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RESUMO 

 

Os corantes fluorescentes possuem uma ampla aplicação em análises biológicas, 

principalmente por serem capazes de marcar componentes celulares, permitindo a 

sua visualização. Canetas de uso comum podem possuir substâncias fluorescentes, 

mas também uma variedade de outros compostos, como lubrificantes, antioxidantes 

e surfactantes. A purificação permite que substâncias desconhecidas possam ser 

testadas em análises biológicas com menor influência de impurezas. Assim, novos 

marcadores fluorescentes podem ser encontrados a partir de fontes alternativas, como 

canetas, briófitas, algas e raízes vegetais. Nesse sentido, o presente trabalho teve 

como objetivo a purificação dos compostos fluorescentes presentes na caneta 

vermelha Pilot BP-1 INOX 1.0 (Brasil), de modo que possam ser utilizados em 

experimentos com amostras biológicas. Para isso, foi utilizada uma solução de 10% 

de tinta da caneta Pilot em etanol. A purificação foi realizada com cromatografia em 

coluna, com gradientes de polaridade com a fase móvel de hexano, acetato de etila e 

etanol. Com isso, foi possível visualizar a separação de dois principais compostos 

fluorescentes no interior da coluna. As frações provenientes da purificação foram 

analisadas por CCD, evaporadas e unificadas. Para se analisar o perfil cromatográfico 

dos compostos purificados, foi realizado um CLAE em solução isocrática de metanol 

e água (65:35) com fluxo de 1,1 ml/min a 35ºC). A análise indicou que houve diferença 

entre as substâncias obtidas com a purificação e o extrato não purificado. As 

rodaminas B e 123 foram usadas como controle, porém não foi possível detectar essas 

substâncias nos extratos da caneta e nos compostos purificados. Além disso, foi 

realizada a determinação das características óticas desses compostos em 

espectrofluorímetro. As análises mostraram que houve diferença no comportamento 

ótico entre as substâncias purificadas e as rodaminas. Além disso, os picos de 

emissão e absorção dos compostos purificados foram próximos aos valores da 

rodamina 6G encontrados na literatura. As substâncias fluorescentes obtidas também 

mostraram ter carga positiva a partir de análise por eletroforese, o que pode 

apresentar potencial de interação com biomoléculas negativas, como células, 

proteínas e ácidos nucleicos. 

Palavras-chave: Rodamina. Corante catiônico. Fluoróforo. Purificação 

Cromatográfica. 
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ABSTRACT 

 

Fluorescent stains have a broad application in biological analysis, mainly by labelling 

cellular components, allowing their visualization. Some pen inks can have fluorescent 

substances and a variety of other compounds, such as lubricants, antioxidants and 

surfactants. Purification allows unknown substances to be tested at biological analysis 

with less influence of impurities. Thereby, new fluorescent markers can be found from 

alternative sources, like pens, bryophytes, seaweeds and vegetable roots. Likewise, 

this present work aims to purify fluorescent compounds present at the red pen Pilot 

BP-1 INOX 1.0 (Brazil), in order to apply it/them in experiments using biological 

samples. Hereby, it was used a solution of 10% of Pilot pen ink at ethanol. The 

purification was done with column chromatography, using polarity gradients of the 

mobile phase of hexane, ethyl acetate and ethanol. Thereby, it was possible to 

visualize the separation of two main fluorescent compounds inside the column. The 

purified fractions were analyzed by TLC, evaporated and joined with each other. To 

identify the chromatographic profile, the compounds were injected in CLAE, using as 

mobile phase an isocratic solution of methanol and water (65:35) with flow rate of 1,1 

ml/min at 35ºC. This experiment revealed that the purified compounds was different of 

the crude extract. The rhodamines B and 123 was used as controls, however the CLAE 

analysis did not detect them in the pen extract or in the purified substances. 

Furthermore, it was made the determination of optical characteristics of this 

compounds in a spectrofluorometer. The analysis showed that there were differences 

in the optical behavior between purified substances and the rhodamines used as 

control. The emission and absorption peaks of the purified fluorophores was close to 

the values of rhodamine 6G found in literature. The obtained fluorescent substances 

also showed positive charge by electrophorese analysis, what can be potentially used 

for interaction with negatively charged biomolecules, like cells and nucleic acids. 

