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Resumo

As espécies reativas de oxigénio e azoto sdo moléculas, iBes ou radicais
responsaveis pelo regulamento dos processos bioldgicos, assim como estdo associados
ao aparecimento e desenvolvimento de muitas patologias e em Ultima analise pelo
envelhecimento e morte dos préprios seres vivos. Dispor de ferramentas analiticas que
permitam detetar e quantificar é de importancia fundamental para o progresso de
inUmeras areas relacionadas com a quimica que acontece nos sistemas biolégicos. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver sistemas sensores para espécies reativas de

oxigénio e azoto, desde o sensor quimico até a parte instrumental.

Foram desenvolvidos varios componentes e equipamentos analiticos que foram
usados nos trabalhos cientificos ao longo desta Tese. Usaram-se LEDs como fonte de
radiacdo para a fluorescéncia, para tal construiu-se uma fonte de alimentagéo elétrica
regulavel para os LEDs. Os LEDs iluminavam diretamente a amostra ou estavam num
suporte que permitia um bom acoplamento de radiacdo a uma fibra ética. Por sua vez a
fibra dtica conduzia a radiagéo para o suporte da mostragem ou, mais simplesmente, a
sua extremidade era o suporte do sensor quimico. Usam-se vérias configuracdes
geométricas de modo a otimizar a detecéo da radiagdo luminosa. A radiagdo emitida por
fluorescéncia ou quimiluminescéncia era recolhida, também, por fibras 6ticas e guiadas
para os respetivos detetores. Para melhorar o desempenho destes componentes, estes
foram construidos em contentores de policloreto de vinilo preto de modo a garantir a
menor interferéncia de radiacdo externa ao processo e o local de amostragem, quer de

excitacdo quer da emissao de radiacao, era espelhado.

Desenvolveu-se um sistema sensor para peréxido de hidrogénio com base em
luminol, o qual foi imobilizado em nanoestruturas de silica sintetizadas por um processo
de Sol-Gel e detetado a quimioluminescéncia de um modo remoto. A suspensao aquosa
destas particulas, com dimensdes inferiores a 500 nm, responde proporcionalmente a
concentracdo de perdxido de hidrogénio entre 0,05 a 2 milimolar e tem um limite de
detecdo de 1 micromolar. Provou-se ser possivel incorporar luminol em matrizes de Sol-

gel, podendo estas serem facilmente imobilizadas sobre a extremidade da fibra ética e
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monitorizar por quimioluminescéncia espécies reativas de oxigénio e azoto por sondas

oticas remotas.

Sintetizou-se com éxito um novo sensor seletivo para o 6xido nitrico — a
fluoresceinamina reduzida. O 6xido nitrico oxida seletivamente a fluoresceinamina
reduzida conferindo-lhe novamente fluorescéncia e esta resposta € linear de
10 a 750 micromolar com um limite de detecdo de 1 micromolar de Oxido nitrico. O
sistema sensor quimico/equipamento é simples e bastante econémico, mais uma vez,
usou-se fibras Gticas para conduzir a radiacdo entre os diferentes componentes do
equipamento, logo, a fluoresceinamina desenvolve fluorescéncia suficiente para poder-

se pensar huma detecao remota.

Otimizou-se varios processos de sintese de nanoparticulas semicondutores
cristalinas bimetalicos (quantum dots), nomeadamente de cadmio/teltrio estabilizados
com acido mercaptossuccinico, cadmio/teltrio estabilizados com acido mercaptoacético,
cadmio/tellrio estabilizados com acido 3-mercaptopropionico e cadmio/selénio
estabilizados com &cido 3-mercaptopropidnico e nanoparticulas de cadmio/teltrio
recobertas com cadmio/enxofre estabilizadas com glutationa. No entanto, ndo se
conseguiu nenhum resultado seletivo a nenhuma espécie reativa de oxigénio ou azoto,
visto estes serem oxidantes e a presenca de oxidantes extingue a fluorescéncia dos
quantum dots. Experimentou-se varias estratégias de sintese com outros
estabilizadores, diferentes técnicas de recobrimento e, finalmente, funcionalizagdo das
nanoparticulas, mas nunca com resultados positivos. No entanto, os quantum dots, dos
quais se otimizou a sintese, apresentam um elevado rendimento quantico, logo

excelentes candidatos para sensores fluorescentes

Descobriu-se que a lactose modificada é fluorescente e responde seletivamente
a presenca do iao hipoclorito por extingdo da fluorescéncia. Embora a caracterizacédo
das estruturas em que a lactose se transforma ainda esteja em investigacéo, a lactose
modificada diminui a fluorescéncia linearmente de 0,04 a 25 milimolar em funcdo do
logaritmo do inverso da concentracdo do anido hipoclorito com um limite de detecao de
13 micromolar. A lactose modificada € um sensor econémico e, principalmente e ao
contrario das nanoestruturas de cadmio, tellrio e selénio, ndo apresenta toxidade, por

iSso € um sensor com potencial analitico para andlises in vivo.
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Abstract

The reactive species of oxygen and nitrogen are molecules, ions or radicals
responsible for the regulation of biological processes and also are associated with the
arising and development of many pathologies and ultimately by the aging and death of living
beings themselves. Have analytical tools that allow detect and quantify is crucial for the
progress of many areas related to chemistry that occurs in biological systems. This study
aim was to develop sensor systems for reactive species of oxygen and nitrogen since the
chemistry sensor to the equipment devices.

Along this thesis were used in scientific works developments of some devices and
analytical equipment. LEDs are used as light source for fluorescence to this we constructed
an adjustable power source. LEDs were directly illuminating the sample or were in a
backing that allowed a good coupling of radiation to an optical fiber. By other way, fiber
optic conducted light to the holder or simply to fiber end where is the chemical sensor. Were
used various geometric configurations in order to optimize the detection of light. The light
emitted by fluorescence or chemiluminescence was collected also by optical fibers and
guided to the respective detectors. To Improve the performance of these components,
these containers were constructed of black polyvinyl chloride to ensure the least
interference from external light to the process and the sampling site was mirrored either in

the excitation or emission spot.

It was developed a sensor system for hydrogen peroxide based on luminol, which
was immobilized in nanostructures synthesized silica by a sol-gel process and the
chemiluminescence detected in a remote mode. The aqueous suspension of these
particles, with dimensions below 500 nm, responds proportionally to the concentration of
hydrogen peroxide from 0,05 to 2 millimolar and has a detection limit of 1 micromolar. It was
proved that is possible to incorporate luminol in sol-gel matrices, which may be easily
immobilized on the end of the fiber optic and monitor by chemiluminescence reactive

species of oxygen and nitrogen by optical remote probes.
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Was synthesized successfully a new selective sensor for nitric oxide - reduced
fluoresceinamine. Nitric oxide selectively oxidizes the reduced fluoresceinamine giving it
again this fluorescence and at this response is linear between 10-750 micromolar with a
detection limit of 1 micromolar of nitric oxide. The system of chemical sensor and
equipment is quite simple and economical, yet again, optical fibers was used to conduct
light between different equipment components. fluoresceinamine develops enough

fluorescence to be used in a remote sensing.

Various processes were optimized for the bimetallic crystalline semiconductor
nanoparticles (quantum dots) synthesis, in particular cadmium/tellurium stabilized with
mercaptosuccinic acid, cadmium/tellurium stabilized with mercaptoacetic acid,
cadmium/tellurium stabilized with 3-mercaptopropionic acid and cadmium/selenium
stabilized with 3-mercaptopropionic acid and nanoparticles of cadmium/tellurium coated
with cadmium/sulfur stabilized with glutathione. However, none of quantum dots reacted
selectively with any reactive species of oxygen and nitrogen, since these oxidize by
guenching fluorescence. We experimented several synthetic strategies with other
stabilizers, different techniques of coating and, finally, the functionalization of the
nanoparticles, never with positive results. However, the optimized quantum dots, have a

high quantum yield, so it still are excellent candidates for fluorescent sensors.

It was found that modified lactose is fluorescent and selectively responds to the
presence of hypochlorite ion by quenching of fluorescence. Although the characterization
of the structures in which the lactose is transformed is still under investigation, modified
lactose decreases fluorescence linearly from 0.04 to 25 millimolar against the logarithm
of the inverse of the concentration of hypochlorite anion with a detection limit of
13 micromolar. The modified lactose is an economic sensor and especially unlike
nanostructures and cadmium, tellurium and selenium, shows no toxicity and therefore is

a potential sensor for analytical analysis in vivo.

Keyword

Reactive Oxygen Species, Reactive Nitrogen Species, Chemiluminescence,
Fluorescence, Chemical Sensor; Luminol; Reduced Fluoresceinamine; Modified Lactose;
Nanomaterials; Quantum Dots; Miniaturization; Optical Fibers.
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1.Espécies reativas de oxigenio e azoto

“O holocausto do oxigénio foi uma crise de poluicao a nivel mundial

ocorrida ha cerca de dois bilides de anos. [...]

O aparecimento da fotossintese utilizadora de oxigénio e o meio
ambiente rico nesse gas originado pelos processos fotossintéticos puseram
a prova o engenho dos micrébios, [...] apanhados nas novas condi¢des de
vida responderam-lhes inventando diversos dispositivos intracelulares e
agentes eliminadores de substancias téxicas, tirando partido, mais tarde, do

perigoso poluente.

[...] criou um dinamo utilizador do oxigénio que modificou para

sempre a vida e os locais onde ela existe.”

Lynn Margulis e Dorion Sagan [1]
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1.1. Introducéo

Ha cerca de 2 mil milhdes de anos os seres vivos iniciaram uma revolugdo no
modo de adquirir energia, alguns substituiram os processos de respiracdo anaerébio,
por exemplo, a fermentagcdo, pelo aerébio. Esta mudanga est4d intimamente
relacionada com a eficacia do processo, por exemplo, a fermentacdo da glucose
origina 2 moléculas de adenosina trifosfato enquanto na respiracdo aerdbia da mesma

glucose obtém-se um saldo positivo de 38 dessas moléculas energéticas.

H& cerca de mil e seiscentos milhdes de anos os seres vivos fotossintéticos
tornaram a atmosfera do nosso planeta oxidante. O oxigénio é responsavel pela
oxidacdo dos metais e matéria organica e € toxico para os seres vivos anaerébios. No
entanto, 0s organismos que realizam a respiracao aerdbia passaram a ter uma enorme
vantagem evolutiva devido a independéncia das fontes de energia e ao excesso de
energia disponivel para outras atividades bioldgicas, culminando na tomada de

consciéncia da matéria sobre si mesma, do pensamento abstrato e das artes.

O processo quimico da oxidacdo dos alimentos resulta de um complexo
sistema de reacgbes quimicas interligadas, denominada de cadeia respiratoria. Este
processo que ocorre ao nivel celular na mitocondria, tem como Ultimo aceitador de
eletrdes o oxigenio. Ao longo deste processo formam-se diversas espécies quimicas
que tém em comum a elevada reatividade, uma vez que possuem pelo menos um
eletrdo desemparelhado [2]. Estes intermediarios quimicos muito reativos denominam-
se genericamente de espécies reativas de oxigénio. A evolucdo favoreceu os seres
vivos que incorporaram estes intermediarios num grande numero de processos
biol6gicos e a sua presencga/quantidade relativa existente nas células, tornaram-se tao

importantes que dita 0 sucesso ou a morte do ser vivo [3].

Embora o oxigénio molecular possa ser considerado como nao reativo, a sua
reducdo univalente leva a formacédo de espécies com eletres desemparelhados na
camada de valéncia, ou seja, espécies quimicas reativas com atomos de oxigénio na
sua composicdo [4,5]. Algumas das espécies mais estudadas sdo o radical

superoxido, o peroxido de hidrogénio, o oxigénio singleto e o radical hidroxilo. Estas
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espécies sdo produzidas continuamente nos tecidos biologicos (Fig.1.1), por exemplo
o radical hidroxilo pode ser produzido por duas vias: por cisdo homolitica da molécula
peréxido de hidrogénio por acéo da radiagdo ultravioleta e visivel na superficie da pele
ou, de uma forma mais quantitativa, pela reducdo do dioxigénio a superédxido, que
sofre uma primeira protonacdo a hidroperoxilo e uma segunda a perdéxido de
hidrogénio. Posteriormente ocorre a consequente cisdo homolitica que resulta na

formacé&o do radical hidroxilo [6].

