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Resumo 

Estreptocianinas são uma classe de corantes pouco investigadas na literatura. 

Cianinas com grande conjugação, possuem inúmeras publicações, e têm suas 

características e propriedades bem definidas na literatura. Estruturas contendo 

transferência protônica no estado excitado, fenômeno conhecido como ESIPT 

(do inglês Excited State Proton Transfer), possuem suas propriedades bem 

definidas, e em especial, suas propriedades fotofísicas, onde a dupla emissão 

de fluorescência é a principal característica. Das estruturas contendo ESIPT 

apresentadas na literatura, poucas apresentam grande conjugação. Dessa 

forma, esse trabalho objetivou sintetizar novas estreptocianinas contendo em 

sua estrutura, núcleos capazes de realizar ESIPT. Essas estruturas tiveram suas 

propriedades fotofísicas investigadas através de técnicas de espectroscopia de 

absorção e emissão de fótons. Observou-se que, em alguns solventes, houve 

formação de agregados. O processo ESIPT foi identificado para uma situação 

de diluição. Para compreender os agregados formados, estudos em etanol foram 

realizados e identificou-se a tendência de formar agregados maiores que 

dímeros. Além disso, investigações da interferência das estreptocianinas como 

supressores de fluorescência de BSA (albumina sérica bovina) foram realizadas. 

Foi observado que essas estruturas suprimem a emissão de fluorescência da 

proteína, atuando nos resíduos de triptofano, através de supressão estática. 

Além disso, verificou-se que as estreptocianinas podem ser utilizadas como 

sensores de pH. Observou-se a propriedade de sensor fluorimétrico, com 

emissão de fluorescência apenas em pH básico. Além disso, observou-se a 

propriedade de sensor colorimétrico, onde as soluções possuem coloração rosa 

a lilás em pH ácido, enquanto que em pH neutro e básico, a coloração amarela. 

Sendo assim, esse trabalho contribui de forma significativa na compreensão de 

processos fotofísicos mais complexos e traz um apanhado de informações 

inéditas sobre as estreptocianinas, suas propriedades e possíveis aplicações. 
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Abstract 

Streptocyanines are a class of cyanine dyes with low number of publications on 

the literature. Cyanines with high conjugation have numerous publications, and 

have their characteristics and properties well defined. Structures containing 

proton transfer in the excited state, known as ESIPT (excited state proton 

transfer), have their properties well defined, and especially their photophysical 

properties, where the double emission of fluorescence is the main characteristic. 

Considering the structures containing ESIPT presented in the literature, few of 

them have great conjugation. Thus, this work aimed to synthesize new 

streptocyanines containing in their structure, the possibility of performing ESIPT. 

These structures had their photophysical properties investigated through 

absorption spectroscopy and photon emission techniques. It was observed that 

in some solvents aggregates were formed. The ESIPT process was identified for 

a dilution situation, whose fluorescence emission profile is characteristic of a 

portion of the molecule who performs ESIPT. To investigate the aggregates, 

studies of streptocyanines in ethanol were performed, and the tendency to form 

aggregates larger than dimers were identified. In addition, investigations of the 

performance of streptocyanines as suppressors of BSA (bovine serum albumin) 

fluorescence were performed. These structures suppressed the fluorescence 

emission of BSA, acting on the tryptophan residues, by means of static 

suppression. Moreover, it has been found that streptocyanines can be used as 

pH sensors. The fluorimetric sensor property was observed, with fluorescence 

emissions only at basic pHs, as well as the property of a colorimetric sensor, 

where the solutions have pink to lilac coloration at acidic pHs, while at neutral 

and basic pHs the yellow coloration were predominant. Thus, this work 

contributes significantly to understand the complex photophysical processes, and 

brings a collection of unpublished information on streptococyanines, their 

properties and possible applications. 
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1. Introdução 

Os corantes luminescentes vêm chamando a atenção da ciência há muito 

tempo. No século XV, os conceitos de corantes luminescentes eram confundidos 

com o fenômeno de incandescência. Considera-se a fluorescência como sendo 

um fenômeno de luminescência (do latim lumen – luz). Esse fenômeno foi 

inicialmente introduzido em 1888 por Eilhardt Wiedemann, onde descreveu como 

sendo todos os fenômenos de luz que não são apenas condicionados pelo 

aumento da temperatura, sendo assim considerada uma luz fria, havendo assim 

a primeira distinção entre incandescência e luminescência.[1]  Apenas no século 

XX, com o surgimento da teoria quântica, pôde-se realmente compreender o 

fenômeno de luminescência com mais clareza.  

A luminescência é a emissão espontânea de luz de espécies 

eletronicamente ou vibracionalmente excitadas. Os compostos que emitem 

luminescência podem ser classificados como inorgânicos, organometálicos ou 

orgânicos. Os compostos considerados luminescentes são excitados através da 

absorção de fótons (luz) e podem ser fluorescentes ou fosforescentes.[2] O 

termo fluorescência foi cunhado por Stokes em seu trabalho onde comparou o 

fenômeno com o ocorrido na fluorita, a opalescência (cor e reflexos irisados, 

característicos da opala, uma pedra preciosa), utilizando o fluoro (de fluorita) + 

scência (de opalescência). Uma ilustração da origem da palavra está descrita na 

Figura 1.[3] 

 
Figura 1: Ilustração da origem da palavra fluorescência, criada por Stokes. Baseado 

em [3] 

 

Entre diversas classes de corantes, as cianinas têm se destacado em 

decorrência de suas propriedades bastante interessantes.[4–7]  O estudo dessa 

classe iniciou-se em 1856, quando Williams obteve a cianina azul, através do 

tratamento da quinolina com iodeto de amila, seguido de amônia, levando à 
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estrutura 1 apresentada na Figura 2.[8] Essa síntese abriu caminho para a 

investigação de uma nova classe de corantes com propriedades iridescentes de 

coloração azul a verde escura.[5,9–12]  

 

 
Figura 2: Primeira cianina obtida por Williams, também conhecida por PIC (do inglês 

pseudoisocyanine chloride).[8]  

 

Atualmente, os corantes do tipo cianinas, que também são conhecidos 

como corantes polimetínicos, são classificados de acordo com os seus 

substituintes doadores de elétrons. Conforme Figura 3, essas estruturas 

caracterizam-se por uma cadeia polimetínica interligada por heteroátomos, 

sendo esses, nitrogênio, oxigênio entre outros.[13] Quando a ligação entre o 

heteroátomo e a cadeia polimetínica é do tipo aberta em ambas as extremidades, 

denominam-se estreptocianinas. Para o caso onde há uma cadeia fechada em 

uma das extremidades, essas são denominadas hemicianinas, enquanto que 

para as estruturas contendo cadeia fechada em ambas as extremidades, 

classificam-se como cianinas.[14] 

 

 

Figura 3: Diferentes tipos de corantes polimetínicos: as estreptocianinas que possuem 

cadeia aberta; as hemicianinas onde uma das extremidades é de cadeia fechada; e as 

cianinas contendo duas extremidades de cadeia fechada. Baseado em [14].  

 

 A Figura 4 mostra exemplos de corantes polimetínicos. Dentre eles, 

temos as esquaraínas (2 e 3), que se caracterizam por possuir em seu centro 
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polimetínico um núcleo esquárico, estrutura cíclica de 4 carbonos. Essas 

estruturas são do tipo zwiteriônicas, ou seja, possuem carga positiva e negativa 

conjugada.[15,16] Esse perfil estrutural leva a importantes características como 

alta conjugação, bons coeficientes de absortividade molar e possuem 

deslocamento dos espectros conforme os substituintes, tanto no núcleo 

esquárico, quanto nos substituintes doadores de elétrons. Além disso, os 

substituintes alquílicos presentes no núcleo indólico são capazes de determinar 

propriedades como solubilidade e interações específicas. [17–22] De forma 

análoga, porém não sendo consideradas estruturas zwiteriônicas, temos as 

cianinas (4). Essas estruturas possuem diferentes deslocamentos espectrais 

conforme o tamanho da cadeia polimetínica e seus substituintes indólicos, assim 

como nas esquaraínas. [23–26]  

 

 
Figura 4: Exemplos de corantes polimetínicos do tipo esquaraínas 2 e 3 e cianinas 

4.[15] 

 

O tamanho da cadeia polimetínica influencia diretamente nos 

comprimentos de onda de absorção e emissão desses corantes. Quanto maior 

a cadeia e mais deslocalizados os elétrons, maior é o deslocamento batocrômico 

(para maiores comprimentos de onda) dos espectros de absorção e emissão. 

Além disso, as cianinas possuem altos coeficientes de absortividade molar.[27]  
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As cianinas ilustradas na Figura 5 são comercializadas pela Lumiprobe® 

como ligantes de proteínas, DNA, oligonucleotídeos, peptídeos, anticorpos, entre 

outros. É possível observar o deslocamento batocrômico nos espectros de 

absorção e emissão com o aumento da cadeia polimetínica e com o aumento da 

conjugação no núcleo indólico.[28]  

 

 

 
Figura 5: Cianinas comerciais contendo diferentes tamanhos da cadeia polimetínica, 

bem como diferentes núcleos indólicos nas extremidades. Abaixo são os espectros de 

absorção (A) e emissão de fluorescência (B), bem como o deslocamento batocrômico 

observado em decorrência do aumento da conjugação.[28]  

 

  Além disso, uma outra característica importante das cianinas é que elas 

podem formar agregados moleculares dependendo do pH, da sua estrutura e da 

polaridade do meio, resultando em diferentes características espectrais quando 

comparados com as suas formas monoméricas.[29–31] Isso faz com que os 

agregados atuem como espécies distintas das suas estruturas monoméricas, 

quando favorecidos. A formação de agregados característica das cianinas faz 

5 6 7 

8 9 10 

A B 
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com que elas sejam usadas como sensores da proteína sérica bovina (BSA). As 

interações entre a BSA e as cianinas desfavorece a formação de agregados que 

absorvem e emitem em diferentes comprimentos de onda, atuando assim como 

sensores ópticos de proteínas.[15]  

 As cianinas também são empregadas em células fotovoltaicas. A sua 

capacidade de absorver fótons e promover elétrons ao estado excitado gera um 

movimento de elétrons em um circuito, e por conseguinte a geração de energia. 

[32–36] Como outro exemplo em que esses corantes podem ser usados, tem-se 

os diodos orgânicos emissores de luz (OLED). Através de uma corrente elétrica 

aplicada, seus elétrons são excitados e seu decaimento promove emissão de luz 

em diferentes comprimentos de onda.[37]  

 Uma aplicação importante destes corantes está na sua utilização em 

terapia fotodinâmica.[38–41] A terapia fotodinâmica é empregada para 

aniquilação de células tumorais, tipicamente em tecidos superficiais onde a 

presença do corante no local afetado, com excitação através de luz, leva à 

formação de oxigênio singleto, que ocorre graças a uma reação no estado 

excitado entre as cianinas e o oxigênio presente nas células. Por tratar-se de 

uma estrutura extremamente tóxica às células, o oxigênio singleto acaba 

aniquilando as células tumorais com bons resultados.[39,42,43] Esses corantes 

também vêm sendo empregados como sensores de íons, sendo através de 

complexação ou por modificação de propriedades através da variação do pH.[44]  

Em termos de produção científica, comparando-se os corantes do tipo 

cianinas e estreptocianinas, observa-se que as cianinas têm um campo muito 

mais desenvolvido do que as estreptocianinas. O número de publicações acerca 

das estreptocianinas no decorrer do tempo é significativamente baixo, o que 

indica que estes corantes ainda podem ser mais explorados. O exemplo disso é 

ilustrado na Figura 8, que mostra o número de publicações referentes as cianinas 

e as estreptocianinas no decorrer dos anos. Observa-se um crescimento 

exponencial para as cianinas, enquanto que para as estreptocianinas um número 

de publicações praticamente contínuo e baixo no decorrer dos anos.  
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Figura 6: Análise de dados obtida pela plataforma Scopus mostrando o número de 

publicações por ano, a partir de 1960, com paravras chave Cyanine para o gráfico 

superior e Streptocyanine para o gráfico inferior. Busca realizada em 5 de maio de 

2019. 

 

O termo ESIPT (do inglês excited state intramolecular proton transfer) se 

trata de uma transferência protônica intramolecular provocada pela absorção de 

luz que ocorre somente no estado excitado.[45]  Para que uma molécula emita 

luz por ESIPT, ela deve ter um sítio ácido - capaz de doar prótons - e um sítio 

básico - capaz de receber prótons.[46] A transferência protônica é favorecida 

pelo aumento do momento de dipolo da molécula no estado excitado. A 

modificação que ocorre no estado excitado permite a formação de uma espécie 

molecular diferente no estado excitado e, por conseguinte, uma estrutura com 

diferentes propriedades fotofísicas.[47] O equilíbrio que envolve as espécies no 

estado fundamental e excitado depende de diferentes parâmetros tais como a 
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polaridade do meio, a viscosidade, pH, etc; o que torna estas moléculas sondas 

muito versáteis em uma grande variedade de sistemas.[48–52]  

Moléculas emissivas por ESIPT são amplamente estudadas na literatura, 

seja com o objetivo de estudar o fenômeno em si, bem como nas suas diversas 

aplicações. A Figura 7 ilustra algumas estruturas que fazem ESIPT. 

 

 
Figura 7: Exemplos de estruturas que fazem transferência protônica intramolecular no 

estado excitado - ESIPT.  

 

Existem poucos exemplos na literatura de corantes que apresentam 

emissão na região do vermelho devido ao mecanismo ESIPT. Alguns exemplos 

(Figura 8) apresentam seus espectros deslocados em decorrência da formação 

de complexos com metais, como na estrutura 16 complexada com zinco através 

da estrutura que promove ESIPT [53], de reatividade frente a funções 

específicas, no caso a estrutura 17, que tem sua conjugação modificada frente 

ao íon sulfônico ou ao peróxido de hidrogênio, variando seus comprimentos de 

absorção e emissão de fótons [54]  ou através da conjugação aumentada em 

função da existência de ESIPT, em 18 [55].  
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Figura 8: Corantes contendo ESIPT com emissão na região do vermelho. [53–55] 

 

 A motivação deste trabalho foi obter e investigar as propriedades fotofísicas 

de novas estreptocianinas contendo em sua estrutura um núcleo capaz de 

realizar ESIPT (Figura 9). Existem poucos trabalhos na literatura que 

apresentam a combinação de ambas as classes de corantes (estreptocianinas e 

ESIPT) em uma única estrutura.  

Estas estruturas são classificadas como estreptocianinas, e possuem dois 

heterociclos emissivos por ESIPT - azois - unidos por uma cadeia polimetínica. 

Com isso, buscou-se unir as características fotofísicas de corantes ESIPT com 

as de corantes polimetínicos.   

 

16 

17 

18 
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Figura 9: Estreptocianinas desenvolvidas no presente trabalho, contendo em suas 

extremidades núcleos derivados de benzazóis. 

 

Dessa forma, o presente trabalho traz uma investigação das 

características fotofísicas das novas estreptocianinas e suas possíveis 

aplicações, como continuidade do trabalho de Dissertação de Mestrado 

desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa.[56] Para isso, apresentamos a sua 

síntese e caracterização fotofísica, a formação de agregados em diferentes 

solventes, as interações com a proteína BSA e sensores fluorimétricos e 

colorimétricos de pH.  
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo desse trabalho foi sintetizar e investigar as características 

fotofísicas de novos corantes da classe das estreptocianinas contendo em sua 

estrutura heterociclos emissivos por ESIPT.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Sintetizar estreptocianinas fluorescentes por ESIPT: Através da formação 

in situ de sais de imínio a partir do reagente de Vilsmeier-Haack, e da 

inserção de derivados de 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazóis.      

 

 Caracterização fotofísica das estreptocianinas: Para avaliar de que forma 

o aumento na conjugação eletrônica afeta as propriedades fotofísicas de 

corantes, utilizar as espectroscopias de absorção e emissão de 

fluorescência, investigando a formação de agregados. Juntamente com a 

espectroscopia de Uv-Vis, aplicar o modelo isodésmico modificado para 

estabelecer os valores das constantes de agregação K das 

estreptocianinas em etanol.   

 

 Interações das estreptocianinas com BSA: Investigar as interações entre 

proteína-estreptocianinas aplicando-se as equações lineares e não 

lineares para aprofundar-se no tipo de interação predominante. 

    

 Sensores de pH: Através das espectroscopias de absorção e emissão de 

fluorescência investigar o uso das estreptocianinas como sensores de pH.  
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3. Revisão Bibliográfica 

 

3.1. Síntese das estreptocianinas 

 

Em 1969, Makin e colaboradores descreveram um método de síntese de 

sais polimetínicos de cadeia longa, mais especificamente de estreptocianinas. 

Os autores mostraram que, através da reação de derivados de piranos 28 com 

álcool em presença de HBr, é possível a obtenção do éter 29. A condensação 

de 29 com éteres alquil vinílicos leva a obtenção de 30, que em presença de 

aminas secundárias ou primárias, no caso do exemplo metilamina, em meio 

ácido, leva a formação da estreptocianina 31.[57]  Através desse método, 

estreptocianinas contendo diversos tamanhos como por exemplo 3, 5 e 7 

carbonos na cadeia polimetínica, a partir de diversas aminas, têm sido obtidas 

na literatura. O esquema de síntese está ilustrado no Esquema 1: 

 

 

Esquema 1: Rota de obtenção de estreptocianinas a partir de acetaldeídos 

glucônicos.[57]  

 

Em especial, a estrutura derivada da anilina 33 (Esquema 2) é largamente 

apresentada em artigos.[58–63] Ela é obtida através do 1,1,3,3,-

tetrametoxipropano 32, em meio ácido em presença de anilina. No entanto, sua 

investigação em termos de caracterização e propriedades fotofísicas não é 

objeto de estudo nas referências uma vez que esses compostos são utilizados 

como precursores na síntese de cianinas, a partir da reação das estreptocianinas 
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com sais indólicos ou quinolínicos quaternários.  

 

Esquema 2: Estrutura da estreptocianina 33, empregada como intermediária na 

obtenção de cianinas.  

 

Em 1991, Madaule e colaboradores apresentaram as estreptocianinas 

ilustradas no esquema 3. Os autores usaram um método sintético a partir de 

tris(dialquilamino)arsenos com sais de pirílio 34, obtendo assim as 

estreptocianinas 35a a 35e,[64] conforme Esquema 3: 

 

 

Esquema 3: Estreptocianinas 35 obtidas a partir de tris(dialquilamino)arsenos e sais 

de pirílio.[64]  

  

Através desse método, algumas limitações foram observadas: pode-se 

utilizar apenas sais de pirílio 2,6-aril substituídos; Tris(dialquilamino)arsenos e 

estilbenos geram apenas estreptocianinas simétricas; e apenas uma pequena 

variedade de tris(dialquilamino)arsenos e estilbenos estão disponíveis. Dessa 

forma, uma rota sintética foi proposta utilizando diversas ariletanonas (36) e 

trietoximetano. Essa rota ocorre em meio ácido, utilizando ácidos como HClO4 e 

HBF4, conforme esquema a seguir, obtendo assim diferentes estreptocianinas 

(37a – 37h).[65]  
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 37A 37B 37B’ 37C 37C’ 37D 37E 37F 37G 37H 

R1 H Me Me OMe OMe NHAc Me I F CN 
R2 H H H H H H Me H H H 
X ClO4 ClO4 BF4 ClO4 BF4 ClO4 ClO4 BF4 ClO4 ClO4 

 

Esquema 4: Obtenção de estreptocianinas 37 a partir de ariletanonas.[65]  

 

Em 2003, o mesmo grupo apresentou a síntese de estreptocianinas 

contendo cadeia heptametínica (7 carbonos) (38 a 42), a partir de estruturas 

derivadas de 37b e aminas,[66] conforme ilustrado no Esquema 5:  

 

 

Esquema 5: Estreptocianinas de cadeia heptametínica (38 a 42) obtidas através da 

substituição do acetato de 37b por diversas aminas.[66]  
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Seguindo a mesma linha de raciocínio, Corinne Payastre e colaboradores 

publicaram em 2004 um trabalho semelhante, porém utilizando cadeia 

polimetínica 44, levando a diferentes estreptocianinas em presença de etanol e 

de diferentes aminas (45 a 47),[67] conforme representado no Esquema 6: 

 

 

Esquema 6: Estreptocianinas (45 a 47) obtidas a partir da cadeia polimetínica 44.[67] 

 

Já em 2007, o mesmo grupo de pesquisa publicou um artigo onde 

apresentou novas estreptocianinas contendo cadeia cíclica em sua porção 

polimetínica (Esquema 7). Além disso, os autores mostraram que foi possível a 

substituição do cloro na posição central da cadeia polimetínica (meso) com 

excesso de morfolina.[68]  
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 48c 48d 48e 48f 48g 48h 

R MeO F Cl Br Ph H 
NR’2 NEt2 NEt2 NEt2 NEt2 NEt2 NEt2 

 56g 56h 56j 56k 56l 56m 

R Β-naftil F Cl Br MeO F 
NR’2 NEt2 NMe2 NMe2 NMe2 Morfolino Morfolino 

 
Esquema 7: Estreptocianinas 48a a 48h contendo cadeia cíclica em sua porção 

polimetínica bem como a substituição do cloro por morfolina em 48d levando à 

estreptocianina 49.[68]  

 

Já em 2011, Payrastre e colaboradores obtiveram estreptocianinas com 

substituintes contendo atividade antiplasmoidal (50a a 50o), com potencial uso 

para combater a malária, inserindo peróxidos bicíclicos peroxo, quinino e 

pipequino [69]:  
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 NR1R2 NR3R4 R 

50A NEt2 peroxo Me 

50B NEt2 peroxo F 

50C morfolino peroxo F 

50D peroxo peroxo F 

50E NEt2 OEt F 

50F morfolino OEt Me 

50G NEt2 quino F 

50H morfolino quino F 

50I quino quino F 

50J NEt2 pipequino F 

50K Morfolino Pipequino F 

50L Pipequino Pipequino F 

50M Morfolino Morfolino F 

50N NEt2 NEt2 Me 

50O NEt2 NEt2 F 

Esquema 8: Estreptocianinas 50a a 50o com atividade antiplasmoidal. [69]   

 

De forma geral, observa-se que a síntese de estreptocianinas resume-se 

a poucas referências, bem como a restritos grupos de pesquisa. Uma rota 

bastante usual envolve uso de cetonas cíclicas e o reagente de Vilsmeier-Haack, 

que permite a dupla formilação do anel, e conseguinte obtenção dessa classe de 

corantes. Essa rota sintética, largamente empregada na obtenção de cianinas.  

 

3.2. Formilação via Reagente de Vilsmeier-Haack 

 

A reação de Vilsmeier-Haack trata-se de uma importante rota sintética de 

obtenção de sais de halometilimínio, adutos também conhecidos como 

reagentes de Vilsmeier-Haack.[70] Esses sais, por sua vez, se destacam uma já 
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que são eletrófilos fracos capazes de reagir com substratos aromáticos, 

olefínicos ou 1,3-dienos, levando à formação de aldeídos aromáticos ou aldeídos 

α,β-insaturados. A obtenção do reagente de Vilsmeier-Haack requer o 

tratamento de uma amida dissubstituída, tipicamente N,N-dimetilformamida 

(DMF), com um haleto ácido – a exemplo cloreto de fosforila (POCl3), cloreto de 

carbonila (COCl2), cloreto de tionila (SOCl2), cloreto de oxalila ((COCl)2) e 

brometo de fosforila (POBr3). O aduto formado nessa reação pode ser preparado 

in situ ou isolado. A amida dissubstituída é requerida em níveis catalíticos, e 

ambos ácido ou amida podem ser usados como solvente da reação. O esquema 

9 apresenta o mecanismo de obtenção do sal de halometilimínio mais 

comumente utilizado, obtido através da reação de DMF 55 com POCl3 54. Em 

um primeiro momento, o par de elétrons da carbonila do DMF ataca o fósforo do 

cloreto de forsforila, seguido de um rearranjo de elétrons, e liberação do cloreto 

(56). O cloreto, por sua vez, ataca o carbono sp2 do intermediário 57, que através 

de um rearranjo de cargas leva à formação do cloreto de β-fosforilimínio 59, 

reagente de Vilsmeier-Haack.[71]  

 

 

Esquema 9: Mecanismo de obtenção do reagente de Vilsmeier-Haack 59.[72]  

 

O reagente de Vilsmeier-Haack reage com substratos aromáticos, 

olefínicos ou 1,3-dienos ricos em elétrons, gerando aldeídos aromáticos ou α,β-

insaturados clorados. O Esquema 10 ilustra alguns exemplos de produtos 

formados a partir de cetonas frente ao reagente de Vilsmeier-Haack:  
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Esquema 10: Exemplos de diferentes formilações com o emprego do reagente de 

Vilsmeier-Haack frente a cetonas.[70]  

 

3.3. Síntese de Benzazóis 

 

A metodologia utilizando ácido polifosfórico (APF) e análogos (polifosfato 

de éster – PPE) [73], sob elevadas temperaturas, para a síntese de benzazóis 

vem sendo empregada há muito tempo.[74,75] Essa metodologia leva à 

condensação de um ácido aromático com um o orto-aminofenol associado. 

Outras metodologias utilizando aldeído ao invés do ácido vêm sendo bastante 

disseminadas uma vez que não requerem altas temperaturas e possuem o 

tempo de reação reduzido, quando comparadas com as rotas utilizando APF. 

Isso favorece a formação de compostos mais complexos. Essa rota utiliza 

ciclização oxidativa de bases de Shiff fenólicas com uma grande variedade de 

agentes oxidantes, como por exemplo Mn(OAc)3, ThClO4, NiO2, ZrOCl2٠8H2O, 

Pb(OAc)4, BaMnO4, SnCl2, entre outros.[76] O esquema 11 ilustra algumas 

possibilidades de formação de indóis do tipo benzoxazol 72, contendo oxigênio, 

benzotiazol 73, contendo enxofre e benzimidazol 74, contendo nitrogênio como 
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heteroátomo. 