 

Keywords: Rhodamine. Cationic Stain. Fluorophore. Chromatographic purification. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Conceito e Aplicações da Fluorescência 

 

Fluorescência é um fenômeno que envolve a emissão de fótons durante o 

processo de retorno de elétrons de um estado excitado para o estado fundamental. 

Para que isso ocorra, é necessário que haja absorção de energia pela molécula que 

comporta tais elétrons, o que pode acontecer através de ondas eletromagnéticas. 

Como a energia dos fótons que atingem a molécula é diferente que a dos fótons 

emitidos, a radiação emitida tem comprimento de onda maior que a da radiação 

recebida (Ito, 2004). Dessa forma, a fluorescência possui diversas aplicações, como 

em detecções e análises físico-químicas, na composição de lâmpadas, telas de 

plasma, detecção de falsificações (trabalhos artísticos, notas de bancos e 

documentos) e nos laboratórios de bioquímica, biologia molecular e celular, usando, 

por exemplo, microscopia de fluorescência (Valeur & Santos, 2011). Em relação a 

análises biológicas, a utilização de moléculas fluorescentes como sondas pode ser 

aplicada na visualização de membranas celulares, lipídeos, proteínas, DNA, RNA, 

antígenos, pH intracelular, viabilidade e ciclo celular, atividades enzimáticas, 

interações célula-célula e vírus-célula, endocitose e atividade citotóxica. Entretanto, a 

emissão de fluorescência por tais moléculas é influenciada por vários fatores como 

pressão, pH, viscosidade, ligações de hidrogênio, potencial elétrico, presença de 

quenchers, íons e polaridade (Valeur, 2001). 

1.2 Tintas de Canetas de Uso Comum 

 

As tintas das canetas de uso comum são compostos complexos que podem 

conter substâncias como surfactantes, lubrificantes, antioxidantes e diversos 

corantes, alguns fluorescentes como a rodamina (Chen, 2007). Essas tintas, quando 

encontradas em documentos, podem ser utilizadas na análise forense para identificar 

falsificações ao se comparar, por exemplo, a fórmula das canetas usadas (Crown; 

Brunelle; Cantu, 1976). Vários métodos analíticos já foram utilizados para comparar 

as tintas de canetas, como cromatografia em camada delgada (TLC) (Djozan et al, 

2008), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) (Lyter, 1982), eletroforese 



16 
 

capilar (Slotnick; Smith, 1998), cromatografia gasosa (Aginsky, 1993) e espectrometria 

de massas (Sakayanagi et al, 1999). 

1.3 Rodaminas 

As rodaminas são moléculas orgânicas fluorescentes que pertencem à família dos 

xantenos (Beija; Afonso; Martinho, 2009) e possuem grupos reativos que podem se 

ligar covalentemente a biomoléculas, podendo ser utilizadas como sondas (Tsien; 

Ernst; Wagonner, 2006). Devido a sua alta fluorescência e fotoestabilidade, os 

derivados de rodamina possuem diversas aplicações, entre elas na mensuração de 

Ca2+ citosólico (Minta; Kao; Tsien, 1989), na detecção de íons de mercúrio em células 

vivas (Ko et al, 2006), e na análise da fluidez de membranas lipídicas (Bogen et al, 

1998). Além dessas aplicações, as rodaminas também podem ser utilizadas para o 

desenvolvimento de novas moléculas, como alguns corantes da família Alexa que 

possuem maior fluorescência que as moléculas das quais são precursoras (Volushina 

et al, 1999).  

A rodamina 123 possui carga positiva e pode se ligar especificamente à 

mitocôndria (Johnson et al, 1981). A acumulação dessa molécula por células vivas 

acontece rapidamente, sendo que o acúmulo máximo pode acontecer em 5 a 10 

minutos de contato independentemente da temperatura de incubação (0 - 37ºC).  

Durante a divisão celular, as mitocôndrias marcadas com rodamina 123 são 

distribuídas para as células filhas, por isso esse corante pode ser usado como um 

marcador de proliferação e diferenciação celular (Darzynkiewicz, 1982). 

Figura 1: Estrutura química da rodamina 123. 
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A rodamina B, quando utilizada juntamente com Auramina O, pode ser utilizada 

para diagnosticar a presença de micobactérias em portadores de AIDS (Bassiri et al, 

1993). Além disso, a rodamina b pode ser utilizada na medição do pH endossomal por 

meio de técnicas de citometria de fluxo (Murphy; Powers; Cantor, 1984). 