*

O — > o ————> H0, ———> OH

Figura 1.1 - Geragcdo de espécies reativas de oxigénio na membrana interna mitocondrial. O oxigénio é
convertido em superéxido através da xantina oxidase, do complexo | (NADH-ibiquinona oxirredutase), do
complexo Ill (ubiquinol-citocromo c oxirredutase) ou outra enzima celular. Este por sua vez pode ser
convertido, através da peroxidase desmutase, em peréxido de hidrogénio que pode dar origem ao ido hidroxilo
pela acdo de enzimas hidroliases com centros ferro-enxofre como a aconitase. Adaptado de [7-8].

Nem todas as espécies reativas existentes nas células sdo estritamente de
oxigenio, de facto algumas contém também azoto na sua composicdo — espécies
reativas de azoto. A semelhanca das espécies reativas de oxigénio, estas espécies
tém a capacidade de se difundir livremente nos sistemas de membrana celular, sédo
sintetizados a partir do aminoacido L-Arginina, por uma familia especifica de 6xido
nitrico sintetase. O seu tempo de semi-vida € muito curto, podendo, na presenca de
oxigénio, formar o diéxido de azoto, ser oxidado a nitrito ou, por reacdo com 0 grupo
heme da hemoglobina, a nitrato. Assim sendo, uma das formas mais populares de

monitorizacdo do 6xido nitrico in vivo é através da quantificacdo destas espécies [9].

Desde a sua descoberta, a algumas décadas atras, como um subproduto que
promove o relaxamento do musculo vascular quando se liga e ativa a guanilil ciclase
solivel [10-12], o o6xido nitrico tem vindo a ser identificado como mensageiro
secundario (atua sobre uma determinada célula alvo sem que tenha sido introduzido
nela) em varios eventos fisiologicos. De facto, ja foi indicado como: neurotransmissor
[13], participante no sistema imunitario do hospedeiro [14] e como espécie
intimamente relacionado com patologias como a isquemia (causar disfungéo eréctil,
torpor das extremidades, retinopatia diabética ou acidentes vasculares), inflamacéo,
cancro e neurodegeneracdo [15]. Adicionalmente, h& evidéncias que os produtos da

sua oxidacao, como o dioxido de azoto, o trioxido de diazoto, o peroxinitrito, o nitrito e
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0 nitrato, desempenham um papel importante quer nos processos fisiolégicos, quer
Nos processos patogénicos [15-18].

A producado destas espécies reativas de oxigénio e azoto pode ser entendida
COMO um processo que apresenta vantagens ou desvantagens para o ser vivo. Um
dos poucos exemplos que s6 apresenta vantagens é o uso destes radicais pelos
fagOcitos para matarem outras bactérias [9]. Qualgquer mecanismo que envolva
espécies reativas de oxigénio apresenta sempre, ao longo das suas reacfes em
cascata, algum intermediario com efeitos prejudiciais. Em dltima andlise, a
consequéncia da geragdo de espécies reativas de oxigénio durante o metabolismo
celular, é responsavel pela morte da propria célula. Recentemente, alguns
investigadores propuseram que, a semelhanca das espécies reativas de azoto,
também as de oxigénio podem funcionar como mensageiros secundarios,
desempenhando um importante papel nas trocas de informacdo na célula [2]. Neste
sentido, verificam-se que estdo diretamente relacionadas com os sistemas de detecéo
de oxigénio, tais como células de corpo carotideo, quimiorrecetores nas células
musculares lisas das artérias pulmonares e células produtoras de eritropoietina e
desempenham um papel fundamental no controlo homeostatico, uma vez que as
espécies reativas de oxigénio sdo responsaveis por manter os niveis de oxigénio em

organismos multicelulares em situagdes de hipoxia [9].

Atualmente s&o inUmeras as espécies reativas ja identificadas (Tab.1.1), sendo
gue o acido hipocloroso, o peréxido de hidrogénio, os perdxidos organicos, os aldeidos
€ 0 0zono Sdo as espécies que se encontram em concentragcdes mais elevadas no

interior das células [19].

As espécies reativas desempenham um papel importante nos seres vivos,
deste modo, identificar e quantificar estes intermediarios em tempo real e in vivo, é
uma tarefa para a qual se tem desprendido bastante atenc&o e esfor¢co. Nos ultimos
anos tém vindo a ser realizadas varias pesquisas, no sentido de compreender melhor
0S mecanismos quimicos e bioquimicos em que estas espécies participam, de forma a
desenvolver novos sensores e/ou biossensores [6,9,20,21]. De seguida efetuar-se-a
uma visdo geral sobre o papel biolégico das espécies reativas, juntamente com o

desenvolvimento recente dos sensores luminescentes para a sua detecgéo.
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Tabela 1.1 — Resumo das mais vulgares espécies reativas de oxigénio e azoto, agrupadas em radicais e ndo

radicais. Adaptado de [19].

Espécie Reativa de Azoto

Espécie Reativa de Oxigénio
Radicais Nao radicais Radicais Nao radicais
0zono 6xido nitrico Peroxinitrito

superéxido
diéxido de azoto acido peroxinitroso

singleto oxigénio

hidroxilo
peroxilo peréxido de hidrogénio alquilo peroxinitrito
alquoxilo acido hipocloroso anido nitroxilo
hidroperoxilo catido nitroxilo
carbonato anido nitrénio
acido nitroso

trioxido de diazoto
tetréxido de diazoto

cloreto de nitrénio
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1.2. Funcéo das espécies reativas de oxigénio nos seres

VIVOS

1.2.1. Toxidade das espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sdo derivadas do oxigénio molecular,
originadas ao longo do metabolismo da producdo de energia e/ou durante os
processos de defesa de infecdes nas células e tecidos. Os seus maleficios estdo
largamente documentados em revistas cientificas [22-26] e 0 seu modo de atuar pode
ser direto, oxidacdo de um qualquer substrato, ou indireto através dos produtos destes
intermediarios com outras substancias existentes nas células. A teoria da toxidade das
espécies reativas de oxigénio [5] sugere que estas espécies estdo diretamente
relacionadas com inumeras doengas, desde infe¢des, inflamagbes, cancro e doencas
relacionadas com estilos de vida, passando pelas doencas metabdlicas como
arteriosclerose ou diabetes millitus, até as doengas neurolégicas como a doenca de
Alzheimer. No entanto, a simples presenca destas espécies nao podera ser o Unico
responsavel pelo desenvolvimento destas patologias, uma vez que a simples
aplicacdo de agentes antioxidantes na prevencgéo e tratamento destas doencas ainda
ndo alcancou resultados satisfatérios. Assim sendo, a complexidade das interacfes
nado se limita a capacidade oxidante das espécies reativas de oxigénio, pelo que ha

ainda um longo percurso a percorrer na compreensao destes mecanismos.

Todas as espécies reativas produzidas pelos organismos sdo rapidamente
desintoxicadas e eliminadas por uma vasta variedade de moléculas biol6gicas, o que
implica que a sua concentracdo seja mantida num baixo nivel [27]. O radical hidroxilo
s6 sobrevive 10™'° segundos em sistemas bioldgicos, o alquoxilo existe durante 10°
segundos e, genericamente, 0os peroxidos organicos tem um tempo de semi-vida
inferior a 20 segundos, adicionalmente sdo espécies extremamente mdveis, com
coeficientes de difusividade na ordem dos 10" a 10° m™s™ [28]. No entanto, a ac&o do

meio exterior, por exemplo o efeito das radiagbes, a presenca de drogas, oscilacdes
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muito bruscas de temperatura, do valor de pH, da temperatura, da pressdo osmotica,
da concentracdo do oxigénio e nutrientes, pode provocar um incremento na producao
das espécies reativas de oxigénio para valores superiores as exigéncias fisiol6gicas,
resultando, assim, no stress oxidativo [27, 29-31].

Apoés a sintese biologica das espécies reativas de oxigénio e azoto, estas
reagem em cascata e podem originar inumeros intermediarios até a formacao de
espécies nao reativas, que se considera o fim da reagcdo. A grande reatividade é,
normalmente, vista como sendo prejudicial. Um exemplo bem descrito é a reatividade
do radical hidroxilo sobre os lipidos, cuja reacdo em cadeia altera inicialmente a fluidez
das membranas e depois conduz a sua destruicdo [9]. Este tipo de reagbes cruzadas
intra e intermoleculares também se pode observar no efeito do radical hidroxilo sobre
as cadeias de &cidos nucleicos, impedindo assim que se proceda a reparagao,
replicacdo e/ou transcricdo do DNA e RNA [32]. Muitas vezes o radical hidroxilo é
como uma “molécula fantasma”, o seu efeito sobre os tecidos é bastante visivel, no
entanto ndo é facil a sua detecdo e quantificagdo quando a reagdo esta a ocorrer,
Como tal, a pesquisa por métodos bioanaliticos flexiveis para a dete¢cdo destas

espécies ainda € um campo em franco crescimento [6, 9].

As espécies reativas de oxigénio podem ser geradas em condi¢des bioldgicas,
devido a uma resposta a um interferente toxico ou como um subproduto do oxigénio,
através do uso de enzimas, tais como as da cadeia respiratoria mitocondrial, as da via
metabdlica do acido araquiddnico, a superfamilia do citocromo P450, a glucose
oxidase, as aminodcidos oxidases, a xantina oxidase, a NADH/NADPH oxidase ou a
oxido nitrico oxidase [33-34]. Em condi¢Bes normais, a quantidade em excesso destas
espécies € regulado endogenamente pelo sistema de defesa antioxidante como a
superdxido dismutase, a glutationa peroxidase, a catalase, as peroxirredoxinas
(peroxidases hemicas), a tiorredoxina, ou via exdgena através dos alimentos como
micronutrientes e vitaminas [2, 35-36]. De facto, quando as concentracdes destas
espécies se encontram em valores moderados/baixos, as células tém mecanismos
eficazes para estabelecer um novo equilibrio de oxidacdo-redugcdo. No entanto,
quando a producdo das espécies reativas de oxigénio excede a capacidade
antioxidante inicia-se uma série de reac¢des do stress oxidativo, ou seja, o efeito das
espécies reativas € fundamentalmente uma questdo de quantidade relativa, como tal,
existe uma concentracdo a partir da qual comegam-se a manifestar problemas tais

como proliferacao, diferenciacdo, senescéncia, autofagia, apoptose e necrose [37-41].

As funcdes das proteinas celulares sao inevitavelmente modeladas pelo

potencial de oxidacdo-reducdo da célula, isto é, a conformacdo das proteinas é uma
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forma de sinalizacdo da concentracdo das espécies reativas de oxigénio e do stress
oxidativo [2]. No entanto, o mecanismo através do qual ocorre esta modulacdo das
proteinas, em vez da sua destrui¢cdo, ainda ndo se encontra totalmente esclarecido.
Efetivamente, o aumento da concentracdo destas espécies desencadeia processos
como a inativacdo ou modificacdo estrutural de proteinas, bem como outras
macromoléculas celulares, iniciando-se assim o processo de degeneragdo. Este

processo aumenta quanto maior for a concentracdo das espécies reativas de oxigénio.

A toxicidade inerente as espécies reativas de oxigénio tem vindo a ser
amplamente estudada. Recentemente alguns estudos tém provado que estas mesmas
moléculas atuam como sinalizadores bioldgicos. Este paradoxo estd subjacente aos
seres Vvivos e entender 0s seus mecanismos € perceber o modo como mantém a sua
integridade biolégica e consequentemente o seu envelhecimento. Conhecer as varias
vias que regulam as espécies reativas de oxigénio é perceber a sua toxidade e a
importancia de como controlam todo o processo biol6gico. Controlar as suas
concentracdes é poder atuar nos seus mecanismos para mitigar os efeitos nefastos na

saude, especificamente, dos seres humanos.