 

 

Esquema 11: Esquema geral de obtenção de benzazóis a partir de ácidos ou 

aldeídos. 

 

3.4. Espectroscopias de Absorção e Emissão 

 

A luminescência pode ser descrita como a emissão de radiação 

espontânea de espécies eletronicamente ou vibracionalmente excitadas.[77] 

Considerando que a excitação ocorre através da absorção de luz, essa é 

classificada como fotoluminescência. Para que se compreenda os processos 

subsequentes à absorção de fótons, torna-se adequado o uso do diagrama de 

Perrin-Jablonski, ilustrado na Figura 10. Uma transição eletrônica molecular 

induzida por absorção de fótons consiste na passagem de elétrons de um estado 

eletrônico de mais baixa energia (estado fundamental) para um estado eletrônico 

excitado de maior energia. Essas transições eletrônicas ocorrem nas regiões do 

espectro eletromagnético do ultravioleta, visível, e infravermelho próximo.[3]  

 Após absorção de fótons, a relaxação dos elétrons ocorre através de 

processos não-radiativos ou radiativos, sendo esse último denominado por 

ocorrer emissão da radiação sob forma de luz, seja através de fluorescência ou 

fosforescência. Antes da emissão de fluorescência, deve-se considerar que 

dentro do mesmo nível de energia no estado excitado, pode ocorrer relaxação 

não-radiativa, denominada relaxação vibracional (Figura 10). Caso a energia 

fornecida seja grande o suficiente para a promoção do elétron a níveis de energia 

superiores ao excitado de menor energia, o decaimento desse nível para o S1 é 

denominado de cruzamento intersistemas. Da mesma forma, essa transição 
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antecede a fosforescência, quando ocorre inversão de spin e o elétron passa do 

estado singleto excitado para o tripleto excitado. A emissão de fluorescência 

ocorre entre o estado singleto excitado e o estado singleto fundamental, 

enquanto que a emissão de fosforescência ocorre com a inversão de spin do 

elétron localizado no estado singleto excitado, sendo transferido para o tripleto 

excitado. Todos esses fenômenos mencionados encontram-se descritos na 

Figura 10. Um dos parâmetros empregados para que se avalie a diferença 

energética entre a absorção e emissão é denominado deslocamento de Stokes, 

representado por ΔST, e é definido como sendo a diferença entre os máximos de 

absorção e emissão.[78–80]  

 

 
Figura 10: Diagrama de Perrin-Jablonski ilustrando os processos radiativos e não-

radiativos bem como as posições relativas dos espectros de absorção, fluorescência e 

fosforescência. As linhas contínuas e pontilhadas representam processos radiativos, e 

as linhas onduladas representam os processos não radiativos. Baseado em [81].  

 

A eficiência da absorção de luz em um dado comprimento de onda λ é 

dada pela absorbância ou pela transmitância. Um parâmetro que expressa a 

habilidade de dada molécula absorver luz em um determinado comprimento de 

onda é denominado coeficiente de absortividade molar ε, e pode ser facilmente 

obtido através da Lei de Lambert-Beer, que considera a concentração da solução 
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𝑐, o caminho óptico percorrido 𝑙, e a absorbância no comprimento de onda em 

estudo 𝐴,[78] Equação 1: 

𝐴 = 𝜀 ∙ 𝑙 ∙ 𝑐  (1) 

 

 As alterações em um espectro de absorção podem se dar pelo 

deslocamento das bandas para maiores comprimentos de onda (batocrômico) 

ou para menores comprimentos de onda (hipsocrômico). Quando se descreve a 

intensidade dos espectros, denomina-se efeito hipercrômico o aumento da 

intensidade, enquanto que a redução da intensidade é denominada efeito 

hipocrômico. Esses efeitos estão ilustrados na Figura 11.  

 

 
Figura 11: Esquema representativo acerca das denominações empregadas para 

descrever mudanças de intensidade e de deslocamento ao longo dos espectros. 

  

A grande maioria dos compostos fluorescentes são aromáticos. O 

aumento da conjugação leva a um deslocamento batocrômico dos máximos de 

absorção e emissão, o que está relacionado a menor energia nas transições 𝜋 →

𝜋 ∗. A presença de heteroátomos aumenta a probabilidade de transições  𝑛 →

𝜋 ∗, as quais têm menores coeficientes de absortividade molar do que as 

transições 𝜋 → 𝜋 ∗.[81–83]  

Um parâmetro importante para investigar a respeito da eficiência de 
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emissão de fluorescência de dada molécula é conhecido como Rendimento 

Quântico de Fluorescência Relativo Φ𝐹, e é obtido experimentalmente, a partir 

da comparação com padrões existentes na literatura. A obtenção desse 

parâmetro dá-se através das medidas de absorção e emissão da solução diluída 

da espécie a ser investigada. A importância de ser uma solução diluída está 

associada à exclusão de fenômenos paralelos que possam existir em 

decorrência do aumento da concentração. A partir dos espectros obtidos, 

escolhe-se um corante como padrão para comparação, cujas absorção e 

emissão devem ter regiões espectrais semelhantes e rendimento quântico 

definido. Após obtenção dos espectros de absorção e emissão, tanto do padrão 

quanto da amostra, utiliza-se a Equação 2 para a obtenção do rendimento 

quântico de fluorescência relativo [84–87]: 

𝜙𝐹 =
𝐴𝑃

𝐴𝐴
∙

𝐹𝐴

𝐹𝑃
∙ (

𝑛𝐴

𝑛𝑃
)

2

∙ 𝜙𝑃 (2) 

Onde A é absorção no comprimento de onda usado para excitação tanto 

do padrão (P) quanto da amostra (A), F é a área da curva de emissão do padrão 

P e da amostra A, n é o índice de refração dos solventes utilizados e 𝜙𝑃 é o 

rendimento quântico do padrão.  

 

3.4.1. Efeitos que alteram as propriedades fotofísicas 

 

Muitos fatores são capazes de afetar tanto a absorção quanto a emissão 

de fótons de uma molécula, dentre eles a temperatura, a concentração, e o 

solvente.[83] Em geral, o aumento da temperatura leva a perdas de energia sob 

forma de calor (não-radiativa). Em decorrência disso, observa-se um decaimento 

da intensidade de emissão radiativa (fluorescência) com o aumento da 

temperatura.[88–90]  

O incremento da concentração pode promover uma não-linearidade da 

Lei de Lambert-Beer, mesmo motivo que faz com que a emissão de fluorescência 

com o aumento da concentração não seja linear após uma concentração limite. 

As interações intermoleculares soluto-solvente afetam diretamente os espectros 

de absorção e emissão. Esse efeito é conhecido como solvatocromismo e está 
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fortemente ligado com a polaridade do solvente, bem como seu efeito sobre os 

momentos de dipolo da estrutura, tanto no seu estado fundamental quanto 

excitado.[91–94]  

Para que se compreenda esse fenômeno, algumas observações se fazem 

necessárias. Sabe-se que a polaridade do cromóforo no estado fundamental e 

excitado são diferentes, conforme ilustra a Figura 12, onde o momento de dipolo 

do estado fundamental (µF) e excitado (µE) estão representados, bem como uma 

ilustração da solvatação decorrente desses momentos de dipolo. Dessa forma, 

solventes com diferentes polaridades possuem diferentes capacidades de 

estabilizar/solvatar essas estruturas tanto no estado fundamental quanto no 

estado excitado. Assim, quando uma molécula é excitada, seu momento de 

dipolo muda, uma relaxação do solvente ocorre, solvatando assim a estrutura, 

estabilizando-a energeticamente. Por consequência, diferenças energéticas são 

facilmente observadas entre os estados fundamental e excitado, com a variação 

do solvente. Experimentalmente, observa-se deslocamentos nos espectros de 

absorção e emissão de fluorescência, além de mudanças na forma, como 

alargamento ou estreitamento do espectro.[77]  
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Figura 12: Efeitos de orientação eletrônica e relaxação do solvente, considerando os 

momentos de dipolo do estado fundamental (µF) e do estado excitado (µG) da 

molécula, com diferentes respostas em termos de energia, conforme solvatação da 

molécula frente às características do solvente. Baseado em [77]. 

 

3.5. Sondas  ESIPT 

 

A transferência protônica no estado excitado, conhecida do inglês como 

ESIPT (excited state intramolecular proton transfer), é um importante processo 

que ocorre em determinadas estruturas capazes de comportar geometricamente 

e energeticamente essa transferência.[45] Em decorrência desse fenômeno, 

importantes características espectrais são observadas, e por consequência, 

importantes aplicações a essas estruturas.[48,49,95,96] Dentre as inúmeras 

estruturas capazes de suportar esse processo, estão os heterociclos 2-

hidroxifelilbenzazóis, que fazem parte do escopo desse trabalho.[50,97–99] Um 

diagrama de Jablonski simplificado, descrevendo o ciclo está apresentado na 

Figura 13 a seguir. Na figura, tem-se representado o heterociclo 2-

hidroxifelilbenzoxazol em seu estado fundamental enol 75a. Observa-se que 

quando uma energia ideal para que ocorra excitação da estrutura é fornecida, 

essa é promovida a um estado excitado representado por enol*. A partir daí duas 
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possibilidades são permitidas para a estrutura: a emissão de fluorescência da 

forma enol* ou a transferência protônica intramolecular no estado excitado. 

Quando ocorre essa última opção, a forma ceto* é formada, representada por 

75b. O decaimento radiativo via emissão de fluorescência leva à formação da 

forma ceto no estado fundamental, que por transferência de prótons retorna à 

sua forma enol. Experimentalmente, essa característica promove a essas 

estruturas a possibilidade de uma dupla emissão de fluorescência, uma mais 

energética (enol) e outra de menor energia (ceto), representadas na mesma 

figura à direita.[45]    

 

 

Figura 13: Mecanismo de absorção de fótons para 2-(benzoxazol-2-il)fenol 75a, bem 

como as possíveis emissões de fluorescência, tanto da forma Enol* quanto da forma 

Ceto* (75b). À direita um possível espectro de emissão com as formas Enol* e Ceto*. 

 

O processo de absorção de fótons, transferência de prótons no estado 

excitado e seu retorno ao estado fundamental com nova transferência de prótons 

trata-se de um ciclo reversível.[100] Esse fenômeno ocorre graças à presença 

de um grupo doador de elétrons e um aceptor de elétrons, que tem suas acidez 

e basicidade modificados no estado excitado. Após a excitação, a redistribuição 

de carga eletrônica da molécula leva à uma maior acidez do grupo doador de 

elétrons e uma maior basicidade do grupo receptor de elétrons, ocasionando 

assim a transferência protônica.[46] Essa redistribuição de cargas não é o único 

fator capaz de promover essa transferência de prótons. Essa relocação da carga 

pode ser facilitada através de interações intermoleculares soluto-solvente, 

levando a efeitos solvatocrômicos importantes e diferentes comportamentos 

75a

a 

75a

a 

75b

a 

75b

a 
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espectrais recorrentes das diferentes polaridades do meio.[101–106] Essas 

estruturas possuem uma importante característica de promover grandes 

diferenças energéticas entre a absorção e emissão de fótons, levando a grandes 

deslocamentos de Stokes.[47] 

Além desse fenômeno no estado excitado, a transferência de carga (do 

inglês intramolecular charge transfer – ICT) pode ocorrer no sistema. Esse 

fenômeno é observado quando, no estado excitado ocorre uma drástica 

mudança no momento de dipolo da molécula, levando a uma redistribuição de 

cargas e por consequência uma transferência da carga na molécula. O ICT pode 

ocorrer a partir do ESIPT, onde a transferência de prótons pode gerar um grande 

caráter de transferência de carga na molécula. Em termos práticos, o ICT é 

capaz de levar a dupla emissão de fluorescência, assim como o ESIPT, bem 

como grandes deslocamentos de Stokes. Na prática, derivados de heterociclos 

2-hidroxifelilbenzazóis com diferentes substituintes em seus anéis mostraram-se 

capazes de promover a transferência de carga no estado excitado. Esse fato 

torna a discussão do ESIPT-ICT para heterociclos 2-hidroxifelilbenzazóis mais 

substituídos complexa.[105,106]  

 

3.6. Propriedades Espectroscópicas de Agregados Moleculares 

 

O estudo de agregados utilizando a espectroscopia no UV-visível tem sido 

utilizado como uma grande ferramenta para compreensão de efeitos 

solvofóbicos bem como de interações intermoleculares em dadas características 

de solvatação.[94,107–109] Estruturas com capacidade de formar agregados, 

possuem espectros diferenciados quando comparados com os espectros de 

suas estruturas na forma monomérica. Isso ocorre uma vez que as interações 

intermoleculares presentes nos agregados promovem propriedades distintas das 

monoméricas, conforme o empacotamento formado na agregação.[110–112]  

A investigação dos agregados de cianinas deu-se início com Jelley e 

Scheibe que, independentemente, observaram uma anomalia nos espectros de 

absorção da cianina PIC em água.[113,114] Para solventes como etanol, o 

máximo de absorção era deslocado para comprimentos de onda de menor 



29 
 

energia. Para concentrações elevadas, esse sinal era novamente observado 

com aumento de sua intensidade. Além disso, altos valores de ε, bem como alta 

emissão de fluorescência com pequeno deslocamento de Stokes foi 

observada.[115] Seguidamente, com uma correta interpretação, Scheibe 

descreveu o fenômeno como uma dessolvatação da molécula com 

polimerização da mesma, com modificação espectral ocasionada pelo efeito das 

moléculas adjacentes. Além disso, observaram uma reversibilidade no 

fenômeno, através da variação de temperatura das soluções estudadas.[116]   

Kasha foi um importante pesquisador capaz de desenvolver a teoria 

excitônica para dímeros agregados, uma importante teoria que explica a 

formação de agregados e seu comportamento espectral em decorrência de sua 

formação.[112,117,118] Embora toda a explanação seja voltada para dímeros, a 

forma mais simples de agregados, sua fundamentação pode ser ampliada para 

agregados maiores, como trímeros e oligômeros. Como essa aproximação 

considera a molécula como um dipolo pontual, e desconsidera interações dos 

vizinhos próximos para cálculos mais específicos é importante valer-se de 

modelos mais precisos. Para o caso do presente trabalho, as fundamentações 

da Teoria de Kasha são suficientes para a discussão dos resultados.[119,120]  

Sob certas condições solvatocrômicas, o fluoróforo acaba interagindo 

preferencialmente entre si na solução, sob forma de agregados.[13] Essas 

interações decorrem de interações solvofóbicas com o solvente e levam a dois 

tipos de agregados, denominados H e J (de Jelley).[121] Essas duas diferentes 

classificações estão relacionadas com a energia apresentada pelos agregados, 

com relação à forma monomérica da estrutura. A Figura 14 ilustra as 

possibilidades descritas e associadas a possíveis modificações espectrais. A 

diferença entre esses agregados consiste no arranjo espacial dos momentos 

dipolar de transição da estrutura. Estruturas com momentos dipolares paralelos, 

têm suas energias do estado excitado aumentadas. Experimentalmente, isso 

leva a deslocamentos do espectro de absorção para menores comprimentos de 

onda (deslocamentos hipsocrômicos), e caracteriza agregados tipo H. Já para o 

caso em que os momentos dipolares de transição das estruturas possuem 

organização do tipo cabeça-cauda, tem-se uma redução da energia do estado 

excitado, promovendo uma menor energia de absorção, e experimentalmente, 
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um deslocamento para comprimentos de menor energia do espectro de 

absorção (deslocamentos batocrômicos).[112,121]  

 

 
Figura 14: Esquema de arranjo espacial para agregados H (esquerda) e agregados J 

(direita), bem como suas diferenças energéticas entre estados fundamental e excitado, 

comparadas com o monômero (centro). Baseado em [119]. 

 

Observa-se que diferentes agregados H e J com diferentes ângulos entre 

os momentos dipolares de transição das estruturas e o eixo central da molécula 

(α ou ângulo de deslizamento) podem ser formados. Experimentalmente, essa 

diferença ocasiona um deslocamento distinto nos espectros de absorção para a 

banda associada aos agregados justamente pela variação energética que essas 

interações intermoleculares são capazes de ocasionar no momento de dipolo 

resultante do agregado formado. A Figura 15 esquematiza esse fenômeno 

embasado na teoria do exciton molecular.[112] Na figura é apresentado o 

diagrama de energia para o monômero, bem como para os dímeros.[122] O 

exemplo de diferentes ângulos de deslizamento α para uma representação 

esquemática de uma cianina ilustra os casos. Considerando o ângulo de 0°, 

temos a condição extrema para os agregados J. Ângulos entre 0 e 54,7 ° são 

classificados como agregados J, com diferenças energéticas inferiores às do 

monômero. Acima disso, até o caso extremo de 90°, temos os agregados H, com 

uma energia superior à dos monômeros. A extensão dessa representação pode 

ser validada para agregados contendo mais que duas unidades, como trímeros 

e oligômeros.[119] 
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Figura 15: Diagrama de níveis de energia para a estrutura monomérica e seus 

agregados, com diferentes ângulos de deslizamento (α), com representação 

esquemática de agregados de cianinas. Baseado em [119]    

 

Além desses possíveis arranjos dos agregados, é necessário considerar 

uma torção das moléculas. Para o caso mais simples, ilustrado na Figura 16, 

superior, tem-se as diferenças energéticas para uma torção sobre um dímero, 

cuja rotação ocorre em um eixo central da estrutura. Percebe-se que, quanto 

maior essa torção (θ), maior a energia, e agregados H com maior deslocamento 

hipsocrômico são observados. Para o caso de formação de agregados com 

torção, bem como ângulo de deslizamento diferente de 90°, tem-se a 

representação inferior na mesma figura. Observa-se que, conforme os 

momentos de dipolo resultantes, é possível a formação de agregados J e 

H.[119,123]  
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Figura 16: Diagramas de energia para formação de agregados considerando rotação 

torcional das estruturas: na esquerda o ângulo θ varia de 0 a 90°, indicando variações 

energéticas espectrais para a formação de agregados H; e à direita, com ângulos de 

deslizamento diferentes de 90°, indicando diferentes níveis de energia resultantes, 

conforme as resultantes do momento de dipolo dos agregados formados. Baseado em 

[119,123]. 

 

 A importância do estudo de sistemas autoassociados, onde moléculas 

orgânicas se organizam formando agregados supramoleculares vêm sendo 

ratificada ao longo do tempo pela ciência.[124] A importância de moléculas 

individuais aglomerarem-se formando clusters ou agregados em decorrência de 

suas interações intermoleculares é um processo crucial para a existência da 

vida. A exemplo temos o sistema complexo de proteínas, as cadeias de DNA e 

RNA, aminoácidos, e muitos outros casos.[125] Mais recentemente, os 

agregados têm se mostrado interessantes na área de nanotecnologia, 

tecnologias fotoeletrônica e fotovoltaica.[124,126–129] A formação de 

agregados a partir de unidades moleculares é considerada um processo de 
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autoassociação. Uma das principais características em decorrência da formação 

dos agregados está nas características espectroscópicas únicas conferidas aos 

agregados, conforme sua estruturação, mostrando-se diferentes das estruturas 

monoméricas.[124]    

A formação desses sistemas autoassociados requer uma interação 

moderadamente forte entre os monômeros, de caráter não covalente e 

reversível. Esse sistema envolve um complexo balanço entre as forças 

intermoleculares, levando em consideração repulsão eletrostática entre 

estruturas com similaridade de carga, atração entre íons carregados 

opostamente, forças de van der Waals, interações π, e ligação de hidrogênio. 

Os agregados são intimamente relacionados com a concentração e temperatura: 

altas concentrações levam a um aumento de formação de agregados em 

solução, enquanto que altas temperaturas levam a uma redução dos agregados 

na solução, característico de sistemas entrópicos.[130]   

A formação de sistemas autoassociados pode ser descrita por diferentes 

mecanismos: o isodésmico, cooperativo ou anti-cooperativo. A Figura 17 ilustra 

esses tipos de auto-organização. Cada modelo descreve uma forma de 

crescimento de cadeia no processo que também é conhecido como 

polimerização. Para o caso do modelo isodésmico, o processo de polimerização 

caracteriza-se por ter apenas uma constante de polimerização, K, para cada 

etapa reversível do processo de organização. Os processos cooperativo e anti-

cooperativo são caracterizados por um crescimento não linear, com uma 

constante de equilíbrio K2, seguida por uma nucleação, com outra constante de 

equilíbrio K, com K≠K2. A diferença entre os processos cooperativo e anti-

cooperativo é obtida através da magnitude das constantes de equilíbrio: 

processos cooperativos caracterizam-se pela tendência de formarem agregados 

maiores, portanto K2<K; já os processos anti-cooperativos caracterizam-se por 

formarem presencialmente dímeros, ou seja, K2>K. Os processos cooperativos 

podem ser classificados conforme sua origem. Esses pode ocorrer em 

decorrência de efeitos eletrônicos, estruturais ou hidrofóbicos.[131]  



34 
 

 

 
Figura 17: Esquemas representativos dos tipos de polimerização supramolecular. 

Acima o modelo isodésmico, onde cada equilíbrio é representado por uma constante 

de equilíbrio K de igual valor. Abaixo, o modelo cooperativo ou anti-cooperativo, onde 

a auto-organização é dada por duas distintas constantes de equilíbrio: a constante de 

dimerização K2 e a constante de nucleação K. Baseado em [131] 

 

Quando em solução, a formação de agregados-π pode ser descrita em 

termos de equilíbrio químico entre monômeros e agregados. Quando há mais de 

uma espécie de agregados, deve-se considerar múltiplos equilíbrios no sistema. 

Para tanto, diferentes modelos matemáticos vêm sendo utilizados para 

descrever esses agregados. Uma breve descrição dos modelos é apresentada 

a seguir. 

 

3.6.1. Modelo Monômero-Dímero [132,133]:  

 

Trata-se do modelo matemático mais simples. Nesse modelo, considera-se 

apenas a formação de dímeros no sistema, a partir das unidades monoméricas 

das estruturas em estudo. A formação dos dímeros pode ser representada pela 

equação de equilíbrio 3: 

𝑀 + 𝑀 ⇌ 𝐴𝑔𝑟  (3) 

 

Onde 𝑀 representa a unidade monomérica e 𝐴𝑔𝑟 representa os 

agregados formados sob forma de dímeros. A constante de dimerização para 
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esse sistema, representada por 𝐾𝐷, é dada por 4, que se relaciona com a 

concentração de agregados (𝑐𝐴𝑔𝑟) e com a concentração de monômeros (𝑐𝑀
2 ), 

conforme 3:  

𝐾𝐷 =
𝑐𝐴𝑔𝑟

𝑐𝑀
2   (4) 

 

Considerando o sistema em equilíbrio, é possível descrever as frações 

molares das espécies – monômero (𝛼𝑚𝑜𝑛) e agregado (𝛼𝑎𝑔𝑟) – através de uma 

relação da concentração dessas com a concentração total das moléculas (𝑐𝑇), 

conforme as equações 5 e 6 abaixo: 

 

𝛼𝑚𝑜𝑛 =
𝑐𝑚𝑜𝑛

𝑐𝑇
   (5) 

 

𝛼𝑎𝑔𝑟 = 1 − 𝛼𝑚𝑜𝑛  (6) 

 

Dessa forma, considerando exclusivamente a formação de dímeros como 

espécie de agregados no equilíbrio, pode-se considerar que a concentração total 

nada mais é que o dobro da concentração de agregados somado com a 

concentração de monômeros no sistema (equação 7) Quando se evidencia essa 

equação em função de 𝐾𝐷 (equação 4), chega-se às equações descritas abaixo: 

 

𝑐𝑇 = 2𝑐𝑎𝑔𝑟 + 𝑐𝑚𝑜𝑛  (7) 

 

𝑐𝑚𝑜𝑛 =
−1+√8𝐾𝐷𝑐𝑇+1

4𝐾𝐷
   (8) 

 

𝛼𝑚𝑜𝑛 =
−1+√8𝐾𝐷𝑐𝑇+1

4𝐾𝐷𝑐𝑇
   (9) 

 

𝛼𝑎𝑔𝑟 =
4𝐾𝐷𝑐𝑇+1−√8𝐾𝐷𝑐𝑇+1

4𝐾𝐷𝑐𝑇
   (10) 

Outra consideração a ser feita é de que para esse perfil de agregados, os 

agregados π-faces podem ser definidos como: 
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𝛼𝜋 𝑎𝑔𝑟 =
2𝑐𝑎𝑔𝑟

2𝑐𝑇
= 0,5(1 − 𝛼𝑚𝑜𝑛) = 0,5𝛼𝑎𝑔𝑟 (11) 

 

 O modelo monômero-dímero foi empregado em inúmeros estudos sobre 

agregados na literatura, incluindo a formação de dímeros H de cianinas[30], em 

perileno bisimidas [134], merocianinas [135] e ftalocianinas [136].  

