata obtida 

experimentalmente. 

5.2.3.2 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

Os experimentos de 1H-RMN foram obtidos a 25°C em espectrômetro Bruker 

Avance III 500, operando a 500,13 MHz para 1H e 125,75 MHz para 13C, equipado com 

uma sonda de tripla ressonancia (TXI) de 5mm com detecção inversa. 

As amostras de betalínas foram solubilizadas em D2O, imediatamente antes da 

aquisição dos espectros, com concentração de cerca de 2mg/500 µL. Os ensaios de 1H e 

1H com supressão (zgpr) foram realizados com as soluções em tubos de 5mm, com ns = 

512, td =  64K, ds = 4. 

5.2.4. Caracterização fotofísica 

5.2.4.1 Espectroscopia de absorção, emissão e excitação 

Os espectros de absorção foram adquiridos em espectrofotômetro Cary 50 da 

Varian e os espectros de emissão e excitação em espectrofluorímetro Cary Eclipse 

Varian. Na aquisição dos espectros foram utilizadas cubetas de quartzo de volume final 

de 1,5 mL e caminho ótico de 10 mm. A temperatura das celas foi mantida a 25°C por 

meio de banho termostático acoplado a ambos os equipamentos. As amostras 

apresentavam densidade óptica de 0,7 e a configuração do espectrofluorímetro 

empregada na obtenção dos espectros de emissão das betalaínas foi de: lEX = 510 nm, 

lEM = 530 nm–750 nm,  fex = 5 nm, fem = 10 nm, tensão = 600 V; e de excitação: lEM = 

570 nm, lEX = 300 nm–550 nm,  fex = 5 nm, fem = 10 nm, tensão = 600 V. 
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5.2.4.2 Determinação do coeficiente de atenuação molar 

O coeficiente de atenuação molar (e) das cBeets foi determinado pelo método do 

ponto final (end point)[69]. A decomposição das betalaínas em solução tampão Britton-

Robinson pH 8,5 foi monitorada em cubeta de quartzo (caminho ótico de 1 cm, 1,5 mL) 

por espectroscopia de absorção na faixa de 250–700 nm, a 25 °C, de acordo com 

procedimento descrito a seguir: 200 µL de solução aquosa de betalaína foi adicionada a 

800 µL de tampão Britton-Robinson pH 7; após seu espectro de absorção ser registrado, 

a mesma diluição das betalaína foi realizada substituindo a solução tampão em pH 7 por 

uma solução tampão da mesma concentração em pH 8,5. A cinética de hidrólise em pH 

8,5 foi acompanhada por 240 min, com aquisição de espectros de absorção a cada 5 

min. Ao término da cinética, o e foi determinado correlacionando a concentração final 

de ácido betalâmico (HBt), precursor produto da hidrólise, com valor de e conhecido, 

com a concentração inicial da betalaína em pH 7 (Eq. 31): 

CHBt
Final = CcBeet

início Eq. 31 
 

Considerando-se a Lei de Beer-Lambert (Eq. 7), temos que: 

8FGcBeet	

LcBeet
	= 	

8FGHBt

LHBt
 

Eq. 12 

Reorganizando a Eq. 32, o coeficiente de atenuação molar das betalaínas foi 

então determinado pela seguinte relação: 

LcBeet	 = 	
8FGcBeet

8FGHBt
	×	LHBt 

Eq. 33 

Os valores de e e Abs foram obtidos no labs dos compostos: 520 nm para cBeet120,  

519 nm (cBeet151), 518 nm (csBeet124) e 512 nm (cbzBeet), sendo que o valor de e 

padrão utilizado para o cálculo foi de  e424 nm = 26.270 L mol–1 cm–1 para o HBt[97]. 
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5.2.4.3 Determinação do rendimento quântico de fluorescência 

Os rendimentos quânticos de fluorescência (fFl) foram determinados utilizando-

se rodamina 6G em metanol (f = 0,94)[3] como padrão secundário através da equação, 

devido a semelhança entre os espectros de absorção e emissão da rodamina 6G em 

metanol e das betalaínas estudadas. Espectros de absorção e emissão de amostras de 

diferentes concentrações de betalaína e padrão foram adquiridos nas mesmas condições 

experimentais, de forma que a densidade óptica da amostra fosse inferior a 0,1. Um 

gráfico que correlaciona a área de emissão com a absorção do composto foi construído 

para cada betalaína, e o coeficiente angular da reta traçada com intercepto igual a zero 

foi correlacionado com o padrão de acordo com a Eq. 34[8]: 

NOP
Q = 	NOP

R 	
SQ

	∝R		
	
UQ

UR

6
 Eq. 34 

onde, fFl = rendimento quântico de fluorescência, a = coeficiente angular do gráfico 

área sob a curva de emissão de fluorescência vs. absorção, e  n = índice de refração;  x e 

p se referem à betalaína e à rodamina 6G, respectivamente.  

Os espectros de absorção e emissão das amostras e do padrão foram adquiridos 

em cubeta de quartzo de 1,5 mL com caminho ótico de 10 mm. As soluções foram 

diluídas de forma que em labs = 500 nm a absorção da amostra fosse inferior a 0,1, a fim 

de evitar efeitos de reabsorção da amostra[8]. Os espectros de emissão do padrão e das 

betalaínas foram adquiridos nas mesmas condições do equipamento (lEX = 500,  lEM = 

520–750 nm, fex = fem = 20 nm, tensão = 600 V).  

Nos ensaios de variação de temperatura, temperatura da cela foi matida com 

banho Cary temperature controller, acoplado ao fluorímetro. A temperatura selecionada, 

5, 10, 15, 20 ou 25 °C, foi selecionada no modo scan do equipamento; os espectros de 
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emissão foram obtidos (lEX = 500,  l EM = 527–800 nm, fex = 10 nm, fem = 20 nm, 

tensão = 600 V) após cerca de 1 min em que a temperatura desejada fosse atingida na 

cela. 

5.2.4.4 Determinação do tempo de vida de emissão de fluorescência 

Os decaimentos do tempo de vida de emissão das cBeets e da csBeet124 foram 

adquiridos durante estágio no Centro de Física-Química Molecular (CQFM), no 

Instituto Superior Técnico (IST), em Lisboa e no Ångström Laboratoriet, na 

Universidade de Uppsala, Suécia, em dois sistemas de excitação e detecção distintos. 