1.2.2. Mecanismos biolégicos para a detecdo das

especies reativas de oxigénio

A importancia das espécies reativas de oxigénio e da necessidade de uma
melhor compreensdo dos mecanismos pelos quais estas espécies sao produzidas,
levou a um recente aumento na pesquisa de sensores ou biossensores para os detetar
e/ou quantificar. No entanto, a maioria dos sensores descritos sdo adequados para a
detecdo in vitro e apenas fornecem alguma informacao util em estudos in vivo. Deste
modo, € premente o desenvolvimento de sensores de forma a compreender melhor o
papel desempenhado pelas espécies reativas de oxigénio quer nas vias metabdlicas;

guer nos processos patoldgicos [9].

Muitos dos métodos de determinacdo e quantificacdo de espécies reativas de
oxigénio sao feitos, ndo diretamente sobre a espécie mas sobre um qualquer
interveniente do seu mecanismo, por exemplo a dete¢cdo eletroquimica do hidroxilo
durante a oxidacdo lipidica [42]. Para tal, o conhecimento do mecanismo global é

fulcral para o desenvolvimento dos referidos sensores. Ao longo dos ultimos anos tém
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sido desenvolvidos alguns captadores especificos de espécies reativas de oxigénio em
organelos e indicadores de potencial de oxidacdo-reducdo de proteinas, o que tem
permitido visualizar de uma forma precisa as mudancas espago-temporais do potencial
de oxidacdo-reducdo no interior de células e mesmo de animais. Estes avancgos
permitiram obter informacdo dos locais ou células responsaveis pelas varias
sinalizacBes celulares e outros eventos biologicos, que eram inacessiveis até entédo
[43-45]. De facto, a informacéo que se pode obter é preciosa, particularmente na area
das doencas relacionadas com o desenvolvimento do stress oxidativo, como o cancro,
a sindrome metabdlico ou lesGes neurodegenerativas. No entanto, a aplicagdo destas
técnicas em tecidos vivos € ainda limitada, pelo que a evolugédo destas metodologias

analiticas sao fundamentais.

s

Uma das grandes dificuldades no estudo quantitativo é a instabilidade da
concentracdo das espécies reativas de oxigénio, tanto em condi¢des fisiologicas como
patologicas, o que leva a que seja dificil estabelecer uma correlagdo entre a
concentracdo das mesmas e dos seus mecanismos subjacentes. Muito trabalho de
pesquisa esta a ser realizado com biossensores no intuito de melhor compreender os
seus mecanismos e possiveis correlacées. Os biossensores mais comuns, para
detecdo de espécies reativas de oxigénio, sdo proteinas e isto deve-se,
essencialmente, ao conhecimento ja adquirido de alguns mecanismos nos quais estas
proteinas participam (Fig.1.2). Este tipo de sensores atua de acordo com o método de
detecao oxidacdo-reducdo e embora ja sejam objeto de estudo ha algum tempo, ainda
nao existe uma definicdo clara e consensual [27]. Genericamente usa-se uma proteina
juntamente com uma pequena molécula, ou ido, que reagem especificamente com a
espécie reativa de oxigénio, que por sua vez regularia a atividade de uma proteina,
uma sinalizag&o celular, uma transcricdo de genes ou qualquer outro processo celular
[46-48]. As moléculas que convertem a mudanca do potencial de oxidacao-reducao
numa alteragcéo da atividade da proteina tém de possuir uma base molecular que lhes
permita efetuar reacdes reversiveis. As proteinas que possuem aminoacidos
essenciais, tais como a cisteina, a metionina e a selenocisteina, podem sofrer reacdes
reversiveis em condi¢cbes bioldgicas [49], pelo que sdo as mais usadas para o
desenvolvimento deste tipo de biossensores. O aminoacido cisteina € um dos mais
abundantes e a maioria das proteinas tem cisteina e metionina na sua estrutura de
base, o que torna ambos os aminoacidos muito relevantes na detecdo das espécies
reativas de oxigénio. Quando um residuo de cisteina deteta uma alteracdo no
potencial de oxidacdo reducdo do meio, altera a conformacao da proteina e isto pode

refletir-se num sinal para 0 meio ambiente [50]. Logo, a maioria dos sistemas de
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detecdo de espécies reativas de oxigénio, baseiam-se na ativacao ou desativacdo de
proteinas reguladas pelo potencial de oxidacdo redugéo, que encontra na cisteina o
bloco principal, uma espécie de interruptor com o seu grupo tiol a responder ao
potencial de oxidag&o reducéao do meio (Fig.1.3).

€

SH — HS I L
HS

.

Figura 1.2 - Espécies reativas de oxigénio podem afetar as funcdes das proteinas. Exemplo de trés

mecanismos (de cima para baixo): oxidacdo direta dos grupos ti6is do aminoacido, por exemplo cisteina, e
consequente alteracdo da forma/funcéo da proteina; modificagcdo da proteina por oxidagéo de partes proteicas

com consequente dissociagéo; por fim ativagdo/desativagédo enzimatica por fosforilagao.

oxidag Ao

oxidag a0
5

_— _— —_—
peraxido de hidrogénio fosforilagéo detegao
dxido nitrico acetilagao
uhiguitinagao

Figura 1.3 - Representacdo do modo de detegdo de espécies reativas de oxigénio ou de azoto por alteragédo das

SH

O~
o

proteinas. Adaptado de [27].
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Um exemplo claro desse mecanismo € a detecdo de espécies reativas de
oxigénio com proteinas de mamiferos. Visto que o0s grupos tidis sdo facilmente
oxidados pelas espécies reativas de oxigénio e podem sofrer oxidacdo a acido
sulfénico, sulfinico e sulfénico, pontes dissulfureto e nitrotidis [51]. Normalmente a
reacdo da-se por etapas, iniciando-se com o grupo sulfureto da cisteina a ser oxidado
a acido sulfénico, altamente instavel, para terminar na formacao de ligacdes dissulfito,
significativamente mais estaveis [52, 53]. No entanto, estas ligacbes podem ser
novamente reduzidas a tidis, pelos redutores existentes no meio celular [54]. A
formacdo das ligagdes dissulfito € responsavel pela conformacdo quaternéria das
proteinas, pelo que se encontra relacionada com o aumento da rigidez da proteina e a

diminuicdo da atividade quimica dos centros ativos.

De facto, apesar do enorme esforco colocado na investigacdo dos sensores
para espécies reativas de oxigénio, ha ainda um longo percurso a percorrer para
esclarecer e aprofundar o conhecimento do seu mecanismo quimico/bioquimico, bem
como a alteragdo das conformacdes das proteinas, que ocorre quando estas sdo
usadas como indicadores de potencial de oxidacao-reducao [27]. Assim sendo, devem
ser efetuados mais estudos nesse sentido explorando, por exemplo, técnicas de
espetroscopia de massa e cristalografia, para monitorizar a evolugdo in vivo em
células e/ou tecidos das espécies reativas de oxigénio, de forma a compreender

algumas patologias associadas.

1.2.3. Espécies reativas de oxigénio como sinalizadores

intercelulares

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas biologicamente relevantes, que
desempenham um importante papel nos seres vivos. Estdo associadas a fendmenos
como apoptose ou outros efeitos toxicos e, mais recentemente, tém sido indicadas
como espécies sinalizadoras em células e tecidos [55]. Esta funcdo sinalizadora das
espécies reativas de oxigénio tem sido revestida de alguma controvérsia, uma vez que
para desempenhar este papel de sinalizador molecular é necessario um grande grau
de especificidade. No entanto, as espécies reativas sdo por natureza o oposto, sédo

espécies com elevada reatividade e portanto tém tendéncia a reagir
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indiferenciadamente. Deste modo, como pode uma espécie reativa ser suficientemente
especifica para funcionar como molécula de sinalizacdo? A maioria dos processos que
conduzem a uma especificidade quimica requerem o reconhecimento macromolecular
através da complementaridade das formas das respetivas macromoléculas (modelo
classico da bioquimica chave e fechadura). No entanto, as espécies reativas
funcionam de uma forma ligeiramente diferente, o reconhecimento é feito a nivel
atomico, ou seja, participam numa série de rea¢des quimicas especificamente num

determinado atomo da proteina alvo, conferindo-lhe modificagcdes permanentes [56].

O tema das espécies reativas de oxigénio como moléculas sinalizadores tem
vindo a ganhar atengdo da comunidade cientifica, e como prova disso, temos o
aparecimento das varias teorias que se refletem num crescente numero de
publicagbes sobre o assunto [2, 9, 55-56]. Um dos principais temas & o controlo dos
niveis de oxigénio e as suas relagbes com as espécies reativas. A concentracdo de
oxigénio num organismo é muito relevante, uma vez que independentemente de se
encontrar em excesso ou défice pode afetar a sua integridade funcional, bem como a
estrutura e funcdo dos organelos, células, tecidos e érgaos. Um exemplo disso mesmo
€ o fornecimento reduzido de oxigénio (hipdxia) que leva a uma reducéo da glucose e
consequente insuficiéncia de energia nos 6rgaos. Como tal, é crucial manter o
oxigénio numa concentracdo adequada, sendo que, essa hemostasia € conseguida
através de um sistema bastante complexo. Este sistema responde as variagcdes da
pressdo parcial de oxigénio com uma série de reagfes de sinalizacdo em cascata,
usando as espécies reativas de oxigénio como mensageiros secundarios. Para baixos
valores da pressdo parcial de oxigénio (hip6xia), considera-se que o mecanismo é
ainda algo controverso, no entanto, para altos valores da presséo parcial do oxigénio
(norméxia), sabe-se que o mecanismo de sinalizacdo requer hidroxilases ou quinases
e fosfatases. De acordo com a maioria dos estudos j& efetuados, estes mecanismos
incluem sempre enzimas hemo, tais como a NADPH oxidase e diferentes unidades
transportadoras de eletrbes da cadeia de transporte mitocondrial. Duas das principais
questdes destas teorias sdo a alta reatividade e a carga das espécies reativas. Como
tal, radicais, como o0 superdxido, S&0 menos propensos a atuar como mensageiros
secundarios, uma vez que a carga diminui a sua difusividade No entanto, o seu
produto da dismutacéo, o peroxido de hidrogénio, que ndo tem carga, tem uma maior
mobilidade e pode participar em reac¢des de transferéncia de um ou dois eletrbes nas
células. Vulgarmente o peroxido de hidrogénio € degradado no citosol ou nas
mitocéndrias pela acdo da glutationa peroxidase ou catalisado nas peroxisomas, no

entanto, também pode ser degradado, ndo enzimaticamente, a hidroxilo pela acdo do
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catido ferro (Il), reagente de Fenton [57]. Isto € particularmente importante visto que ir&
afetar as ligacdes ferro enxofre principalmente em macromoléculas com residuos de
cisteina. Deste modo, verifica-se que a concentracdo das espécies reativas de
oxigénio tem funcdes de sinalizagdo uma vez que alteram a ativagdo de determinadas
vias especificas e modulam a expressdo dos genes e a conformacdo de proteinas
funcionais (Fig.1.2) [56].

Espécies reativas de oxigénio ndo sdo substancias altamente reativas que
reagem indiferentemente com biomoléculas com um qualquer efeito toxico, sao
essencialmente participantes delicados, com grande reatividade, é certo, e que de um
modo implacavel, controlam, supervisionam e regulam o processo mais elaborado que
conhecemos no universo - a vida. Nos ultimos anos temos assistido ao aparecimento

de inmeros campos das ciéncias da vida dedicados a este tema [58].
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1.3. Sensores e hiossensores in vivo e in vitro

Espécies reativas de oxigénio e azoto desempenham um importante papel nos
meios biolégicos, no entanto, o mecanismo através do qual este processo se
desenrola é pouco conhecido e naturalmente controverso [59]. Como tal, ndo € de
admirar que o namero de publicagbes com novos sensores e/ou biossensores tenha
aumentado exponencialmente nos ultimos anos [9, 27, 59]. O resultado deste
crescente interesse é o desenvolvimento de inimeras moléculas capazes de
responder, através da alteracdo de uma caracteristica mensuravel, a presenca das
espécies reativas de oxigénio e azoto (Fig.1.4). A maioria destas moléculas foram
adaptacdes de moléculas biolégicas com mecanismos de acdo ja conhecidos. A
interacdo entre as espécies reativas e o sensor pode ser através de: uma reacgdo de
oxidagdo redugdo, um mecanismo nao seletivo para as espécies reativas de oxigénio

e azoto, visto estas serem fortes oxidantes, ou uma outra afinidade quimica qualquer.