 

3.6.2. Modelo Isodésmico ou K Igual [131–133]:  

 

Dentre os modelos onde considera-se a formação de agregados maiores 

que dímeros, esse é o mais simples. Sua simplicidade matemática está no fato 

de assumir apenas um caráter dimensional para os agregados formados. A 

adição de um monômero a qualquer espécie de agregado possui a constante de 

Energia Livre de Gibbs igual. Sendo assim, o processo de formação de 

agregados isodésmicos pode ser representada da seguinte forma, com suas 

constantes de equilíbrio: 

 

𝑀 + 𝑀 ⇌ 𝑀2         𝑐2 = 𝐾2𝑐1
2 (12) 

 

𝑀2 + 𝑀 ⇌ 𝑀3           𝑐3 = 𝐾3𝑐2 = 𝐾2𝐾3𝑐1
3

 (13) 

 

E para um sistema com 𝑛 unidades nos agregados: 

 

𝑀𝑛−1 + 𝑀 ⇌ 𝑀𝑛        𝑐𝑛 = 𝐾𝑖𝑐𝑛−1𝑐1 = 𝐾2𝐾3 … 𝐾𝑛−1𝐾𝑛𝑐1
𝑛

 (14) 

 

Onde  𝑐1, 𝑐2, 𝑐3, … 𝑐𝑛 são as concentrações molares dos monômeros, 

dímero, trímeros, etc, e 𝐾2, 𝐾3, … , 𝐾𝑛 são as constantes de equilíbrio para a 

adição de um monômero à monômeros, dímeros, trímeros, etc. Para o Modelo 

Isodésmico, considera-se que: 

 

𝐾1 = 𝐾2 = 𝐾3 = ⋯ = 𝐾𝑛 (15) 

 

Dessa forma, para a concentração de n-meros 𝑐𝑛 e concentração total 𝑐𝑇 
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tem-se: 

𝑐𝑛 = 𝐾𝑛−1𝑐𝑛
𝑛 (16) 

 

𝑐𝑇 = (𝑐1 + 2𝐾𝑐1
2 + 3𝐾2𝑐1

3 + ⋯ + +𝑛𝐾𝑛−1𝑐1
𝑛) (17) 

 

Considerando a expansão da série 1 + 2𝑥 + 3𝑥2 + ⋯ + 𝑛𝑥𝑛−1 = 1 (1 − 𝑥)2⁄  

para 0 < 𝑥 < 1, obtém-se a equação abaixo para representação da 

concentração total: 

 

𝑐𝑇 =
𝑐1

(1−𝐾𝑐1)2
 (18) 

 

Que resolvendo obtém-se: 

 

𝑐1 =
2𝐾𝑐𝑇+1−√4𝐾𝑐𝑇+1

2𝐾2𝑐𝑇
 (19) 

 

Com as mesmas considerações usadas no Modelo Monômero-Dímero 

(equações 5 e 6), obtém-se: 

 

𝛼𝑎𝑔𝑟 = 1 −
2𝐾𝑐𝑇+1−√4𝐾𝑐𝑇+1

2𝐾2𝑐𝑇
2   (20) 

 

Para os agregados π-faces, tem-se que:  

 

𝛼𝜋 𝑎𝑔𝑟 =  
2𝑐2+4𝑐3+6𝑐4+⋯+(2𝑛−2)𝑐𝑛

2𝑐𝑇
  (21) 

 

 

Ajustando a equação acima, e em função de 𝐾 e 𝑐𝑇 temos: 

𝛼𝜋 𝑎𝑔𝑟 = 𝐾𝑐1 =
2𝐾𝑐𝑇+1−√4𝐾𝑐𝑇+1

2𝐾𝑐𝑇
  (22) 

 

O número do tamanho médio dos agregados ou a média do número de 

monômeros por agregados 𝑁 pode ser calculada pela equação: 
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𝑁 =
𝑐𝑇

𝑐𝑁
=

𝑐1+2𝑐2+3𝑐3+⋯+𝑛𝑐𝑛

𝑐1+𝑐2+𝑐3+⋯+𝑐𝑛
  (23) 

 

Considerando a equação 7 e com a expansão da série 1 + 2𝑥 + 3𝑥2 + ⋯ +

𝑛𝑥𝑛 = 1 (1 − 𝑥)⁄ , 𝑐𝑁 pode ser expresso como: 

 

𝑐𝑁 = 𝑐1(1 + 𝐾𝑐1
2 + 𝐾2𝑐1

3 + ⋯ + 𝐾𝑛−1𝑐1
𝑛−1) =

𝑐1

(1−𝐾𝑐1)
  (24) 

 

Considerando a equação 8, 𝑁 pode ser calculado como: 

 

𝑁 =
𝑐𝑇

𝑐𝑁
=

𝑐𝑇(1−𝐾𝑐1)

𝑐1
= 𝑐𝑇 [

2𝐾2𝑐𝑇
2

𝑐𝑇(2𝐾𝑐𝑇+1−√4𝐾𝑐𝑇+1
− 𝐾] =

1+√4𝐾𝑐𝑇+1

2
  (25) 

 

Além do mais, a média ponderal do tamanho de agregados 𝑁𝑃 é dada 

como: 

𝑁𝑃 =
𝑐𝑃

𝑐𝑇
=

𝑐1+4𝑐2+9𝑐3+⋯+𝑛2𝑐𝑛

𝑐1+2𝑐2+3𝑐3+⋯+𝑛𝑐𝑛
  (26) 

 

Colocando a equação acima em função de 𝑐1 temos: 

 

𝑁𝑃 =
1+𝐾𝑐1

1−𝐾𝑐1
= √4𝐾𝑐𝑇 + 1 (27) 

 

 O emprego do modelo isodésmico na literatura foi apresentado para 

perilenos [132,137] e bis(merocianinas) [138]. 

 

3.6.3. Modelo Isodésmico Modificado ou K2-K [131–133]: 

 

 Esse modelo trata-se de uma adaptação do modelo descrito acima, o 

isodésmico, justamente para ajustar os dados experimentais aos teóricos de 

forma mais precisa. Esse modelo considera que as interações π-face ocorrem 

de forma diferente quando monômeros interagem com monômeros e 

monômeros interagem com dímeros, em decorrência de diferenças estéricas na 

estrutura. Nesse caso, considera-se que 𝐾2 ≠ 𝐾3 = ⋯ = 𝐾𝑛 = 𝐾. Define-se a 
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constante 𝜌 = 𝐾2 𝐾⁄ , e obtém-se a equação: 

 

𝑐𝑛 = 𝐾2𝐾𝑛−2𝑐1
𝑛 28 

 

𝑐𝑇 = (1 − 𝜌)𝑐1 +  
𝜌𝑐1

(1−𝐾𝑐1)2
 29 

 

A Figura 18 mostra, a partir de dados teóricos, o perfil das curvas 

considerando diferentes valores de ρ, e por consequência, os perfis para 

diferentes tipos de interações. Nesse modelo, 𝜌 indica o quão fácil ou difícil é a 

formação de dímeros, em comparação com as espécies poliméricas. Para 

sistemas onde 𝜌 ≫ 1, o processo é descrito como anti-cooperativo, ou seja, a 

constante de dimerização é muito maior do que a constante de agregação 

subsequente, e a formação de agregados mais extensos é suave. Quando 𝜌 →

∞, 𝐾 ≈ 0, ocorre uma tendência de aproximação à representação onde ocorre 

um equilíbrio monômero – dímero, indicando que a formação de dímeros é 

dominada na formação de agregados. Para 𝜌 = 0, tem-se o processo não-

cooperativo, tornando o modelo idêntico ao Isodésmico. Para 𝜌 ≪ 1, a equação 

descreve um processo cooperativo, onde o processo de nucleação é envolvido 

na formação de agregados. Considerando que 𝜌 = 𝐾2 𝐾⁄ , com os valores de ρ e 

K obtidos é possível obter a constante de dimerização K2.[131]  
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Figura 18: Gráfico relacionando concentração de monômero e concentração total das 

espécies para diferentes valores de ρ, conforme modelo isodésmico modificado. 

O modelo isodésmico modificado foi empregado para estruturas como 

esquaraínas [139], perilenos [140] e bis(merocianinas) [138].  

 

Além dos modelos descritos acima, outros modelos foram propostos, 

como a exemplo o K Atenuado e o Modelo Global, onde consideram-se outras 

constantes de dimerização e formação de agregados em decorrência de 

diferentes considerações acerca da formação dos agregados, mas não serão 

abordados no presente trabalho.[133,141,142].  

 

3.7. Sensores Fluorescentes 

 

 Com relação ao processo de emissão de fótons via fluorescência, 

inúmeros parâmetros são capazes de influenciar em sua emissão, através de 

interações dos compostos em seu estado excitado com o ambiente próximo. 

Esses parâmetros são a polaridade do meio, existência de ligações de 

hidrogênio, pH, presença de íons, potencial elétrico aplicado no meio, pressão, 

viscosidade do meio, temperatura, presença de supressor. Essas interações são 

capazes de fornecer informações específicas para investigações sobre o 
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microambiente do composto, conforme ilustrado na Figura 19.[143]  

 

 
Figura 19: Esquema relacionando a emissão de fluorescência com diversos 

parâmetros capazes de influenciar na emissão de fluorescência. 

 

O uso da  fluorescência como ferramenta de detecção química vem sendo 

investigada, seja pela detecção de íons, mudanças de pH ou na detecção de 

analitos como aminas, aminoácidos, açucares, tióis, etc. Entre as formas de 

operação dos sensores  fluorescentes temos: a) reação reversível do analito com 

o fluoróforo,  como por exemplo em sensores de pH e reações de protonação e 

desprotonação; b)  ligação reversível do fluoróforo com um analito,; c) 

substituição de um fluoróforo por um analito em um complexo, sendo uma 

estratégia de reconhecimento de unidades específicas e unidades sinalizadoras; 

d) supressão colisional de um fluoróforo por um analito; e) derivatização, onde 

uma reação irreversível entre  um analito com um reagente levando a um 

composto fluorescente.[144]  A Figura 20 esquematiza esses processos de uso 

da fluorescência como técnica de detecção química. 
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Figura 20: Esquematização mostrando as formas de operação de sensores 

fluorescentes. Baseado em [144]. 

 

As cianinas têm se mostrado bons indicadores de pH conforme a 

literatura.[58,145,146] A Figura 21 ilustra diferentes cianinas. Observa-se que 

dependendo de suas estruturas, diferentes pKas são observados (estruturas 76 

a 79), sendo que para a estrutura 80, observa-se duas variações: uma para faixa 

ácida de pH com emissão de fluorescência no vermelho, e outra para faixas 

básicas de pH, com emissão de fluorescência verde. 
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Figura 21: Exemplos de cianinas e seus diferentes pH ou pKa. 

 

Comercialmente existem diversas cianinas para imageamento celular. 

Conforme produtos fabricados pela Invitrogen, destacam-se o diacetato de 

fluoresceína 81, na Figura 22 (FDA F1303), com diversas possibilidades de 

desprotonação/protonação da estrutura. O FDA tem sua absorção aumentada 

com o aumento do pH (Figura 22A), enquanto que seus espectros de emissão 

mostram um incremento de fluorescência com o aumento do pH (Figura 22B). 

Além disso, há o SNARF 82, reativo com aminas e tióis, usado como sensor de 

pH e marcador celular, com monitoramento de pH por um longo período, contém 

clorometila em suas substituições 5 ou 6 (Figura 22C). Um exemplo de sua 

aplicação está no imageamento de neutrófilos humanos (Figura 22D).[147] 
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C D  
 

Figura 22: Estruturas de ressonância da fluoresceína diacetato 81 (FDA F1303) e 

seus espectros de absorção (A) e emissão (B) variando o pH; e em (C) estruturas do 

SNARF 82  e seu uso em imageamento celular em neutrófilos humanos (D).[147] 

 

3.8. Sondas de Proteínas 

 

Nas proteínas três aminoácidos são responsáveis pela sua fluorescência 

intrínseca: a fenilalanina, tirosina e triptofano. Esses aminoácidos são 

relativamente raros nas proteínas, e no caso o triptofano está presente em 

aproximadamente 1% em mol de uma estrutura proteica. Essa dominância da 

emissão de fluorescência é explicada pelo fato de que o triptofano absorve em 

81a

a 

81 81b

a 

81c

a 

81d

a 

82 
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comprimentos de onda maiores e, a energia absorvida pela fenilalanina e tirosina 

acabam sendo transferidas para os resíduos de triptofano na mesma proteína. 

Suas emissões ocorrem aproximadamente em 282 nm para a fenilalanina, 303 

nm para tirosina e 350 nm para triptofano. Para o triptofano observa-se uma 

grande sensibilidade ao ambiente local,[148] seja através de transições 

conformacionais, associações, ligações a substratos ou desnaturação 

proteica.[149]  

A supressão da fluorescência de proteínas é observada através da adição 

de um supressor ao sistema.[150] Esse decréscimo pode estar associado a 

fenômenos como reações no estado excitado, rearranjos moleculares, 

transferência de energia, complexos formados no estado fundamental e 

supressão colisional, esse último, também conhecido como supressão 

dinâmica.[151,152] Tanto a supressão estática quanto a dinâmica requerem 

contato entre fluoróforo e supressor. Para a situação em que ocorre supressão 

colisional, o supressor precisa se difundir para o fluoróforo durante o tempo de 

vida do estado excitado. Para a supressão estática, um complexo é formado 

entre supressor e fluoróforo, sendo esse complexo não-fluorescente. A 

supressão de fluorescência do triptofano pode se dar através de adição de 

supressores externos ou até mesmo de grupos próximos da própria 

proteína.[151]  

As albuminas séricas são as proteínas de maior abundância no plasma 

sanguíneo, além de exercerem importantes funções. São consideradas 

proteínas carreadoras, capazes de se ligarem a íons como K+, Na+ e Ca2+, ácidos 

graxos, hormônios, bilirrubina, tiroxina, fármacos. Dessa forma são responsáveis 

pela pressão osmótica, transporte de hormônios, controle de pH, entre outros. 

Na literatura, inúmeras investigações acerca das albuminas séricas bovina 

(BSA) e humana (HSA) vem sendo apresentadas.[153] O estudo de suas 

interações com estruturas fluorescentes ou não, e fármacos vem sendo bastante 

investigada, utilizando técnicas espectrofotométricas de absorção e emissão de 

fluorescência, principalmente. [154–157]  Além disso, técnicas como dicroísmo 

circular, fluorescência sincronizada e tempo de vida também vem sendo 

empregadas.[158]  
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As cianinas em especial, possuem propriedades interessantes de absorção 

e emissão de fluorescência e suas características frente à BSA vem sendo 

apresentadas na literatura.[124,125,157] Tipicamente essas estruturas são 

insolúveis em água, e quando há formação de agregados do tipo J, sua emissão 

de fluorescência é bastante reduzida. Artigos têm mostrado uma importante 

característica desses corantes que, quando em presença de BSA possuem um 

acréscimo das intensidades de emissão de fluorescência em decorrência das 

interações favoráveis entre cianinas e BSA, desfavorecendo a presença de 

agregados no sistema.[15,16] Além disso, estudos envolvendo a ligação química 

de cianinas com proteínas, bem como o estudo apenas de interações através de 

ligações não-covalentes vêm sendo apresentados. A exemplo de cianinas, tem-

se as que contêm o grupo succinimidil éster (Figura 23).[18,63,159–161] Essas 

são frequentemente utilizadas na detecção de proteínas, através de ligações 

covalentes com as aminas das proteínas. 

 

 

Figura 23: Exemplos de cianinas com grupos succinimidil éter para ligação covalente 

com aminas presentes em proteínas. [19] 

 

O estudo da associação de corantes com albuminas através de 

espectroscopia de emissão de fluorescência vem sendo largamente discutida. 

Trata-se de um método simples e rápido, onde é possível investigar as ligações 

não-covalentes entre a proteína e o soluto em estudo.[162] O processo fotofísico 

de supressão de fluorescência trata-se de um fenômeno de desativação da 

molécula de seu estado excitado, onde a presença de uma outra estrutura 

(supressor S), quando em contato com o fluoróforo em seu estado excitado (F*) 
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é capaz de promover desativação do estado excitado de forma não-radiativa. 

Esses fenômenos fotofísicos podem ser: colisão com átomo pesado, 

transferência de elétrons, formação de excímeros, formação de exciplexos, 

transferência de prótons ou transferência de energia.[163] O Esquema 12 ilustra 

esse fenômeno e suas constantes envolvidas. Quando o fluoróforo (F) é excitado 

(F*), em presença do supressor (S), esse pode ser desativado, representado 

pela constante KM, que representa o somatório das constantes de desativação 

radiativos e não radiativos possíveis, ou pode formar “produtos” com uma 

constante kq, que representa a constante observada do processo bimolecular, 

que leva à relaxação do fluoróforo F.[148,164]  

 
Esquema 12: Representação esquemática do fluoróforo sendo excitado e da possível 

relaxação via forma radiativa ou não-radiativa, representada por km, ou através da 

formação de “produtos” e supressão de fluorescência, através de kq. Baseado em 

[165].  

 

A supressão de fluorescência do fluoróforo pode ocorrer de diferentes 

formas, dependendo da disponibilidade do supressor frente ao fluoróforo quando 

no estado excitado.[166] Em situações que há grande concentração de 

supressor S no sistema quando o fluoróforo encontra-se no estado excitado, 

existe uma grande probabilidade da distância para que ocorra a supressão de 

fluorescência seja efetiva. Isso leva à supressão chamada estática. Quando o 

supressor S se encontra em baixa concentração no momento em que o fluoróforo 

encontra-se no estado excitado, com uma distância adequada para que a 

supressão ocorra, o fenômeno é conhecido como supressão dinâmica, e pode 

ser influenciado por efeitos de difusão. Uma terceira possibilidade, conhecida 

como transferência de energia não-ressonante a longa distância, ocorre quando 

o supressor se encontra em baixas concentrações no sistema, e por questões 

de tempo de vida curto do fluoróforo ou do meio viscoso, a distância efetiva para 
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que ocorra a transferência de energia é grande.[77,167–169]  

No que diz respeito à supressão de fluorescência de proteínas, a equação 

de Stern-Volmer (30) usada para supressão dinâmica, adéqua-se para muitos 

casos. A equação, onde 𝐹𝑜 e 𝐹 são a fluorescência da proteína sem e com o 

supressor de concentração [𝑆] no sistema, respectivamente, nos fornece a 

constante 𝑘𝑆𝑉, conhecida como constante de Stern-Volmer.[170] Essa constante 

nada mais é do que o produto entre o tempo de vida da proteína na ausência de 

supressor 𝜏0, e a constante de velocidade 𝑘𝑞, que nada mais é do que a 

constante de supressão bimolecular (31). 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝑘𝑆𝑉[𝑆] =

𝜏0

𝜏
       (30) 

𝑘𝑆𝑉 = 𝜏0𝑘𝑞     (31) 

Experimentalmente, o gráfico seguindo a equação de Stern-Volmer nos 

fornece informações sobre o tipo de supressão bem como a capacidade de dado 

supressor suprimir a fluorescência da proteína.[152] Gráficos lineares nos dizem 

que a supressão decorrente da interação proteína e supressor é do tipo 

dinâmica. A inclinação da reta nos fornece o valor de 𝑘𝑆𝑉 para o sistema em 

questão.[150] Considerando que alguns sistemas experimentais não 

apresentam linearidade quando se utiliza a equação de Stern-Volmer, 

adaptações da equação foram realizadas para que se considerassem efeitos de 

supressão estáticos, que podem ocorrer concomitantemente com a supressão 

dinâmica, e são observados com um desvio crescente dos valores 

experimentais. Uma das possibilidades é incluir à equação de Stern-Volmer um 

termo linear que diz respeito aos efeitos de supressão estáticos, conforme a 

equação abaixo, onde KD é a constante de supressão dinâmica (kSV) e KE é a 

constante de supressão estática [171]. 

𝐹0

𝐹
= (1 + 𝐾𝐷[𝑆])(1 + 𝐾𝐸[𝑆])   (32) 

Que também pode ser representada da seguinte forma: 

𝐹0

𝐹
= 1 + (𝐾𝐷 + 𝐾𝐸)[𝑆] + 𝐾𝐷𝐾𝐸[𝑆]2   (33) 

Considerando que para cada valor de fluorescência em dada 
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concentração de supressor existe uma constante aparente denominada Kap, tem-

se que: 

𝐾𝑎𝑝 = [
𝐹0

𝐹
− 1]

1

[𝑆]
= (𝐾𝐷 + 𝐾𝐸) + 𝐾𝐷𝐾𝐸[𝑆]    (34) 

Onde, com base na equação 5, a partir de gráficos de Kap versus [S] é 

possível obter os valores de KD+KE e KDKE. Resolvendo o sistema é possível 

encontrar os valores de constante de supressão dinâmica e estática. Além disso, 

uma outra forma de considerar efeitos de supressão estática, é acrescentando à 

equação de Stern-Volmer um termo que leva em consideração o modelo de 

esfera efetiva de supressão [172,173]. Para isso, um fator exp (𝑁𝐴𝑉𝑆[𝑆]) é 

adicionado à equação: 

𝐹0

𝐹
= (1 + 𝐾𝑆𝑉[𝑆])exp (𝑉𝑆𝑁𝐴[𝑆])  (35) 

Onde na equação 35, 𝑉𝑆 representa um elemento de volume ativo que 

cerca o fluoróforo excitado, onde a supressão é efetiva. Nesse volume, 

considera-se que o supressor esteja em contato com o cromóforo em questão. 

A partir desse volume é possível obter o raio da esfera de ativação, utilizando 

uma forma simples de volume de esfera, que nos diz a distância entre o 

fluoróforo e supressor em que a supressão seja efetiva [172].  

Além dessas informações acerca dos fenômenos de supressão de 

fluorescência que podem ser obtidos através da análise de espectros de 

fluorescência da proteína em presença de supressor, uma análise acerca do 

fenômeno de adsorção e dessorção do supressor na proteína pode nos levar a 

informações de constante de ligação bem como o número de sítios equivalentes 

da proteína, ou o número de moléculas que interagem simultaneamente com 

cada sítio da proteína.[166] Assim, considerando um soluto (para o caso do 

presente trabalho, o supressor) interagindo com uma proteína, o processo de 

adsorção do soluto nos sítios livres da proteína pode ser representado pela 

equação: 

S + sítios livres  Sb (adsorção) 

Sb  sítios livres + S (dessorção) 

 



50 
 

Onde S é o soluto livre e Sb é o soluto ligado.  

Cada molécula de proteína possui n sítios equivalentes e, quando em 

dada concentração de proteína P0 uma certa concentração de soluto S0 é 

adicionada, uma fração de sítios θ é ocupada. Considerando que não há 

mudanças conformacionais nesse processo, θ pode ser descrito como: 

𝜃 =
𝐹0−𝐹

𝐹0−𝐹∞  (38) 

Onde F0 é a fluorescência da proteína sem o supressor/soluto, F é a 

fluorescência da proteína em dada concentração de soluto e F∞ é a fluorescência 

da proteína saturada de soluto/supressor. Nesse processo, pode-se definir a 

constante de ligação K como: 

𝐾 =  
𝑘+

𝑘−
=

[𝑆𝑏]

[𝑆][𝑠í𝑡𝑖𝑜𝑠 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒𝑠]
  (39) 

Onde K é dada em termos de concentração de sítios livres da proteína. K 

é considerado como uma definição universal da constante de ligação e 

independe do número de sítios N da proteína.[174] Além disso, a constante de 

ligação pode ser expressa em termos de fração média de sítios de proteína 

ocupados por soluto (𝜃), onde,  

[𝑆𝑏] = 𝜃𝑛[𝑃0]  (40) 

[𝑆] = [𝑆0] − 𝜃𝑁[𝑃0]  (41) 

[𝑠í𝑡𝑖𝑜𝑠 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒𝑠] = (1 − 𝜃)𝑁[𝑃0]  (42) 

Assim, a equação pode ser reescrita como: 

𝐾 =
𝜃

([𝑆0]−𝜃𝑁[𝑃0])(1−𝜃)
  (43) 

Rearranjando a equação, e considerando P0 constante, podemos defini-

la da seguinte forma: 

1

(1−𝜃)𝑃0
=

𝐾𝑆0

𝜃𝑃0−𝑛𝐾
  (44) 

O logaritmo da equação nos fornece outras informações. Considerando 

que praticamente todas as moléculas de soluto no sistema estão interagindo com 

os sítios da proteína, e que F0>>F∞, a equação em função de θ se resume em: 
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𝜃

(1−𝜃)
= 𝐾[𝑆0] ∴

𝐹0−𝐹

𝐹
= 𝐾[𝑆0]𝑚 ∴ log [

(𝐹0−𝐹)

𝐹
] = 𝑙𝑜𝑔𝐾 + 𝑚 ∙ log[𝑆0]  (45) 

Onde m representa a ordem de reação. A sua forma logarítmica nos 

fornece o valor de K e m, onde m representa o número de moléculas S que 

interagem simultaneamente com cada sítio. 

Para esses estudos é importante considerar o efeito do filtro interno. Esse 

efeito ocorre uma vez que ao sistema é adicionado um outro componente capaz 

de absorver no mesmo comprimento de onda em que a proteína absorve e 

emite.[175,176] Tal correção dá-se pela equação: 

𝐹𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐹𝑜𝑏𝑠10(𝐴𝑏𝑠 𝑒𝑥𝑐+𝐴𝑏𝑠 𝑒𝑚)/2  (46) 

Onde 𝐹𝑐𝑜𝑟𝑟 é a fluorescência corrigida, 𝐹𝑜𝑏𝑠 é a fluorescência medida, 

𝐴𝑏𝑠 𝑒𝑥𝑐 é a absorbância da proteína no comprimento de onda de excitação do 

soluto, e 𝐴𝑏𝑠 𝑒𝑚 é a absorbância da proteína no comprimento de onda de 

emissão do soluto. 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Síntese das Estreptocianinas 

 

Para a obtenção das estreptocianinas, inicialmente sintetizou-se os 

precursores 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazóis 86-88, conforme o Esquema 

13, através da reação de ciclização etilizando-se APF, entre o ácido 5-amino-2-

hidroxibenzóico 85 e a anilina correspondente 68-70.  

 

 

Esquema 13: Esquema de obtenção dos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazóis 86 a 88. 

 

O Esquema 14 apresenta uma proposta para o mecanismo de síntese do 

2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol 86. A síntese ocorre através da reação 

entre o ácido 5-amino-2-hidroxibenzóico 85, que protonado sofre ataque na 

carbonila do grupo carboxila pelo ácido polifosfórico 89, gerando 90. Em 

decorrência do meio ácido, o o-aminofenol 68 é protonado e o par de elétrons do 

oxigênio fenólico ataca a carbonila de 90, levando à estrutura 91, que em 

equilíbrio, sofre migração acílica (93) e cicliza, formando o 2-(5’-amino-2’-

hidroxifenil)benzoxazol 86.[177]  
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Esquema 14: Mecanismo de obtenção do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol 86. 

Baseado em [177]. 