Figura 2: Estrutura química da rodamina B. 

 

Segundo Johnsson e colaboradores, a rodamina 6G tem carga positiva em pH 

fisiológico e possui especificidade pela mitocôndria. Essa molécula e seus derivados 

podem ser utilizados em métodos de detecção de câncer de próstata (Dickman, 2008), 

para medir potencial de membrana celular (Mandalà, 1999; Aiuchi et al, 1982), em 

métodos de detecção de ácidos nucleicos (Seitz; Grossmann, 2007), para medir pH 

intracelular (Li et al, 2011), na detecção de atividade de proteases (Liu et al, 2007). 

Figura 3: Estrutura química da rodamina 6G. 
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Cada uma das rodaminas acima citadas possui diferenças nos comprimentos de 

ondas para excitação e emissão de luz fluorescente como também nas respectivas 

absorbâncias, podendo ser diferenciadas facilmente a partir destas características. 

Nas figuras 1 e 2 são apresentados os comprimentos de onda de absorção e a 

emissão das rodaminas 6G, 123 e B presentes no banco de dados do programa 

PhotochemCAD, versão 2.1a (Du, 1998; Dixon, 2005). 

Figura 4: Picos de Absorção das três rodaminas mais utilizadas. Rodamina B (RB): 543 nm. 

Rodamina 6G (R6G): 530 nm. Rodamina 123 (R123): 512 nm.  

 

Fonte: OMLC, 2017  
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Figura 5: Picos de Emissão fluorescente das três rodaminas mais usadas. Rodamina B (RB): 

565 nm. Rodamina 6G (R6G): 552 nm. Rodamina 123 (R123): 531 nm.  

 

Fonte: OMLC, 2017  
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ionizáveis e neutros. Além disso, nesse tipo de cromatografia, os solventes orgânicos 

são frequentemente usados como fase móvel.  A fase normal é normalmente menos 

eficiente e reprodutível que a fase reversa, no entanto é mais barata, comporta maior 

quantidade de amostra e é mais estável em pH extremo. (Snyder et al., 1979; 1993; 

1997, apud Oliveira, 2005). 

1.5 Direcionamento do Trabalho 

Canetas marca textos podem ser utilizadas em análises biológicas como 

alternativa aos corantes disponíveis no mercado pelo fato de que podem conter vários 

compostos fluorescentes, serem de fácil acesso e por serem mais baratos que os 

corantes convencionais (Takase; Tadokoro; Takahashi, 2013). Nesse sentido, no 

presente trabalho descrevemos um método para purificar e analisar a pureza de 

substâncias fluorescentes da caneta esferográfica Pilot BP-1 INOX 1.0 (Brasil) de cor 

vermelha. A escolha de tal caneta se deu após testes em eletroforese, no qual foi 

possível visualizar que o seu extrato etanólico bruto apresentou carga positiva. 

Corantes carregados positivamente podem se ligar a material biológico com carga 

negativa, como ácidos nucleicos, proteínas e células. Por isso, o desenvolvimento de 

um método de purificação é essencial para diminuir as variáveis em testes com 

corantes provenientes de extratos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais:  

Purificar os corantes fluorescentes de interesse, para aplicação biotecnológica, 

a partir de caneta vermelha de uso comum. 

2.2 Objetivos Específicos:  

 Purificar as substâncias fluorescentes da caneta vermelha Pilot BP-1 

INOX 1.0 (Brasil); 

 Determinar as características óticas dos compostos purificados; 

 Comparar os fluoróforos obtidos com a rodamina B e rodamina 123. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Preparação da Amostra e TLC inicial 

 

O conteúdo total de tinta de uma caneta esferográfica Pilot BP-1 INOX 1.0 

(Brasil) de cor vermelha foi despejada em um tubo de reação de 2,0 ml. Esse material 

teve o seu conteúdo líquido evaporado em concentrador à vácuo Concentrator Plus 

(Eppendorf) durante 4 horas à 60º C, totalizando 113mg de peso seco. Um ml de 

etanol foi adicionado ao tubo que então foi agitado vigorosamente por cerca de um 

minuto.  