Em Lisboa, o tempo de vida de emissão de fluorescência (tFl) das betalaínas foi 

determinado com o uso de um conjunto ótico[175] composto por um laser de corante com 

DCM(4-(dicianometileno)-2-metil-6-(4-dimetilaminostiril)-4H-pirano)[176] sincronizado 

com um laser sólido de Nd:YVo4 com excitação em 532 nm, com uma frequência de 76 

MHz e duração do  pulso de  aprox. 12 ps. A emissão de luz é detectada por utilizando 

uma fotomultiplicadora Hamamatsu 2809U-01, com lem = 570 nm. Os decaimentos 

foram adquiridos tipicamente com 20.000 counts, 1024 canais, 1,22 ps/canal, sendo que 

o sinal do laser (função de resposta do instrumento, IRF, Instrument Response Function, 

aprox. 35 ps) foi obtida pelo sinal de uma dispersão coloidal de sílica (Ludox) e 

utilizada na deconvolução dos decaimentos. Os decaimentos de fluorescência foram 

analisados pelo método de reconvolução iterativa de mínimos quadrados não lineares, 

utilizando o software TRFA da SSTC (Scientific Software Technologies Center, 

Belarusian State University, Minsk, Bielorussia).  

Os ajustes das curvas de decaimento de fluorescência foram feitos considerando 

a IRF pelo software TRFA através da análise de componentes discretos com o método 

dos mínimos quadrados (Eq. 35): 
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V W = XYZ
[\/^_

`

Yab

 Eq. 35 

onde I corresponde a intensidade de fluorescência, t ao tempo, e XY e cY às amplitudes e 

o tempo de vida de fluorescência do decaimento exponencial de n componentes, 

respectivamente[175]. 

As frações de intensidade serão determinadas de acordo com a Eq. 36, 

dY =
XYcY
XYcY

`
Yab

 Eq. 36 

onde, XYcY
`
Yab = c , média do tempo de vida de fluorescência. 

Em Uppsala, os decaimentos foram obtidos através da detecção do sinal de 

fluorescência da amostra, na qual foi excitada com lEX = 520 nm. O comprimento de 

onda do laser foi ajustado utilizando um sistema ótico composto por um amplificador 

paramétrico de onda (OPA, Coherent) excitado por um sistema de lasers ultra-rápido 

Ti:safira (Coherent Mira 900: gerador de pulsos de largura de 160 fs; Coherent RegA 

900: amplificador do laser e Coherent Verdi-V18: pump laser). A frequência é de 

200kHz. Uma cubeta de caminho óptico de 1 cm foi utilizada, e a linha do laser foi 

direcionada à parede da cubeta, posicionada em frente ao detector, reduzindo a 

passagem do laser por cerca de 1−2 mm do caminho óptico da cubeta. A fluorescência 

da amostra é detectada pelo espectrômetro Streak Camera (Hamamatsu) numa janela de 

observação de cerca de 200 nm (Bruker SPEC 250IS). O dispositivo de carga acoplada 

da camera (Hamamatsu Orca-ER C4742−95) foi utilizado no modo de armazenamento 

de 2 × 2 pixels, originando uma matrix de 512 × 512 pixel. Um filtro OG550 foi 

posicionado antes da streak camera, a fim de remover o pulso do laser (o filtro cortava 

toda luz antes de l = 550 nm). As janelas de observação de tempo, em diferentes faixas 

de tempo foram de (largura a meia altura, FWHM, da resposta do instrumento é dada 
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em parênteses) aproximadamente 150 (6), 700 (20), ou 1800 (50) ps.  

Para a detecção dos eventos rápidos do laser, assume-se que a resposta do 

instrumento, pulso do laser, um perfil gaussiano[177] em função do tempo com uma 

largura σ em t0, cuja equação pode ser descrita por[178]: 

ef.g00 W = 	
1

h 2i
Z

\	[\j
k

6lk  Eq. 37 

e35m	 = 2 2nU2 Eq. 38 

Para combinar as Eqs. 37 e 38, um processo de reconvolução é feito pela 

multiplicação de duas funções e introduzindo a função complementar de erro para 

reconvoluir tanto as funções exponenciais, quanto a gaussiana. Dessa forma, a função 

do ajuste mono exponencial é descrita pela Eq. 39: 

VoY\(W) =
1

2
V4Z

[
\–\j
^ ×C

sk

ktk

(1 + erf	(
h

c
−	
W −	W4
h

.
1

2
)) Eq. 39 

onde a função  erf calcula o erro do ajuste. 

As imagens dos decaimentos da streak camera e seus ajustes dos decaimentos, 

obtidos com as equações 37 a 39 combinadas, foram obtidos com funções matemáticas 

descritas no Mathlab, já previamente programadas para o tratamento dos dados. 

5.2.5. Propriedades físico-químicas de cBeets e csBeet124 

5.2.5.1 Cinéticas de hidrólise das betalaínas 

As cinéticas de hidrólise em meio aquoso foram acompanhadas com o auxílio de 

espectrofotômetro Shimadzu UV1800 por 12h (aquisição do espectro de absorção na 

faixa de 700 – 250 nm a cada 15 min), com TCC-controller a 25°C. As medições foram 

realizadas em cubetas de quartzo de 1,5 mL, caminho ótico de 1 cm, com um volume 

final de solução de 1 mL. O tempo de meia-vida de hidrólise (t1/2) e a constante de 
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hidrólise (kobs) foram determinados no comprimento de onda de máxima absorção de 

cada uma das betalaínas: 520 nm para cBeet120, 519 nm (cBeet151), 518 nm (csBeet) e 

512 nm (cbzBeet). 