 

Com o uso dos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazóis 86 a 88, obteve-se as 

estreptocianinas 19 a 27 apresentadas no Esquema 15. Para tanto, iniciou-se 

com a síntese do reagente de Vilsmeier-Haack utilizando POCl3 e DMF. A seguir, 

adicionou-se a cicloexanona correspondente 94a a 94d para formilação. Na 

sequência, ocorreu a adição de 86-88 em etanol. O produto precipitou no meio, 

com coloração bastante intensa variando entre azul escuro e verde escuro 

iridescentes (Figura 24). A coloração dos sólidos finais, bem como a de 

iridescência é uma característica presente em corantes do tipo polimetínicos. As 

estreptocianinas foram purificadas com lavagem usando soxhlet e apresentaram 

bons rendimentos, acima de 57%. 

Observou-se uma variação da solubilidade conforme o heteroátomo 

presente no heterociclo, bem como a natureza das cetonas utilizadas. Os 

derivados contendo oxigênio como heteroátomo apresentaram-se mais solúveis 

que os demais. Com relação à cetona, observou-se que derivados não 

substituídos apresentaram baixa solubilidade quando comparados com as 

cetonas substituídas. Dentre os substituídos, os que apresentaram etila como 

substituição R (Esquema15) mostraram-se os menos solúveis. 



55 
 

 
Esquema 15: Estreptocianinas 19 a 27 sintetizadas a partir dos aminobenzazóis 86-

88. 

 

 

Figura 24: Fotos das estreptocianinas 20 e 26, apresentando coloração azul a verde 

iridescentes.  

   

A formilação das cetonas 94a-94d, deu-se a partir do reagente de 

Vilsmeier-Haack. A reação ocorre através da adição de cloreto de fosforila em 

DMF, sob banho de gelo devido à reação exotérmica, seguido de agitação à 

temperatura ambiente. Ao reagente de Vilsmeier-Haack 59 adiciona-se a cetona 

correspondente 94a-94d e a reação é mantida sob refluxo. O mecanismo está 

descrito no Esquema 16. A cicloexanona 94a, após um equilíbrio ceto-enol, tem 
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seu par de elétrons da dupla ligação da forma enol atacando o carbono do íon 

imínio do reagente de Vilsmeier-Haack 59, formando o intermediário 95. 

Seguidamente, a desprotonação de 95 e rearranjo leva ao intermediário 96, que 

por sua vez, o par de elétrons da cetona ataca novamente o carbono do íon 

imínio de 97, levando a 98. Esse intermediário perde H+ e Cl-, levando a um 

rearranjo formando 99. Esse último perde um próton e forma uma ligação sp2 

(100). Mais uma vez, o par de elétrons da dupla ligação ataca o carbono do íon 

imínio 95, levando ao intermediário 101. Através de um rearranjo que ocorre 

após o ataque do íon cloreto, forma-se 102, que acaba liberando DMF e 

formando 103. Esse, pode sofrer hidrólise liberando dimetilamina e formando o 

intermediário diformilado desejado 104.  

 

Esquema 16: Mecanismo de formilação da cicloexanona 94a. Baseado em [178]. 

Devido à instabilidade de 104, a formação da estreptocianina procede 
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seguidamente, com a adição da amina correspondente, que no caso do 

Esquema 17, exemplifica o mecanismo para 2-(5’-amino-2’-

hidroxifenil)benzoxazol 86 para a obtenção da estreptocianina 19. A reação 

ocorre sob refluxo e dá-se através da aminação redutiva que ocorre entre 104 e 

86. Na primeira etapa a carbonila fenólica de 104 é protonada e acaba tornando-

se susceptível ao ataque do par de elétrons do nitrogênio da amina de 86, 

formando o intermediário 105. A troca protônica leva a 106 e ocorre a perda de 

água após o rearranjo de cargas. O par de elétrons de outra unidade de 86 ataca 

o carbono eletrofílico de 107. Novamente, a captação do próton da amina pela 

hidroxila ocorre em 108 seguido de perda de água (109) formando a 

estreptocianina 19.  

 

 

Esquema 17: Mecanismo proposto para a formação da estreptocianina 19. 

 

Para auxiliar na elucidação estrutural das estreptocianinas, comparou-se 

com os espectros das aminas precursoras. Em ATF-d (ácido trifluoroacético 

deuterado) não foi possível observar os hidrogênios fenólicos e o grupo amino, 

que são observados em solventes como clorofórmio e DMSO. Observa-se na 

Figura 25 superior, o espectro de 1H-RMN. Em 8,48 ppm observa-se um dubleto 

com acoplamento de 2,8 Hz, atribuído ao acoplamento meta do hidrogênio H6’. 

Entre 7,85 ppm e 7,80 ppm observa-se um multipleto associado a 3 hidrogênios 

(H4, H7 e H4’). Entre 7,74 ppm e 7,66 ppm um multipleto com área associada a 

dois hidrogênios, onde é possível inferir a presença de acoplamentos orto de 7,2 

Hz e 8,8 Hz, relacionados aos hidrogênios H5 e H6. Em 7,39 ppm há um dubleto 
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com área relacionada a um hidrogênio e acoplamento orto de 9,2 Hz, indicando 

associação com H3’.Com relação ao espectro de 13C-RMN (APT), na Figura 25 

inferior, observa-se 7 sinais associados aos carbonos C-H e seis sinais positivos 

associados a carbonos quaternários da estrutura.  

 

 

 

 
Figura 25: Espectro de 1H-RMN  e de 13C-RMN (APT) em TFA-d para 86. 

  

O espectro de 1H-RMN de 19 em TFA-d está apresentado na Figura 26. 

Observa-se na região dos alifáticos em 2,06 ppm dois hidrogênios, e 2,72 ppm 

quatro hidrogênios que são associados aos hidrogênios c e b. Já em 7,43 um 

dubleto referente aos dois hidrogênios H3’ com Jorto = 9 Hz. Em 7,77 ppm tem-se 

um multipleto dos seis hidrogênios H5, H6 e H4’; e em 7,90 ppm outro multipleto, 

que corresponde a quatro hidrogênios (H4 e H7). Em 8,30 ppm, como singleto, 

encontram-se dois hidrogênios H6’, enquanto que em 8,75 ppm há um singleto 

relacionado aos dois hidrogênios olefínicos Ha. Quando comparado com o 
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espectro de 86, vê-se que a formação da ligação carbono-nitrogênio leva a um 

deslocamento dos sinais dos hidrogênio próximos, em especial o H6’ e o H4’.  

 

 

 
Figura 26: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 19. 

 

Com relação ao espectro de 13C-RMN (APT) para 19, na Figura 27, 

observa-se em 19,56 e 24,23 ppm os sinais relacionados aos carbonos b e c. 

Os demais carbonos aromáticos e alifáticos encontram-se entre 107 ppm e 162 

ppm. A partir do comparativo com o espectro do precursor 28, foi possível 

identificar em 149,90 ppm o carbono a. Além disso, está destacado todos os 16 

sinais relacionados aos carbonos aromáticos e olefínicos da estrutura, entre 162 

e 107 ppm. 

 

 

Figura 27: Espectro de 13C-RMN (APT – 75,4 MHz) em TFA-d para 19. 
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 Para a estreptocianina 20 (Figura 28) o espectro de 1H-RMN mostra em 

1,30 ppm um dubleto, de acoplamento de 6,4 Hz, associado a três hidrogênios 

Hf. Em 2,22 ppm sinal alargado, relacionado a 1 hidrogênio, o Hc. Em 2,36 ppm 

e 2,91 ppm há dois multipletos, cada um associado a dois hidrogênios, sendo 

esses os hidrogênios diastereotópicos (axial e equatorial) Hb. Já na região dos 

aromáticos, observa-se um dubleto associado a dois hidrogênios H3’ em 7,52 

ppm, com acoplamento Jorto = 9,2 Hz. Em 7,86 e 8,00 ppm estão dois multipletos 

associados a seis hidrogênios (H4, H7 e H4’) e quatro hidrogênios (H5 e H6), 

respectivamente. Em 8,37 ppm encontra-se um dubleto relacionado a dois 

hidrogênios H6’ com acoplamento meta de 2,4 Hz.  Em 8,83 ppm um singleto 

associado a dois hidrogênios Ha.  

 

 

 

 
Figura 28: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 20. 

 

Através do 13C-RMN (Figura 29) verifica-se na região dos alifáticos sinais 

em 21,16 ppm do Cf e 28,22 ppm do Cc, enquanto que em 33,51 ppm um sinal 

positivo associado ao Cb. Além disso, na região dos aromáticos há 8 sinais 

relacionados aos carbonos do tipo C-H, onde em 151,49 ppm, por comparação 

com o espectro do precursor, associa-se o carbono Ca, e outros 8 sinais 
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positivos, associados aos demais carbonos do tipo quaternários na estrutura. 

Figura 29: Espectro de 13C-RMN (APT - 100 MHz) em TFA-d para 20. 

 

Para 21 o espectro de 1H-RMN (Figura 30) mostra em 1,12 ppm um tripleto 

de acoplamento de 7,2 Hz, relacionado aos três hidrogênios Hg, em 1,64 ppm, 

um quintupleto, com acoplamento de 7,2 Hz, associado aos dois hidrogênios Hf. 

Em 1,97 observou-se um sinal alargado relacionado a um hidrogênio Hc. Em 2,36 

ppm e 2,97 ppm, os multipletos, com área proporcional a duas unidades, 

associados aos hidrogênios Hb. Já na região dos aromáticos, em 7,52 ppm há 

um dubleto com acoplamento orto de 9,2 Hz, atribuído a dois hidrogênios H3’. 

Em 7,83 ppm há um multipleto referente a 6 unidades: H4, H7 e H4’. Em 7,99 ppm 

um outro multipleto, com 4 hidrogênios:  H5 e H6. Em 8,37 ppm há um singleto 

referido a dois H6, e seguidamente em 8,83 ppm, um singleto indicativo de dois 

Ha na estrutura.  
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Figura 30: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 21. 

 

Para o espectro de RMN de carbono de 21 (Figura 31) observa-se em 

11,89 ppm e 34, 93 ppm dois sinais associados a Cg e Cc, respectivamente. Em 

29,60 e 31,40 ppm tem-se dois sinais positivos relacionados aos carbonos Cf e 

Cb, respectivamente. Na região dos aromáticos há 8 sinais associados a 

carbonos do tipo C-H da estrutura, onde atribui-se em 151,43 ppm o carbono Ca. 

Além disso, os demais 16 carbonos são observados com os 8 sinais positivos 

evidenciados no espectro. 

 

 
Figura 31: Espectro de 13C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 21. 

  

Para 22, o espectro de 1H-RMN (Figura 32) mostra que em 1,22 ppm está 



63 
 

um singleto associado a nove hidrogênios Hg. Em 1,90 ppm há um multipleto 

alargado, com área proporcional a um hidrogênio, associado ao Hc. Em 2,51 ppm 

e 3,57 ppm há dois multipletos, cada um correspondente a dois hidrogênios, 

associados aos 4 hidrogênios diastereotópicos Hb. Para os aromáticos, em 7,61 

ppm encontra-se um dubleto com acoplamento orto  de 8,9 Hz atribuído aos dois 

hidrogênios H3’. Entre 7,52 ppm e 8,08 ppm há dois multipletos correspondente 

a 10 hidrogênios: H4, H5, H6, H7 e H4’. Em 8,44 ppm há um singleto relacionado 

aos dois hidrogênios H6’ e em 8,92 ppm o singleto relacionado a dois hidrogênios 

Ha.  

 

 
Figura 32: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 22. 

Para o espectro de 13C-RMN (APT) de 22, na Figura 33, observa-se na 

região dos alifáticos dois sinais em 27,88 ppm e 43,82 ppm, relacionados aos 

carbonos Cg e Cc, além de dois sinais positivos em 27,32 ppm e 33,80 ppm, 

relacionados aos carbonos Cf e Cb. Na região dos aromáticos, observa-se 7 

sinais relacionados a 16 carbonos do tipo C-H, sendo que em 151,35 ppm 

associa-se ao carbono Ca, além de 8 sinais positivos, relacionados a 15 carbonos 

quaternários presentes na molécula.  
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Figura 33: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 22. 

 

Com relação ao precursor 87, a Figura 34 mostra o espectro de RMN de 

hidrogênio e carbono em TFA-d, para fins comparativos com os seus derivados 

apresentados seguidamente. Observa-se que nesse solvente não se observam 

os sinais relacionados ao hidrogênio fenólico nem aos hidrogênios da amina. Na 

região dos aromáticos, em 7,38 ppm observa-se um duplo dubleto com 

acoplamentos orto e meta de 5,6 Hz e 9,2 Hz associados a um hidrogênio H4’. 

Entre 7,10 ppm e 7,82 ppm tem-se dois multipletos relacionados a 3 hidrogênios 

da estrutura: H4, H7 e H3’. Entre 8,04 ppm e 8,13 ppm tem-se dois multipletos 

cujo acoplamento apresentado é tipo orto com valor de 8,05 Hz, relacionado aos 

hidrogênios H5 e H6. Em 8,22 ppm tem-se o multipleto de um hidrogênio, o H6’. 

Com relação ao espectro de APT mostrado na figura, espectro inferior, observa-

se 7 sinais associados aos 7 carbonos do tipo C-H da estrutura. 
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Figura 34: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) e de 13C-RMN (APT - 100 MHz) em TFA-d 

para 87. 

 

Na caracterização de 23 foi possível observar que, para o espectro de 1H-

RMN (Figura 35) há dois singletos alargados em 2,07 e 2,71 ppm que estão 

associados aos hidrogênios Hb e Hc. Já na região dos aromáticos, tem-se em 

7,43 ppm um dubleto com acoplamento orto de 9 Hz, relacionado aos dois 

hidrogênios H3’. De 7,71 a 7,86 ppm está um multipleto associado a seis 

hidrogênios hidrogênios H4’, H5 e H6. Outro multipleto entre 8,10 e 8,22 ppm 

relaciona-se a 6 hidrogênios: H4, H7 e H6’. Em 8,74 ppm, um singleto referente 

aos dois hidrogênios Ha.  
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Figura 35: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 23. 

 

Na Figura 36, o espectro de 13C-RMN apresenta em 21,54 ppm e 26,28 

ppm os sinais positivos relacionados aos carbonos Cb e Cc. Na região dos 

aromáticos, 8 sinais associados aos 16 carbonos C-H foram evidenciados, sendo 

que em 151,88 ppm atribui-se ao carbono Ca. Além disso, 8 sinais positivos 

nessa mesma região foram observados, associados aos 15 carbonos 

quaternários da estrutura.  

 

 
Figura 36: Espectro de 13C-RMN (APT – 75,4 MHz) em TFA-d para 23. 

 

Para o derivado contendo enxofre 24, o espectro de 1H-RMN (Figura 37) 

mostra em 1,36 ppm um dubleto referente aos três hidrogênios Hf. Em 2,27 ppm 

um multipleto alargado relacionado ao Hc, enquanto que em 2,41 ppm e 3,97 
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ppm dois multipletos atribuídos aos quatro hidrogênios diastereotópicos Hb. Já 

para os aromáticos, em 7,58 ppm está um dubleto com acoplamento orto de 9 

Hz associado aos dois hidrogênios H3’. Entre 7,84 ppm e 7,98 ppm está um 

multipleto relacionado a seis hidrogênios: H4, H7 e H6’.  Entre 8,24 ppm e 8,38 

ppm está outro multipleto associado a outros seis hidrogênios: H5, H6 e H4’. Em 

8,87 ppm tem-se um singleto relacionado aos dois hidrogênios Ha. 

  

 

 
Figura 37: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 24. 

 

Para o espectro de 13C-RMN de 24, na Figura 38, tem-se em 21,50 ppm, 

28,60 ppm e 33,95 ppm os carbonos alifáticos Cf, Cc e Cb. Dos 16 sinais 

esperados para os carbonos olefínicos e aromáticos, 15 deles foram 

encontrados entre 115 e 172 ppm. Em 151,81 ppm atribui-se o sinal ao Ca.  

 

 
Figura 38: Espectro de 13C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 24 
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A Figura 39 mostra o espectro de RMN para 25. Observa-se na região dos 

alifáticos, em 1,35 ppm um tripleto com acoplamento de 6,4 Hz associado aos 3 

hidrogênios Hg. Já em 1,87 ppm tem-se um multipleto alargado, relacionado aos 

dois hidrogênios Hf. Em 2,19 ppm, um sinal alargado associado ao hidrogênio Hc 

e, em 2,57 ppm e 3,20 ppm dois multipletos relacionados aos 4 hidrogênios 

diastereotópicos Hb. Na região dos aromáticos temos em 7,73 ppm um dubleto 

de acoplamento orto  de 8,8 Hz atribuído aos dois hidrogênios H4’. 8,08 ppm, um 

dubleto com acoplamento orto  de 8,4 Hz atribuído ao H4’. Em 8,13 ppm, um 

duplo tripleto com área associada a 4 hidrogênios: H5 e H6. Em 8,57 ppm tem-se 

um duplo dupleto e um singleto sobrepostos, com área equivalente a 6 

hidrogênios, onde um acoplamento orto de 8,7 Hz é observado associados aos 

hidrogênios H4 e H7, além do H6’ atribuído ao singleto. Em 9,04 ppm temos um 

singleto relacionado aos dois hidrogênios Ha.  

 

 

 
Figura 39: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 25. 

 

Com relação ao espectro de APT para 25, na Figura 40, observa-se na 

região dos alifáticos, dois sinais em 12,06 ppm e 35,09 ppm. Outros dois sinais 

positivos em 29,85 ppm e 31,72 ppm. Já na região dos aromáticos, observa-se 

8 sinais relacionados aos 16 carbonos do tipo C-H, onde 151,66 ppm é atribuído 

ao carbono Ca, e 8 sinais positivos associados aos 15 carbonos quaternários da 
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estrutura.  

 

 
Figura 40: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 25. 

 

A Figura 41 mostra o espectro de 26. Observa-se que em 1,27 ppm há 

um singleto com área equivalente a 9 hidrogênios, os Hg. Já em 1,92 ppm tem-

se um multipleto alargado relacionado ao hidrogênio Hc. 2,54 ppm e 3,13 ppm 

tem-se dois multipletos associados aos 4 hidrogênios diastereotópicos Hb. Na 

região dos aromáticos, em 7,62 ppm tem-se um sinal atribuído a dois hidrogênios 

H3’. Entre 7,66 ppm e 8,06 ppm temos os multipletos relacionados aos 

hidrogênios H5, H6 e H4’, enquanto que entr 8,33 ppm e 8,43 ppm os multipletos 

associados aos 6 hidrogênios H4, H7 e H6’. Em 8,94 ppm o singleto relacionado 

aos dois hidrogênios Ha. Nota-se que os acoplamentos bem como a definição 

dos sinais na região dos aromáticos está comprometida, provavelmente em 

decorrência da tendência de formar agregados em solução e tornar o campo não 

uniforme em dadas condições.  
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Figura 41: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 26. 

 

No espectro de carbono de 26, na Figura 42 abaixo, na região dos 

alifáticos observa-se dois sinais: 27,93 ppm e 43,89 ppm, relacionados aos 

carbonos Cg e Cc. Ainda nessa região, dois outros sinais positivos foram 

observados: 27,41 ppm e 33,84 ppm, onde atribui-se aos carbonos Cf e Cb. Na 

região dos aromáticos, observa-se 8 sinais atribuídos aos 16 carbonos do tipo 

C-H da estrutura, onde em 151,49 ppm associa-se ao carbono Ca. Além disso, 8 

sinais positivos estão associados aos demais 15 carbonos quaternários da 

estrutura. 

 

 
Figura 42: Espectro de 13C-RMN (ATF - 100 MHz) em TFA-d para 26. 
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Para fins comparativos, a Figura 43 apresenta os espectros de 1H-RMN e 

13C-RMN para o precursor 88. Com relação ao espectro de hidrogênio, observa-

se em DMSO a ausência dos sinais referentes aos hidrogênios fenólicos e da 

amina. Os aromáticos são observados em 7,62 ppm, um duplo dubleto com 

acoplamentos de 3,2 e 5,6 Hz associados a dois hidrogênios: H4 e H7; em 7,25 

ppm tem-se um multipleto com área proporcional a 3 hidrogênios: H5, H6 e H6’; 

em 6,79 ppm observa-se um hidrogênio, dubleto, com acoplamento orto de 8,8 

Hz relacionado ao H3’; e por fim em 6,71 ppm tem-se um duplo dubleto, com 

acoplamentos orto e meta de 8,4 e 2,4 Hz, respectivamente, relacionado a um 

hidrogênio H4’. O espectro de 13C-RMN apresenta 8 sinais. 

 

 

 
Figura 43: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) e de 13C-RMN (100 MHz) em DMSO-d6 

para 88. 

 

Para 27, o espectro de 1H-RMN ilustrado na Figura 44, realizado em 
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DMSO, mostra em 1,82 e 2,68 ppm dois multipletos alargados associados aos 

hidrogênios Hb e Hc, respectivamente. Já na região dos aromáticos, dois 

multipletos em 7,47 e 7,86, cada um associado a seis hidrogênios foram 

identificados. Já em 8,53 ppm há um singleto associado a quatro hidrogênios: Ha 

e H6’. Observa-se que em DMSO é possível evidenciar um singleto alargado em 

11,36 ppm relacionado ao hidrogênio fenólico.  

 

 

 
Figura 44: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em DMSO-d6 para 27. 

 

Para o espectro de 13C-RMN de 27, na Figura 45, observa-se sinais em 

19,44 ppm, 24,70 ppm e 34,05 ppm associados aos carbonos Cb e Cc. Nota-se 

que, comparados com as demais estreptocianinas, essas apresentam apenas 2 

sinais, esses podem ser atribuídos ao efeito do solvente ser diferente, 

proporcionando uma diferente solvatação e tornando os carbonos equivalentes 

em termos de campo magnético quando em TFA-d. Acima de 115 ppm, estão os 

demais carbonos, aromáticos e olefínicos, com sinais de alguns carbonos 

quaternários não evidenciados. 
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Figura 45: Espectro de 13C-RMN (75,4 MHz) em DMSO-d6 para 27. 

 

A Tabela I mostra as principais bandas encontradas nos espectros de 

infravermelho das estreptocianinas. Observa-se que entre 3350 e 3423 cm-1 uma 

banda de baixa intensidade associada ao estiramento N-H. Observa-se que 

existe um deslocamento significativo para essas bandas, quando comparadas 

com estiramentos N-H que são apresentados entre 3100 e 3400 cm-1.[179] Esse 

deslocamento é identificado na literatura para estruturas em que apresentam 

fortes interações intermoleculares envolvendo hidrogênios de aminas, o que é 

característico desse perfil de estruturas.[180,181]  

Em torno de 3050 cm-1 observam-se os estiramentos associados aos C-

H aromáticos, bem como entre 2950 e 2800 cm-1, os estiramentos simétricos e 

assimétricos associados aos C-H metínicos e metilênicos. Em aproximadamente 

1650 e 1600 cm-1 estão os estiramentos simétricos e assimétricos relacionados 

aos C=C, assim como em aproximadamente 1580 cm-1. Já em 1470 cm-1 

observa-se um sinal intenso em todos os espectros, desta vez associados aos 

estiramentos C-H do anel cíclico presente na cadeia polimetínica.[179] 
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Tabela I: Principais bandas dos espectros de infravermelho para as estreptocianinas 

 νN-H νC-H
1  νCH3 e νCH2

 νC=C  

 

δC-H
2 

19 3412 3045 2940 2800 1634  1611 1598 1470 

23 3350 3054 2941 2825 1641  1606 1582 1484 

27 3413 3041 2937 2861 1620  1582 1555 1475 

20 3412 3054 2961 2864 1683  1622 1590 1475 

24 3423 3057 2960 2866 1648  1606 1581 1473 

21 3403 3049 2958 2873 1651  1616 1583 1480 

25 3418 3060 2954 2872  1618 1598 1475 

22 3417 3051 2945 2864 1635  1613 1579 1455 

26 3391 3058 2959 2859 1654  1615 1581 1481 

1. Associado aos estiramentos aromáticos; 2.  Relacionado aos estiramentos do anel 
cíclico da porção polimetínica. 

 
 

Com relação aos pontos de fusão, foram possíveis determinações 

utilizando equipamento com leitura não digital. Acredita-se que a coloração 

escura das estreptocianinas seja um fator que torne difícil a leitura em 

equipamento digital, uma vez que torna o ponto de fusão de difícil visualização.  

As estreptocianinas 19-22 que possuem o heterociclo benzoxazol 

apresentaram os menores pontos de fusão quando comparados aos 

benzotiazois 23-26.  A estreptocianina 27, que tem o anel benzimidazol, 

apresentou o maior ponto de fusão, acima de 310 °C, sem ser possível identificá-

lo no aparelho de ponto de fusão.  

O grau de substituição da cetona (94a-d) influenciou diretamente nas 

propriedades físicas das estreptocianinas. Para as estreptocianinas com o anel 

benzoxazol (19-22) as que possuem hidrogênio (19) e etila (21) como 

substituintes do ciclo, apresentaram menor ponto de fusão, enquanto que as que 

possuem substituintes metila (20) e terc-butila (22) apresentaram pontos de 
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fusão mais elevados. Para as estreptocianinas com o anel benzotiazol, essa 

mesma tendência não foi observada: substituintes metila (24) e terc-butila (26) 

apresentaram menor ponto de fusão enquanto que hidrogênio (23) e etila (25) 

pontos de fusão mais elevados. Dessa forma, pode-se dizer que as interações 

intermoleculares são fortemente influenciadas pelo heteroátomo azólico, de 

forma que as estreptocianinas derivadas de oxigênio apresentam interações 

mais fracas quando comparadas com as demais.  

Tabela II: Pontos de fusão obtidos para as estreptocianinas 19-27. 

Estreptocianinas-

Benzoxazol 

Estreptocianinas-

Benzotiazol 

Estreptocianinas-

Benzimidazol 

19 237 °C 23 253 °C 27 >310 °C 

20 254 °C 24 243 °C  

21 205 °C 25 253 °C 

22 254 °C 26 248 °C 

 

4.2. Caracterização Fotofísica 

 

As estreptocianinas 19-27 foram caracterizadas através das 

espectroscopias de absorção no ultravioleta-visível e emissão de fluorescência 

em diferentes solventes. 