Figura 1.4 — Representacao da estratégia de detecdo para o peréxido de hidrogénio recorrendo & metodologia
de proteina especifica. Adaptado de [60].
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Neste trabalho da-se particular atencdo aos estudos realizados in vivo
apoiados em técnicas de fluorescéncia, uma técnica nao invasiva e bastante sensivel.
No entanto, ndo é facil criar um sensor para funcionar em condi¢fes citoplasméticas.
De facto, um biossensor para medi¢des in vivo deve ser: solivel em agua, permeavel
a membrana celular, ndo toxico e excitdvel em comprimentos de onda que né&o
causem reacdo quimica nem autofluorescéncia, ou seja, devera ser excitavel acima
dos 450 nm. Adicionalmente devera possuir boas propriedades fotofisicas e
excelentes caracteristicas de detecdo, tal como a seletividade, ser facilmente
capturado pela célula, ter boa difusividade e reversibilidade. Além de tudo isso, deve
responder em tempo real e ter uma qualquer proporcionalidade manuseavel e de facil

utilizacdo com a concentragdo da espécie reativa [21].

1.3.1. Sensores de espécies reativas de azoto

Atualmente sdo varias as estratégias que tém vindo a ser adotadas para
desenvolver sensores bastante sensiveis e seletivos para as espécies reativas de
azoto. O oxido nitrico tem sido um dos analitos mais explorados no interior de células
vivas e através do qual se tem obtido bons resultados [61-62]. Por outro lado, também
tém sido usados sensores baseados em proteinas [63] ou mesmo recorrendo a
tecnologias emergentes como nanotubos [64], no entanto, 0S sensores mais comuns
sdo constituidos por uma molécula organica juntamente com um metal. Embora os
fluoroforos organicos tenham grandes desvantagens para a dete¢do in vivo, como
baixa intensidade de fluorescéncia e fotoestabilidade, inércia quimica ou
fotobranqueamento, 0 seu uso para detetar espécies reativas em células tem sido
amplamente usado e tem-se obtido alguns casos de sucesso [21]. Os sensores
baseados em compostos organicos apresentam a grande vantagem de se poder
quantificar o analito, normalmente por extincdo da fluorescéncia, devido a forte

dependéncia da fluorescéncia com a concentracao.

Um dos primeiros casos de sucesso para espécies reativas de azoto foi o
fluoroforo fluoresceina. Conhecida pelo seu grande rendimento quantico, a
fluoresceina mostrou-se bastante sensivel, no entanto, a intensidade de fluorescéncia
estd muito dependente do valor de pH do meio, bem como, a sua elevada

BN

fotodegradacéo, o que levou a procura de outros fluoréforos organicos. Como tal,
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foram desenvolvidos sensores a base de rodamina [65] ou cianina [66] e, por exemplo,
no caso da cianina foram obtidos avancos significativos na bioimagem do 6xido nitrico
em tecidos vivos. Um outro sensor organico frequentemente usado é a o-
fenilenodiamina e os seus derivados [67]. Tal facto deve-se a existéncia de eletrbes
livres nas diaminas vicinais, o que altera significativamente a energia do grupo
aromatico e uma vez sequestrados, por exemplo, pelo 6xido nitrico, ocorre a extingao
da fluorescéncia da o-fenilenodiamina e dos seus derivados [21]. Alias, esta teoria da
transferéncia de eletrdes fotoinduzidos que extinguem a fluorescéncia de um qualquer
fluoréforo que contenha dois grupos anima consecutivos € relativamente aceite [68],
por exemplo, a molécula vicinal diaminobenzoacridina reage com o 6xido nitrico e é

usada com muito sucesso para mapear os macrofagos [69].

Apesar do facto de alguns fluoréforos organicos serem bons sensores para
espécies reativas de azoto, estas moléculas apresentam o problema de néo reagirem
reversivelmente e de, frequentemente, reagirem de forma indireta com o analito [21].
Alternativamente existem 0s sensores compostos por uma molécula organica e um
metal. Estes possuem a vantagem de reagir diretamente com o analito, através de um
processo de oxidacdo-reducdo entre a espécie reativa e o catido metalico que por sua
vez condiciona a fluorescéncia da molécula. Uma outra vantagem desta classe de
sensores € a capacidade de reagir reversivelmente. Ao longo dos anos tém sido
usados varios metais na constituicdo destes sensores organometalicos,
nomeadamente, os catibes cobre, ruténio, rédio ou o ferro [70]. De todas as
possibilidades exploradas, o cobre parece ser o mais promissor, uma vez que é um
metal versatil que permite medi¢Bes diretas em tempo real e no interior de células
vivas. Um exemplo de um sensor organometélico baseado em cobre € o &cido cobre-
(2-{2-cloro-6-hidroxi-[(2-metil-quinolina-8-ilamina)-metil]-3-oxo0-3H-xanteno-9-il}-
benzoico, em que o catido cobre, que se encontra complexado na estrutura da
quinolina, é reduzido pela acéo direta do 6xido nitrico a cobre(l) e ocorre entdo um
incremento da fluorescéncia do fluoréforo [71-72]. Este aumento € proporcional a

concentracdo de O6xido nitrico, sendo que este sensor € especifico.

Uma estratégia recente para melhorar a sensibilidade dos sensores para o
oxido nitrico € a retengdo celular. De facto, verifica-se que quanto mais tempo o
sensor permanecer na célula maior € a sensibilidade e menor o ruido de fundo. Esta
estratégia foi desenvolvida quando se descobriu que a retencdo celular da calceina,
um complexo de fluoresceina, se devia ao grupo iminodiacético. Pelo que ao acoplar
um sensor a este grupo aumenta-se a sensibilidade ao analito, mesmo que este se

encontre em quantidades vestigiais no interior da célula [73].
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Atualmente sdo inUmeros os exemplos de sensores para espécies reativas de
azoto com o recurso a fluoréforos, nomeadamente através do uso de &cido fdlico,
derivados da calceina ou derivados do boro-dipirrometano, como sensores para o
peroxinitrito [73-75] ou sensores com estruturas mais complexas como o
manganés(lll)-meso-(tetrakis(4-sulfunato-fenil))-porfirina  imobilizada em  xerogel
dopado com dendimeros para monitorizar o acido nitroso [76]. No entanto, as espécies
mais estudadas continuam a ser o 6xido nitrico e o peroxinitrito, remetendo para

segundo plano todas as restantes espécies reativas de azoto.

1.3.2. Sensores de espécies reativas de oxigénio

O desenvolvimento de sensores para espécies reativas de oxigénio, tal como
para as espécies reativas de azoto, comecou pelos fluor6foros organicos. Um
fluoréforo organico que tem sido amplamente usado na detecdo do perdxido de
hidrogénio intracelular, € uma fluoresceina reduzida, a diclorodihidrofluoresceina [20].
Este composto, na forma de sal, penetra facilmente nas células e apos sofrer oxidacao
torna-se fluorescente, podendo ser detetado por varias técnicas fluorescentes como,
por exemplo, a microscopia confocal ou citometria de fluxo. O processo €é tdo simples
gue se tornou bastante popular para monitorizar espécies oxidantes em células. O
mecanismo pelo qual se torna fluorescente na presenca de um oxidante, € uma
oxidacao a dois eletrbes e nado é especifico para 0 nenhum oxidante que participe com
um par de eletrdes, como no caso do peroxido de hidrogénio, mas continua, por
exemplo, a ser amplamente usado para medir a quantidade perdxido de hidrogénio na
forma de stresse oxidativo em células endoteliais [77]. Mesmo com a falta de
seletividade, a diclorodihirofluoresceina permite obter informac&o acerca de outros
constituintes, por exemplo a taxa de nitragdo celular quando se adiciona um qualquer
dador de Oxido nitrico ao meio citoplasmatico pela monitorizagdo do sensor na
presenca de perdxido de hidrogénio [78]. No entanto, a rea¢do ndo se ocorre somente
com o peroxido de hidrogénio. De facto, a diclorodihidrofluoresceina néo é especifica,
uma vez que outras espécies reativas também tém um potencial oxidativo adequado a
oxidacdo do sensor. Independentemente desta auséncia de especificidade, este
sensor € usado como medida da capacidade oxidante do meio citoplasmatico.
Recentemente, surgiram alguns sensores fluorescentes seletivos para o peréxido de

z

hidrogénio, nomeadamente a 3,7-bis(pinacolatoboro)fenoxazina que € oxidada a
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fenoxazina [79], a oxidacdo do vermelho de amplex, a resorufina, através da
peroxidase de rabano [80]. Hideg et al tem vindo a usar o DanePy e HO-1889NH, dois
derivados do pirrol, para detetar o oxigénio singleto e o superéxido, respetivamente, e
a sua aplicagdo mostrou-se seletiva e a extincdo da fluorescéncia proporcional aos

despectivos analitos [81-82].

No seguimento da procura de sensores para espécies reativas de oxigénio
desenvolveu-se a hidroxifenil fluoresceina, composto nao fluorescente que se encontra
hoje disponivel no mercado. Tal como a diclorodihidrofluoresceina, este composto
reage extensivamente com as espécies reativas de oxigénio, segundo um mecanismo
de oxidacdo-reducdo, e ndo se mostra especifico para nenhuma delas, no entanto,
pequenas modificagfes na sua estrutura podem se mostrar altamente seletivas. Um
outro exemplo é o 4[N-metil-N(4-hidroxifenil)amino]-7-nitro-benzofurazano, que nao é
fluorescente, mas ap0s a reacdo com radicais peroxilo origina um composto
fluorescente [83]. Os sensores para espécies reativas de oxigénio ja deram provas de
responder a quantidades vestigiais quer in vitro quer in vivo, com um excelente
contraste e fora da zona de autofluorescéncia celular, no entanto, carecem de

seletividade porque séo sensores essencialmente de oxidacdo-reducao.
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1.4. Estrutura da tese

O trabalho desenvolvido ao longo do Plano Doutoral resultou nesta tese que

consta de sete capitulos.

O primeiro capitulo faz-se a apresentacéo das espécies reativas de oxigénio e
azoto, onde se encontram e qual o seu papel no seres vivos. Mostra-se a sua
importancia quer como pilares do funcionamento dos processos bioldégicos quer como
o responsavel por inimeras patologias e, em Ultima analise, os responsaveis pela nao
imortalidade dos seres vivos. Neste capitulo encontram-se também a organizacdo da

tese assim como os objetivos propostos neste Plano Doutoral.

O segundo capitulo apresenta de um modo particular o desenvolvimento e
aperfeicoamento dos diferentes constituintes dos equipamentos de medi¢cdo. Ao longo
de todos os trabalhos recorreu-se quase sempre a equipamento de medida concebido
e desenvolvido no laboratorio, por um lado na tentativa de experimentar e otimizar
diferentes estratégias de medi¢&o, por outro lado inovar o modo como essas mesmas

medicdes possam ser efetuadas.

No terceiro e quarto capitulos estdo descritos dois casos de sucesso de dois
sensores quimicos que resultaram em artigos publicados em revistas cientificas
internacionais. O sensor quimico luminol que desenvolve quimioluminescéncia na
presenca de peroxido de hidrogénio foi imobilizado numa estrutura de silica e a
radiagdo desenvolvida foi transportada através de fibras Oticas até ao detetor
apresentado no terceiro capitulo. No capitulo quarto est4 descrito o desenvolvimento
do sensor quimico fluorescente fluoresceinamina reduzido, a qual produz um sinal
proporcional a presenca seletiva de Oxido nitrico. Este sistema sensor usou fibras
Oticas como meio de transporte da radiacdo luminosa emitida pelo sensor desde a

amostra até ao detetor.