A solução etanólica foi analisada inicialmente por TLC (Figura 6). Para isso, 

uma gota da tinta com etanol foi colocada sob fase estacionária e para a fase móvel 

foi usado 50% de acetato de etila e 50% de hexano. Posteriormente, a placa do TLC 

foi transferida para o transiluminador Safe Imager™ 2.0 Blue-Light (Invitrogen), onde 

a fluorescência pôde ser visualizada com a emissão de luz azul (488nm) proveniente 

do aparelho. 

 

3.2 Cromatografia por Coluna  

 

Para purificação dos compostos fluorescentes presentes na tinta da caneta 

utilizada, a solução etanólica foi usada para obter uma pastilha misturando com sílica 

até que a mistura ficasse homogênea e posteriormente usada para purificação dos 

compostos em coluna cromatográfica. 

A coluna cromatográfica foi vedada na porção inferior com algodão e 

preenchida com 11 gramas de sílica gel. Posteriormente, foi realizado o 

empacotamento com 100 ml de hexano. O material da pastilha foi então colocado 

sobre a sílica já empacotada. Assim, foi iniciada a passagem das fases móveis: 20ml 

de hexano; 20ml de hexano/acetato de etila (50:50); 20ml de hexano/acetato de etila 

(25:75); 20 ml de acetato de etila; 20 ml de acetato de etila/etanol (75:25); 20 ml de 

acetato de etila/etanol (60:40); 20 ml de acetato de etila/etanol (50:50); 20 ml de 

acetato de etila/etanol (40:60); 60 ml de acetato de etila/etanol (25:75); 60 ml de 
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acetato de etila/etanol (10:90) e 150 ml de etanol, nesta ordem. As soluções 

provenientes da coluna foram coletadas em tubos de ensaio e unificadas de acordo 

com as análises por TLC com solução de fase móvel de 15 ml de etanol, 15 ml de 

acetato de etila e 0,5 ml de hexano. Os pontos fluorescentes foram localizados sob a 

emissão de luz à 488 nm a partir do transiluminador   

 

3.3 Preparação das Amostras Para CLAE e Leituras no Espectrofluorímetro 

 

As frações obtidas a partir da purificação por coluna cromatográfica foram 

mantidas em estufa (Medclave, modelo 4) à 60ºC até que os conteúdos líquidos 

pudessem ser transferidos para tubos de reação de 2,0 ml. Posteriormente, o restante 

do líquido foi totalmente evaporado em concentrador à vácuo Concentrator Plus 

(Eppendorf) à 60ºC. Então, foi realizada a pesagem das amostras e os corantes foram 

diluídos em etanol na concentração de 1g/L. Como controle usamos rodamina B e 

rodamina 123, também diluídas em etanol, com a concentração de 0,1g/L e 0,3g/L, 

respectivamente. 

3.4 Condições Analíticas do CLAE 

 

 As frações obtidas por cromatografia em coluna (tabela 1) foram injetadas no 

cromatógrafo líquido LC-6AD (Shimadzu) com coluna C18. Coluna hidrofóbica modelo 

Shimadzu C18 Shim-Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna de 4,6x250 mm e 

tamanho de partícula de 5µm. A fase móvel usada foi isocrática e constituída por 65% 

metanol e 35% água com taxa de fluxo de 1,1 ml/min a 35ºC. A medição da 

fluorescência foi realizada pelo detector RF 20A xs (Shimadzu) utilizando os 

comprimentos de onda de 550-580nm e 480-550 nm (excitação/emissão). 

Tabela 1 Concentração de Rodaminas e Amostras (numeradas de 1-9) Injetadas no CLAE 

 R123 RB 3; 7; 8; 9 1; 2; 4; 5; 6 

Concentração (g/L) 0,3 0,1 0,05 1 
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3.5 Determinação de Características Óticas em Espectrofluorímetro 

  

Os corantes purificados foram colocados em placa de 96 poços. Então, a placa 

foi introduzida no aparelho EnSpire™ 2300 Multilabel Reader (Perkin Elmer) para que 

fosse feito o escaneamento da absorbância, desde 300nm a 700nm, e dos 

comprimentos de onda de excitação e emissão. O comprimento de onda para 

excitação foi regulado fixando a leitura em 540 nm e escaneando os comprimentos de 

onda de excitação desde 300 nm até 520 nm. Já para a análise de emissão, o 

comprimento de onda de excitação foi fixado em 500 nm, escaneando a emissão 

desde 520 nm até 700 nm.  