 

4.2.1. Estreptocianinas contendo núcleo benzoxazol 

 

Os espectros de absorção e emissão para 19 em DMF, DMSO, AcOEt e 

em dioxano encontram-se na Figura 46. Para esses casos não é observado 

formação de agregados. No espectro de absorção em DMSO, observa-se uma 

banda com máximo de 434 nm. Um estudo de diluição mostrou para essa banda 

um ε de 35,8 x 103 Lmol-1∙cm-1 associado a transições π→π*. Para DMF observa-

se o espectro de absorção com um máximo de 427 nm. Estudos de diluição 

foram obtidos a fim de obter ε, cujo valor encontra-se em 33,5 x 103 L∙mol-1∙cm-
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1, associado às transições π→π*. Para AcOEt e dioxano os valores dos λmax de 

absorção foram de 412 nm e 413 nm, respectivamente. Quando em acetato de 

etila, o valor de ε foi de 32,1 x 103 L∙mol-1∙cm-1 enquanto que para dioxano, esse 

valor foi de 36,7 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Para ambos os solventes, pode-se associar 

esses valores de absortividade molar com transições eletrônicas do tipo π→π*.  

 Com relação aos espectros de emissão de fluorescência, vê-se para 

DMSO um máximo de emissão 485 nm com deslocamento de Stokes de 51 nm, 

enquanto que em DMF um máximo de emissão de 494 nm, com deslocamento 

de Stokes de 67 nm. Para os solventes de menor polaridade (AcOEt e dioxano), 

observou-se duas bandas, as quais podem ser associadas ao mecanismo de 

ESIPT.  Em dioxano, essas bandas apresentam-se melhor definidas, com o 

máximo de maior energia em 482 nm, associada à emissão de fluorescência da 

forma enol*, enquanto que em 548 nm há a emissão da forma ceto*.  Em acetato 

de etila observou-se um máximo em 489 nm associado ao tautômero enol* e um 

ombro associado à ceto* em 553 nm.  Os valores dos deslocamentos de Stokes 

foram de 69 e 135 nm (correspondentes as bandas enol e ceto respectivamente) 

em dioxano, enquanto que em acetato de etila o deslocamento de Stokes foi de 

77 nm.  

 

 
Figura 46: Espectros de absorção (esquerda) e de emissão de fluorescência (direita) 

para 19 (10 µmol/L) em DMSO, DMF, acetato de etila e dioxano. 

 

Os espectros de absorção em etanol, acetonitrila e clorofórmio de 19 

encontram-se na Figura 47. Para esses solventes, observa-se uma banda 

adicional em maior comprimento de onda quando comparados com os espectros 



77 
 

em solventes como DMF, DMSO, AcOEt e dioxano. Com o objetivo de estudar 

a natureza dessas bandas, foi realizado um estudo variando a concentração da 

estreptocianina para investigar a presença das bandas de agregados do tipo J e 

H. Em etanol em concentrações acima de 2,5 µmol/L foi possível evidenciar a 

banda de agregados J em 539 nm. Essa banda se intensifica com o aumento da 

concentração e apresenta um ε= 41,5 x 103 L∙mol-1∙cm-1.  A banda associada à 

forma monomérica aparece em 423 nm com ε = 7,5 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Em 366 

nm, vemos a banda relacionada aos agregados do tipo H, a qual aumenta de 

intensidade com o aumento da concentração.  

 Em MeCN e CHCl3, com a concentração de 1 µmol/L já se observa a 

banda dos agregados do tipo J.  Em acetonitrila essa banda absorve em 539 nm, 

enquanto que a banda de agregados H absorve em 364 nm. Para a banda 

associada à forma monomérica em acetonitrila, o máximo de absorção fica em 

410 nm.  Em clorofórmio observa-se que as bandas dos agregados J e H têm 

seus máximos de absorção em 533 nm e 346 nm, respectivamente. Já a banda 

com o máximo de absorção para a forma monomérica aparece em 412 nm.  

Nesses três solventes em que se observam as bandas de agregados e 

monômeros, o coeficiente de absortividade molar da banda que corresponde aos 

agregados J apresentou valores mais elevados do que as demais bandas.      
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A  

B  

C  
Figura 47: Espectros de absorção com estudo de diluição para 19 em etanol (A), 

acetonitrila (B) e CHCl3 (C).  

  

Os espectros de emissão de fluorescência de 19 mostram ser 

dependentes do comprimento de onda de excitação em função da presença dos 

agregados J. Para a banda associada à forma monomérica, na Figura 48 
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(esquerda), observaram-se máximos de 499 nm, 491 nm e 463 nm, para etanol, 

acetonitrila e clorofórmio, respectivamente. Já com relação à emissão de 

fluorescência da banda dos agregados J (Figura 48 à direita), os máximos em 

599 nm para etanol e acetonitrila e de 602 nm para clorofórmio. 

 

 
Figura 48: Espectros de emissão de fluorescência para 19 (10 µmol/L) em etanol, 

acetonitrila e clorofórmio associados à banda monomérica (esquerda) e à banda de 

agregados J (direita). 

 

Para a estreptocianina 20 observou-se que em acetato de etila, DMF e 

DMSO não houve formação de agregados, e os máximos de absorção variaram 

entre 412 e 432 nm. Os valores de ε ficaram entre 31,3 x 103 L∙mol-1∙cm-1 para 

acetato de etila, 49,2 x 103 L∙mol-1∙cm-1 para DMF, e 46,2 x 103 L∙mol-1∙cm-1, para 

DMSO, indicando transições do tipo π→π*, conforme Figura 49 A.   

Para DMF (Figura 49 B), verificou-se que a estrutura não apresentou 

emissão de fluorescência quando excitado em 412 nm, inferindo assim que 

nesse solvente, o decaimento radiativo não é favorecido. Para acetato de etila, 

observou-se um máximo de emissão em 536 nm, gerando um deslocamento de 

Stokes de 124 nm. Para o DMSO (Figura 49 C), um máximo de emissão 

localizado em 495 nm, com um deslocamento de Stokess de 63 nm. Além disso, 

observa-se para acetato de etila que a excitação em comprimento de onda 

associado à transição S0S2 (aproximadamente 300 nm), leva a uma emissão 

de fluorescência relativa ao decaimento S1S0. Enquanto isso, para DMSO, a 

excitação associada à transição S0S2 promove emissão S2  S0. A essa 

observação pode-se inferir que está ocorrendo uma emissão local, onde apenas 
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uma parte da molécula é excitada. 

 

A  

B  

C  
Figura 49: Espectros de absorção para 20 (A) em AcOEt, DMF e DMSO, e as curvas 

se superfície relacionando os comprimentos de onda de emissão com os 

comprimentos de onda de excitação em AcOEt (B) e DMSO (C), todos em 

concentração de 10µM. 

  

Pode-se dessa forma inferir que ocorrem processos envolvendo o estado 

S2 em alguns solventes, a emissão de fluorescência para monômeros e 

agregados, no entanto processos de emissão de fluorescência provenientes de 
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transferência protônica intramolecular no estado excitado e transferência de 

carga, não foram observados nos estudos fotofísicos. Esses processos de 

ativação e desativação das estruturas, estão ilustrados na Figura 50:  

 

Figura 50: Processos de absorção e emissão possíveis e observados para as 

estreptocianinas. 

 

Entretanto, nos solventes dioxano, acetonitrila, etanol e clorofórmio houve 

formação de agregados, conforme apresentado nas Figuras 51 e 52. Em 

dioxano, apenas os agregados J, em 536 nm, com ε não muito significativo de 

9,3 x103 L∙mol-1∙cm-1. Para acetonitrila, ocorre a formação de agregados H em 

376 nm e J em 539 nm, esse último com ε de 8,2 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Para esse 

solvente, a banda associada ao monômero não foi observada. Para etanol as 

bandas de monômero, agregados H e J são visíveis em 427, 381 e 541 nm, 

respectivamente, com ε de 39,1 x 103 L∙mol-1∙cm-1, 18,3 x 103 L∙mol-1∙cm-1 e 65,5 

x 103 L∙mol-1∙cm-1. Já em clorofórmio, as bandas de monômero e agregados H 

não são evidenciadas no espectro, sendo apenas a de agregados J observada 

em 541 nm.   
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A  

B  
Figura 51: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 20 em dioxano (A) e  acetonitrila (B).   
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A  

B  
Figura 52: Espectros de absorção para os solventes etanol (A) e clorofórmio (B) com 

formação de agregados de 20.  

 

As curvas de superfície dos espectros de emissão de 20 encontram-se 

nas Figuras 53 e 54. Observa-se que em dioxano, acetonitrila e etanol 

apresentam banda de emissão quando excitados nos comprimentos de onda 

associados aos monômeros e agregados J. Para dioxano (Figura 53 A), os 

máximos encontrados são de 517 nm para o monômero, levando a um 

deslocamento de Stokes de 101 nm, e de 607 nm para os agregados J, com um 

deslocamento de Stokes de 71 nm. Para acetonitrila (Figura 53 B), o máximo de 

emissão em 517 nm é observado, e para a excitação associada à banda de 

absorção dos agregados J, uma emissão em 557 nm. Em etanol (Figura 54 A), 

o máximo de emissão da banda monomérica está em 483 nm, enquanto que o 

máximo de emissão da banda dos agregados está em 605 nm. Para a 

investigação em clorofórmio (Figura 54 B), observa-se apenas emissão para a 
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banda associada aos agregados, localizada em 605 nm, ocasionando um 

deslocamento de Stokes de 64 nm. Para dioxano, acetonitrila e etanol, observa-

se um decaimento S1  S0 para excitações em S0  S2. 

 

A  

B  

Figura 53: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 20 em presença de agregados para dioxano 

(A) e acetonitrila (B), com concentrações de 25 µM. 
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A  

B  
Figura 54: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 20 em presença de agregados para etanol 

(A) e clorofórmio (B), com concentrações de 25 µM.  

 

A estreptocianina 21 não forma agregados em acetato de etila e DMF. 

Seus espectros de absorção e emissão de fluorescência estão apresentados na 

Figura 55 A. Nota-se que os máximos de absorção para acetato de etila e DMF 

estão em 414 e 429 nm, bem como os valores de ε são de 27,8 x 103 L∙mol-1∙cm-

1 e 48,9 x 103 L∙mol-1∙cm-1, respectivamente. Com relação às curvas de superfície 

dos espectros de emissão (Figura 55 B para acetato de etila, C para DMF), nota-

se que seus máximos de emissão estão em 513 e 494 nm, levando a 

deslocamentos de Stokes de 99 e 65 nm, respectivamente. Nota-se que para 

DMF, a intensidade de fluorescência é muito baixa. Em ambos solventes, 
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observa-se um decaimento S1  S0 para excitações em S0  S2.  

 

A  

B  

C  
Figura 55: Espectros de absorção para 21 (A) em acetato de etila e DMF, e curva se 

superfície da emissão de fluorescência em acetato de etila (B) e DMF (C).  

 

Para os solventes dioxano, DMSO, acetonitrila, etanol e clorofórmio há 

formação de agregados J (550, 540, 543 e 536 nm, respectivamente), conforme 

ilustrado nas Figuras 56 e 57. Os agregados H são observados apenas para 

acetonitrila (375 nm) e etanol (380 nm), enquanto que a banda associada aos 

monômeros não é perceptível em clorofórmio. Em dioxano, seu máximo ocorre 

em 414 nm, em DMSO, seu máximo ocorre em 436 nm, em acetonitrila, em 416 

nm, em etanol, em 432 nm. 
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A  

B  

C  
Figura 56: Espectros de absorção de 21, em solventes que formaram agregados: (A) 

dioxano, (B) DMSO e (C) MeCN, em diversas concentrações. 
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A  

B  
Figura 57: Espectros de absorção de 21, em solventes que formaram agregados: (A) 

etanol e (B) clorofórmio, em diversas concentrações. 

 

A curva de superfície dos espectros de emissão em 3D de 21 encontra-

se nas Figuras 58 e 59. Nota-se para dioxano (58 A), os máximos de emissão 

de monômero e agregados J ficam em 514 e 646 nm, com deslocamentos de 

Stokes de 100 e 2 nm, respectivamente. Para DMSO (58 B), o máximo de 

emissão associado à banda de monômeros está em 497 nm, com deslocamento 

de Stokes de 61 nm. Para os agregado J, o máximo de emissão está em 573 

nm, e com um deslocamento de Stokes de 23 nm. Para acetonitrila e etanol 

(espectros 58 C e 59 A), a banda associada aos monômeros emite em 497 e 482 

nm, com deslocamentos de Stokes de 81 e 50 nm, respectivamente, enquanto 

que para a banda de agregados J, as emissões estão localizadas em 606 nm, 

com deslocamentos de Stokes de 66 e 63 nm respectivamente. Para o 

clorofórmio (59 B), um máximo de emissão em 482 nm é observado e um, 

associado aos agregados, em 613 nm, com deslocamento de Stokes de 77 nm. 
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Para dioxano, DMSO e clorofórmio, observa-se um decaimento S1  S0 para 

excitações em S0  S2.  

 

A  

B  

C  

Figura 58: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 21 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila, em concentrações de 25 µM. 
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A  

B  

Figura 59: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 21 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) etanol e (B) clorofórmio, em concentrações de 25 µM. 

 

Para a estreptocianina 22, observa-se que apenas em DMF e DMSO não 

há formação de agregados. Seus espectros de absorção (Figura 60 A) e emissão 

de fluorescência encontram-se na Figura 60 (B para DMF e C para DMSO). 

Observa-se máximos de absorção em 432 nm para DMF e 438 nm para DMSO. 

A emissão de fluorescência para DMF é extremamente baixa, podendo dessa 

forma ser desconsiderada. Para DMSO, o máximo de emissão observado está 

em 507 nm, com um deslocamento de Stokes de 69 nm. Os valores de ε para 

DMF encontrados foram de 47,2 x103 L∙mol-1∙cm-1 enquanto que para DMSO de 

49,7 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Para DMSO, observa-se um decaimento S1  S0 para 

excitações em S0  S2. 

 



91 
 

A  

B  

C  
Figura 60: Espectros de absorção para 22 (A) em DMF e DMSO, e curva se superfície 

da emissão de fluorescência em DMF (B) e DMSO (C). 

 

Considerando os solventes em que houve formação de agregados – 

dioxano, acetato de etila, acetonitrila, etanol e clorofórmio – os espectros de 

absorção encontram-se nas Figuras 61 e 62 abaixo. Observa-se que para 

dioxano e acetato de etila, a banda associada aos monômeros, encontra sem 

em 413 e 412 nm, respectivamente, com ε de 38,5 x 103 L∙mol-1∙cm-1 e 31,3 x 

103 L∙mol-1∙cm-1. Para esses solventes, não houve formação da banda associada 

aos agregados H, enquanto que a banda de agregados J está em 644 nm, com 

ε de 8,4 x 103 L∙mol-1∙cm-1 para dioxano, e de 552 nm para acetato de etila, com 

ε de 9 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Em etanol e acetonitrila, os máximos associados ao 

monômero estão em 417 nm e 428 nm, respectivamente, com valores de ε 

significativos, nos valores de 39,5 x 103 L∙mol-1∙cm-1 e 42,6 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Já 
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as bandas de agregados H estão em 367 nm para acetonitrila, com ε de 9,8 x 

103 L∙mol-1∙cm-1 e para etanol, em 382 nm, com ε de 20,9 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Para 

as bandas associadas aos agregados em acetonitrila e etanol, ambos seus 

máximos foram localizados em 543 nm, com ε de 60,3 x 103 L∙mol-1∙cm-1 para 

acetonitrila e 54,3 x 103 L∙mol-1∙cm-1 para etanol. Considerando clorofórmio, o 

máximo associado à formação de monômeros não foi evidenciado no espectro 

de absorção, indicando assim apenas, o máximo associado à presença de 

agregados H (383 nm, com ε = 4,3 x103 L∙mol-1∙cm-1) e o máximo em 540 nm 

para os agregados J, com ε de 15,3x103 L∙mol-1∙cm-1. 

 

A  

B  
Figura 61: Espectros de absorção nos solventes em que houve formação de 

agregados de 22: (A) dioxano e (B) acetato de etila. 
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A  

B  

C  
Figura 62: Espectros de absorção nos solventes em que houve formação de 

agregados de 22: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) clorofórmio.   

 

As curvas de superfície dos espectros de emissão em 3D para os casos 

em que houve formação de agregados encontra-se na Figura 63 abaixo. 

Observa-se que para dioxano (Figura 63 A) não há emissão de fluorescência 

significativa para os agregados J, em decorrência de sua baixa concentração no 

sistema em que a Lei de Lambert-Beer é linear, mostrando apenas um máximo 
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de emissão em 518 nm relacionado à banda de monômeros, com deslocamento 

de Stokes de 106 nm. Para acetato de etila (Figura 63 B), o máximo de emissão 

da banda monomérica não é observado, mostrando apenas o máximo associado 

à banda de agregados J, em 627 nm, com deslocamento de Stokes de 75 nm. 

Para acetonitrila e etanol (Figura 64 A e B, respectivamente), as bandas de 

emissão estão em 500 e 478 nm, respectivamente, com deslocamentos de 

Stokes de 83 e 50 nm. A emissão associada aos agregados J estão em 604 nm 

em ambos solventes, com deslocamentos de Stokes de 61 nm para ambos. Em 

clorofórmio (Figura 64 C), verifica-se um máximo de emissão em 496 nm, bem 

como um em 649 nm associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes 

de 109 nm. Para dioxano e etanol, observa-se um decaimento S1  S0 para 

excitações em S0  S2. 

 

A  

B  

Figura 63: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 22, em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) dioxano e (B) acetato de etila. 
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A  

B  

C  
Figura 64: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 22 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) clorofórmio. 

  

Para todos os derivados oxigenados, os resultados encontram-se 

sumarizados na Tabela III, apresentando dados de absorção e emissão, tanto 

das bandas monoméricas quanto de agregados. 
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Tabela III: Dados obtidos para as estreptocianinas 19-22 para monômeros e 

agregados. Comprimentos de onda do máximo de absorção (abs), coeficientes de 

absortividade molar (, 10 3  L∙mol-1∙cm-1), comprimentos de onda do máximo de 

emissão (em) e o deslocamento de Stokes (ST). 

  Monômero Agregado 

1
9

 

Solvente 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝒎𝒐𝒏 𝜺𝒎𝒐𝒏 𝝀𝒎𝒂𝒙

𝒆𝒎  𝚫𝑺𝑻 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝑯  𝜺𝑯 𝝀𝒂𝒃𝒔

𝑱
 𝜺𝑱 𝝀𝒆𝒎

𝑱
 𝚫𝑺𝑻 

DIOX 413 36,7 
482 

548 

69 

135 
NA NA NA NA NA NA 

AcOEt 412 32,1 489 77 NA NA NA NA NA NA 

DMF 427 33,5 494 67 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 434 35,8 485 51 NA NA NA NA NA NA 

MeCN 410 4,7 491 81 364 12,4 539 41,5 599 60 

EtOH 423 7,5 499 76 366 12,4 539 41,5 599 60 

CHCl3 412 10,4 463 51 346 12,7 533 60,8 602 69 

2
0

 

DIOX 416 43 517 101 NA NA 536 9,2 607 71 

AcOEt 412 31,3 536 124 NA NA NA NA NA NA 

DMF 432 49,2 NA NA NA NA NA NA NA NA 

DMSO 432 46,2 495 63 NA NA NA NA NA NA 

MeCN ND NA 517 95 376 4,5 539 28,2 557 18 

EtOH 427 39,1 483 56 381 18,3 541 65,7 605 64 

CHCl3 ND ND NA NA NA NA 541 38,2 605 64 

 2
1

 

DIOX 414 38,5 514 100 NA NA 644 8,2 646 2 

AcOEt 414 27,8 513 99 NA NA NA NA NA NA 

DMF 429 48,9 494 65 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 436 50,6 497 61 NA NA 550 3 573 23 

MeCN 416 22,1 497 81 375 8,6 540 31,6 606 66 

EtOH 432 6,3 482 50 380 20,8 543 45,8 606 63 

CHCl3 ND NA 482 NA NA NA 536 30,5 613 77 

2
2

 

DIOX 413 38,5 518 106 NA NA 644 8,4 NA NA 

AcOEt 412 31,3 NA NA NA NA 552 9 627 75 

DMF 432 47,2 NA NA NA NA NA NA NA NA 

DMSO 438 49,7 507 69 NA NA NA NA NA NA 

MeCN 417 39,5 500 83 367 9,8 543 60,2 604 61 

EtOH 428 42,6 478 50 382 20,9 543 54,3 604 61 

CHCl3 ND NA 496 NA 383 4,3 540 15,3 649 109 

NA – Não apresenta; ND – Não definido 
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4.2.2. Estreptocianinas contendo núcleo benzotiazol 

 

Para 23, os estudos fotofísicos em DMSO, DMF, acetonitrila e dioxano, 

encontram-se na Figura 65. Com relação aos espectros de absorção à esquerda, 

nota-se que os máximos de absorção encontrados foram de 436 nm para DMSO, 

429 nm para DMF, 426 nm para acetonitrila e de 412 nm para dioxano. Os 

coeficientes de absortividade molar estão relacionados, para os dois primeiros 

casos, a transições do tipo π→π*, com valores de 54 x 103 e 47,3 x 103 L∙mol-

1∙cm-1, respectivamente. Para dioxano e acetonitrila, esses valores não puderam 

ser obtidos já que não foi possível obter a concentração exata da solução. Com 

relação à emissão de fluorescência, nota-se que em dioxano e acetonitrila, a 

emissão é desprezível. Já para DMSO e DMF, observa-se máximos de 440 nm 

e 493 nm, respectivamente.  

 

Figura 65: Espectros de absorção (esquerda) e emissão de fluorescência (direita) 

para 23 (10 µmol/L) em DMSO e DMF com concentração de 10 µmol/L e acetonitrila e 

dioxano com concentrações desconhecidas.  

  

 Em etanol, 23 apresentou a formação de agregados (Figura 66 A), com 

aumento da intensidade das bandas com o aumento da concentração. Observa-

se o máximo de absorção em 415 nm para a forma monomérica enquanto que 

em 386 nm e 547 nm encontra-se os máximos de absorção para as formas 

agregadas (tipo H e J).  O valor de ε para o monômero é de 33 x 103 L∙mol-1∙cm-

1, referente a transições π→π*, enquanto que para os agregados H e J, esse 

valor fica em 22,5 e 85,6 x 103 L∙mol-1∙cm-1. Com relação à emissão de 
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fluorescência, observa-se na Figura 66 B que ambos monômero e agregado, J 

emitem, sendo a intensidade de fluorescência para o agregado mais intensa. O 

máximo de emissão para o monômero foi de 513 nm, com deslocamento de 

Stokes de 98 nm, enquanto que para o agregado, o máximo encontrado foi de 

608 nm, com Deslocamento de Stokes de 61 nm. 

 

A  

B  
Figura 66: Espectros de absorção (A) para 23 em etanol e espectros de emissão de 

fluorescência (B) (10 µmol/L) associados às bandas de monômero e agregado. 

 

 Para a estreptocianina 24, verifica-se na Figura 67 que DMF é o único 

solvente em que não há formação de agregados. Seu máximo de absorção 

monomérico localiza-se me 429 nm, com máximo de emissão em 503 nm, 

levando a um deslocamento de Stokes de 74 nm, e um ε de 50,7 x103 L∙mol-

1∙cm-1. Para DMF, observa-se um decaimento S1  S0 para excitações em S0  

S2. 
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Figura 67: Espectro de absorção para 24 (direita) em DMF, e curva se superfície da 

emissão de fluorescência em DMF (direita). 

 

Para o mesmo composto, os agregados foram observados em dioxano, 

DMSO, acetonitrila, etanol e clorofórmio, conforme Figuras 68 e 69. A presença 

de Agregados H foi evidenciada apenas em etanol, com máximo de absorção de 

374 nm e ε de 15,7 x103 L∙mol-1∙cm-1. Para dioxano, o máximo associado aos 

monômeros está em 415 nm (ε = 32,4 x103 L∙mol-1∙cm-1), enquanto que o máximo 

associado aos agregados J é mostrado em 521 nm (ε = 11,6 x103 L∙mol-1∙cm-1). 

Para DMSO, o máximo de emissão monomérico está em 437 nm, enquanto que 

o máximo de agregados J está em 553 nm, com ε de 49,6 x103 L∙mol-1∙cm-1 e 

40,2 x103 L∙mol-1∙cm-1, respectivamente. Para acetonitrila, o máximo associado 

aos monômeros não é observado, enquanto que o máximo relacionado aos 

agregados J fica em 554 nm, com ε de 29,5. Para etanol, o máximo monomérico 

está em 422 nm, enquanto que o associado aos agregado J está em 645 nm, 

com ε de 24,3 x 103 L∙mol-1∙cm-1 e 114 x 103 L∙mol-1∙cm-1, respectivamente. Para 

clorofórmio, observa-se que a banda monomérica não é mostrada no espectro, 

sendo a banda dos agregados J localizada em 645 nm, com ε = 25,7 x 103 L∙mol-

1∙cm-1.  
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A  

B  

C  
Figura 68: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 24: (A) dioxano, (B)  DMSO e (C)  acetonitrila.   
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AA  A AAAAA

 
Figura 69: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 24: etanol (A) e clorofórmio (B).  

 

Os espectros de emissão para os casos em que há formação de 

agregados estão ilustrados nas Figura 70 e 71. Nota-se que para dioxano (Figura 

70 A), os máximos de emissão monomérico e para agregado J é de 486 e 603 

nm, respectivamente, gerando um deslocamento de Stokes de 71 e 82 nm, 

respectivamente. Para DMSO (Figura 70 B), esses máximos estão em 510 nm 

para o monômero, com deslocamento de Stokes de 73 nm, enquanto em 620 

tem-se a emissão dos agregados J, com deslocamento de Stokes de 67 nm. Já 

a acetonitrila (Figura 70 C) apresenta um máximo de emissão em 496 nm, e 

outro em 610 nm associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes de 

56 nm. Para etanol (Figura 71 A), os máximos de emissão monomérico e de 

agregados J estão localizados em 497 nm (ΔST = 75 nm) e 615 nm (ΔST = 70 nm). 