O capitulo cinco descreve a utilizacdo de materiais semicondutores
nanocristalinos fluorescentes como sensores quimicos para as espécies reativas de
oxigénio e azoto. Sao descritas as diferentes estratégias pelas quais se pode atuar no

desenvolvimento de sensores baseados nestes nanomateriais, nomeadamente, a
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constituicdo das nanoestruturas, a composi¢cdo da camada superficial e modos de

funcionalizagdo dos mesmos.

No capitulo seis encontra-se descrito um novo sensor quimico para espécies
reativas de oxigénio, a lactose alterada. O sensor esta caraterizado analiticamente, a
lactose alterada é fluorescente e apresenta extingdo de fluorescéncia na presenca de
alguns analitos, nomeadamente ao ido hipoclorito, no, entanto, carece de

caraterizag&do quimica.

O sétimo e ultimo capitulo apresenta-se as conclusdes obtidas e sugestdes
para trabalho futuro.
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1.5. Objetivos

O objetivo geral desta Tese de Doutoramento foi o desenvolvimento de

sensores para espécies reativas de oxigénio e azoto.

As espécies reativas de oxigénio e azoto sdo indicadas como 0s responsaveis
pelo regulamento dos processos biolégicos, no entanto, estdo associados ao
aparecimento e desenvolvimento de muitas patologias. E de importancia fundamental
dispor de ferramentas analiticas que permitam a sua monitorizagdo em tempo real e in

Vivo.

Este trabalho teve como objetivo a idealizacdo, concecdo e sintese de
sensores quimicos para espécies reativas de oxigénio e azoto. Conceber e construir
estruturas onde se possam inserir 0s sensores quimicos de modo a otimizar as
caracteristicas sensores e tornar o sistema sensor de reduzidas dimensfes (se

possivel portatil) robusto e sem nunca esquecer o fator econémico.

A luminescéncia foi o método analitico escolhido devido ao reduzido nimero de
interferentes, logo a partida maior seletividade e menores limites de detecdo, e

simplicidade de construcdo dos equipamentos.

Faz parte deste trabalho a busca de substancias com elevados intensidades de
fluorescéncia, modificar a sua estrutura quimica de modo a se tornarem sensores

quimicos seletivos de espécies reativas de oxigénio e azoto - nanoengenharia.
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2.Equipamento

2.1. Introducéao

Simultaneamente com o desenvolvimento da quimica do sistema sensor, 0
aperfeicoamento e a concecdo de novos e melhores componentes instrumentais, que
permitam registar e manipular 0s sinais dos sensores quimicos sdo aspetos
preponderantes do ponto de vista analitico. Neste capitulo ir-se-4 abordar a medigao

de radiacdo gerada pela matéria.

Os equipamentos que permitem medir radiacdo gerada pela matéria sdo
genericamente denominados de lumindmetros, constituidos por porta amostras e
detetor. No entanto, se a origem dessa radiacdo for outra radiacdo eletromagnética
(mecanismo de fluorescéncia) entdo é necessario incorporar uma fonte de radiacao.
Obtém-se assim um fluorimetro ou um espectrofluorimetro, dependendo se se
pretende ou ndo descriminar os comprimentos de onda, respetivamente (Fig.2.1).
Entre o porta amostras e a fonte de radiacdo e o porta amostras e o detetor, pode-se
colocar um monocromador, que permite filtrar (selecionar) uma gama de
comprimentos de onda. O meio mais comum de propagacdo da radiagdo entre cada
um dos componentes é o ar, mas, recentemente, esta conducédo de radiacdo pode ser

guiada no interior de fibras 6ticas.
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Figura 2.1 — Representacdo esquematica de um equipamento para medir luminescéncia (circulo pequeno com
exce¢do do monocromador) e do espectrofluorimetro (circulo maior). As setas indicam o movimento da
radiagcdo através dos diferentes componentes, que podem passar através de um selecionador de

comprimentos de onda.

Existem trés maneiras de adquirir um equipamento para medir luminescéncia:

i) Comprar o equipamento completo, tal e qual como é disponibilizado no mercado. E
equipamento de grande porte, dispendioso e requer experiéncia para a sua utilizacao.
Com ele é possivel, por exemplo, medir fluorescéncia polarizada, anisotropia, tempos
de vida, fluorescéncia (matrizes de emissdo excitacdo) através de cuvete ou

remotamente através de fibra 6tica ou quimioluminescéncia.

ii) Adquirir partes do equipamento em miniatura e proceder a sua montagem. Esta
nova concec¢do apareceu no mercado com a empresa americana Ocean Optics em
1989 [1]. Presentemente existem outras como a Avantes [2] ou a portuguesa Scancsi
[3]. O equipamento é construido em funcao das necessidades, pela aquisi¢édo e jungéo
dos diferentes modulos. A grande vantagem € o custo e as reduzidas dimensdes dos
diferentes componentes torna-os efetivamente portéteis e versateis (o equipamento é
desenhado para as fungdes e necessidades do utilizador). Outra vantagem é o grande
namero de moddulos disponiveis. A Ocean Optics comercializa mais de 150 000
unidades e dispositivos diferentes. No entanto, requer por parte do operador ou do

instalador, mais conhecimentos do meétodo instrumental e tem como principal
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desvantagem a relativa precisdo e/ou sensibilidade. Estes modulos podem ser
bastante versateis, por exemplo, 0 porta amostras para cuvetes de 4 vias pode servir
como porta cuvetes para fluorescéncia e para absorvancia, dependendo se a ligacéo
entre a entrada e saida da radiacdo estéd a 90°, fluorescéncia, ou a 180°, absorvancia.
Usam-se dois meios de transporte da radiacdo: o ar e as fibras 6ticas. Os diferentes
componentes sdo alinhados de modo que a radiacdo emitida por um seja recolhida
noutro componente. Este é o modo mais tradicional, no entanto, com o
desenvolvimento das fibras oticas, a radiagdo passou a poder ser telescopicamente
transportada entre os diferentes componentes.

iif) Considerando que a monitorizagdo da luminescéncia em areas téo diversas como
processos industriais, saide ou ambiente requer controlos cada vez mais eficientes,
resultados em tempo real, robustos e pouco dispendioso, surgiu um terceiro modo de
obter equipamento de medida [4,5]. Os investigadores tém dedicado especial atencdo
ao desenvolvimento de equipamentos que integram modulos construidos face as
carateristicas de funcionamento do sensor quimico e do tipo de sinal emitido. Por
exemplo, a tradicional cuvete pode ser substituida por uma fibra otica que,
imobilizando o sensor quimico na sua extremidade, permite detetar e quantificar
analitos por simples imerséo [6-9]. Presentemente, a constru¢cao de pequenos circuitos
eletrénicos que ja contenham acoplados o0 sensor quimico sado ja realidade, levando ao
aparecimento de publicacbes especializadas neste dominio, tal como a “Lab On a
Chip” editada pela Real Sociedade de Quimica de Inglaterra desde 2001 [10]. A ideia
do tradicional equipamento de grandes dimensdes, dispendioso, pesado e de
manipulacdo complexa, tem sido radicalmente substituida por pequenos dispositivos,

portateis, econémicos e de uso intuitivo.
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2.2. Fonte de radiacéao

Este componente pode ser usado em fluorimetros ou espectrofluorimetros.
Devem gerar radiagdo com os comprimentos de onda necessarios, de preferéncia com
grande intensidade e forgosamente tém de ser estaveis ao longo do tempo de
utilizacdo. As fontes de radiacdo mais usadas séo as lampadas de xenon ou mercurio,
continuas ou pulsadas, lampadas de halogéneo/tungsténio, lampadas de deutério
(normalmente trabalham aos pares como as de halogéneo/tungsténio), diodos
emissores de luz (LED), diodos lasers e lasers.

A radiacdo das lampadas de xenon é obtida por descarga elétrica entre dois
terminais de metal no interior de um bolbo com xenon a alta presséo. Pertencem a um
grupo de fontes de radiacdo denominadas de HID (high intensity discharge). Emitem
com intensidade praticamente constante dos 300 aos 800 nm (Fig.2.2). As lampadas
de mercurio funcionam do mesmo modo, no entanto o gas no interior da lampada é o
mercario a baixa pressdo. Estas (ltimas emitem uma intensidade praticamente
constante entre os 250 e os 600 nm, no entanto, 0 seu espectro contém riscas, picos
de acentuada intensidade, a comprimentos de onda muito bem definidos, os maximos
sdo a 253,652; 296,728; 302,150; 313,155; 334,148; 365,015; 404,656; 407,783;
435,833; 546,074; 576,960 e 579,066 nm, o que permite utilizar esta lampada para
calibrar comprimentos de onda [1]. As lampadas de xenon e de mercurio sdo as mais
usadas em fluorimetros e espectrofluorimetros completos devido a sua estabilidade
quer a nivel dos comprimentos de onde quer a nivel da intensidade luminosa, isto ao
longo das suas 1000 a 2000 horas de funcionamento Gtil. No entanto requerem fontes
de alimentacdo elétrica estaveis, com grandes potenciais e tensdes, logo séo
dispendiosas. O facto de produzirem espectros continuos de radiacdo obriga a
utilizacdo de um monocromador ou filtro 6tico de corte para selecionar comprimentos

de onda.
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Figura 2.2 — Espectros das lampadas de xenon continua (esquerda) HPX-2000, e pulsada (direita) PX-2, da
Ocean Optics. Adaptado de [1].

300
230
200 4
1350
100
a0 4

0 | 1 T T T J T T
250 300 350 400 430 00 550 600

comprimento de onda, nm

unidades de intensidade relativas

Figura 2.3 — Espectro caracteristico da lampada de mercdario.

As lampadas de halogéneo/tungsténio sao constituidas por um filamento de
tungsténio no interior de um bolbo com um gas inerte e com vapores de iodo ou
bromo. Tém uma vida util de 2000 a 4000 horas, com eficiéncia uniforme para
comprimentos de onda superiores a 350 nm (Fig.2.4a) e sdo extremamente baratas,
sdo habitualmente usadas na iluminacdo industrial ou doméstica. As lampadas de
deutério sdo usadas para gerar radiacdo no ultravioleta (Fig.2.4b). Visto que o vidro
absorve a radiagéo ultravioleta, principalmente no ultravioleta afastado, UVB e UVC, o
bolbo é feito de quartzo e sdo cheias do is6topo de hidrogénio, o deutério. As
lampadas de deutério sdo estaveis a partir dos 160 nm e podem ter tempos de vida
superiores a 1000 horas. As lampadas de halogéneo/tungsténio e as de deutério
encontram-se com muita frequéncia juntas, pois permitem trabalhar do ultravioleta ao
visivel (Fig.2.4c). Este conjunto pode obrigar a existéncia de monocromadores, mas €
uma solucao bastante versatil, tem grandes intensidades de radiacdo por unidade de

area e é relativamente econémico.
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Figura 2.4 — Espectro caracteristico da lampada de (a) halogéneo/tungsténio HL-2000, (b) de deutério D-2000 e
(c) da combinada halogéneo/tungsténio com a de deutério DH-2000 da Ocean Optics. Adaptado de [1].

Os lasers, os diodos lasers e os LEDs caraterizam-se por produzirem Iradiacao
monocromatica (gama muito estreita e com comprimentos de onda muito bem
definidos), dispensando, assim, o uso de fendas e monocromadores e a consequente
reducdo dréstica da intensidade da fonte luminosa. A poténcia varia conforme a
natureza do dispositivo, mas em geral os LEDs s@o 0s menos intensos, seguidos pelos
diodos lasers e 0s mais intensos sdo os lasers, chegando estes a ter uma intensidade
tal de radiagcdo que permite serem usados na industria para soldar, fundir, cortar ou
abalar materiais. A radiacdo nos lasers e diodos lasers é colimada (propaga-se como
um feixe de ondas praticamente paralelas) e pode atingir os 100 Watts nos lasers de

operacdo continua de diéxido de carbono (10600 nm) [11].