3.6 Eletroforese 

Os corantes purificados foram submetidos a uma eletroforese à 100 V e 150 

mA durante 20 minutos em gel de agarose 1%. Dois µl das soluções etanólicas de 

rodamina 123 (0,3 g/L), dos corantes purificados (1g/L), do extrato bruto da caneta 

pilot e 4 µl de rodamina B (0,1 g/L) foram diluídos em 8 µl de glicerina 40%. As 

soluções então foram colocadas dentro dos poços do gel de agarose com o auxílio de 

uma pipeta. Os géis foram avaliados em transiluminador de luz azul Safe Imager™ 

2.0 Blue-Light (Invitrogen) e fotografados. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 TLC Inicial 

 

O TLC inicial da solução etanólica extraída da caneta vermelha Pilot BP-1 INOX 

1.0 (Brasil), representado pela Figura 6, permitiu a observação de pelo menos três 

principais substâncias, sendo que a substância na posição superior se encontra mais 

afastada das demais. Ao mesmo tempo, foi possível observar que dois dos compostos 

emitiam fluorescência quando excitados com luz azul.  

Figura 6: Imagem do TLC inicial do extrato bruto de tinta sob luz branca (A) e luz azul (B). Os círculos 

vermelhos marcam os principais compostos visualmente identificáveis. 

 

4.2 Purificação dos Compostos Fluorescentes por Coluna Cromatográfica  

 

 A cromatografia líquida em coluna (Figura 7) separou a solução etanólica da 

tinta da caneta em dois compostos fluorescentes (Figura 8). O primeiro desses 

compostos começou a sair da coluna enquanto era adicionada a fase móvel de 

hexano/acetato de etila (25:75). O segundo composto começou a deixar a coluna 

durante a passagem da fase móvel correspondente a acetato de etila/etanol (25:75). 

Os compostos fluorescentes contidos na coluna só deixaram de ser avistados após a 

A B 
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passagem da fase móvel de 150 ml de etanol, quando se encerrou a purificação 

cromatográfica. Após o encerramento da adição da fase móvel, a porção onde havia 

sido colocada a amostra permaneceu com coloração (Figura 7 D), no entanto já não 

havia fluorescência detectável por meio do transiluminador.  

 A primeira porção de compostos fluorescentes (fração de compostos 2 e 3) 

começou a sair da coluna durante a adição de hexano/acetato de etila (25:75). Como 

os eluentes utilizados durante a purificação estavam em um gradiente de polaridade, 

é possível afirmar que as substâncias que saíram primeiro na coluna são menos 

polares que as que saíram depois, devido a interação entre essas moléculas com a 

fase móvel. Assim, é possível afirmar que os corantes 2 e 3 são mais apolares que 7, 

8 e 9, que saíram durante a passagem de acetato de etila/etanol (40:60).  

Figura 7: Imagens da coluna cromatográfica em ordem cronológica. A: Início da purificação, com a 

amostra apenas empacotada. B: Início da saída das frações referentes aos corantes 2 e 3. C: Início da 

saída das frações referentes aos corantes 7, 8 e 9. D: Purificação encerrada.  
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Figura 8: Purificação por coluna cromatográfica. A: coluna cromatográfica sob a luz branca. B: 

coluna cromatográfica sob luz azul (488nm) observada através do filtro do transiluminador Safe 

Imager™ 2.0 Blue-Light (Invitrogen). Círculos em vermelho marcam os corantes fluorescentes 

deslocando-se através da coluna. Flecha em azul aponta a localização dos corantes que foram 

nomeados de 2, 3, 7, 8 e 9. 