Em clorofórmio (Figura 71 B), um máximo de emissão em 526 nm é evidenciado 

no espectro, enquanto que em 658 nm, um máximo associado à excitação no 

A 

 

 

 

 

 

B 
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comprimento de onda da banda de agregados J é observado, com deslocamento 

de Stokes de 156 nm. Para DMSO e etanol, observa-se um decaimento S1  S0 

para excitações em S0  S2. 

 

A  

B  

C  
Figura 70: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 24 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila. 
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A  

B  
Figura 71: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 24 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) etanol e (B) clorofórmio. 

 

Para a estreptocianina 25, em acetato de etila e DMF não houve formação 

de agregados. Os espectros encontram-se na Figura 72. Nota-se que, nos 

espectros de absorção, Figura 72 A, os máximos de absorção estão em 410 nm 

(ε = 23,3 x103 L∙mol-1∙cm-1) e 4100 nm (ε = 50,5 x103 L∙mol-1∙cm-1). Os espectros 

de emissão (Figura 72 B para acetato de etila, e C para DMF) mostram máximos 

em 481 nm para acetato de etila e 502 nm para DMF, com deslocamentos de 

Stokes de 71 e 73 nm, respectivamente. Para DMF, observa-se um decaimento 

S1  S0 para excitações em S0  S2. 
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A  

B  

C  
Figura 72: Espectros de absorção para 25 (A) em acetato de etila e DMF, e curva se 

superfície da emissão de fluorescência em acetato de etila (B) e DMF (C). 

 

Para o mesmo composto, os espectros de absorção onde houve presença 

de agregados, encontra-se nas Figuras 73 e 74. Para os agregados H, nota-se 

apenas em acetonitrila, com máximo em 370 nm (ε = 5,2 x 103 L∙mol-1∙cm-1) e 

em etanol, em 384 nm (ε = 10 L∙mol-1∙cm-1). A banda monomérica é observada 

em dioxano (411 nm, ε = 33,7 x 103 L∙mol-1∙cm-1), DMSO (436 nm, ε = 33,7 x 103 

L∙mol-1∙cm-1) e etanol (424 nm, ε = 19,4x103 L∙mol-1∙cm-1). Para acetonitrila e 

clorofórmio a banda monométrica não é evidenciada nos espectros de absorção. 

Já a banda de agregados J está apresentada em dioxano (535 nm, ε = 32,3 x 

103 L∙mol-1∙cm-1), DMSO (554 nm, ε = 59,9 x 103 L∙mol-1∙cm-1), acetonitrila (545 

nm, ε = 32 x103 L∙mol-1∙cm-1), etanol (548 nm, ε = 113,7 x 103 L∙mol-1∙cm-1) e 

clorofórmio (540 nm, ε = 37,6 x103 L∙mol-1∙cm-1). 
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A  

BA   
cc  

C  

Figura 73: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 25: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila.   
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A  

B  
Figura 74: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 25: (A) etanol e (B) clorofórmio.   

 

Os espectros de emissão para os solventes com presença de agregados 

estão apresentados nas Figuras 75 e 76. Observa-se que para dioxano, um 

máximo de emissão em 469 nm, com deslocamento de Stokes de 58 nm é 

associado à banda monomérica, enquanto que o máximo de emissão em 621 

nm está associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes de 86 nm. 

Para DMSO verifica-se uma emissão associada à banda monomérica em 507 

nm (ΔST = 71 nm) e em 624 nm uma emissão associada aos agregados J, com 

ΔST = 70 nm. Para acetonitrila, um máximo de emissão apenas em 614 é 

mostrado, associado à banda de agregados J. Em etanol, os máximos 

monomérico e de agregados J estão localizados em 493 nm e 614 nm, com 

deslocamentos de Stokes de 69 e 66 nm, respectivamente. Para clorofórmio, o 

máximo de emissão é evidenciado tão somente para a banda de agregados J, 

em 617 nm, com deslocamento de Stokes de 77 nm. Para DMSO e etanol, 
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observa-se um decaimento S1  S0 para excitações em S0  S2. 

 

A  

B  

C  

Figura 75: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 25 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila. 
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A  

B  
Figura 76: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 25 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) etanol e (B) clorofórmio. 

 

Para a estreptocianina 26, nota-se que apenas em DMF não há formação 

de agregados. Os espectros de absorção e emissão encontram-se na Figura 77. 

Observa-se assim um máximo de absorção em 430 nm, com ε = 52,8 x103 L∙mol-

1∙cm-1, e uma emissão associada em 501 nm, gerando um deslocamento de 

Stokes de 71 nm. Para DMF, observa-se um decaimento S1  S0 para 

excitações em S0  S2. 

 

 
Figura 77: Espectro de absorção para 26 (esquerda) em, e curva se superfície da 

emissão de fluorescência em DMF (direita). 
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Para a mesma estreptocianina, as figuras 78 a 80 ilustram os espectros 

de absorção para os solventes em que a presença de agregados é evidenciada. 

Nota-se aqui que os agregados H são evidenciados apenas para acetonitrila (380 

nm, ε = 10,9 x103 L∙mol-1∙cm-1) e etanol (376, ε = x103 L∙mol-1∙cm-1). As bandas 

monoméricas foram evidenciadas para dioxano (410 nm, ε = 47,9 x103 L∙mol-

1∙cm-1), acetato de etila (411 nm, ε = 36,7 x103 L∙mol-1∙cm-1), DMSO (436 nm, ε 

= 51,4 x103 L∙mol-1∙cm-1), acetonitrila (416 nm, ε = 35 x103 L∙mol-1∙cm-1) e etanol 

(423 nm, ε = 18,2 x103 L∙mol-1∙cm-1). Para clorofórmio a banda monométrica não 

é evidenciada. A banda associada aos agregados J para esses solventes foi 

obtida entre 532 nm e 546 nm, com ε variando entre 5,5 x103 L∙mol-1∙cm-1 para 

acetato de etila, e com valores mais significativos para etanol, de 90,5 x103 L∙mol-

1∙cm-1. 

 

A  

B  
Figura 78: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 26: (A) dioxano e (B) acetato de etila.   
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A  

B  
Figura 79: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 26: (A)  DMSO e (B)  acetonitrila.   
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A  

B  
Figura 80: Espectros de absorção para os solventes em que houve formação de 

agregados de 26: (A) etanol e (B) clorofórmio.   

 

Os espectros de emissão para os solventes em que houve formação de 

agregados de 26 estão apresentados nas Figuras 81 e 82. Verifica-se que a 

emissão de dioxano está em 518 nm para a banda monomérica e em 603 nm 

para a banda de agregados J, com deslocamentos de Stokes de 108 e 68 nm, 

respectivamente. Para acetato de etila a emissão de fluorescência associada à 

banda monomérica está em 482 nm, com deslocamento de Stokes de 71 nm. A 

emissão de fluorescência associada aos agregados não é evidenciada. Para 

DMSO, o máximo de emissão monomérico está em 509 nm e para os agregados 

em 624 nm, levando a um deslocamento de Stokes de 73 e 69 nm, 

respectivamente. Para acetonitrila, os máximos de emissão estão em 614 nm 

para a banda monomérica e de 620 para os agregados, com deslocamentos de 

Stokes de 198 e 78 nm. Em etanol, os máximos são de 520 nm (ΔST = 97) e 614 

nm (ΔST = 70 nm) para as bandas monomérica e agregados J, respectivamente. 
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Em clorofórmio, a emissão de monômeros não é evidenciada, enquanto que a 

emissão de agregados J está em 612 nm, com deslocamento de Stokes de 66 

nm. Para DMSO e clorofórmio, observa-se um decaimento S1  S0 para 

excitações em S0  S2. 

 

A  

B  

C  
Figura 81: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 26 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) dioxano, (B) acetato de etila e (C) DMSO. 
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A  

B  

C  
Figura 82: Curvas de superfície de emissão de fluorescência com os respectivos 

espectros de absorção à esquerda, para 26 em solventes em que houve formação de 

agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) clorofórmio. 

 

Os resultados obtidos a partir da caracterização fotofísica para os 

derivados sulfurados (23 a 26) estão apresentados na Tabela IV onde estão 

apresentados os valores de máximos de absorção da forma monomérica (λabs
mon

 

em nm), dos agregados H (λabs
H

 em nm) e agregados J (λabs
J

 em nm), seus 

coeficientes de absortividade molar (ε em 103 L∙mol-1∙cm-1), os máximos de 

emissão da forma   monomérica (λem
mon

 em nm) e dos agregados J (λem
J

 em 

nm), e os deslocamentos de Stokes (∆ST
mone ∆ST

J
 em nm). 
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Tabela IV: Resultados fotofísicos dos derivados de enxofre, com valores de máximos 

de absorção monoméricos, de agregados J e H (𝜆𝑎𝑏𝑠
𝑚𝑜𝑛, 𝜆𝑎𝑏𝑠

𝐽
e 𝜆𝑎𝑏𝑠

𝐻 em nm), coeficientes 

de absortividade molar (ε em 103 L∙mol-1∙cm-1) e máximos de emissão monoméricos, 

dos agregados J e deslocamentos de Stokes (𝜆𝑒𝑚
𝑚𝑜𝑛, 𝜆𝑒𝑚

𝐽
, ∆𝑆𝑇

𝑚𝑜𝑛e ∆𝑆𝑇
𝐽

  e  em nm). 

 Monômero Agregado 

2
3

 

Solvente 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝒎𝒐𝒏 𝜺𝒎𝒐𝒏 𝝀𝒎𝒂𝒙

𝒆𝒎  𝚫𝑺𝑻 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝑯  𝜺𝑯 𝝀𝒂𝒃𝒔

𝑱
 𝜺𝑱 𝝀𝒆𝒎

𝑱
 𝚫𝑺𝑻 

DIOX 412 * NA NA NA NA NA NA NA NA 

DMF 429 47,3 493 64 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 436 54 440 4 NA NA NA NA NA NA 

MeCN 426 * NA NA NA NA NA NA NA NA 

EtOH 415 33 513 98 386 22,5 547 85,6 98 61 

 2
4

 

DIOX 415 32,4 486 71 NA NA 521 11,8 603 82 

DMF 429 50,7 503 74 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 437 49,6 510 73 NA NA 553 40,2 620 67 

MeCN NA NA 496 NA NA NA 554 29,5 610 56 

EtOH 422 24,3 497 75 374 15,7 645 114 615 70 

CHCl3 ND NA 526 NA NA NA 645 25,7 658 15 

 2
5

 

DIOX 411 33,7 469 58 NA NA 535 32,3 621 86 

AcOEt 410 23,3 481 71 NA NA NA NA NA NA 

DMF 429 50,5 502 73 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 436 33,7 507 71 NA NA 554 59,9 624 70 

MeCN NA NA NA NA 370 5,2 545 32 614 69 

EtOH 424 19,4 493 69 384 10 548 113,7 614 66 

CHCl3 ND NA 518 NA NA NA 540 37,6 617 77 

 2
6

 

DIOX 410 47,9 518 108 NA NA 535 39,2 603 68 

AcOEt 411 36,7 482 71 NA NA 532 5,5 NA NA 

DMF 430 52,8 501 71 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 436 51,4 509 73 NA NA 555 42,6 624 69 

MeCN 416 35 614 198 380 10,9 542 58,3 620 78 

EtOH 423 18,2 520 97 376 381 544 90,5 614 70 

CHCl3 NA NA NA NA NA NA 546 54,7 612 66 

NA – não apresenta   * Baixa solubilidade e sem concentração definida   ** Baixa emissão de 
fluorescência 
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4.2.3. Estreptocianina contendo núcleo benzimidazol 

 

 Para dioxano e DMF, a caracterização fotofísica de 27 encontra-se na 

Figura 83. Para dioxano, o máximo de absorção está localizado em 419 nm. Seu 

valor de ε associado não foi calculado em decorrência da sua baixa solubilidade 

e conseguinte impossibilidade de obter a concentração. Para DMF, o máximo de 

absorção está localizado em 436 nm, bem como seu valor de ε é de 41x103 

L∙mol-1∙cm-1 (π→π*). Já as emissões para dioxano e DMF foram de 486 nm e 

540 nm respectivamente. Nota-se que para dioxano, embora a baixa 

solubilidade, o composto apresenta emissão de fluorescência significativa. Os 

deslocamentos de Stokes obtidos foram de 67 nm para dioxano e 104 nm para 

DMF.  

 

 
Figura 83: Espectros de absorção (esquerda) e de emissão de fluorescência (direita) 

para 27 em dioxano (preto) e DMF (azul) com concentração de 10 µmol/L. 

 

Para DMSO e etanol, a formação de agregados de 27 está presente em 

concentrações elevadas, como indicado na Figura 84. Essas bandas foram 

evidenciadas com a variação de concentração. Para DMSO, a forma 

monomérica possui máximo de absorção de 445 nm (ε = 33,9 x 103 L∙mol-1∙cm-

1) e a forma de agregados J um máximo de 555 nm (ε = 10,1 x 103 L∙mol-1∙cm-1), 

sem a clara evidência de agregados H. Já para etanol, esses valores são de 434 

nm para os monômeros, com ε de 2,7 x 103 L∙mol-1∙cm-1, 550 nm para agregados 

J, com ε = 39,2 x 103 L∙mol-1∙cm-1, e 340 nm para agregados H, com ε = 17,2 x 

103 L∙mol-1∙cm-1.  
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A  

B  
Figura 84: Espectros de absorção para 27 em (A) DMSO e (B) etanol. 

Com relação à emissão de fluorescência (Figura 85), observa-se que em 

ambos os solventes, as formas de agregados e monoméricas são capazes de 

emitir fluorescência. Para DMSO, o máximo de emissão do monômero é de 531 

nm (ΔST = 86 nm), enquanto que para o etanol, o máximo de emissão é de 545 

nm (ΔST = 111 nm). Para a banda associada aos agregados J, observa-se um 

máximo de emissão de 613 nm para DMSO e de 615 nm em etanol, com 

Deslocamentos de Stokes de 58 e 65 nm, respectivamente. 
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Figura 85: Espectros de emissão de fluorescência para 27 (25 µmol/L) relacionados à 

banda monomérica (esquerda) e à banda de agregados J (direita). 

 

Além dos solventes orgânicos, o estudo fotofísico do 27 foi realizado em 

água. Na Figura 86 observa-se o espectro de absorção e emissão dessas 

espécies. Nota-se que para absorção (Figura 86 A) existe um máximo em 650 

nm e para emissão (Figura 86 B) apenas um máximo em 460 nm. Estudos de 

diluição para identificar a presença de agregados foram realizados mas 

observou-se que a banda de absorção em 637 nm não sofria alteração. Dessa 

forma optou-se por utilizar a variável temperatura para o estudo da banda 

associada aos agregados J.[52] Um estudo envolvendo o aumento da 

temperatura, variando de 26 a 88 °C, mostrou que ao passo que a solução é 

aquecida, o sinal em 637 nm reduz e uma nova banda em 468 nm é observada. 

A essa banda associou-se à forma monomérica da estrutura. Essa dificuldade 

em eliminar agregados J pode ser justificada com base nas propriedades do 

solvente, que ao ser muito polar e com ligações de hidrogênio, estabiliza muito 

mais facilmente a forma agregada de 27. A forma monomérica não emite 

fluorescência em decorrência de transferências de energia não-radiativas.  

Além disso, um estudo envolvendo a emissão de fluorescência em 460 

nm nessas diversas temperaturas foi realizado. Em um sistema usual, o 

incremento da temperatura leva a um maior grau de agitação, que torna o 

relaxamento não-radiativo maior, fazendo com que uma redução da emissão de 

fluorescência ocorra. Nesse caso, o aumento da temperatura ocasionou em um 

aumento exponencial da emissão de fluorescência (Figura 86 B, gráfico 

superior). Isso pode ser novamente justificado pelo fato do aquecimento 
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ocasionar a redução de agregados, formando espécies capazes de emitir 

fluorescência, sendo esse fenômeno maior do que a perda de energia não-

radiativa esperada.  

 

A  

B  
Figura 86: Espectros de absorção (A) e emissão de fluorescência (B) com variação de 

temperatura para 27, e na direita, superior a relação temperatura e intensidade de 

fluorescência.  

 

Para 27, a diferente solubilidade quando comparada com as demais 

estreptocianinas, permitiu a obtenção dos seguintes resultados fotofísicos 

ilustrados na Tabela V, que apresenta os valores de máximos de absorção da 

forma monomérica (λabs
mon

 em nm), dos agregados H (λabs
H

 em nm) e agregados 

J (λabs
J

 em nm), seus coeficientes de absortividade molar (ε em 103 L∙mol-1∙cm-

1), os máximos de emissão da forma   monomérica (λem
mon

 em nm) e dos 

agregados J (λem
J

 em nm), e os deslocamentos de Stokes (∆ST
mone ∆ST

J
 em nm). 
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Tabela V: Resultados fotofísicos obtidos para 27, com valores de máximos de 

absorção monoméricos, de agregados J e H (𝜆𝑎𝑏𝑠
𝑚𝑜𝑛, 𝜆𝑎𝑏𝑠

𝐽
e 𝜆𝑎𝑏𝑠

𝐻 em nm), coeficientes de 

absortividade molar (ε em 103 L∙mol-1∙cm-1) e máximos de emissão monoméricos, dos 

agregados J e deslocamentos de Stokes (𝜆𝑒𝑚
𝑚𝑜𝑛, 𝜆𝑒𝑚

𝐽
, ∆𝑆𝑇

𝑚𝑜𝑛e ∆𝑆𝑇
𝐽

  e  em nm). 

 Monômero Agregado 

2
7

 

Solvente 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝒎𝒐𝒏 𝜺𝒎𝒐𝒏 𝝀𝒎𝒂𝒙

𝒆𝒎  𝚫𝑺𝑻 𝝀𝒂𝒃𝒔
𝑯  𝜺𝑯 𝝀𝒂𝒃𝒔

𝑱
 𝜺𝑱 𝝀𝒆𝒎

𝑱
 𝚫𝑺𝑻 

DIOX 419 * 486 67 NA NA NA NA NA NA 

DMF 436 41,1 540 104 NA NA NA NA NA NA 

DMSO 445 33,9 531 86 NA NA 555 10,1 613 58 

EtOH 434 2,7 545 111 340 17,2 550 39,2 615 65 

H2O 468** ND NA NA NA NA 637 27,6 NA NA 

NA – não apresenta  * Baixa solubilidade e sem concentração definida   ** Valor obtido apenas 
através de aquecimento 

 

 De forma geral, observou-se que tanto a substituição presente na cadeia 

polimetínica quanto o heteroátomo na estrutura das estreptocianinas são 

importantes para determinar a solvatação nos solventes estudados, e, por 

conseguinte, a formação de agregados. Observa-se que para os casos em que 

não houve a formação de agregados, os valores de ε são significativos e 

condizentes com transições do tipo π→π*. Nota-se que a formação de 

agregados, promove uma redução dos valores de ε das bandas monoméricas, 

mas mesmo com essa redução, os valores de ε continuam indicando transições 

do tipo π→π*.  

Entre todos os solventes, o DMF mostrou-se um solvente com boas 

características de solvatação uma vez que não houve a formação de agregados. 

No entanto, com relação à emissão de fluorescência, esse solvente mostrou-se 

desfavorável, uma vez que suas emissões apresentaram baixa intensidade, ou 

como no caso de 20, onde não houve emissão de fluorescência. Dessa forma, 

pode-se inferir que DMF trata-se de um solvente que promove preferencialmente 

decaimentos não-radiativos para as estreptocianinas, embora seja um solvente 

que mantenha em seu meio apenas a presença de monômeros.  

Para as estreptocianinas que contém o hidrogênio como substituinte da 

porção alifática, dioxano não se apresentou favorável à formação de agregados. 
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No entanto, para todos os demais casos, houve a formação de agregados, 

embora em algumas situações com uma baixa intensidade. Acetato de etila 

mostrou-se favorável à formação de agregados apenas para o caso em que o 

substituinte da porção alifática foi o grupo terc-butila, mostrando-se assim como 

um solvente com características de boa solvatação da forma monomérica para 

os demais casos. De forma intermediária, DMSO apresentou diferentes 

comportamentos, conforme característica das estruturas, para as estruturas 

contendo como substituinte hidrogênio na cadeia polimetínica, o único caso de 

formação de agregados J esteve presente para a estreptocianina contendo 

nitrogênio como heteroátomo. Para as estruturas contendo oxigênio, os 

agregados foram observados em 21 e 22. Já para as estruturas contendo 

enxofre, os agregados foram observados para 24-26.  

 Nos solventes acetonitrila, etanol e clorofórmio houve a formação de 

agregados J, sendo que o etanol foi um solvente capaz de diferenciar de forma 

clara as bandas monoméricas das bandas dos agregados J. Para alguns casos 

em acetonitrila, a banda monomérica não foi visualizada. E para todos os casos, 

a banda associada aos monômeros em clorofórmio também não foi evidenciada, 

contendo inclusive em soluções bastante diluídas a banda associada a 

agregados J.  

 Em dioxano e clorofórmio houve o aparecimento de uma banda intensa 

e fina associada a agregados J. Essa formação pode estar relacionada a 

diferentes arranjos espaciais possíveis de serem formados, uma vez que essas 

bandas foram observadas apenas para as moléculas que não continham 

hidrogênio como substituinte na cadeia polimetínica. A presença de substituintes 

como metila, etila e terc-butila pode ocasionar em diferentes ângulos de 

deslizamento, bem como diferentes torções nas moléculas formadoras de 

agregados, levando a sinais associados a agregados de menor energia. 

A banda associada aos agregados H não foi evidente em todos solventes, 

com exceção do etanol, acetonitrila e clorofórmio. 

Como os máximos de absorção da banda de agregados e a emissão da 

banda monomérica são próximos, pode-se inferir que outros processos de 

transferência de energia podem ocorrer, ocasionando uma redução da emissão 
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associada aos monômeros, um acréscimo da emissão da banda de agregados, 

ou em alguns casos até mesmo a emissão de fluorescência associada a banda 

de agregados quando excitada nos comprimentos de onda associados ao 

monômero. Com relação aos rendimentos quânticos, verificou-se valores 

inferiores a 0,005, mostrando que as estreptocianinas possuem baixo 

rendimento quântico de fluorescência. 

 

4.2.4. A emissão ESIPT na estreptocianina 27 

 

Para a estrutura 27 observou-se que é possível identificar o ESIPT em 

sistema diluído em etanol. Para tanto, evidenciou-se através de titulação 

variando a concentração de 27 entre 3,2 e 32 µM. Observou-se máximos de 

emissão em 475 e 544 nm quando excitados em 355 nm. A essas bandas 

associa-se a emissão enol e ceto, respectivamente. A Figura 87 apresenta a 

titulação, bem como a comparação com o precursor 88 em etanol (banda ceto) 

e diclorometano (banda enol). 

 

Figura 87: Emissão ESIPT em etanol para 27, com excitação em 355 nm. 

Para sistemas concentrados, essa banda não é evidenciada. Pela 

semelhança dessas emissões com o espectro do benzimidazol 88, infere-se que 

uma quebra na simetria da estreptocianina pode estar ocorrendo, favorecendo a 

excitação e emissão de fluorescência apenas para a porção do benzimidazol. 

Esse fenômeno é conhecido como excitação local.[182] 
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4.2.5. Absorção no estado sólido das estreptocianinas 19-27 

 

A Figura 88 mostra os espectros de absorção das estreptocianinas no 

estado sólido. Moléculas com transferência protônica no estado excitado, 

quando observadas em estado sólido, tendem a ter suas emissões de 

fluorescência aumentadas, por um fenômeno conhecido como fluorescência 

induzida por agregados. Para as estreptocianinas observa-se que a presença de 

heteroátomos não influencia no perfil dos espectros. Nota-se assim que a 

inserção de um substituinte na cadeia polimetínica, independente do seu 

tamanho e volume, leva a uma maior faixa de absorção. Para as estreptocianinas 

contendo hidrogênio, a absorção em estado sólido é dada até 700 nm, 

aproximadamente. Para os demais casos, essa absorção contínua e intensa dá-

se até 900 nm.  

 
Figura 88: Espectros de absorção por reflectância difusa (DRUV) para as 

estreptocianinas 19 a 27. 

 

Com relação à emissão de fluorescência no estado sólido para esses 

compostos, verificou-se que todas as estreptocianinas não emitem fluorescência 

19 
23 
27 
20 
21 
22 
24 
25 
26 
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sob essas condições, inferindo-se que o processo ESIPT não é o preferencial. 

Para investigar a influência dos agregados em filme, foram realizados 

espectros de absorção de seus filmes depositados em quartzo. Os espectros de 

absorção dos filmes para as estreptocianinas 19 a 27 estão ilustrados na Figura 

89. Observa-se que para os derivados contendo hidrogênio no anel polimetínico 

(19, 23 e 27), os máximos de absorção ficaram entre 500 e 650 nm. Para os 

derivados onde a presença de substituintes na cadeia polimetínica foi inserida, 

os espectros contendo enxofre como heteroátomo ficaram deslocados para o 

vermelho (linha vermelha) (24 a 26), quando comparados com os derivados 

oxigenados (linha preta). Para o caso dos substituintes etila e terc-butila (21, 25, 

22 e 26), esses máximos ficaram pouco acima de 500 nm, mostrando assim as 

estreptocianinas na forma de agregados em filme. Para os filmes, a emissão de 

fluorescência também não foi evidenciada. 
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Figura 89: Espectros de absorção por reflectância difusa (DRUV) para as 

estreptocianinas em filme. 
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4.3. Caracterização dos agregados em etanol 

 

Considerando que as estreptocianinas presentes neste trabalho formaram 

agregados em etanol, esse solvente foi empregado para ampliar o estudo de 

agregados. Os gráficos apresentando os espectros de absorção em diferentes 

concentrações para as estreptocianinas 19-22 encontram-se na Figura 90, para 

as estreptocianinas 23-26 na Figura 91. A partir dos espectros de absorção em 

que não existem agregados, verificados pelas amostras cujas absorções não 

possuem a banda acima de 500 nm, obteve-se o valor do coeficiente de 

absortividade molar para a espécie monomérica. Esse valor foi obtido através da 

inclinação da reta que relaciona as absorbâncias com a concentração. 