As grandes vantagens do LEDs séo: o tempo médio de vida pode chegar aos
10 anos; baixo custo, mesmo incluindo a fonte de alimentacdo eléctrica estabilizada;
baixo consumo de energia elétrica (o funcionamento tipico é a volta de 3 Volts -
40 mW); alta eficiéncia, a transformacdo de energia elétrica em luminoso é muito
grande comparada com outros dispositivos geradores de radiacdo; atinge estabilidade
de emissao luminosa em alguns segundos; reduzida dimensédo (diametro tipico da
capsula é cerca de alguns milimetros) [12]. Mesmo sendo discreto o comprimento de
onda, € possivel obter LEDs para quase todos os comprimentos de onda, desde o

ultravioleta [13] até ao infravermelho [14] (Fig.2.5).
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Figura 2.5 — Espectros de diferentes LEDs existentes no mercado. Adaptado de [12].

Ao longo do trabalho desenvolvido, foram construidas algumas fontes de
radiacdo adaptadas tanto as necessidades energéticas como as exigéncias da
concecédo do equipamento.

Com o objetivo de canalizar a radiacao produzida por uma qualquer fonte numa
fibra de vidro realizou-se o seguinte sistema: construiu-se um suporte para lampadas
de halogéneo/tungsténio para acoplar a radiacdo a uma fibra 6tica com 1 mm de
diametro de nudcleo de vidro. Na Fig.2.6 pode ver-se o bolbo afastado alguns
milimetros da fibra 6tica, terminando esta numa forma mais alargada. O calor
emanado pelo bolbo de halogéneo/tungsténio foi suficientemente grande para
provocar uma diminuicdo da viscosidade da fibra de vidro e, consequentemente,
causar uma contracdo por engrossamento do didmetro da fibra. Esta alteracéo
cresceu até atingir uma distancia tal que entra em equilibrio térmico e deixou de
crescer. A deformacdo térmica acarretada pelo bolbo da lampada de
halogéneo/tungsténio aumenta a intensidade de radiagdo que entra para a fibra otica.
Este modo de introduzir radiagdo numa fibra 6tica foi usado na metodologia usada no
artigo “Reduced fluoresceinamine as a fluorescente sensor for nitric oxide” editado na

revista online Sensors volume 10 (3) em 2010 (mais pormenores no capitulo 4).
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Figura 2.6 — Fotografia da fonte de radiagcdo da lampada de halogéneo/tungsténio (20W), e respetiva
alimentacdo elétrica, acoplada a uma fibra 6tica de plastico, esquerda. Esquema da deformagdo no vidro
formada em torno da extremidade da fibra 6tica de plastico, direita.

Montou-se uma fonte de alimentagéo elétrica estabilizada para alimentar LEDs
com uma precisdo de cerca de 0,1 V. E constituida por uma fonte de alimentac&o de
um PC, um circuito eletrénico que permite obter uma corrente elétrica estabilizada de 0
a 9V (Fig.2.7) e um suporte para LEDs com o respetivo acoplamento as fibras 6ticas,
(Fig.2.8). Os LEDs de alto brilho foram adquiridos a Roithner LaserTechniks GmbH
[15], consoante o comprimento de onde desejado e foram montados num dispositivo

que permite introduzir o maximo de energia luminosa na fibra 6tica.

Esta fonte de alimentacdo serviu para alimentar os LEDs nos trabalhos dos
artigos publicados: “Reduced fluoresceinamine as a fluorescente sensor for nitric
oxide” editado na revista cientifica online Sensors volume 10 (3), em 2010 (mais
pormenores no capitulo 4), “optical fiber sensor for Hg(ll) based on carbon dots”
editado na revista cientifica Biosensors and Bioelectronics, volume 26 (4) nas paginas
1302 a 1306, em 2010 e “Layer-by-layer immobilization of carbon dots fluorescente
nanomaterials on single optical fiber” editado na revista cientifica Analytica Chimica

Acta, volume 735, paginas 90 a 95, em 2012.
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Figura 2.7 — Circuito eletrénico da fonte de alimentacéo elétrica estabilizada. Cortesia do Eng® Emanuel Lomba
do Instituto Superior de Engenharia do Porto.

Figura 2.8 — Fotografia da montagem da fonte de alimentagdo elétrica estabilizada para alimentar LEDs,
esquerda. Vista de frente com pormenor do suporte para os LEDs, direita.
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2.3. Selecao do comprimento de onda

2.3.1. Monocromador

O monocromador € um dispositivo capaz de atuar sobre um feixe de radiagdo
com muitos comprimentos de onda e selecionar um feixe de radiacdo com apenas
alguns comprimentos de onda, ou seja, dispersa ou difrata a radiagdo policroméatica
numa monocromatica. Como tal, estes dispositivos ndo necessitam ser acoplados a
fontes de radiagdo como os LEDs monocromaticos ou os lasers, porque ja emitem

numa gama de comprimentos de onda estreita.

Uma das principais desvantagens de usar monocromadores € a redugdo em
algumas décadas da intensidade luminosa, por isso s6 sdo usados com fontes de
radiagdo que debitam um grande nimero de fotées por unidade de area e tempo, por
exemplo lampadas de deutério ou halogéneo/tungsténio, e quando é estritamente

necessario usar radiagcdo monocromatica.

Os mais populares sistemas para obter radiacdo monocromética séo as redes
de difracéo facetada por reflexdo e os filtros, sendo os mais comuns os coloridos, de
passo alto e passo baixo, podendo também encontrar, muito raramente,

monocromadores prismaticos.

2.3.2. Rede de difracéo facetada por reflexao

Encontram-se redes de difracdo em equipamentos dos quais é necessario ter
um grande controlo no comprimento de onda a usar. S0 de concecédo elaborada e,

consequentemente, dispendiosos, mas a possibilidade de controlar o comprimento de
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onda de forma exata e precisa (Fig.2.9), de forma automética, através de um motor

elétrico por exemplo, tornaram estes dispositivos de uso generalizado (Fig.2.10).
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Figura 2.9 — Espectro duma lampada de halogéneo/tungsténio de 20 W e da mesma radiagdo depois de ter
passado pelo monocromador Fastei-Erbert com os comprimentos de onda selecionados de 450, 500, 600 e 700
nm. A intensidade luminosa do espetro de halogéneo/tungsténio (radiagdo indireta com 3 ms de aquisicdo) é
muito superior a intensidade dos espetros da mesma radiacdo que passou pelo monocromador (lido
diretamente no detetor com 5 s de aquisi¢do).
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Figura 2.10 — Diagrama do monocromador de Czerny-Turner, (esquerda). Fotografia de um monocromador
Fastie-Erbert (Czerny-Turner mas com um s6 espelho colimador/reorientador) modificado por nés para acoplar

fibras éticas, as setas a branco indicam o percurso da radiagdo desde a fonte até a fibra 6tica (direita).

Todos os monocromadores requerem radiacdo com feixes estreitos. E
necessario ter fendas entre a fonte de radiagdo e o monocromador, e a radiagdo deve

ser 0 mais paralela possivel, isto é radiagdo colimada.
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2.3.3. Filtro

Os filtros de radiacdo sdo membranas que permitem filtrar a radiacdo. S&o
dispositivos que se colocam no percurso da radiacdo e s6 deixam passar
determinadas gamas do espetro luminoso. Ha os filtros de passo alto, baixo e os que

combinam os filtros de passo alto e baixo.

Um filtro de passo alto permite cortar a radiacéo até determinado comprimento
de onda, deixando passar os restantes, vulgarmente com uma eficiéncia superior a
90% da radiacéo incidente, Fig.2.11. O filtro de passo baixo corta os comprimentos de
onda superiores. A combinacgdo dos dois tipos de filtros permite selecionar gamas de
comprimentos de onda que podem ir até 25 nm (largura de banda a meia altura), no
entanto, podem ter transmitancias tdo pequenas como 20% da radiacao incidente.

No trabalho que originou o artigo “Layer-by-layer immobilization of carbon dots
fluorescente nanomaterials on single optical fiber” editado na revista cientifica
Analytica Chimica Acta, volume 735, paginas 90 a 95, em 2012, usou-se um filtro de
passo alto incorporado na fibra 6tica para eliminar qualquer interferéncia da radiacao
de excitacdo que a fonte de alimentagdo possa provocar, diminuindo-se, deste modo,
o limite de detecdo do método.
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Figura 2.11 — Espetros de transmitancia de um filtro de passo alto, baixo e da combinacdo dos dois (da
esquerda para a direita). Adaptado de [1].

A grande vantagem dos filtros é a sua robustez na selecdo dos comprimentos

de onda ao longo do tempo, a simplicidade de uso e o preco.
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2.4. Porta amostras

O local onde se da a interacdo da matéria com a radiagdo luminosa € o local
por exceléncia do desenvolvimento de um sistema sensor. Para sistemas em que o
analito alvo se encontra no seio de um liquido, ha, genericamente, trés modos de o
acondicionar para desenvolver a interacdo com a radiacao: em cuvete, numa célula de

fluxo e remotamente através de uma sonda.

A tradicional cuvete € um recipiente amovivel, normalmente retangular com
capacidade até 3 mL (com um percurso 6tico muito bem definido, normalmente 10
mm), onde ¢ possivel adicionar a mistura liquida do sensor com o analito. E excitada
numa das faces com a radiacdo e colocado o detetor a 90° no mesmo plano. Podem
ser construidas em plastico (poliestireno ou polimetilmetracrilato, por exemplo, para
medir todos os comprimentos de onda superiores a 400 nm), em vidro (se a gama de
trabalho for superior a 375 nm) ou em quartzo ou de silica fundida (permite usar
comprimentos de onda do ultravioleta afastado). Encontram-se com muita frequéncia
nos equipamentos de bancada, sdo de facil utilizacdo, bastante verséateis e
relativamente econdémicas, excec¢édo feita as cuvetes de quartzo. No entanto, o sistema
de medigcdo com cuvete requer grandes volumes de amostra e normalmente pré-

tratamento.

As células de fluxo encontram uma grande aplicacdo nos sistemas de inje¢ao
em fluxo convencionais, nomeadamente, a analise por injecdo em fluxo (FIA), analise
por injecdo sequéncial (SIA) e multicomutacdo (MC) [16,17]. As células de fluxo
acopladas ao detetor contém tubos de reduzidas dimensdes, vulgarmente com 1 mm
de diametro, para entrada e saida dos liquidos a monitorizar, sdo construidos num
material que lhe confere transparéncia nos comprimentos de onda de trabalho. As
grandes vantagens desses sistemas de fluxo sdo a sua reduzida dimensao,

portabilidade e baixo custo.
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2.4.1. Fibra 6tica

A grande inovacdo encontra-se na tentativa de instalar o sensor quimico na
extremidade de uma fibra Gtica e fazer a andlise in vivo ou in situ mas remotamente —
espectroscopia assistida por fibras 6ticas, podendo pensar-se em monitorizar locais
td0 pequenos como o interior de uma célula [18]. A parte do problema da concecéo do
sensor quimico e sua imobilizagédo, instrumentalmente existem alguns desafios na
construcdo de tais sondas. Neste caso, o proprio suporte do sensor é a continuidade
do transporte de radiacdo entre a fonte e o detetor. As fibras 6ticas sdo um excelente
modo de conduzir radiacdo, visto serem imunes a interferéncias eletromagnéticas.
Tém uma baixa perda de sinal, séo flexiveis e permitem detecdes remotas [19]. Além
disso, tém a capacidade de poder fazer dete¢do simultdnea permitindo mesmo a
multiplexagdo (capacidade de no mesmo suporte ter varios fluxos de dados
analogicos, por exemplo, na mesma fibra enviar radiagédo de excitacao e receber sinal,

em sentido oposto, para o detetor) [4,20].