5.2.5.2 Determinação do coeficiente de partição na membrana lipídica 

61,5 mg de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) foram pesados 

em tubo de ensaios e solubilizados numa alíquota mínima de clorofórmio, que foi 

evaporado sob fluxo de N2, de forma que um filme lipídico fosse formado no fundo do 

tubo. O filme foi suspendido em 2,1 mL de tampão H2PO4
–/HPO4

2– 10 mmol L–1, pH 7; 

a suspensão foi agitada em vortex por cerca de 1 min e fracionada em 3 eppendorfs que 

foram centrifugados a 10.000xg, 25 °C por 3 min, de forma que o lipídeo se depositasse 

no fundo do eppendorf. O sobrenadante foi retirado com pipeta de pasteur, e novamente 

cerca de 500 µL de tampão H2PO4
–/HPO4

2– 10 mmol L–1, pH 7 foi adicionado, seguido 

de agitação em vortex e centrifugação; processo repetido por mais dois ciclos[127]. Após 

o 3º ciclo de centrifugação, o sobrenadante foi removido e os eppendorfs foram 

rotulados como pH 3, pH 5 e pH 7; foram então adicionados 1 mL de tampão 

H3PO4/H2PO4
– 10 mmol L–1, pH 3; ou de tampão CH3COOH/CH3COO– 10 mmol L–1, 

pH 5; ou então H2PO4
–/HPO4

2– 10 mmol L–1, pH 7; o conteúdo dos eppendorf foi 

novamente ressuspendido no tampão correspondente e a partição na membrana lipídica 

das cBeets foi acompanhada espectofotometricamente: 60 µL da suspensão de POPC 

foram adicionados a um eppendorf com 940 µL de solução de cBeet (5 × 10–6 mol L–1) 

no respectivo pH; o ensaio foi realizado em triplicata, com 3 alíquotas da suspensão 

fracionadas em 3 eppendorfs distintos. Após 15 min de interação da betalaína com 

POPC, sob abrigo da luz, os eppendorfs foram novamente centrifugados (10.000xg, 25 

°C, 3 min); o controle foi realizado com 60 µL da solução tampão correspondente. 870 
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µL do sobrenadante foram adicionados a cubeta de caminho óptico de 1 cm, contento 30 

µL de solução de SDS 50 mmol L–1 com 10% de Triton X100, e então os espectros de 

absorção do controle e da triplicata foram adiquiridos em espectrofotômetro Cary 50. A 

partição entre as betalaínas em meio aquoso (W) e a membrana (m), em função do pH 

do meio, é definida pelo logaritmo da taxa distribuição de betalaína na membrana 

(Pm/Wt): 

x@y	z{/| 	= log
8FGÄ	–	8FG.

8FGÄ
 Eq. 40 

Em que 8FGÄ
 corresponde à absorção do controle e 8FG., a da alíquota, após a interação 

com a membrana lipídica.  

De forma a assegurar que a quantidade de lipídeo utilizada nos ensaios em 

diferentes pHs foi a mesma, a concentração foi determinada por ensaio colorimétrico de 

dosagem de fosfato orgânico, complexado com ferrotiocianato de amônio, como 

descrito na literatura[179]. Em resumo, foi construída uma curva de calibração de 

concentração crescente de POPC; inicialmente, uma solução de 11 mg/mL de POPC em 

clorofórmio foi preparada, volumes crescentes (1-6 µL) dessa solução foram 

adicionados a diferentes tubos de ensaio e clorofórmio suficiente para completar 1 mL 

de volume final foi adicionado; em seguida, 1 mL de solução de aquosa de 

ferrotiocinato de amônio foi adicionado a cada um dos tubos de ensaio, que foram então 

agitados no vortex por 1 min. Esperou-se a separação do sistema bifásico  ferrotiocinato 

de amônio/clorofórmio em um suporte para tubos, em seguida espetros de absorção da 

fração de clorofórmio, extraída com uma pipeta de pasteur, foram adquiridos. A curva 

de calibração foi então construída correlacionado linearmente o valor de absorção em 

488 nm (máximo de absorção do complexo) com a concentração do lipídeo (anexo 

7.21). A dosagem de POPC nos 3 pHs estudados foi obtida com o preparo do complexo 
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com a adição de 1 µL da suspensão lipídica em 999 µL de clorofórmio e 1 mL de 

ferrotiocinato de amônio, após agitação em vortex, seguida de separação de fase, foram 

adquiridos espectros de absorção da fração orgânica; os valores de absorção em 488 nm 

dos espectros foram substituídos na equação obtida da curva de calibração e então a 

concentração de lipídeo em cada um dos pHs foi determinada. A concentração de 

lipídeo foi de 19 mg L–1 em pH 3 e 5, e de 17 mg L–1 em pH 7. 

5.2.5.3 Voltametria cíclica de cBeets e csBeet124 

Experimentos de voltametria cíclica foram conduzidos empregando-se um 

potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT101 (Metrohm), utilizando o software 

NOVA. As medidas foram realizadas em cela eletroquímica adquirida do prof. Cecílio 

Sadao Fugivara (Unesp-Araraquara), composta por um sistema de três eletrodos: 

eletrodo de trabalho de carbono vítreo (diâmetro do disco = 2 mm); contra-eletrodo de 

fio de platina e eletrodo de referência Ag|AgCl, KCl sat. A velocidade de varredura foi 

fixada em 50 mVs–1 e o potencial foi varrido de –1 V a +1 V, em janela aberta, em 

seguida de varredura em janela fechada, entre 0,3 a 0,9 V (cbeet120 e csBeet124) ou 

0,3 a 1 V (cBeet151 e cbzBeet), com 8 ciclos de varredura. As soluções aquosas das 

betalaínas foram preparadas em KCl 0,1 mol L–1, também utilizado como solução 

controle nos ensaios, numa concentração fixa de 8 × 10–5 mol L–1 para determinção do 

potencial de pico anódico (E p,a).  