A partir daí, considerou-se que em um estado sem a formação de 

agregados, toda molécula adicionada ao sistema estaria na forma monomérica. 

Valendo-se dessa informação, e sabendo que acima de uma concentração limite 

a formação de agregados é formada, com os máximos de absorção reais das 

bandas monoméricas, em presença de agregados, pode-se calcular a 

concentração real de monômeros no sistema. A diferença entre a concentração 

ideal (sem monômeros) e real (observada em presença de monômeros) fornece 

a quantidade de moléculas que se encontram sob forma de agregados no 

sistema. Sendo assim, obteve-se a concentração real de monômeros e 

agregados para as soluções contendo ambas espécies.  
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A B  

C D  
Figura 90: Espectros de absorção em etanol variando a concentração para as 

estreptocianinas 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D). 

 

A B  

C D  
Figura 91: Espectros de absorção em etanol variando a concentração para as 

estreptocianinas 23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D). 
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A partir daí, com as concentrações de monômeros das soluções obtidas, e 

as concentrações totais conhecidas, escolheu-se um modelo para uso. Para o 

estudo em questão, escolheu-se o modelo isodésmico modificado uma vez que 

é possível avaliar diferentes tipos de interações intermoleculares através das 

interpretações dos parâmetros obtidos, bem como definir se há tendência de 

formação de dímeros ou agregados maiores, como trímeros, tetrâmeros, etc. A 

equação que define esse modelo é:  

𝑐𝑇 = (1 − 𝜌)𝑐1 +  
𝜌𝑐1

(1−𝐾𝑐1)2
  (29) 

 

Como facilidade para interpretar os resultados e para fins comparativos 

com a literatura que apresenta os resultados sob o mesmo perfil de gráfico, a 

relação entre concentração de monômeros c1 e a concentração total cT foi 

plotada conforme Figura 92. Observa-se que as retas são modelos simulados a 

partir da equação citada acima, para valores mencionados de ρ e diferentes 

frações molares de monômeros. Os pontos estão associados aos resultados 

experimentais obtidos através da análise. 
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Figura 92: Resultados experimentais obtidos no gráfico acima para os derivados de 

oxigênio, e no gráfico abaixo, para os derivados de enxofre, em pontos, apresentados 

juntamente com os dados teóricos para diferentes valores de ρ, em linha contínua. 

 

Enquanto na literatura utiliza-se um método de tentativas, estipulando 

valores de K e ρ até uma aproximação da curva dos resultados experimentais 

com os dados teóricos, a metodologia aqui empregada foi de ajustar os 

resultados experimentais conforme equação 29, com auxílio do software Origin. 

Dessa forma, todos os pontos foram adicionados a um gráfico, conforme 

equação que descreve o modelo isodésmico modificado. Como resultado do 

ajuste dos dados à equação 29, obteve-se assim os valores das constantes ρ e 

K. Considerando que 𝜌 = 𝐾2 𝐾⁄ , com os valores de ρ e K obtidos foi calculada a 

constante de dimerização K2. Os resultados encontram-se na Tabela VI. 
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Tabela VI: Dados coletados a partir dos espectros de absorção em etanol para as 

estreptocianinas: os valores de 𝜀𝑚𝑜𝑛, os valores de K e ρ, obtidos a partir dos dados 

experimentais ajustados à equação do modelo isodésmico modificado, bem como o 

valor de K2 obtido a partir da definição de ρ e os valores de ΔG tanto para a formação 

de agregados maiores quanto para a formação de dímeros.  

 𝜀𝑚𝑜𝑛  𝐾 (𝑀−1) 𝜌 R2 𝐾2 (𝑀−1) 
∆𝐺 (

𝑘𝐽

𝑚𝑜𝑙
) ∆𝐺2 (

𝑘𝐽

𝑚𝑜𝑙
) 

 
19 

30213 29375  0,0037  0,99 108 -25 -11 

 
20 

36690 68867  0,048  
0,99 

3305 -27 -19 

 
21 

40856 50175  0,024  0,98 1204 -26 -17 

 
22 

4326 31804  0,00085  
0,99 

27 -25 -8 

 
23 

25314 25270  0,137  0,99 3461 -24 -19 

 
24 

31675 53013  1,68x10-5  
0,98 

0,890 -26 0,283 

 
25 

41853 61690  0,154  0,99 9500 -26 -22 

 
26 

37716 103587  4,87x10-4  
0,98 

50 -28 -9 

 

 Para os resultados obtidos, observa-se que quanto menor o coeficiente 

de absortividade molar dos monômeros, maior a tendência de formar agregados.  

As estreptocianinas que tem como substituinte na porção alifática o substituinte 

etila, apresentaram os maiores valores de coeficiente de absortividade molar. 

Quando o substituinte foi o terc-butila houve uma redução nos valores de ε, 

indicando maior formação de agregados.  

Com relação aos valores da constante de agregação K, observa-se que 

são todos superiores a 25 x 103 M-1, sendo que para as estreptocianinas 

contendo benzoxazol, as estreptocianinas 20 e 21 têm seus valores de K mais 

altos, o que indica que para essas estruturas a formação de agregados ocorre 

com maior facilidade em etanol. Para as estreptocianinas contendo benzotiazol, 

esse valor significativo de K ocorre para derivados contendo etila 25 e terc-butila 

26.  

Para definir se esses processos cooperativos têm a tendência de formar 

dímeros ou estruturas maiores, os valores de K2 foram obtidos a partir de K e ρ. 

Observa-se que, comparados com os valores de formação de agregados 

maiores K, a formação de dímeros é menos favorecida, principalmente para as 
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estruturas contendo terc-butila. Para a estreptocianina contendo benzotiazol e 

metila como substituinte na porção alifática 24, a formação de dímeros também 

é desfavorecida. Sendo assim, observa-se que as estreptocianinas tendem a 

formar agregados contendo mais de duas unidades estruturais.  

Com relação aos valores de ρ, verifica-se que, para todos os casos, são 

valores inferiores a 1. Isso afirma que se tratam de processos cooperativos para 

as estreptocianinas estudadas.  Com base nos valores de ρ, para as 

estreptocianinas com valores entre 10-1 e 10-3, pode-se afirmar que a origem da 

auto-associação cooperativa se dá em decorrência de efeitos eletrônicos. Para 

as estruturas contendo terc-butila (22 e 26) e para (24), esses valores foram 

significativamente menores. Isso significa que, além desses efeitos, deve-se 

considerar contribuições da estrutura da estreptocianina e hidrofobicidade para 

a formação de agregados cooperativos.  

Os valores de energia de Gibbs calculados, tanto a partir da constante de 

nucleação K, quanto a partir da constante de dimerização K2, indicam que a 

formação de dímeros é energeticamente desfavorável frente à nucleação. 

Observa-se uma diferença significativa para os derivados contendo terc-butila, e 

para o caso de 24 um valor positivo, mostrando que nessa situação a nucleação 

prevalece.  

Para a estrutura 27, um bom resultado a partir do ajuste dos dados 

experimentais com a equação do modelo isodésmico modificado não foi obtido. 

Em outras palavras, pode-se concluir apenas que esse modelo não é capaz de 

descrever as interações intermoleculares de formação de agregados para essa 

molécula, sendo necessário a utilização de outros aportes matemáticos para 

tanto.   

 

4.4. Complexação com Proteína BSA 

 

Os espectros de absorção da BSA e BSA+estreptocianina encontram-se 

nas Figuras 93 a 95. Observa-se que para as estreptocianinas contendo núcleo 

benzoxazol, a banda associada à formação de agregados, localizada acima de 
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500 nm não foi evidenciada, indicando que em BSA não há tendência de 

formação de agregados. Para as estreptocianinas contendo núcleo benzotiazol, 

essa banda foi levemente evidenciada com o incremento da concentração da 

estreptocianina. Para 27 a banda associada aos monômeros ficou bem definida, 

bem como a banda associada aos agregados J, assim como nos espectros de 

27 em PBS (ver anexos). Dessa forma, observa-se que a presença de BSA não 

influencia de forma significativa a formação de agregados em solução tampão 

de PBS, favorecendo assim a presença das estreptocianinas em sua forma 

monomérica. Todos os espectros de absorção dos corantes em tampão PBS 

encontram-se em anexo. 

A B C

D  
Figura 93: Espectros de absorção para BSA (preto - inferior) e BSA+estreptocianina 

(demais espectros): 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D). Todos os espectros com 

concentração de BSA constante (10 µM) e concentração de corante variando de 2 a 

80 µM. 



131 
 

A B  

C D  
Figura 94: Espectros de absorção para BSA (preto - inferior) e BSA+estreptocianina: 

23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D). Todos os espectros com concentração de BSA 

constante (10 µM) e concentração de corante variando de 2 a 80 µM. 

 
Figura 95: Espectros de absorção para BSA (preto) e BSA+estreptocianina 27. Todos 

os espectros com concentração de BSA constante (10 µM) e concentração de corante 

variando de 2 a 80 µM. 

 

Para as mesmas soluções analisadas, espectros de emissão de 

fluorescência foram obtidos com excitação em 280 nm, que está associado à 

emissão de fluorescência do triptofano presente na BSA. Observa-se para todos 

os casos, a supressão de fluorescência associada à proteína, com o acréscimo 

da concentração de estreptocianina. Os espectros obtidos encontram-se nas 



132 
 

Figuras 96 a 98. Nos gráficos, para cada sistema BSA+estreptocianina, tem-se 

os máximos de emissão de fluorescência versus concentração de 

estreptocianina sem correção (em preto), e levando em consideração o efeito do 

filtro interno 46, bem como a sua correção (em vermelho). Para todos os casos, 

a intensidade de fluorescência é significativamente reduzida, mostrando que as 

estreptocianinas são boas supressoras de fluorescência para o sistema. 

A B  

C D  
Figura 96: Espectros de emissão de fluorescência da BSA, com excitação em 280 nm 

e concentração de 10 µM de BSA, e os comparativos com adição dos corantes 19 (A), 

20 (B), 21 (C) e 22 (D), bem como o gráfico no anexo superior, relacionando as 

intensidades de fluorescência com a concentração de supressor experimentais (preto) 

e corrigidos (vermelho). 
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A B  

C D  
Figura 97: Espectros de emissão de fluorescência da BSA, com excitação em 280 nm 

e concentração de 10 µM de BSA, e os comparativos com adição dos corantes 23 (A), 

24 (B), 25 (C) e 26 (D), bem como os gráficos no anexo superior, relacionando as 

intensidades de fluorescência com a concentração de supressor experimentais (preto) 

e corrigidos (vermelho). 

 
Figura 98: Espectros de emissão de fluorescência da BSA, com excitação em 280 nm 

e concentração de 10 µM de BSA, e os comparativos com adição do corante 27, bem 

como os gráficos no anexo superior relacionando as intensidades de fluorescência 

com a concentração de supressor experimentais (preto) e corrigidos (vermelho). 

 

Com base nos resultados obtidos a partir dos espectros de emissão de 

fluorescência corrigidos, obteve-se a constante de ligação proteína-
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estreptocianina, através da associação desses, com o uso da seguinte equação 

(14): 

𝑙𝑜𝑔 (
𝐹0−𝐹

𝐹
) = log 𝑘𝑏 + 𝑚 ∙ log [𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑝𝑡𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎]  45 

Para a obtenção dos dados, gráficos com log[estreptocianina] versus 𝑙𝑜𝑔 (
𝐹0−𝐹

𝐹
) 

foram construídos e, a partir da inclinação da reta bem como do intercepto no 

eixo x, obteve-se os valores de kb e m. Os gráficos para as estreptocianinas, 

conforme heteroátomo estão ilustradas na Figura 99 abaixo. 

A B  

C  
Figura 99: Gráficos para obtenção da constante de ligação e número de moléculas 

que interagem num sítio da proteína, em (A) as estreptocianinas contendo núcleo 

benzoxazol, em (B) núcleo benzotiazol e em (C) núcleo benzimidazol. 

 

Com auxílio do programa Origin, um ajuste linear para cada conjunto de 

pontos foi realizado e, com base nos resultados, os valores dos parâmetros bem 

como de R2 para cada reta estão apresentados na Tabela abaixo. Nota-se que 

para m, que nos dá a informação de quantas moléculas de estreptocianina estão 

interagindo simultaneamente com cada sítio, os valores são todos superiores a 

1. Para o caso das estreptocianinas 23 a 26 e para 27, esse valor torna-se 
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superior a 2. Esses resultados estão em concordância com a presença de 

agregados formados nos sítios da proteína. Para os derivados de oxigênio, tanto 

m quanto a constante kb são crescentes conforme incremento da cadeia 

presente na cadeia polimetínica das estreptocianinas, indicando que ocorre 

preferência entre interação proteína-estreptocianina quando comparada com a 

interação estreptocianina-solvente. Observa-se que para os derivados de 

enxofre, não há um padrão em que se possa associar as variações com a cadeia. 

Os valores de constante de ligação para estreptocianinas com núcleo 

benzotiazol são superiores quando comparadas com as estreptocianinas com 

núcleo benzoxazol. Tal fato pode surgir em decorrência de efeitos solvofóbicos 

entre os corantes e a água, juntamente com afinidades entre estreptocianina e 

BSA, o que também ratifica o acréscimo nos valores de m. 

Tabela VII: Parâmetros de ligação e energia de Gibbs entre as estreptocianinas e 

BSA. 

 kb (107 

L/mol) 

ΔG (104 J/mol) m R2 

19 0,245 -3,64 1,48 0,98 

20 1,9 -4,15 1,61 0,98 

 21 3,6 -4,31 1,65 0,99 

 22 3,0 -4,27 1,63 0,99 

 23 44,6 -4,93 1,83 0,98 

 24 885 -5,67 2,20 0,99 

 25 707 -5,62 2,18 0,99 

 26 115 -5,17 2,05 0,99 

 27 400 -5,48 2,36 0,98 

 

No que se refere às formas de supressão de fluorescência, diversas 

avaliações foram necessárias para que se pudesse obter de forma clara o tipo 

de supressão que rege a interação BSA-estreptocianina. De início, para avaliar 

a presença de supressão dinâmica, fez-se uso da equação de Stern-Volmer. 

Dessa forma, gráficos de F0/F versus [estreptocianina] estão apresentados na 

Figura 100. Observa-se que para o caso das estreptocianinas, a adição de 



136 
 

metila, etila ou terc-butila aumenta a supressão de fluorescência. Para todos os 

casos, seguindo a premissa de que a equação de Stern-Volmer é linear e 

destinada para supressão dinâmica, observa-se uma curvatura positiva. Esse 

perfil de comportamento exclui a existência de apenas supressão dinâmica de 

fluorescência e abre possibilidade para outras interpretações do processo. A 

partir de então pode-se considerar a presença de supressão estática no sistema. 

A B  

C  
Figura 100: Gráficos seguindo equação de Stern-Volmer para sistemas com 

supressão dinâmica: estreptocianinas contendo núcleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol 

e (C) benzimidazol. 

 

Considerando então que uma constante aparente, que representa as 

constantes de supressão de fluorescência estática e dinâmica, pode ser 

considerada para representação do comportamento de supressão de 

fluorescência da BSA em presença das estreptocianinas, para cada ponto, a 

constante aparente foi obtida e um gráfico de Kap versus [estreptocianina] foi 

obtido.  Os valores de KD + KE e KD x KE foram obtidos a partir da equação da 

reta, onde KD + KE representa o intercepto da equação do gráfico e KD x KE 

representa a inclinação da reta (Equação 34). A resolução da equação não 

permitiu números reais, tornando assim a interpretação dos resultados, através 

19 
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dessas considerações, impossível. 

𝐾𝑎𝑝 = [
𝐹0

𝐹
− 1]

1

[𝑆]
= (𝐾𝐷 + 𝐾𝐸) + 𝐾𝐷𝐾𝐸[𝑆]    34 

 

A B  

C  
Figura 101: Gráficos com os resultados de [estreptocianina] versus Kap, lineares: 

estreptocianinas contendo núcleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol e (C) benzimidazol. 

 

De forma análoga, sabendo que para essa mesma situação os gráficos 

F0/F versus [estreptocianina] poderiam ser ajustados por uma equação de 

parábola (Equação 33), o procedimento foi então realizado com auxílio do 

programa Origin. Aqui, mais uma vez, os valores obtidos para KD + KE e KD x KE 

não puderam ser resolvidos. Mostrando assim que esse ajuste não é adequado 

para os resultados de interação BSA-estreptocianina. 

𝐹0

𝐹
= 1 + (𝐾𝐷 + 𝐾𝐸)[𝑆] + 𝐾𝐷𝐾𝐸[𝑆]2   33 

Dessa vez, considerando que uma parte da contribuição da supressão é 

dada de forma dinâmica e outra estática, e acrescentando à equação de Stern-

Volmer um fator que determina a esfera efetiva de supressão estática, 
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representada pela equação 35 abaixo, tem-se na Figura 102 os resultados dessa 

análise. 

𝐹0

𝐹
= (1 + 𝐾𝐷[𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑝𝑡𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎])exp (𝑉𝑆. 𝑁𝐴[𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑝𝑡𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎])  35 

A B  

C  
Figura 102: Gráficos relacionando F0/F com [estreptocianina] e os ajustes não 

lineares, seguindo a equação que contém fator que determina a esfera efetiva de 

supressão estática: estreptocianinas contendo núcleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol 

e (C) benzimidazol. 

 

Tem-se que os dados experimentais coletados a partir do gráfico de F0/F 

versus [estreptocianina], bem como um ajuste à equação 35, com auxílio do 

programa Origin, foi possível obter os resultados apresentados na Tabela VIII. 

Para todas as estreptocianinas, é notado que a contribuição de supressão 

dinâmica é muito inferior à contribuição de supressão estática. Tal fato é 

evidenciado através dos baixos valores da constante de supressão dinâmica, KD, 

com exceção de 23, onde o valor foi significativamente mais alto. Por 

consequência, os valores da constante de supressão bimolecular foram baixos. 

Os valores de KD para sistemas cuja única forma de supressão é a dinâmica, 

tipicamente ficam na ordem de 104 L/mol. Dessa forma, nota-se mais uma vez 
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que a supressão estática prevalece no sistema. Além disso, pode-se inferir que, 

pelo fato de prevalecer a supressão estática, nos sítios esteja ocorrendo a 

formação de um complexo não-fluorescente entre BSA e as estreptocianinas, ou 

que a supressão ocorra devido a uma dada proximidade espacial entre o 

fluoróforo e as estreptocianinas, estando essa distância dentro do raio de 

supressão estática. Além disso, em sistemas onde há altas concentrações de 

supressor, ocorre preferencialmente a supressão estática, uma vez que há uma 

maior probabilidade do supressor estar relativamente próximo ao fluoróforo da 

proteína. Isso de fato confere com os resultados obtidos, já que a concentração 

de supressor é maior que a de proteína. Além disso, na Tabela VIII encontra-se 

descrito o raio onde a supressão estática ocorre com eficiência. Tal valor foi 

extraído a partir de V, encontrado a partir do ajuste de equação 35, e sua 

igualdade com a equação que descreve o volume de uma esfera. Os valores de 

raio encontrados, entre 0,1 e 2,3 nm são inferiores ao tamanho da BSA, 

indicando a necessidade de uma aproximação maior entre as estreptocianinas e 

o fluoróforo para que a supressão ocorra. Essa equação é largamente 

empregada para sistemas complexos, como micelas, membranas e sistemas 

coloidais. O complexo comportamento das estreptocianinas pode estar 

intimamente relacionado com sua tendência de formar agregados e, no mesmo 

sistema, haver estreptocianinas em sua forma monomérica e de agregados, 

sendo que cada um desses possui diferentes comportamentos em termos de 

solvatação, momento de dipolo, propriedades fotofísicas, entre outros. 

 

 

 

 

 

 

 

 



140 
 

  Tabela VIII: Dados experimentais coletados a partir das equações de reta para a 

equação considerando supressão dinâmica e esfera efetiva de supressão estática. 

 KD (L/mol) kq (107 L/(mol.s)) r (nm) R2 

 19 0,0160 0,160 0,174 0,97 

 20 0,105 1,05 2,08 0,92 

 21 0,233 2,33 2,16 0,97 

 22 0,305 3,05 2,22 0,99 

 23 9840 9,84x104 2,29 0,99 

 24 0,764 7,64 2,16 0,96 

 25 0,321 3,21 2,10 0,96 

 26 0,305 3,05 1,94 0,94 

 27 0,116 1,16 2,18 0,93 

 

Além dos espectros de emissão de fluorescência já apresentados, para 

as mesmas soluções, espectros de fluorescência sincronizada foram obtidos. 

Essa técnica permite a obtenção de espectros com uma variação fixa entre os 

comprimentos de onda de excitação e emissão, Δλ. Para o caso das proteínas, 

essa técnica torna-se importante uma vez que para variações de Δλ = 15 nm é 

possível estudar as influências do supressor sobre os resíduos de tirosina, 

enquanto que para Δλ = 60 nm é permitido avaliar a influência sobre os resíduos 

de triptofano. Para todos os casos, as Figuras 103 a 105 ilustram os espectros, 

onde os espectros da esquerda são para Δλ = 15 nm e os da direita para Δλ = 

60 nm.  

 



141 
 

A1 A2  

B1 B2  
 

C1 C2  

D1 D2  
Figura 103: Espectros de fluorescência sincronizada com Δλ = 15 nm (tirosina) à 

esquerda (19 (A1), 20 (B1), 21 (C1) e 22 (D1)) e Δλ = 60 nm à direita (triptofano) (19 

(A2), 20 (B2), 21 (C2) e 22 (D2)). 
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A1 A2  

B1 B2  

C1 C2  

D1 D2  
Figura 104: Espectros de fluorescência sincronizada com Δλ = 15 nm (tirosina) à 

esquerda (23 (A1), 24 (B1), 25 (C1) e 26 (D1)) e Δλ = 60 nm à direita (triptofano) (23 

(A2), 24 (B2), 25 (C2) e 26 (D2)). 
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A1 A2  
Figura 105: Espectros de fluorescência sincronizada com Δλ = 15 nm (tirosina) (A1) e 

Δλ = 60 nm (triptofano) (A2), para 27. 

 

Observa-se que, para todas as estreptocianinas, não houve variação dos 

máximos quando analisados os resíduos de tirosina (à esquerda). No entanto, 

na direita, avaliando os resíduos de triptofano, observa-se que ocorreu para 

todas as análises, um deslocamento de 8 nm com o acréscimo de supressor no 

sistema. Esse comportamento indica que as interações ocorrem com os resíduos 

de triptofano, alterando assim o seu microambiente, levando a um ambiente de 

diferente polaridade, quando comparado com o sistema sem supressor, a ponto 

de levar a modificações espectroscópicas característica dos resíduos de 

triptofano. 

 

4.5. Sensores de pH  

 

Os espectros de absorção das estreptocianinas 19-27 com variação do 

pH estão indicados nas Figuras 106 a 110. Nos espectros é possível observar 

que, para todas as estreptocianinas, seu comportamento frente à variação de pH 

é bastante complexo, mesmo considerando todos os experimentos com a força 

iônica constante. As setas indicam a variação dos espectros com o aumento do 

pH. Notadamente, em nenhum dos casos há presença de um ponto isosbéstico 

nos espectros, indicando que não apenas espécies diferentes estão presentes 

no sistema, mas que essas espécies sofrem influência do microambiente, 

podendo-se inferir possíveis interações intermoleculares, como por exemplo os 

agregados, conforme a variação do pH, uma característica que tem se mostrado 
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usual para essas estruturas. Nota-se que em pH ácido há em todos os casos 

uma banda de absorção na região do vermelho, sendo a espécie mais protonada 

das estreptocianinas. Pelo deslocamento espectral, observa-se que as 

protonação das espécies promovem absorção em comprimentos de menor 

energia, notando-se assim uma estrutura mais conjugada frente às demais. pHs 

próximos do neutro promovem redução da banda em aproximadamente 550 nm, 

e um incremento de uma banda em aproximadamente 400 nm. Aqui, observa-se 

uma semelhança das características espectrais das estreptocianinas 

apresentadas em solventes orgânicos, sem a formação de agregados. Com o 

incremento do pH, esse máximo se desloca para comprimentos de onda de 

maior energia, abaixo de 400 nm.  

A  

B  

Figura 106: Espectros de absorção para 19 (A) e 20 (B), variando o pH. 
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A  

B  

Figura 107: Espectros de absorção para 21 (A) e 22 (B), variando o pH. 
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Figura 108: Espectros de absorção de 23 (A), 24 (B), variando o pH. 
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Figura 109: Espectros de absorção de 25 (A), 26 (B), variando o pH. 
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Figura 110: Espectros de absorção para 27 em diversos pHs. 

 

Uma proposta de possíveis estruturas com a variação do pH para 19 está 

apresentada na Figura 111. Nela observa-se a estrutura obtida sinteticamente 

na forma representada por b. Ao reduzir o pH, 6 sítios são passíveis de 

protonação: dois associados aos nitrogênios da estreptocianina, dois aos 

nitrogênios do benzazol, além das hidroxilas fenólicas. Essa estrutura totalmente 

protonada, representando o caso de pH extremamente ácido, está representada 

por a, e apresenta coloração rosa a lilás, dependendo das estreptocianinas. Para 

o caso de um aumento de pH a partir de b, a coloração das soluções torna-se 

amarela, e num primeiro momento tem-se a estrutura neutra, representada por 

c. Para o caso em que os hidrogênios fenólicos são abstraídos formando a 

estrutura aniônica em um dado pH alcalino, tem-se a representação d. 

Considerando ainda os intermediários, pode-se verificar que para a 

estreptocianina, uma vasta possibilidade de espécies pode estar presente com 

a variação do pH. E em dado pH, diferentes interações podem estar presentes, 

sejam essas interações solvatocrômicas ou intermoleculares, com diferentes 

máximos de absorção, formando diferentes arranjos de agregados – esses 

especialmente em pH ácido devido às características dos espectros de absorção 

-  que podem ter seus máximos de absorção também distintos. 
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Figura 111: Proposta com possíveis estruturas, com variação do pH, para 19. 