As fibras 6ticas com diametros pequenos, vulgarmente inferiores a 1 mm, tém
areas disponiveis na extremidade para o sensor muito reduzidas. Jorge et al [21]
descreve um sistema de fibra 6ética bifurcada (em forma de Y em que a extremidade
sensor € Unica e as outras duas opostas, uma ligada a fonte de radiacdo e a outra ao
detetor) sensor fluorescente para oxigénio, em que estudam o efeito da geometria da

ponta da fibra como fator preponderante no rendimento do sinal.

Considerando uma fibra 6tica com 600 um de didmetro de ndcleo e supondo
que o resultado do cortes origina superficies lisas, ou seja sem rugosidade, o corte
transversal representa a area minima para exposi¢éo do sensor (0,28 mm?). Esta area
aumenta 2,25 vezes se efetuar um corte obliquo a 45° (0,63 mm2) e é 67,5 vezes
superior se afunilar a fibra num cone com 20 mm de comprimento (18,9 mm?
(Fig.2.12).

Sao varias as disposi¢des para usar fibras 6ticas como suporte das amostras e

pode-se mesmo ja encontrar alguns suportes de filmes sensores comercializados.

O arranjo de duas fibras oOticas em paralelo, juntas na extremidade do sensor e
derivando depois para o detetor e a fonte de radiacdo (Fig.2.13) é a geometria de

concecdo mais antiga que ainda hoje se usa [22] e de construcdo bastante simples, no
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entanto, esta disposicdo sé permite praticamente usar os filmes sensores

transversalmente as fibras ou seja, a menor area.
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Figura 2.12 — Geometrias da extremidade da fibra 6tica com 600 um de diametro. Corte transversal (esquerda),

obliquo a 45° (centro) e em cone com 20 mm de comprimento (direita).
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Figura 2.13 — a) Esquema do par fibra 6tica em paralelo, b) pormenor da extremidade das duas fibras, c)

acoplamento do filme sensor com o sentido da radiagdo nas duas fibras éticas.

Pode-se obter uma fibra bifurcada através da fusao de duas outras [21] ou por
partilha da radiacdo numa mesma fibra 6tica [1]. O resultado é existir apenas uma
Unica fibra otica do lado do sensor e, como tal, usufruir das possibilidades de
geometria aplicadas a ponta (Fig.2.12). A vantagem da fibra Unica do lado do sensor
vem acompanhada de uma perda de sinal, normalmente, perde-se 50% do sinal de

emissao [21].

Outros arranjos podem ser obtidos, por exemplo, usar varias fibras oOticas para
a excitacdo, aumentar assim a quantidade de radiacdo a incidir na amostra, e

recolhendo o sinal resultante numa Unica central (Fig.2.14). Embora este arranjo
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aumente a eficiéncia de fluorescéncia, isto torna a cabeca sensor demasiado grande,
0 que pode ser um problema. Outro arranjo possivel é usar uma Unica fibra ética com
0 sensor acoplado numa das extremidades sendo a excitagdo efetuada diretamente na

solugdo que contém o analito [23] (Fig.2.15).
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Figura 2.14 — Esquema de uma montagem com multiplas fibras 6ticas e com pormenores da vista de frente.

f ligagcéo ao detetor

solug&o com

0 enalito | filme sensor sobre
uma fibra Stica conica

—b

M comipartiments isolado
e espelhado por dentro

fonte de luz LED

Figura 2.15 — Esquema de uma montagem com uma Unica fibra Gtica e excitagao feita diretamente sobre a
soluc&o com o analito. Adaptado de [23] sem fibra 6tica de emisséo.

Os trabalhos que originaram artigos, em que se usaram fibras 6ticas para
conduzir radiacdo foram: “Luminol-based nanostructured composit materials for
chemiluminescent sensing of hydrogen peroxide” editado na revista cientifica
Analytical Letters em 2010 (mais pormenores no capitulo 3) e “Reduced
fluoresceinamine as a fluorescente sensor for nitric oxide” editado na revista cientifica
online Sensors em 2010 (mais pormenores no capitulo 4), em que se usou uma
geometria de corte transversal (90°) e os artigos “Optical fiber sensor for Hg(ll) based

on carbon dots” editado na revista cientifica Biosensors and Bioelectronics, volume 26
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(4), paginas 1302 a 1306, em 2010 e “Layer-by-layer immobilization of carbon dots
fluorescente nanomaterials on single optical fiber” editado na revista cientifica
Analytica Chimica Acta, volume 735, paginas 90 a 95, em 2012, em que se usaram

fibras 6ticas como suporte do sensor quimico com a geometria em cone.
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2.5. Detetor 6tico

Detetor 6tico € um dispositivo capaz de provocar a transducdo de energia
luminosa em energia elétrica, ou seja, de gerar uma corrente elétrica ou uma diferenca
de corrente elétrica mensuravel quando exposto a radiacao eletromagnética.

Se o detetor origina um sinal elétrico proporcional a quantidade de fotdes
recebidos e na auséncia de radiagdo gera um sinal nulo (o sinal produzido na
inexisténcia de radiacdo denomina-se de corrente ou sinal de negro), estamos perante
um detetor ideal. Os parametros mais importantes num detetor s&o: a sensibilidade
(incremento da resposta em funcdo da quantidade de radiagdo recebida), o
comprimento de onda a que responde, o tempo de estabilizacdo, o tipo e o tempo de
resposta, a sensibilidade a temperatura, alimentacao elétrica, eficiéncia e o ganho.

2.5.1. Tubo fotomultiplicador

Os tubos fotomultiplicadores ou células fotoelétricas sao tubos de vidro sob
vacuo que tém um foto-catodo (negativo) coberto de material que absorve radiacdo e
emite eletrdes, que sao projetados para um anodo (coletor de eletrbes que é positivo)
e pelo percurso sdo multiplicados por uma série de placas (dinodos) que se encontram
a grandes diferencas de potencial elétrico.

Sao muito usados em diferentes instrumentos analiticos, caraterizam-se por ter
uma elevada sensibilidade com uma répida resposta (na ordem das unidades dos
nanosegundos), grandes gamas de comprimentos de onda (podendo ir dos 100 aos
1000 nm), baixa corrente de escuro (na ordem dos nanoAmperes) e ganhos na ordem
de 10’ [24]. Sdo de reduzidas dimensdes e a grande desvantagem é n&o

descriminarem o comprimento de onda.
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2.5.2. Fotodiodo

Os fotodiodos sado diodos (dispositivo formado pela juncdo de dois
semicondutores com caracteristicas diferentes) que apresentam conducao de corrente
elétrica num sO sentido na auséncia de radiacdo. Quando se expde a radiacdo
eletromagnética, a resisténcia elétrica da juncdo n-p decresce, permitindo o fluxo nos
dois sentidos. Existe uma proporcionalidade entre a energia luminosa e a intensidade
de corrente ou a diferenga de potencial gerada, dependendo se sdo fotocondutores ou
fotovoltaicos, respetivamente [25].

Encontram-se em quase todos os tipos de dispositivos com necessidade de
detetar radiacao, devido as suas reduzidas dimensdes (chegam a ter areas inferiores a
um milimetro quadrado), desde televisores até equipamentos médicos ou instrumentos
astronémicos. Tém precos muito baixos e cobrem uma vasta gama de radiacdo
eletromagnética; pode ir desde os 190 a 1100 nm se forem feitos de silicio, de 400 a
1700 nm os de germanio, de 800 a 2600 nm se forem constituidos por indio, galio e
arsénio ou de 1000 a 3500 nm os de sulfureto de chumbo(ll) [15].

Encontram-se também em instrumentos analiticos porque tém uma resposta
linear de corrente de saida em funcdo da radiagdo incidente, tém elevadas eficiéncias
quénticas (na ordem dos 80%) e um tempo de vida muito grande. S&o de reduzidas
dimensdes, 0 que pode ser uma desvantagem visto ter uma area proporcionalmente
reduzida, sao leves e mecanicamente resistentes.

As desvantagens destes detetores sdo a sua baixa sensibilidade, tém ganhos
muito reduzidos normalmente 10° vezes inferiores aos tubos fotomultiplicadores (mas
também ndo necessitam se ser alimentados) e o tempo de resposta pode ser lento.

A construcdo de sistemas de reduzida dimens&o, portateis e robustos tém
recorrido a este tipo de detetores [12], no entanto, os fotodiodos continuam a ser
estudados de modo a melhorar as suas caracteristicas, como por exemplo aumentar a
sensibilidade a reacdo quimiluminescente do luminol com o peréxido de hidrogénio
[26], ou melhorar o tempo de resposta usando fotodiodos orgénicos para ensaios
imunoenzimaticos por fluorescéncia [27], ou ainda a incorporacdo de nanomateriais na
concecdao dos fotodiodos de modo a conferir-lhe seletividade no comprimento de onda,
maior rapidez de resposta, incremento no ganho ou diminuicdo da corrente de escuro
[28].

Os diodos emissores de luz (LEDs) também podem funcionar como recetores

de radiacdo e gerar um sinal elétrico mensuravel. Sdo dos sistemas de detecdo mais
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econdmicos (todos os componentes podem custar cerca de 0,5 euros), € possivel
integrar em constru¢cdes de muita reduzida dimensdo, no entanto, tém pouca
sensibilidade [29,30].

Existem, ainda, os fotodiodos avalanche. Funcionam de modo idéntico aos
convencionais mas trabalham com polarizagdes inversas muito mais elevados, tendo
assim, ganhos superiores, sdo mais dispendiosos (20 a 100 vezes superiores), sao
mais sensiveis e uma relacdo sinal/corrente de escuro melhorada. J& existem
descri¢Bes para sistemas miniaturizados com fotodiodos avalanche para fluorescéncia
[31,32] que permitem, inclusivamente, determinar tempos de semi-vida [33].

Ainda dentro dos fotodiodos uma pequena referéncia aos fototransistores. Tém
um bom ganho, no entanto, ndo detetam niveis baixos de radiagdo. Ha muito poucos
trabalhos com estes detetores, numa pesquisa efectuada no Web of Knowledge of
Science a 06 de Junho de 2012, com as palavras “phototransistor fluorescence”

originou apenas 4 resultados.

2.5.3. Dispositivos de acoplamento de carga (CCD)

Dispositivos de acoplamento de carga foram inventados em 1969 nos
laboratérios da AT&T Bells e, hoje em dia, sdo amplamente usados nas indulstrias
relacionadas com a imagem. Uma célula de um CCD é constituida por uma parte
fotossensivel (baseia-se no efeito fotoelétrico, ou seja, conversdo de energia luminosa
em diferenca de potencial elétrico) e uma regido de transmissdo do sinal (o0 CCD
propriamente dito), sendo a sua intensidade proporcional ao tempo de exposi¢cdo. Uma
disposicdo em linha de células sensores permite obter uma imagem unidirecional, por
exemplo a captura dos espectros de radiagcdo em fungcdo do comprimento de onda [1-
3, 34], e se construir uma matriz bidimensional destas células é possivel obter uma
imagem (principio de funcionamento das imagens digitais) [35].

Os CCDs sao tipicamente construidos para lerem radiacao eletromagnética na
regido do visivel, a sua eficiéncia diminui quando se aproxima do ultravioleta, por
exemplo para 550 nm tém uma sensibilidade inferior a 30%, no entanto, este valor cai
para 10% para um comprimento de onda de 450 nm. Mesmo assim, existem
dispositivos de acoplamento de carga a lerem diretamente comprimento de onda na
ordem dos 0,1 nm (raio-X) com um incremento de preco de cerca de 10 vezes [36].

Apesar de ser um detetor dispendioso, ao contrario dos outros detetores que

déo informacao sobre a quantidade de radiagéo total, os CCD lineares permitem obter
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informacé&o descriminada em funcdo do comprimento de onda com maior sensibilidade
[27, 37].
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2.6. Conclusoes

A construcao de dispositivos eficientes, especificos e direcionados para um ou
um conjunto delimitado de analitos € uma opg¢éo que torna a medicdo um processo
rapido (ideal seré obter resultados em tempo real), portatil (a miniaturizagédo torna os
dispositivos de reduzidas dimensdes, nao sO leves mas principalmente pouco
gastadores de energia), de facil utilizacdo (qualquer pessoa pode levar a cabo a

medicao sem necessitar de fazer formacado para o caso) e economicamente viavel.