Todas as varreduras de betalaínas foram alternadas com o seguinte 

procedimento: (i) polimento do eletrodo de trabalho com alumina depositada em um 

pedaço de feltro umedecido – 60 ciclos de movimentos em forma de "8" eram 

realizados, com partículas de alumina de 1, 0,3 e 0,05 µm de diâmetro, respectivamente; 

(ii) enxague do eletrodo com água e banho ultrassônico por 1 min; (iii) voltamograma 
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de solução "padrão" de K3[Fe(CN)6] 0,1 mol L–1 em KCl 0,1 mol L–1 (velocidade de 

varredura de 50 mV s–1, janela de potencial de 0 a +0,5 V); (iv) registro do branco do 

próximo voltamograma, na janela de potencial desejada, com solução de KCl 0,1 mol 

L–1. Tal procedimento foi realizado de forma a garantir que o eletrodo de trabalho 

estivesse em condições idênticas às iniciais e é fundamental, uma vez que há adsorção 

das betalaínas na superficie do eletrodo de carbon vítreo.[83] 

5.2.6. Interação de cBeets e csBeet124 com BSA e semissíntese de BtBSA 

5.2.6.1 Espectroscopia de absorção e emissão de cBeet120 na presença de BSA 

O efeito da adição de BSA nos espctros de absorção e emissão de cBeet120 foi 

avaliado numa ampla faixa de concentração de BSA, de (7,5 × 10–7 a 1,5 × 10–4 mol L–

1), obtidadas a partir da diluição da solução estoque de BSA (5 × 10–4 mol L–1) como 

descrito na Tabela 16. A concentração de cBeet120 na cubeta (vf = 2,0 mL) foi matida 

fixa em 1,5 × 10–6 mol L–1 e determinada espectofotometricamente pelo coeficiente de 

atenuação molar da betalaína (e520 nm = 65.000 L mol–1 cm–1, vide sessão 3.1.2), de 

forma que o valor de absorção em λ=510 nm fosse menor que 0,1. Dessa forma a 

variação de concentração de BSA em relação a cBeet120 foi de 0,5 a 100 equiv.  

Os ensaios foram realizados em meio tamponado em pH 3 (tampão 

H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1), pH 5 (tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1) e pH 7 

(tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1) de forma a avaliar o efeito do pH do meio e da 

adição de BSA nos espectros de absorção e emissão, e também do rendimento quântico 

e tempo de vida de fluorescência – que serão descritos experimentalmente na próxima 

sessão. 
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Tabela 16. Preparo de 5,0 mL das soluções estoque de BSA, nas diferentes concentrações estudadas. 

Nº de 

equivalentes 

Concentração 

na cubetaa 

Concentração 

da solução 

estoquea 

V BSAb (mL) V H2O (mL) 

0,5 7,5 × 10–7 2,5 × 10–6 0,025 4,975 

1,0 1,5 × 10–6 5,0 × 10–6 0,05 4,95 

2,5 3,75 × 10–6 1,25 × 10–5 0,125 4,875 

5,0 7,5 × 10–6 2,5 × 10–5 0,25 4,75 

10 1,5 × 10–5 5,0 × 10–5 0,5 4,5 

25 3,75 × 10–5 1,25 × 10–4 1,25 3,75 

50 7,5 × 10–5 2,5 × 10–4 2,5 2,5 

100 1,5 × 10–4 5,0 × 10–4 5,0 - 
a em mol L–1; b da solução estoque de BSA 5 × 10–4 mol L–1 

A adição das soluções a cubeta foi sempre realizada na seguinte ordem: x µL de 

solução tampão; 600 µL de solução aquosa de BSA, na concentração estudada; y µL de 

cBeet120 em água, de forma que o volume de x + y = 1,4 mL). O pH do meio foi 

conferido após os ensaios, de forma a assegurar que o feito avaliado em cada pH 

poderia ser correlacionado apenas à concentração de BSA em solução. Nos ensaios 

controle, sem BSA, os 600 µL de solução aquosa de BSA, foram substituídos por 

solução tampão no pH estudado. 

Os espectros de absorção e emissão foram adquiridos em cubeta de plástico, de 

caminho óptico de 1 cm. A faixa de varredura de absorção foi de 300 – 750 nm em 

espectofotômetro cary 50, termostatizado a 25 °C com banho peltier, e os espectros de 

emissão, adquiridos em fluorímetro varian eclipse, foram obtidos nas seguintes 

condições: lEX = 510 nm,  lEM = 530 – 750 nm, fex = fem = 20 nm, tensão = 600 V. 



 133 

5.2.6.2 Determinação dos rendimentos quânticos de fluorescência e do tempo de 

vida de fluorescencia de cBeets e csBeet124 na presença de excesso de 

BSA 

Após os ensaios exploratórios com cBeet120, avaliando uma ampla faixa de 

concentração de BSA, novos ensaios com as demais cBeets foram realizados com 

adição de 100 equiv BSA, nos 3 valores de pHs estudados, foram realizados. O 

rendimento quântico de fluorescência (fFl) de cBeets na presença de BSA foi obtido em 

triplicata, pelo método de Williams[180], utilizando Rodamina B em etanol (fFl = 0,5)[11] 

como padrão secundário de acordo com a Eq. 20.  

Os espectros de emissão do padrão e das cBeets com 100 equiv BSA e na 

ausência da proteína (controle) foram adquiridos nas mesmas condições experimentais, 

como descrito na sessão anterior. O efeito da adição de BSA, em pH 3, 5 e 7, no fFl de 

cBeet120 foi estudado na faixa de 0,5 a 100 equiv BSA; já para cBeet151, csBeet124 e 

cbzBeet, foi estudada somente a adição de 100 eq BSA; sempre mantendo fixa a 

concentração de cBeet na cubeta em 1,5 × 10–6 mol L–1. 

O efeito da adição de 100 eq BSA no tempo de vida de emissão (τFl) das 

betalaínas também foi avaliado, nos 3 pHs. Os ensaios, realizados durante estágio 

sanduíche em Uppsala, foram previamente descritos (vide sessão 5.2.4.4), sempre 

mantendo o λEX = 520 nm e o λEM = 570 nm. 

5.2.6.3 Semissíntese e caracterização fotofísica de BtBSA 

Extrato de beterraba foi hidrolisado pela adição de NH4OH 28%, levando à 

formação de ácido betalâmico (HBt) e ciclo-dopa. O HBt foi então purificado por 

cromatografia de troca iônica em Amberlite X16 como fase estacionária[181]. BtBSA foi 

semissintetizada pela adição de 0,725 g de BSA (cerca de 2,5 equiv) a 30 mL de HBt 
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1,34 × 10–4 mol L–1, em pH 11,4; após cerca de 30 min de agitação, o pH do meio foi 

levado a pH 4 pela adição gota a gota de HCl 0,2 mol L–1, notando-se um aparecimento 

deslocamento da banda de absorção do HBt (máximo em 430 nm) para 476 nm, 

indicando a formação de aduto[143]. A purificação de BtBSA também foi realizada por 

GPC com Sephadex LH20 como fase estacionária, com água como eluente.  