 

No total, foram obtidas 60 frações da purificação da caneta Pilot por coluna 

cromatográfica. Essas frações foram unidas no mesmo tubo de acordo com o padrão 

de pontos fluorescentes da análise por TLC. Assim, foram obtidas 9 frações, 

numeradas de 1 a 9 de acordo com a ordem de saída da coluna, sendo "1” a primeira 

a sair e "9" a última. O peso seco total de cada uma dessas amostras está descrito na 

tabela 1, enquanto a figura 9 representa a fluorescência de 100 µl de cada amostra, 

na concentração de 0,1g/L, quando excitada com luz azul. O peso seco total obtido a 

partir de 113 mg de material bruto (tinta da caneta Pilot) foi de 12,5 mg.  
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Tabela 2 - Peso seco de todas as frações obtidas da purificação em coluna cromatográfica. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Peso 

Seco (µg) 

1170 760 4050 860 620 970 2259 750 1070 

 

Figura 9: Corantes purificados por cromatografia em coluna e rodaminas em placa de 96 poços. As 

amostras foram excitadas com luz azul (488nm). 

 

 

4.3 TLC após a coluna 

 

No TLC realizado após a purificação por coluna cromatográfica e união das 

frações (Figura 10), é possível verificar um ponto fluorescente mais concentrado no 

composto 2 em relação ao composto 3. Quanto os 3 fluoróforos na extremidade direta 

da figura 10, é possível notar que o composto 8 apresenta uma mancha fluorescente 

mais concentrada em um ponto.  
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Figura 10: TLC realizado após a purificação. Os números indicam os compostos fluorescentes de 

interesse. 

 

4.4 Determinação de Características Óticas em Espectrofluorímetro 

 

Algumas rodaminas (123 e B) foram utilizadas como um padrão de comparação 

tanto na obtenção de cromatogramas por CLAE como nas análises por 

espectrofluorímetria. Isso se deu devido a frequente presença dessas moléculas em 

trabalhos de identificação de compostos em canetas para análise forense, sendo os 

principais derivados encontrados a rodamina B e a 6G (Chen, 2007; Siegel et al, 2005; 

Geiman et al, 2009). 

Todas as amostras purificadas tiveram o pico de absorção em 530 nm, com 

exceção do corante 2 que mais absorveu em 533 nm (figura 11). Ao contrário dos 

corantes, as rodamina B e 123 tiveram picos máximo de absorção em 543 nm e 512 

nm, correspondendo com os valores presentes no banco de dados do programa 

PhotochemCAD, versão 2.1a (Du, 1998; Dixon, 2005). Entretanto, os espectrogramas 

dos corantes se assemelham aos das rodaminas (figura 4), especialmente ao da 

rodamina 6G, que possui pico de absorção em 530 nm.  
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Figura 11: Espectrograma da absorção de rodamina 123, rodamina B, corantes 2, 3, 7, 8 e 9 

diluídos em etanol. 

No espectrograma da figura 12, é possível notar que a maioria das substâncias 

apresenta 2 picos secundários, um em aproximadamente 350 nm e outro em 480 nm. 

A rodamina 123 em solução etanólica possui o pico máximo de emissão em 534 nm 

(Kubin; Fletcher, 1982) e na figura 12, é a única que apresenta um decaimento após 

500 nm, pois o detector do espectrofluorímetro foi fixado em 540 nm. Para se 

determinar o espectro de emissão de algum fluoróforo, é necessário que o 

espectrofluorímetro excite a amostra com luz monocromática enquanto é feita a leitura 

pelo detector em um determinado comprimento de onda (Parker; Rees, 1960). Assim, 

a figura 12 mostra que nenhuma das substâncias testadas além da rodamina 123 

apresenta pico de emissão em 540 nm. 
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Figura 12: Espectrograma de Excitação dos corantes purificados e da Rodamina B e 123. O 

detector foi fixado em 540 nm. 

 

O espectrograma de emissão no comprimento de onda de 500 nm (figura 13) 

mostrou que os corantes purificados têm um comportamento fluorescente diferente 

das rodaminas testadas. Os fluoróforos purificados tiveram um pico máximo de 

emissão entre 549 nm e 552 nm enquanto que a rodamina 123 teve seu máximo em 

531 nm e a rodamina B em 565 nm. De acordo com Sabnis (2010), a rodamina 6G 

possui pico máximo de emissão em 551 nm, enquanto Kubin e Fletcher (1982) 

afirmam que a emissão máxima da molécula é de 568 nm. Dessa forma, é possível 

que a rodamina 6G esteja entre os compostos fluorescentes presentes nos corantes 

purificados. 
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Figura 13: Espectrograma de Emissão dos corantes purificados e da Rodamina B e 123. Emissão 

de luz a 500 nm. 