 

Em termos práticos, essa variação promove uma importante aplicação 

como sensores colorimétricos das estruturas. Nota-se que pHs ácidos 

promovem coloração rosa, enquanto que pHs básicos promovem uma coloração 

amarela. A Figura 112 mostra as imagens para os derivados sulfurados. As 

mesmas propriedades podem ser estendidas às outras estruturas.  

 

Figura 112: Imagens da coloração das soluções com a variação do pH, da esquerda 

para a direita, do pH mais ácido ao mais básico analisado para as estruturas 23, 24, 

25 e 26. 

 

23 

24 

25 

26 
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Com relação aos espectros de emissão desse estudo em pH, para todos 

os casos houve variação da intensidade de emissão, especialmente para pHs 

básicos, acima de 10. Além disso observou-se ausência de fluorescência para a 

banda associada aos pHs ácidos, sendo essa fluorescência observada em 

aproximadamente 340 nm. A intensidade de fluorescência para todos os casos 

aumenta significativamente, e está apresentado nas Figuras 113 a 117. 

 

 

Figura 113: Espectros de emissão com excitação em 340 nm para as estruturas 19 e 

20. 
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Figura 114: Espectros de emissão com excitação em 340 nm para as estruturas 21 e 

22. 
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Figura 115: Espectros de emissão com excitação em 340 nm para as estruturas 23 e 

24. 
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Figura 116: Espectros de emissão com excitação em 340 nm para as estruturas 25 e 

26. 
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Figura 117: Espectros de emissão com excitação em 340 nm para a estrutura 27. 

 

O estudo de espécies que absorvem e emitem fluorescência, 

experimentalmente, é relativamente simples. Considera-se para tanto que cada 

espécie em dado pH possua um espectro de absorção e emissão característico. 

Para a identificação de pKa dessas espécies, um estudo de suas intensidades 

de emissão de fluorescência ou absorção, em função do pH, leva a uma função 

sigmoidal, que quando matematicamente ajustada, é possível identificar seu pKa, 

no ponto de inflexão da curva. Essa técnica foi empregada nos estudos do 

presente trabalho, utilizando um ajuste de Boltzmann, para a faixa de pH básico 

exclusivamente. Os demais pKas não foram observados por não haver uma 

modificação pronunciada na intensidade de fluorescência. Nota-se que, com o 

aumento da substituição do hidrogênio por metila, etila ou terc-butila, há uma 

redução do pKa das estruturas. A Figura 118 ilustra as curvas de intensidade de 

fluorescência, normalizadas pela intensidade do menor pH em função do pH. A 

Tabela IX apresenta seus pKas e os coeficientes de determinação R2 do ajuste 

da equação. 
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A B

C  

Figura 118: Curvas da variação de intensidade de fluorescência relacionadas com o 

pH para a obtenção do pKa, para 19, 20, 21 e 22 no gráfico (A), para 23, 24, 25 e 26 

no gráfico (B) e para 27 no gráfico (C). 

Tabela IX: Relação dos pKa encontrados. 

Estrutura pKa R2 

19 13,02 0,99 

20 11,80 0,90 

21 10,60 0,91 

22 10,12 0,99 

23 10,27 0,98 

24 11,36 0,98 

25 11,35 0,98 

26 10,29 0,98 

27 11,38 0,99 

 

19 (pKa = 13,01) 
20 (pKa = 11,80) 
21 (pKa = 10,62) 
22 (pKa = 10,52) 

 
 

23 (pKa = 10,27) 
24 (pKa = 11,36) 
25 (pKa = 11,25) 
26 (pKa = 10,28) 

 
 

27 (pKa = 11,38) 
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Tendo em vista essas características das estreptocianinas, observa-se 

que essas podem ser usadas como sensores do tipo liga-desliga de 

fluorescência. No ponto do pKa básico desses referidos corantes, está a faixa em 

que atuam como sensores fluorescentes. A Figura 119 abaixo ilustra para os 

derivados oxigenados esse processo. Para todos os demais, a mesma 

observação foi averiguada. Nota-se que em pHs ácidos e neutros o sistema não 

é ativado, tornando-se fluorescente em pHs básicos. 

 

Figura 119: Esquema da variação de emissão de fluorescência, conforme variação do 

pH para os derivados oxigenados 19, 20, 21 e 22.  
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5. Parte Experimental 

 

5.1. Materiais e Equipamentos 

 

Para a síntese dos compostos, foram utilizados reagentes da marca Sigma-

Sigma-Aldrich ou Merck, com pureza superior a 95%. Os solventes foram usados 

de grau PA. Para a purificação dos compostos via coluna cromatográfica, foi 

utilizado Silicagel 60 da Sigma-Aldrich. Os espectros de RMN de 1H e 13C foram 

realizados nos equipamentos Varian Inova de 300 MHz ou Brucker Ascend de 

400 MHz. Os deslocamentos químicos estão em δ (ppm) relativos ao 

tetrametilsilano (TMS) como padrão interno ou relativos ao solvente, usando 

DMSO-d6, CF3COOD (TFA) ou CDCl3. Os espectros de Infravermelho foram 

obtidos no equipamento Varian 640-IR, através de pastilhas de KBr. Os 

espectros de absorção e emissão de fluorescência foram feitos nos 

espectrofotômetros Shimadzu UV-2450, RF-5301PC. Para as medidas em 

estado sólido foi acoplada a esfera de integração ISR-2200. Na caracterização 

fotofísica e experimentos, todos os solventes utilizados foram solventes PA-ACS, 

sendo o etanol anidro.      

 

5.2. Síntese dos heterociclos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazóis  

 

Em um balão de fundo redondo, adicionou-se 0,0221 mol do o-aminofenol 

68, o-aminotiofenol 69 ou 1,2-diaminobenzeno 70, seguido de 15 ml de APF. A 

temperatura foi elevada lentamente (2 horas) até atingir 150 °C, quando o ácido 

5-aminosalicílico 85 (0,0221 mol) foi adicionado. Após a reação foi aquecida por 

3 horas a 195 °C. A reação é resfriada e vertida em gelo picado até obtenção de 

precipitado. A reação foi neutralizada com bicarbonato de sódio até pH 7, filtrada 

e o sólido foi purificado via coluna cromatográfica utilizando sílica na fase 

estacionária e diclorometano como eluente. 
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5.2.1. 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (86) 

 

 

 

Rendimento: 69%.  

Infravermelho: 3411 (νasNH2); 3333 (νsNH2); 1619 e 1542 (νaromC=C). 

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, δ (ppm):, 8,48 (1H, d, Jmeta = 2,8 Hz, H6’), 7,85 a 7,80 

(3H, m, H4’, H4 e H7), 7,74 a 7,66 (2 H, 2 tripletos, , Jorto = 8,8 e 7,2 Hz, H5 e H6), 

7,39 (1H,d, Jorto = 9,2 Hz, H3’). 

13C-RMN-APT (ATF-d) 100 MHz, δ (ppm): 162,60; 161,72; 150,58; 135,67; 

132,63; 131,78; 130,08; 127,14; 125,27; 122,03; 117,91; 114,74; 109,54. 

 

5.2.2. 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (87) 

 

 

 

Rendimento: 56% 

Infravermelho: 3408 (νasNH2); 3328 (νsNH2); 1633 e 1593 (νaromC=C). 

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, δ (ppm): 8,22 (1H, dd, Jmeta = 5,8 Hz e Jpara = 2,4 Hz, 

H6’), 8,13 a 8,04 (2H, m,H5 e H6), 7,82 a 7,70 (3H, m, H3’, H4 e H7), 7,38 (1H,dd, 

Jorto = 9,2 Hz e Jmeta = 5,6 Hz, H4’). 

13C-RMN-APT (ATF-d) 100 MHz, δ (ppm): 171,29; 159,43; 141,94; 134,03; 

133,17; 131,85; 130,99; 126,78; 125,14; 124,93; 122,20; 119,98. 
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5.2.3. 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzimidazol (88) 

 

 

 

Rendimento: 52% 

Infravermelho: 3400 (νasNH2); 3300 (νsNH2); 1637 e 1589 (νaromC=C). 

1H-RMN (DMSO-d6) 400 MHz, δ (ppm): 7,62 (2H, dd, Jorto = 5,6 Hz e Jmeta = 3,2 

Hz, H4 e H7), 7,25 (3H, m, H6’, H5 e H6), 6,79 (1H, d, Jorto = 8,8 Hz), 6,72 (1H, dd, 

Jorto = 8,4 Hz e Jmeta = 2,4 Hz, H4’).  

13C-RMN-APT (DMSO-d6) 100 MHz, δ (ppm): 152,54; 150,01; 141,04; 123,00; 

119,78; 117,93; 112,8; 111,04. 

 

5.3. Síntese das Estreptocianinas 19 – 27 

 

Adicionou-se 4,94 mmol de cloreto de fosforila, gota a gota em 7,8 mmol 

de DMF, sob temperatura reduzida (0 °C) e sob agitação constante. A reação 

permaneceu sob agitação por 2 horas a temperatura ambiente, quando então 

1,35 mmol da ciclohexanona correspondente foi adicionada (94a a 94d). A 

reação foi mantida sob refluxo a 95 °C por 1 hora. Após o resfriamento, uma 

solução em etanol (dissolvido em quantidade suficiente para a dissolução) 

contendo o correspondente heterociclo 86 a 88 foi adicionado e a reação 

permaneceu sob refluxo a 70 °C por 1 hora. A solução foi resfriada e o 

precipitado filtrado e lavado com etanol e hexano. A purificação procedeu com 

lavagens do sólido em extrator Soxhlet com hexano como solvente. 
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5.3.1. Estreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)  (19) 

 

 

 

Rendimento: 71% (sólido azul escuro) 

Ponto de Fusão: 237 °C 

Infravermelho: Infravermelho (cm-1): 3412 (νN-H), 3045 (νC-H arom), 2940 e 2800 

(νC-H alifático), 1634 e 1611 (νC=C), 1598 (νC=C), 1470 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,75 (s,2H, Ha), 8,30 (s, 2H, H6’), 7,90 (m, 

4H, H5 e H6), 7,77 (m, 6H, H4, H7 e H4’), 7,43 (d, 2H, Jo = 9 Hz, H3’), 2,72 (salargado, 

4H, Hb), 2,06 (salargado, 2H, Hc).  

13C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 161,44; 161,17; 157,90; 149,90; 

148,72; 133,89; 130,55; 129,98; 129,80; 128,32; 120,04; 119,73; 117,37; 115,99; 

112,94; 107,45; 24,23; 19,56. 

HRMS (ESI): Calculado ([M+H]+-Cl-): 589,1637, Experimental: 589,1625. 

 

5.3.2. Metilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)  (20) 

 

 

 

Rendimento: 57% (sólido azul escuro) 

Ponto de Fusão: 254 °C 

Infravermelho (cm-1): 3412 (νN-H), 3054 (νC-H arom), 2961 e 2864 (νC-H alifático), 1683 

e 1622 (νC=C), 1590 (νC=C), 1475 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,91 (s, 2H, Ha), 8,45 (s, 2H, H6’), 8,06 (m, 

4H), 7,94 (m, 6H), 7,61 (d (Jo = 9 Hz), 2H, H3’), 2,98 (d, 2H, Hb), 2,48 a 2,30 
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(m+salargado, 3H, Hb + Hc), 1,38 (d, 3H, Hd). 

13C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 163,31; 162,89; 159,75; 151,87; 

150,57; 135,72; 132,37; 131,85; 131,64; 130,17; 121,92; 121,60; 118,92; 117,84; 

114,76; 109,33; 33,88; 28,58; 21,51. 

 

5.3.3. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)  (21) 

 

 

 

Rendimento: 77% (sólido azul escuro) 

Ponto de Fusão: 205 °C 

Infravermelho (cm-1): 3403 (νN-H), 3049 (νC-H arom), 2958 e 2873 (νC-H alifático), 1651 

e 1616 (νC=C), 1583 (νC=C), 1480 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,63 (s, 2H, Ha), 8,25 (m, 4H), 8,10 (m, 6H), 

7,78 (d, Jo = 7,3 Hz, 2H, H3’), 3,23 (d, 2H, Hb), 2,63 (t, 2H, Hb), 2,24 (salargado, 1H, 

Hc), 1,91 (m, 2H, Hd), 1,38 (t, 3H, He). 

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 163,07; 159,78; 151,94; 150,61; 135,77; 

132,42; 131,82; 131,69; 130,21; 121,97; 121,70; 119,02; 117,88; 114,80; 109,37; 

35,31; 31,88; 30,07; 12,26. 

5.3.4. Tercbutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (22) 

 

 

 

Rendimento: 75% (sólido verde escuro) 

Ponto de Fusão: 254 °C 

Infravermelho (cm-1): 3417 (νN-H), 3051 (νC-H arom), 2945 e 2864 (νC-H alifático), 1635 
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e 1613 (νC=C), 1579 (νC=C), 1455 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,98 (s, 2H, Ha), 8,51 (s, 2H, H6’), 8,15 (m, 

4H), 8,01 (m, 6H), 7,68 (d, Jo = 8,9 Hz, H3’), 3,15 (m, 2H, Hb), 2,58 (t, 2H, Hb), 

1,96 (m, 1H, Hc), 1,29 (s, 9H, Hd). 

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 163,28; 162,90; 151,74; 150,55; 135,74; 

132,36; 131,62; 130,16; 121,92; 121,74; 119,85; 117,82; 114,73; 109,31; 44,21; 

37,86; 34,17; 28,24; 27,70. 

 

5.3.5. Estreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino) (23) 

 

 

 

Rendimento: 66% (sólido azul escuro) 

Ponto de Fusão: 253 °C 

Infravermelho: Infravermelho (cm-1): 3350 (νN-H), 3054 (νC-H arom), 2941 e 2825 

(νC-H alifático), 1641 e 1625 (νC=C), 1582 (νC=C), 1484 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,74 (s, 2H, Ha), 8,22 a 8,10 (m, 6H), 7,86 

a 7,71 (m, 6H), 7,43 (d, Jorto= 9Hz, H3’), 2,71 (salargado,4H, Hb), 2,07 (salargado, 2H, 

Hc) 

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 169,6; 160,4; 155,2; 149,3; 139,6; 133,3; 

130,7; 129,3; 128,7; 127,9; 122,7; 119,3; 117,5; 116,7; 112,9; 23,7; 18,9. 

HRMS (ESI): Calculado ([M+H]+-Cl-): 621,1180, Experimental: 621,1157. 

 

5.3.6. Metilestreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino)  (24) 
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Rendimento: 72% (sólido verde escuro) 

Ponto de Fusão: 243 °C 

Infravermelho (cm-1): 3423 (νN-H), 3057 (νC-H arom), 2960 e 2866 (νC-H alifático), 1648 

e 1606 (νC=C), 1581 (νC=C), 1473 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 8,87 (s, 2H, Ha), 8,38 – 8,24 (m, 6H), 7,98 

– 7,84 (m, 6H), 7,58 ppm (d, Jo = 9 Hz, 2H, H3’), 2,97 (d, 2H, Hb), 2,44 – 2,27 (t + 

salargado, 3H, Hb + Hc), 1,36 (d, 3H, Hd) 

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 171,82; 162,66; 157,63; 151,81; 141,96; 

135,73; 131,65; 131,31; 130,29; 125,05; 122,15; 121,66; 119,94; 118,84; 115,40; 

33,95; 28,60; 21,50. 

 

5.3.7. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)  (25) 

 

 

 

Rendimento: 89% (sólido verde escuro) 

Ponto de Fusão: 253 °C 

Infravermelho (cm-1): 3418 (νN-H), 3060 (νC-H arom), 2954 e 2872 (νC-H alifático), 1618 

(νC=C), 1598 (νC=C), 1475 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, δ (ppm): 8,63 (s, 2H, Ha), 8,25 (m, 4H), 8,10 (m, 6H), 

7,78 (d, Jo = 7,3 Hz, 2H, H3’), 3,23 (d, 2H, Hb), 2,63 (t, 2H, Hb), 2,24 (salargado, 1H, 

Hc), 1,91 (m, 2H, Hd), 1,38 (t, 3H, He). 

13C-RMN (ATF-d) 100 MHz, δ (ppm): 163,07; 159,78; 151,94; 150,61; 135,77; 

132,42; 131,82; 131,69; 130,21; 121,97; 121,70; 119,02;117,88; 114,80; 109,37; 

35,31; 31,88; 30,07; 12,26. 
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5.3.8. Tercbutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)   (26) 

 

 

 

Rendimento: 87% (sólido verde escuro) 

Ponto de Fusão: 248 °C 

Infravermelho (cm-1): 3391 (νN-H), 3058 (νC-H arom), 2959 e 2859 (νC-H alifático), 1654 

e 1615 (νC=C), 1581 (νC=C), 1481 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, δ (ppm): 8,98 (s, 2H, Ha), 8,51 (s, 2H, H6’), 8,15 (m, 

4H), 8,01 (m, 6H), 7,68 (d, Jo = 8,9 Hz, H3’), 3,15 (m, 2H, Hb), 2,58 (t, 2H, Hb), 

1,96 (m, 1H, Hc), 1,29 (s, 9H, Hd). 

13C-RMN (ATF-d) 100 MHz, δ (ppm): 163,28; 162,90; 151,74; 150,55; 135,74; 

132,36; 131,62; 130,16; 121,92; 121,74; 119,85; 117,82; 114,73; 109,31; 44,21; 

37,86; 34,17; 28,24; 27,70. 

 

5.3.9. Estreptocianina bis-(benzimidazolil-hidroxifenilamino)   (27) 

 

 

 

Rendimento: 75% (sólido azul escuro) 

Ponto de Fusão: acima de 310 °C 

Infravermelho: Infravermelho (cm-1): 3413 (νN-H), 3041 (νC-H arom), 2937 e 2861 

(νC-H alifático), 1620 e 1582 (νC=C), 1555 (νC=C), 1475 (δC-H).  

1H-RMN (ATF-d) 300 MHz, δ (ppm): 11,36 (salargado, HOH), 8,53 (s, 4H, Ha), 7,86 

(m, 6H), 7,47 (m, 6H), 2,68 (salargado, 4H, Hb), 1,82 (salargado, 2H, Hc). 

13C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, δ (ppm): 155, 78; 155,29; 147,86; 145,91; 
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132,05; 131,40; 126,89; 125,67; 118,36; 117,68; 114,89; 114,18; 109,72; 34,05; 

24,70; 19,44. 

HRMS (ESI): Calculado ([M+H]+-Cl-): 587,1957, Experimental: 587,1946. 

 

5.4. Caracterização Fotofísica 

 

Para o preparo das amostras pesou-se em uma balança microanalítica 

quantidades inferiores a 1 mg dissolvidos em solventes de grau HPLC. A partir 

de uma solução estoque, soluções de concentração entre 1 µM a 40 µM foram 

preparadas.  Para as medidas no estado sólido, utilizou-se suporte para sólidos 

com janela de quartzo, utilizando esfera integradora. As amostras em filme foram 

preparadas com auxílio de etanol, gotejando a solução em uma lâmina de 

quartzo, também utilizando esfera integradora para obtenção das medidas de 

absorção.   

 

5.5. Estudo de Agregados 

 

Uma solução de 10 ml de etanol anidro contendo entre 0,3 e 1 mg de 

corante foram preparadas e utilizadas para a preparação das soluções diluídas. 

As concentrações diluídas variaram entre 1 e 70 µ mol.L-1, e imediatamente seus 

espectros de absorção no UV-Visível foram obtidos.  

 

5.6. Estudo da Interação com BSA 

 

Para cada estreptocianina, diferentes amostras foram preparadas em 

solução tampão PBS com pH de 7,2, todas elas mantendo a concentração de 

proteína fixada em 10 µM. Diversas soluções contendo BSA e concentração 

variando entre 2 a 80 µM das estreptocianinas foram preparadas, até que 

houvesse saturação do sistema ou supressão significativa da emissão de 

fluorescência da proteína. A partir dessas soluções, foram medidos os espectros 

de absorção, emissão de fluorescência analisando a emissão da proteína, bem 



166 
 

como os espectros de fluorescência sincronizada com Δλ de 15 e 60 nm. Para a 

obtenção dos espectros corrigidos, para todos os corantes, espectros de 

absorção com concentração inicial de 2 µM das estreptocianinas em PBS foram 

medidos até saturação da solução.  

 

5.7. Estudo de pH 

 

Para as medidas de pH, foram preparadas soluções de 10 mL com 5µM de 

estreptocianina para cada pH, a partir de uma solução das estreptocianinas em 

DMSO, com adições de volumes de 250 µL dessa solução. Para a solução 

aquosa, utilizou-se água Mili-Q e a força iônica foi mantida em 0,15. Os pHs 

foram ajustados com auxílio de pHmetro. Após duas horas os pHs foram 

medidos novamente e as soluções tiveram seus espectros de absorção e 

emissão medidos.  
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6. Considerações Finais 

 

A síntese de novos corantes do tipo estreptocianinas foi obtida com 

sucesso, sendo essas estruturas inéditas na literatura. A metodologia de síntese 

apresentada mostrou-se de boa eficiência, justificada pelos rendimentos bons 

em poucas etapas, e de fácil purificação. As estreptocianinas apresentaram 

características de cor semelhantes às cianinas descritas na literatura: todas de 

coloração escura, variando entre azul e verde, bem como iridescentes.  

As estreptocianinas tiveram importantes características fotofísicas, 

provenientes tanto das propriedades das cianinas quanto dos núcleos contendo 

ESIPT. Observou-se que a formação de agregados em solventes polares é 

preferencial, e que variou conforme substituição da cadeia polimetínica e 

heteroátomo presente nas moléculas. Para alguns casos, tanto agregados H 

quanto J foram observados. A emissão de fluorescência para os agregados J foi 

evidenciada, assim como ocorre nas cianinas. Os deslocamentos de Stokes 

apresentados pelas estreptocianinas mostraram-se em termos de magnitude 

muito maiores que os típicos de cianinas, mas inferiores aos apresentados por 

benzazóis. Além disso, a dupla emissão de fluorescência típica das benzazóis 

foi evidenciada, quando em sistemas diluídos, para alguns casos. Em estado 

sólido, foi característico das estreptocianinas uma janela de absorção bem 

ampla, podendo chegar à região do vermelho. Já em filme, as estruturas 

mostraram a presença de agregados J bastante clara, e em ambos os casos não 

houve emissão de fluorescência, ao contrário de estruturas contendo ESIPT, que 

possuem suas fluorescências aumentadas quando em estado sólido.  

 

A partir de um estudo dos espectros de absorção das estreptocianinas 

variando sua concentração foi possível obter importantes relações acerca da 

formação de agregados dessa estrutura. Observou-se que o emprego do modelo 

isodésmico modificado indicou que a formação de agregados é regida por 

processos cooperativos. Além disso, os valores de Energia de Gibbs foram 

calculados e mais uma vez pôde-se observar a tendência de formar agregados 

maiores que dímeros.  
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Com relação às características de supressores de fluorescência das 

estreptocianinas frente à BSA, para todos os casos pôde-se descartar a 

predominância de supressão dinâmica no sistema em virtude da não-linearidade 

dos dados experimentais frente à equação de Stern-Volmer. Com base nos 

ajustes de equações que descrevem a supressão de fluorescência, evidenciou-

se que ocorre prioritariamente a supressão estática, sem levar em conta a 

formação de complexos não-fluorescentes. Foram calculados os raios ao redor 

do fluoróforo onde a supressão de fluorescência ocorre, sendo esse inferior ao 

tamanho da proteína BSA. Além disso, através de espectros de fluorescência 

sincronizada, foi possível identificar que as interações ocorrem 

predominantemente nos resíduos de triptofano e não de tirosina, também 

presentes na BSA. 

Todas as estreptocianinas foram identificadas como sensores 

colorimétricos de pH, e também como sensores fluorimétricos para pHs básicos.  

De forma geral, as estreptocianinas obtidas nesse trabalho apresentaram 

propriedades únicas. Além disso, suas características fotofísicas mostraram a 

formação de agregados J e H sob dadas condições. Sendo assim, o presente 

trabalho foi capaz de estudar suas principais características fotofísicas com 

sucesso, e foi identificado que essas estruturas podem ser utilizadas em diversas 

aplicações, dadas as suas propriedades investigadas. 
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Anexo 1: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 86. 
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Anexo 2: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 86 
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Anexo 3: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 86. 
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Anexo 4: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 87. 
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Anexo 5: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 87. 
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Anexo 6: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 87. 
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Anexo 7: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em DMSO-d6 para 88. 
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Anexo 8: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 88. 
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Anexo 9: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 88. 
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Anexo 10: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 19. 
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Anexo 11: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 19. 
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Anexo 12: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 19. 
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Anexo 13: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 20. 
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Anexo 14: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 20. 
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Anexo 15: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 20. 
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Anexo 16: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 21. 
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Anexo 17: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 21. 



206 
 

 

 

Anexo 18: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 21. 
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Anexo 19: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 22.  
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Anexo 20: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 22. 
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Anexo 21: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 22. 
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Anexo 22: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 23. 
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Anexo 23: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 23. 
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Anexo 24: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 23. 
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Anexo 25: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 24. 
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Anexo 26: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 24. 
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Anexo 27: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 24. 
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Anexo 28: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 25. 



217 
 

 

Anexo 29: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 25. 
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Anexo 30: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 25. 
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Anexo 31: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 26. 
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Anexo 32: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 26. 
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Anexo 33: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 26. 
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Anexo 34: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em DMSO-d6 para 27. 
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Anexo 35: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 27. 
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Anexo 36: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 27. 
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A  

B  

Anexo 37: Espectros de absorção em tampão PBS para 19 (A), 20 (B). 
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Anexo 38: Espectros de absorção em tampão PBS para 21 (A), 22 (B). 
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Anexo 39: Espectros de absorção em tampão PBS para 23 (A), 24 (B). 
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Anexo 40: Espectros de absorção em tampão PBS para 25 (A), 26 (B). 
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Anexo 41: Espectros de absorção em tampão PBS para 27. 

 

 