As análises de espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF da BSA de partida e 

da BtBSA semissintetizada foram realizadas em espectrômetro UltrafleXtreme (Bruker) 

no modo refletor, em matriz de ácido sinapínico. A faixa de aquisição do massas foi de 

2.200–22.000 m/z. 

Espectros de absorção, emissão e excitação, além do tempo de vida de emissão 

de BtBSA purificada foram adquiridos em aparelhagem descrita previamente (sessões 

5.2.4.1 e 5.2.4.4, respectivamente), em soluções tampão pH 3, 5 e 7. 

O rendimento quântico de fluorescência (fFl) de BtBSA também foi determinado 

em função do pH, em triplicata, pelo método de Williams[180], utilizando fluoresceína 

em NaOH 0,1 mol L–1 (fFl = 0,95)[11] como padrão secundário, de acordo com a Eq. 20. 

Os espectros de emissão do padrão e da BtBSA foram adquiridos em cubetas de 1,5 mL 

e caminho óptico de 1 cm, mantendo as mesmas condições do equipamento (lEX = 465 

nm,  lEM = 480–750 nm, fex = fem = 10 nm, tensão = 600 V), sempre com densidade 

óptica menor que 0,1, a fim de evitar processos de reabsorção na excitação da 

amostra[8]. 

O tempo de vida de emissão (τFl) de BtBSA também foi avaliado, nos 3 pHs. Os 

ensaios, realizados durante estágio sanduíche em Uppsala, foram previamente descritos 

(vide sessão 5.2.4.4), contudo o λEX = 400 nm utilizado nos ensaios, diferente do ideal 

para as cBeets, foi obtido duplicando a frequência do laser Ti:safira (Coerent Mira), 
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sem passar pelo OPA. A detecção da fluorescência foi obtida também pela Streak 

Camera, em λEM = 490 nm, com filtro GG3 para remoção do sinal do laser. 

5.2.7. Efeitos do meio sobre a fotofísica de cBeet120 

5.2.7.1 Preparo e caracterização de misturas binárias  

6 mL de soluções de misturas binárias glicerol/água (Gli/W), 2,2,2-

trifluoretanol/água (TFE/W) e glicerol/2,2,2-trifluoretanol (Gli/TFE) foram preparadas 

nas proporções 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90%m/m pela pesagem dos componentes, como 

descrito na Tabela 17. O TFE utilizado no preparo das misturas foi previamente tratado, 

com K2CO3 anidro prosseguido por destilação simples, como descrito na literatura[182]. 

Tabela 17. Proporção em massa da mistura correspondente, massa pesada do respectivo componente (g) 
e fração molar do componente de referência 

%m/m Gli/Wa TFE/Wb Gli/TFE 

cGli mGli mW cTFE mTFE mW cGli mGli mTFE 

0 0 - 6,00 0 - 6,00 0 - 8,238 

15 0,03 0,925 5,26 0,03 0,9336 5,32 0,16 1,2 6,92 

30 0,08 1,925 4,46 0,07 1,949 4,58 0,32 2,4 5,602 

45 0,14 2,95 3,64 0,12 3,1 3,742 0,47 3,56 4,327 

60 0,23 4,1 2,72 0,21 4,284 2,88 0,62 4,65 3,13 

75 0,37 5,3 1,76 0,35 5,6568 1,88 0,77 5,775 1,895 

90 0,63 6,575 0,74 0,63 7,1946 0,76 0,91 6,75 0,824 
a dglicerol = 1,25 g/mL, pHW = 7,6. b d2,2,2-trifluoretanol = 1,373 g/mL, pHW = 7,2. 

A viscosidade das misturas foram medidas a 25°C em reômetro digital DV-III da 

Brookfield (spindels C-40 (0,7–7,66 cP) e C-52 (20–230 cP)); e índice de refração, a 

20°C, em refratômetro ABBE 60/ED (Bellingham & Stanley) equipado com lâmpada de 

sódio (l= 589,6 nm), previamente descritas[98].  
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5.2.7.2 Estudo do fator de polaridade empírica (ET(30)) das misturas binárias 

Uma alíquota de 3 mL da solução estoque de RB, 5 × 10–4 mol L–1 em etanol, 

foi evaporada a pressão reduzida, até a completa remoção do solvente, e aparecimento 

de sólido azul no fundo do balão. Em seguida, 1 mL da respectiva mistura binária foi 

adicionado ao balão contendo o sólido seco de RB e a solução foi agitada em vortex, até 

que houvesse a formação de uma solução do RB na mistura binária de solventes. A 

solução foi adiocionada em cubeta de quartzo de 1,5 mL, caminho óptico de 1 cm, e o 

espectro de absorção na faixa de 700–400 nm foi adquirido, a 25 °C, em 

espectofotômetro varian cary 50, com controle de temperatura realizado por banho 

peltier. Os ensaios também foram realizados também com água e 2,2,2-trifluortanol 

puros, sempre em triplicata, em que o máximo de absorção (λabs) foi registrado em cada 

um dos espectros. O cálculo do ET(30), em kcal mol–1, das mituras binárias e dos 

solventes puros, a 25 °C, foi realizado pela Eq. 25[149]. 

5.2.7.3 Caracterização fotofísica de 1,8-ANS nas misturas binárias 

Os espectros de absorção, adquiridos na faixa de 600–200 nm em 

espectrofotômetro varian cary 50, e emissão, em fluorímetro varian cary eclipse, de 1,8-

ANS nas misturas binárias foram adquiridos pela diluição da solução estoque  

(4,0 × 10–4 mol L–1, em água ou TFE) nas respectivas misturas, em cubetas de quartzo 

de 3,5 mL, com caminho óptico de 1 cm. 