 

A figura 14 mostra o cromatograma de emissão utilizando o comprimento de 

onda de 540 nm. Nessa figura é possível observar que todos os fluoróforos purificados 

a partir da caneta apresentam um comportamento ótico semelhante, com pico máximo 

em 523 nm, enquanto a rodamina 123 teve pico máximo em 511 nm. A emissão da 

rodamina B, ao contrário dos demais fluoróforos testados, continuou a subir após 540 

nm. 
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Figura 14: Espectrograma de excitação dos corantes purificados e da Rodamina B e 123. Emissão de 

luz a 540 nm.   

 

4.5 Cromatogramas obtidos a partir de CLAE 

 

Acompanhando os dados da literatura de que as rodaminas fossem as 

moléculas responsáveis pela fluorescência presente na caneta Pilot e nas frações dela 

purificadas, resolvemos nos basear em um protocolo de identificação de rodamina B 

por CLAE descrita por Qi e colaboradores (2014). Os corantes 2 (figura 16) e 8 (figura 

17) foram os que aparentavam estar mais purificados. Analisando nossas amostras 

por CLAE (figura 15), foi possível notar um pico maior em 22,5 minutos. Nenhum 

corante apresentou pico nesse tempo de retenção.  

O corante 2 (figura 16) apresenta maior concentração de fluorescência no 

tempo de retenção entre 12,5 e 20 minutos. No cromatograma do extrato bruto, há um 

pequeno pico em 17,5 minutos que pode ser uma substância purificada presente no 

corante 2. O corante 8 foi o que apresentou a melhor purificação, possuindo um pico 

maior próximo a 5 minutos. Um pico próximo a 5 minutos pode ser visto também no 

extrato bruto da caneta pilot (figura 15). 
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A rodamina B (figura 18) apresentou um pico máximo de fluorescência em 25 

minutos, enquanto a rodamina 123 teve o seu pico em 20 minutos. O pico máximo do 

extrato bruto da caneta Pilot está entre os picos da rodamina, o que indica que essas 

moléculas não estão presentes na tinta da caneta analisada. Os corantes purificados 

por coluna cromatográfica também não apresentaram picos em tempo de retenção 

semelhante ao das rodaminas testadas. 

Figura 15: Perfil Cromatográfico da amostra bruta em etanol da caneta Pilot. Coluna hidrofóbica 

modelo Shimadzu C18 Shim-Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna: 4,6x250 mm, tamanho de 

partícula: 5µm. A linha contínua rosa é referente a absorbância do espectro em 480 nm e a linha 

contínua preta é referente a absorbância do espectro em 550 nm.  
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Figura 16: Análise por CLAE do corante 2 purificado em coluna cromatográfica. Coluna hidrofóbica 

modelo Shimadzu C18 Shim-Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna: 4,6x250 mm, tamanho de 

partícula: 5µm. A linha contínua rosa é referente a absorbância do espectro em 480 nm e a linha 

contínua preta é referente a absorbância do espectro em 550 nm. 
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Figura 17: Análise por CLAE do corante 8 purificado em coluna cromatográfica. Coluna 

hidrofóbica modelo Shimadzu C18 Shim-Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna: 4,6x250 mm, 

tamanho de partícula: 5µm. A linha contínua rosa é referente a absorbância do espectro em 480 nm e 

a linha contínua preta é referente a absorbância do espectro em 550 nm. 
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Figura 18: Análise por CLAE da rodamina B. Coluna hidrofóbica modelo Shimadzu C18 Shim-

Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna: 4,6x250 mm, tamanho de partícula: 5µm. A linha 

contínua rosa é referente a absorbância do espectro em 480 nm e a linha contínua preta é referente a 

absorbância do espectro em 550 nm. 
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Figura 19: Análise por CLAE da rodamina B. Coluna hidrofóbica modelo Shimadzu C18 Shim-

Pack Prep-ODS(H)KIT. Dimensões da coluna: 4,6x250 mm, tamanho de partícula: 5µm. A linha 

contínua rosa é referente a absorbância do espectro em 480 nm e a linha contínua preta é referente a 

absorbância do espectro em 550 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6 Eletroforese 

 