O rendimento quântico de fluorescência (fFl) do 1,8-ANS também foi 

determinado, em triplicata, pelo método de Williams[180], utilizando sulfato de quinino 

em H2SO4 0,1 mol L–1 (fFl = 0,546)[11] como padrão secundário. Os valores de 

absorção, área de emissão e índice de refração das misturas foram correlacionados de 

acordo com a Eq. 20. Os espectros de emissão do padrão e do 1,8-ANS foram 
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adquiridos em cubetas de 3,5 mL e caminho óptico de 1 cm, mantendo as mesmas 

condições do equipamento (lEX = 345 nm,  lEM = 360–750 nm, fex = 10nm, fem = 20 nm, 

tensão = 600 V), sempre com densidade óptica menor que 0,1. 

O tempo de vida de emissão (!Fl) do 1,8-ANS nas misturas binárias foi adquirido 

em equipamento Edinburgh FL980, com sistema Time Correlated Single Photon 

Counting (TCSPC), acoplado a lâmpada de H2, de 40 kHz. As condições do 

equipamento foram: lEX = 345 nm,  lEM = 510 nm; fex = fem = 20 nm, 1.000 counts, 

2048 canais, numa janela temporal de 100 ns. A função da resposta instrumental (IRF) 

foi coletada com Ludox, com lEX = lEM = 345 nm.  

Os ajustes das curvas de decaimento de fluorescência foram realizadas por meio 

da deconvolução do IRF, pelo software Fast (Edinburgh Fotonics), através da análise 

dos componentes discretos, com o método dos mínimos quadrados, descritos na Eq. 35, 

com o tempo de vida médio, <!> obtido pela Eq. 36. 

5.2.7.4 Caracterização fotofísica de cBeet120 nas misturas binárias 

Os ensaios foram efetuados durante estágio no Centro de Química-Física 

Molecular no IST, em Lisboa, utilizando aparelhagem e materiais disponíveis. 

O preparo das soluções de cBeet120 nas mituras binária foi realizado de acordo com as 

proporções descritas na Tabela 17. O valor de absorção de cBeet120 foi mantido de 

forma que a densidade ótpica fosse inferior a 0,05 em todas as mituras. 

Os espectros de absorção foram adquiridos em espectrofotômetro JASCO V-540 

e os espectros de emissão e excitação em espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon 

Fluorolog 3−22. Na aquisição dos espectros foram utilizadas cubetas de quartzo de 

volume final de 1 mL e caminho ótico de 5 mm. A temperatura das celas foi mantida a 

25°C por meio de banho termostático acoplado a ambos os equipamentos. As condições 
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do fluorímetro empregadas foram as mesmas utilizadas para rodamina 6G em metanol 

(fFl = 0,93), utilizado como padrão para o rendimento quântico de fluorescência (lEX = 

510 nm,  lEM = 530–800 nm, fex = fem = 5 nm, tensão = 950 V, tempo de integração = 

0,5 s). 

A aquisição do rendimento quântico de fluorescência (fFl), pelo método de 

Williams[180], e dos decaimentos de tempo de vida de fluorescência (!Fl) foi feita em 

triplicata, para cada uma das misturas binárias, utilizando rodamina 6G em metanol 

como padrão secundário, de acordo com a Eq. 20. Os ensaios de !Fl foram realizados e 

as constantes de decaimentos foram obtidas de maneira semelhante ao descrito para os 

ensaios feitos em Lisboa na seção 5.2.4.4, da parte experimental. 

5.2.7.5 Compartimentalização de cBeet120 em micela reversa de AOT/heptano 

Uma solução estoque de cBeet120 4,3 × 10–4 mol L–1 em água foi preparada e 

congelada de forma que a adição de 7 µL da solução estoque em água, num volume 

final de 2 mL, correspondesse a concentração na cubeta, mantida fixa nas diferentes 

proporções [H2O]/[AOT], de 1,5 × 10–6 mol L–1. A Tabela 18 foi utilizada para adição 

dos volumes de água, de solução de AOT 0,1 mol L–1 em heptano, mantendo fixos os 7 

µL adicionados de solução estoque de cBeet120 nos diferentes valores de W0 

([H2O]/[AOT])[156] estudados. As soluções de diferentes W0 e do controle foram 

preparadas na cubeta de quartzo de caminho óptico de 1 cm e volume final 3,5 mL, 

imediatamente antes da aquisição dos espectros absorção, emissão e excitação. A faixa 

de varredura de absorção foi de 300–750 nm em espectofotômetro cary 50, 

termostatizado a 25 °C com banho peltier, e os espectros de emissão, adquiridos em 

fluorímetro varian eclipse, foram obtidos nas seguintes condições: lEX = 510 nm,  lEM = 

530–750 nm, fex = 5 nm fem = 10 nm, tensão = 600 V.  



 139 

Tabela 18. Volumes de solução de AOT 0,1 mol L–1 em heptano e água adicionados a 7 µL da solução 
estoque de cBeet120 4,3 × 10–4 mol L–1 (Vfinal = 2 mL) 

 VAOT (µL) VH
2

O (µL) 

Controle - 1.993 

W0 = 2 1.993 - 

W0 = 3 1.990 3 

W0 = 4 1.986 7 

W0 = 5 1.982 11 

W0 = 7 1.975 18 

W0 = 10 1.965 28 

W0 = 20 1.930 63 

 

O rendimento quântico de fluorescência (fFl) de cBeet120 nos diferentes W foi 

obtido em triplicata, pelo método de Williams[180], utilizando Rodamina B em etanol 

(fFl = 0,5)[11] como padrão secundário, utilizando o nD = 1,394 para as frações com 

heptano, de acordo com a Eq. 20. 

5.2.8. Absorção de dois fótons 

Os espectros de absorção de dois fótons foram realizados durante estágio 

sanduíche no CQFM- IST, em Lisboa, em arranjo óptico adaptado do descrito por Xu e 

Webb[183,15]. Foram adquiridos espectros de absorção de dois fótons na faixa 710-990 

nm com um laser de Ti:safira (Tsunami BB, Spectra-Physics, 1,7 W, 100 fs, 82 MHz), 

acoplado a um monocromador H20Vis Jobin Yvon localizado na entrada da 

fotomultiplicadora PMC-100-4 (Becker and Hickl GmbH).  

Soluções aquosas de 10 × 10–6 mol L–1 de cBeets, preparadas imediatamente 

antes dos ensaios, foram utilizadas nos ensaios. O comprimento de onda de emissão foi 

fixado em lEM = 570 nm (máximo de emissão de fluorescência das cBeets com 
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excitação de um fóton). Também foi avaliada se a relação entre a intensidade de 

emissão, reportada em número de fótons acumulados num tempo fixo de 10s, e a 

potencia de excitação (10–70 mW) apresenta resposta quadrática, caracterizando a 

absorção de dois fótons.[15,21]  

Dessa forma, um procedimento comparativo de excitação bifotônica utilizando 

rodamina 6G em metanol como padrão para acompanhar a eficiência e a característica 

do pulso[166]. A seção de choque de absorção bifotônica (s2) em Göppert-Mayer (1 

GMº 10–50 cm4 s fóton–1 molécula–1) foi então calculada através de:[172] 

 
Eq. 41 

onde o sobrescrito p indica o padrão secundário e F é a intensidade de emissão, ou seja, 

número de fótons médio acumulados em 10 s de excitação para um comprimento de 

onda específico. 

Em experimentos controle, as sessões de choque de dois fótons da cumarina120 

(C120, 7-amino-4-metilcumarina) e cumarina151 (C151, 7-amino-4-

trifluormetilcumarina) foram determinadas em lEM = 570 nm (máximo de emissão de 

cBeets, com rodamina 6G como padrão e em lEM = 450 nm (máximo de emissão das 

cumarinas) utilizando cumarina 153 em metanol como padrão de 2PA. A concentração 

das soluções de C120 and C151 utilizada nos ensaios foi de 15 × 10–6 mol L–1 em 

metanol. 
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7.1. Cromatogramas: Análise de HPLC-MS(ESI+) de cBeet120 

 

Análise de HPLC-MS(ESI+) de alta resolução de cBeet120. (a) Cromatograma em λabs = 254 nm, (b) 
Espectro de massas de alta resolução da amostra com tR = 8,7 min; (c) Distribuição isotópica da m/z = 
369,1084. Condições da corrida: Acentis C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 µm, Supelco) em condições de fase 
reversa, num gradiente de 30-95% B em 30 min (Solvente A: 0,05%  de HCO2H  em H2O; e solvente B:  
0,05%  de HCO2H em 60%MeCN/H2O). Íon quasi-molecular ([M+H]+) apresenta relação massa-carga 
(m/z) calculada para C19H17N2O6

+: 369,1081; observada: 369,1084 (dif.: –0,81 ppm). 
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7.5. Cromatogramas: Análise de HPLC-MS(ESI+) de csBeet124 

 

Análise de HPLC-MS(ESI+) de alta resolução de csBeet124. (a) Cromatograma em λabs = 254 nm, (b) 
Espectro de massas de alta resolução da amostra com tR = 8,0 min; (c) Distribuição isotópica da m/z = 
368,1247. Condições da corrida: coluna Acentis C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 µm, Supelco) em condições de 
fase reversa, num gradiente de 30-45% B em 15 min (Solvente A: 0,05%  de HCO2H  em H2O; e solvente 
B:  0,05%  de HCO2H  em 60%MeCN/H2O). Íon quasi-molecular ([M+H]+) apresenta relação massa-
carga (m/z) calculada para C19H18N3O5

+: 368,1241; observada 368.1247 (dif.: –1,63 ppm). 
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7.7. Cromatogramas: Análise de HPLC-MS(ESI+) de cbzBeet 

 

Análise de HPLC-MS(ESI+) de alta resolução de cbzBeet. (a) Cromatograma em λabs = 254 nm, (b) 
Espectro de massas de alta resolução da amostra com tR = 7,1 min; (c) Distribuição isotópica da m/z = 
405,1093. Condições da corrida: coluna Acentis C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 µm, Supelco) em condições de 
fase reversa, num gradiente de 55-70% B em 15 min (Solvente A: 0,05%  de HCO2H  em H2O; e solvente 
B:  0,05%  de HCO2H  em 60%MeCN/H2O). Íon quasi-molecular ([M+H]+) apresenta relação massa-
carga (m/z) calculada para C22H17N2O5

+: 405,1081; observada: 405,1093 (dif.: –2,96 ppm). 
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a A
tribuição tentativa baseada nos deslocam

entos quím
icos e nas constante de acoplam

entos obtidas para os dem
ais com

postos. 
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7.10. Decaimentos do tempo de vida de emissão de fluorescência de cBeets 

em água (Determinados no CQFM-IST) 

 

 
Parâmetros dos ajustes mono-exponenciais dos decaimentos de emissão de cBeets em 
água 

 !Fl c2	
cBeet120 38 ps 1,15 

cBeet151 100 ps 1,21 

csBeet124 19 ps 5,3 

cbzBeet 18 ps 1,09 
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7.11. Decaimentos do tempo de vida de emissão de fluorescência de cBeets 

em solução tampão pH 3 

 

 

 

 
Decaimentos dos tempos de vida de emissão de fluorescência (tFl) de cBeets em tampão H3PO4/H2PO4

– 
0,1 mol L–1 pH 3. Imagem obtida na streak câmera e decaimento, com ajuste monoexponecial (IRF), 
respectivamente: a) e b) cBeet120 (22 ps) lem = 570 nm, c) e d) cBeet151 (22 ps) lem = 570 nm, e) e f) 
csBeet124 (8 ps) lem = 570 nm e g) e h) cbzBeet (8 ps) lem = 564 nm. 
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7.12. Decaimentos do tempo de vida de emissão de fluorescência de cBeets 

em solução tampão pH 5 

 

 

 

 
Decaimentos dos tempos de vida de emissão de fluorescência (tFl) de cBeets em tampão 
CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1 pH 5. Imagem obtida na streak câmera e decaimento, com ajuste 
monoexponecial (IRF), respectivamente: a) e b) cBeet120 (22 ps) lem = 570 nm, c) e d) cBeet151 (23 ps) 
lem = 570 nm, e) e f) csBeet124 (9 ps) lem = 570 nm e g) e h) cbzBeet (7 ps) lem = 564 nm. 
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7.13. Decaimentos do tempo de vida de emissão de fluorescência de cBeets 

em solução tampão pH 7 

 