A eletroforese em gel de agarose dos fluoróforos purificados mostrou que os 

mesmos possuem carga líquida positiva nas condições experimentais em que foram 

testados. Segundo Johnson e colaboradores (1981), a rodamina 123 possui carga 

positiva e a rodamina B é neutra em pH fisiológico. A rodamina B, apesar de sua 

neutralidade, migrou pelo gel por uma curta distância em direção ao pólo negativo. Na 

linha horizontal dessa molécula há a concentração de outras moléculas fluorescentes 

em todas as amostras provenientes da caneta, mas que apresentam fluorescência 

diferente, com exceção do corante 2 e 3. Como a técnica de eletroforese separa 

moléculas por carga e peso molecular (Brammer, 2001), é possível afirmar que há 

moléculas fluorescentes com tais características semelhantes à da rodamina B. A 

rodamina 123, no entanto, migrou mais que todas as substâncias, indicando que 

provavelmente essa molécula e outras de mesma carga e peso molecular não estão 
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presentes na amostra bruta e nos corantes purificados da caneta. Além disso, a 

amostra bruta possui um padrão de bandas de fluorescência parecido com os 

corantes 7,8 e 9, o que não significa que a purificação não ocorreu, pois segundo 

Chen (2007), as tintas de canetas de uso comum podem conter diversas substâncias. 

Por isso, a concentração de tais moléculas pode ter sido diminuída ou zerada durante 

a purificação em coluna cromatográfica. 

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose com os corantes 2,3,7,8,9 (representados por seus 

números correspondentes); Rodamina 123 (A); Rodamina B (B); Extrato bruto da caneta Pilot (C). A 

linha contínua vermelha determina os limites do gel de agarose para melhor visualização da imagem. 

Os sinais em cinza determinam a carga submetida pela eletroforese sobre as amostras. A flecha em 

azul aponta a localização dos poços nos quais foram introduzidos os corantes. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

A partir deste trabalho, concluímos os seguintes pontos: 

 

 Os cromatogramas de CLAE, as análises por TLC e a eletroforese indicaram 

que nenhuma molécula foi isolada durante a purificação em coluna 

cromatográfica. Não foi possível concluir o grau de pureza do corante a partir 

do perfil cromatográfico obtido por CLAE. Por isso, tanto a purificação por 

coluna quanto a análise por CLAE devem ser ajustadas para melhores 

resultados; 

 

 Os corantes fluorescentes purificados por cromatografia possuem carga 

positiva a partir do teste em eletroforese. Esse resultado é favorável no sentido 

de que várias biomoléculas frequentemente utilizadas na biotecnologia 

apresentam carga negativa, como proteínas, ácidos nucleicos e células vivas. 

Portanto, os corantes purificados podem possuir atração eletrostática com 

essas biomoléculas e servir como um marcador, o que deve ser testado 

futuramente; 

 

 As análises por CLAE indicaram que as rodaminas 123 e B não estão 

presentes na caneta Pilot, porém os picos gerados pelo fluorímetro podem ser 

um indicativo de que a rodamina 6G faça parte da composição dos corantes 

purificados. Esse dado pode ser utilizado em análises forenses para detectar 

falsificações de documentos que utilizem a caneta vermelha Pilot BP-1 INOX 

1.0 (Brasil); 

 

 Uma futura análise por CLAE deve ser feita usando a rodamina 6G como 

controle; 

 

 O método descrito neste trabalho mostrou que é possível separar compostos 

fluorescentes de uma amostra apenas com uma coluna cromatográfica, um 

TLC e um transiluminador. Esse método pode ser adaptado para purificar e 
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prospectar compostos fluorescentes de extratos de materiais biológicos. Os 

vegetais, por exemplo, são conhecidos por possuírem diversos compostos 

secundários, alguns deles que somente são produzidos em condições 

ambientais específicas e que podem ainda não ser conhecidos. Assim, novas 

moléculas fluorescentes podem ser purificadas e analisadas para a aplicação 

na biotecnologia. 

 

 Os fluoróforos purificados apresentaram comportamentos óticos muito 

semelhantes, se deslocaram de forma parecida no TLC e apresentaram o 

mesmo pico na análise por CLAE (entre 2,5 e 5 min). Entretanto, a purificação 

por coluna cromatográfica separou os compostos fluorescentes em duas faixas 

principais, que se moveram pela coluna de forma muito divergente. Por isso, 

essas substâncias podem ser iguais ou serem derivadas de uma mesma 

molécula, talvez com alguma alteração de radical.  
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