 

 

 
Decaimentos dos tempos de vida de emissão de fluorescência (tFl) de cBeets em tampão H2PO4

–/HPO4
2– 

0,1 mol L–1 pH 7. Imagem obtida na streak câmera e decaimento, com ajuste monoexponecial (IRF), 
respectivamente: a) e b) cBeet120 (23 ps) lem = 570 nm, c) e d) cBeet151 (23 ps) lem = 570 nm, e) e f) 
csBeet124 (6 ps) lem = 570 nm e g) e h) cbzBeet (6 ps) lem = 564 nm. 
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7.14. Comparação entre os tFl de cBeets em água e em soluções tampão 

pH 3, 5 e 7 

cBeet120 

Solvente tFl (ps) IRF (ps) r2 

H2O 38 6,2 0.9993 

Tampão H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1 pH 3 39 21,8 0.9989 

Tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1 pH 5 41 22,5 0.9991 

Tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1 pH 7 43 22,7 0.9994 

 

cBeet151 

Solvente tFl (ps) IRF (ps) r2 

H2O 110 22,7 0.9988 

Tampão H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1 pH 3 100 22,1 0.9995 

Tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1 pH 5 110 23,3 0.9996 

Tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1 pH 7 110 22,8 0.9996 

 

csBeet124 

Solvente tFl (ps) IRF (ps) r2 

H2O 23 6,4 0.9992 

Tampão H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1 pH 3 21 7,6 0.9986 

Tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1 pH 5 24 8,8 0.9990 

Tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1 pH 7 24 6,0 0.9998 

 

cbzBeet 

Solvente tFl (ps) IRF (ps) r2 

H2O 17 6,5 0.9986 

Tampão H3PO4/H2PO4
– 0,1 mol L–1 pH 3 16 8,2 0.9980 

Tampão CH3COOH/CH3COO– 0,1 mol L–1 pH 5 17 6,6 0.9991 

Tampão H2PO4
–/HPO4

2– 0,1 mol L–1 pH 7 17 6,4 0.9990 
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7.15. Espectros de emissão de fluorescência de cBeets em função da 

temperatura  

 
a)cBeet120 (Absλ=500 nm = 0,0634); b)cBeet151 (Absλ=500 nm = 0,0201); c)csBeet124 (Absλ=500 nm = 0,0598) 
e d)cbzBeet (Absλ=500 nm = 0,0554). Condições do equipamento (Varian Cary Eclipse): λex =500 nm, λem = 
527-800 nm, fex = 10 nm; fem = 20 nm, tesão = 600 V. 

550 600 650 700 750 800
0

50

100

150

200

550 600 650 700 750 800
0

50

100

150

200

250

300

550 600 650 700 750 800
0

20

40

60

80

100

120

140

550 600 650 700 750 800

0

10

20

30

40

50

60

70

b

In
te

ns
id

ad
e 

(u
a)

λ (nm)

 5 °C
 10 °C
 15 °C
 20 °C
 25 °C

c

 5 °C
 10 °C
 15 °C
 20 °C
 25 °C

In
te

ns
id

ad
e 

(u
a)

λ (nm)
d

 5 °C
 10 °C
 15 °C
 20 °C
 25 °C

In
te

ns
id

ad
e 

(u
a)

λ (nm)

 5 °C
 10 °C
 15 °C
 20 °C
 25 °C

In
te

ns
id

ad
e 

(u
a)

λ (nm)

a



 184 

7.16. Correlação linear entre o tempo de vida de fluorescência (tFl) de cBeets 

com o aumento da temperatura 

 

 

Valores de !Fl,	 em ps, obtidos para os decaimentos de cBeets em meio aquoso, com 

ajustes mono-exponenciais, com o aumento da temperatura 

Temperatura  

(° C) 

cBeet120 cBeet151 csBeet124 cbzBeet 

5 56,8 186 34,9 25,4 

10 51,8 170 32,3 23,1 

15 47,4 150 29,2 20,9 

20 43,6 139 26,9 19,5 

25 39,6 128 24,9 17,7 
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7.17. Determinação da barreira de ativação do processo não radiativo de 

Miraxantina I em metanol 

 

 

Gráfico de Arrhenius da energia de ativação para a desativação não radiativa (Ea
nr) de 

Miraxantina I em metanol. ln (fFl
–1 –1) = 9,12 – 1099,5T–1, Adj-R2 = 0,9938. 

fFl = 4,7 x 10–3 e kr = 2 x 108 s–1, em metanol[97] 
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7.18. Espectros de absorção da partição de cBeets em membrana de POPC, 

em pH 3 

 

a) cBeet120, b) cBeet151, c) csBeet124 e b) cbzBeet. Tampão H3PO4/H2PO4
– 10 mmol L–1, pH 3. 

Controle: 60 µL de tampão; a1- a3: replicatas, cada uma com 60 µL de supensão lipídica de POPC. 
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7.19. Espectros de absorção da partição de cBeets em membrana de POPC, 

em pH 5 

 

a) cBeet120, b) cBeet151, c) csBeet124 e b) cbzBeet. CH3COOH/CH3COO– 10 mmol L–1, pH 5. 

Controle: 60 µL de tampão; a1- a3: replicatas, cada uma com 60 µL de supensão lipídica de POPC. 
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7.20. Espectros de absorção da partição de cBeets em membrana de POPC, 

em pH 7 

 

a) cBeet120, b) cBeet151, c) csBeet124 e b) cbzBeet. Tampão HPO4
–/HPO4

2– 10 mmol L–1, pH 7. 

Controle: 60 µL de tampão; a1- a3: replicatas, cada uma com 60 µL de supensão lipídica de POPC. 
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7.21. Curva de calibração para dosagem lipídica 

 

a) Espectros de absorção do complexo formado entre ferrotiocianato de amônio-POPC, em relação ao 
aumento da concentração de lipídeo. B) Curva de calibração da concentração de lipídeo obtida para 
dosagem de POPC nos pHs estudados. Absλ=488 nm = 0,00867; Adj. r2 = 0,9922. 
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