Foram executados alguns equipamentos com sucesso, por exemplo a
imobilizacdo do sensor na extremidade de uma fibra otica afunilada que permitia
monitorizar catides mercurio no seio de uma solugdo aquosa por fluorescéncia,
usando simples diodos emissores de luz (LEDs) como excitacdo e a detecao feita num
dispositivo de acoplamento de carga de reduzidas dimensdes [23], ou a monitorizacao
do Oxido nitrico em solucdo aquosa por absorvancia, numa célula em fluxo em
perspex, com 0 sensor imobilizado num filme de NAFION, usando um LED como
excitacdo e a detegdo feita num dispositivo de acoplamento de carga de reduzidas

dimensdes [38].

A concecéo fisica e eletronica do dispositivo sdo desafios, que com a actual
tecnologia, podem ser solucionados. O fulcro do desenvolvimento reside na
miniaturizacdo do sistema sensor quimico com a consequente emissdo da radiacao.
Muitas vezes a imobilizacdo reduz drasticamente a emissdo do sinal que por mais
sensivel que seja o detetor, inviabiliza um processo quimico que funciona em cuvete
(meio liquido) quer por obstrugédo da radiacdo, quer por redugéo do acesso do analito
ao sensor. Mas, o mais preponderante de todos os fatores é a reducao da quantidade
de fendbmeno. A emissao esta associada a uma quantidade de matéria que desenvolve
interacdo com a radiacdo, metade dessa quantidade pode simplesmente emitir metade
do sinal e assim sucessivamente, mas como objetivo Ultimo, pretende-se detetar sinal

da responsabilidade de uma Unica entidade (seja molécula ou ido, por exemplo) [39].
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3.Doseamento do peroxido de hidrogénio por

guimioluminescéncia

3.1. Introducéo

A quimioluminescéncia tem sido desenvolvida nos ultimos anos como método
analitico para dosear espécies reativas de oxigénio e de azoto [1,2]. O luminol (5-
amino-2.3-dihidro-ftalazina-1.4-diona) é o reagente mais usado para monitorizar
peroxido de hidrogénio, no entanto, a reagédo requer a presenca de um catalisador,
gue pode ser, entre outros, a peroxidase de rabano-silvestre [3-9], a hemina (uma
porfirina com ferro — derivado da hemoglobina) [10], a hemoglobina [3,11], o catido
cobalto(ll) [12-16], o complexo cobalto(ll)-etanolamina [17,18] e o anido periodato
[19,20].

O sistema quimioluminescente luminol/cobalto(ll) esta entre os mais sensiveis
para a quantificacdo do peréxido de hidrogénio com limites de dete¢cdo na gama dos
10° mol/L [21]. Recorrendo a este sistema, varios autores desenvolveram técnicas
para o doseamento do peréxido de hidrogénio em agua da chuva. Marle et al [14]
utilizou o dispositivo microfluidico (com volume de amostra de 0,020 mL) com o qual
obteve uma gama de resposta polinomial de 0,1-7,5.10° mol/L (coeficiente de
correlacdo 0,9955) e zona de linearidade de 0,1-1,0.10° mol/L (coeficiente de
correlacdo de 0,9905). Também para medir o peroxido de hidrogénio na agua da

chuva, Tabhirivic et al [12] imobilizou o catido cobalto, numa membrana de celulose que
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gquando exposta a uma mistura de luminol com o oxidante produzia radia¢do luminosa.
Este sinal originou uma resposta linear de 20-1600.10° g/L, ou seja, de
0,6-47.10° mol/L, de perdxido de hidrogénio (coeficiente de correlacdo 0,9991).
Greenway et al [13] desenvolveu um sistema de andlise por injecdo em fluxo com
aplicacdo de ultrassons a camara de reagdo, obtendo uma gama linear de
10-200.10° mol/L (coeficiente de correlagio de 0,9945), com limite de detec&o (triplo
do desvio padréo) e de quantificacdo de 1.10° e 3,3.10°° mol/L, respetivamente.

Como resultado do trabalho desenvolvido e descrito neste capitulo, resultou o
artigo “Luminol-based nanostructured composit materials for chemiluminescent
sensing of hydrogen peroxide” editado na revista cientifica Analytical Letters, volume
43, paginas 2762 a 2772, em 2010.

3.1.1. Possiveis mecanismos de reacdo quimica do

luminol

A guimioluminescéncia do luminol provocada pelo peréxido de hidrogénio em
meio alcalino, na presenca do catido cobalto(ll), origina anido 3-aminoftalato, azoto
diatbmico e emite uma intensa luz azul (com comprimento de onda de cerca de
425 nm em solucdo aquosa). A reacdo quimica global pode ser representada da
seguinte forma [10]:

o) .
o]
NH Co* N
\H + H,0 ©
NH 2¥2 HO" /o + N2 + 2H20 4+ hv
NH; O NH, O

Eq.3.1

em que hv é a radiacdo emitida pela reacao quimica.

Tem havido muitas propostas de explicacdo do mecanismo que ainda ndo se
encontra completamente esclarecido, no entanto, parece haver duas etapas destintas

para que a oxidacdo do luminol possa ocorrer: a formacdo de um complexo
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intermediario do perdxido de hidrogénio (Eq.3.2) pela presenca do catalisador [22], e 0

luminol encontrar-se desprotonado (Eg.3.3), ou seja, encontrar-se em meio alcalino
[23].

C02+ + HOO- P—— [CO-HOO]+

@NH%@ +H%©i; +u
NHz © NH; O NH, O

A primeira desprotonagédo tem um valor pKa; entre 6,2 e 6,7 e a segunda tem

Eqg.3.2

Eq.3.3

um valor de pka, igual a 15,1. O baixo valor desta segunda constante faz com que, em

meio alcalino, exista apenas a espécie resultante da tautomeria endlica
monodesprotonada.

O responsavel pela emisséo de radiacdo luminosa, parece ser, definitivamente,
o intermediario em estado eletronicamente excitado do iAo 3-aminoftalato e produto
altimo da reacdo quimica [24]:

O O'
NS
© —_— \O
o) o) + hv
HN- o HN &

o - Eq.3.4

Desde o tautomero endlico monodesprotonado até ao aparecimento do ido 3-
aminoftalato electronicamente excitado a divergéncia € muita e, principalmente, tudo
aponta para que diferentes intermediarios possam existir dependendo do catalizador

usado e do agente de oxidacdo presente na reacdo de quimioluminescéncia [23].
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Vladimirov et al [26] descreve 0 resumo do mecanismo de luminescéncia do
luminol de uma forma simples e generalizada quanto ao oxidante, dividindo-o em trés

etapas. Inicia-se com a oxidacdo do luminol do seguinte modo:

OH
NN
N TR —— RH

NH2 © NH, O Eq.3.5

Consiste na oxidagdo do anido luminol por um forte oxidante (one-electron
oxidation), como por exemplo um radical ou catido metalico, a luminol oxil radical [25]
(Eq.3.5).

A segunda etapa € a formagé&o do intermediario hidroperéxido (4-hidroperoxil-1-

oxi-5-amino-ftalazina-4-olate) a custa do superdéxido (Eq.3.6):

O*
SN

L O S —

NH, O
? NH, O Eq.3.6

O carbono ligado ao superéxido, no intermediario hidroperdxido, rompe a
ligacdo com o azoto permitindo formar endoperdxido. Por fim a ligacdo ao azoto é

guebrada, formando-se azoto molecular (Eq.3.7):

NH, O NH, O 0-0
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A Ultima etapa consiste na rutura entre 0s oxigénios do produto anterior na
forma dianonica, formando o intermediario em estado eletronicamente excitado

3-aminoftalato (Eg.3.8) responsavel pela emissao de radiagdo como se pode ver na
Eq.3.4:

@ 0
NS
o O
O 0
NH, © HN

L _ Eq.3.8

O peroxido de hidrogénio ndo oxida diretamente o luminol, necessitando de um

catalisador, normalmente um ido de um metal de transicdo ou 0s seus complexos.

Um dos mecanismos propostos para este efeito, prevé a formacdo de radicais
na presenca de ides de metais de transicdo com pelo menos dois estados de oxidagéo

(além do estado fundamental, por exemplo o cobre, cobalto, cromio, manganés ou
ferro), do seguinte modo [27]:

-1
Mn+ + H202 — Mn(n ) 4+ HoOO* + H+

Eq.3.9

n+

mp "D* + HO, — > MY 4+ HO* + o

Eq.3.10

Um exemplo bem estudado com este mecanismo é o reagente de Fenton

(decomposicao do peréxido de hidrogénio na presenca de catiao ferro(ll)).

O outro mecanismo de oxidacdo do peréxido de hidrogénio envolve dois
electrdes (two-electron oxidation). Primeiro o peréxido de hidrogénio desprotona-se
(Eq.3.11) e depois forma um complexo com o ido do metal de transi¢cdo, por exemplo o
cobalto (Il) [18, 22, 27] (Eq.3.12):
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pka 11,7 .
HO0 =————= HOO 4 "
Eq.3.11
co”” + HOO = [CO-HOO]+ £q.3.12

Este complexo peroxo-cobalto pode ser diretamente o oxidante que inicia o
mecanismo da quimioluminescéncia do Iluminol (EQ.3.5) ou produzir, por

decomposi¢do, um outro oxidante forte, o oxigénio.

Apesar do mecanismo ainda suscitar dividas e necessitar de esclarecimentos,
a quimioluminescéncia do luminol como técnica analitica tem grandes potencialidades.
O numero de artigos com a pesquisa “luminol and chemiluminescence” na base de
dados da Web of Knowledge [28] revelou que até a década de 70 praticamente nada
tinha sido editado sobre o assunto. No entanto, a partir dessa data comecou a suscitar
algum interesse e a partir dos anos 90 tem-se publicado cerca de 200 publica¢des por
ano (Fig.3.1).
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Figura 3.1 — Namero de publicacGes de artigos por ano desde 1940. Resultados obtidos por pesquisa na Web
of Knowledge no dia 30 de Janeiro de 2012, com as palavras “luminol” e “chemiluminescence” para os

diferentes anos.

Ha dois motivos principais para tornar este método interessante: a grande

sensibilidade do método e a simplicidade do equipamento associado a sua medicao.
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Além disso, o0 método tem poucas interferéncias, ndo existem muitas substancias com
capacidade de produzirem radiacdo, requer ainda um determinado par
oxidante/catalisador, o que torna a especificidade ainda maior. Esta auséncia do efeito
das interferéncias do meio onde o analito esta inserido, associado ao facto do método
ndo necessitar de fonte de excitacdo, elimina problemas de estabilidade da radiacéo
luminosa e reduz significativamente o ruido de fundo, resultando numa franca redugéo
do limite de detecdo e/ou quantificacdo. Estima-se que o0s métodos
quimioluminescentes possam ser 100000 vezes mais sensiveis que 0s métodos
espectroscopicos de absorcdo e 1000 vezes mais sensiveis que os fluorimétricos
[21,29]. O sistema quimioluminescente do luminol € versétil, tem carateristicas
diferentes em funcdo do substrato (oxidante) e do ativador (catalisadores ides
metalicos ou enzimas), serve tanto para monitorizar os diferentes substratos como os
diferentes catalisadores, logo, € um excelente candidato a medi¢bes de analitos em

tempo real e em in vivo [30-32].

A radiacdo emitida pela reagdo quimica do luminol € uma banda com a
emissdo total de radiagdo em alguns segundos (Fig.3.2). Na maioria dos métodos
analiticos interessa a quantidade total de radiacdo emitida ao longo do tempo em
fungéo do analito em estudo e n&o a intensidade a um determinado comprimento de
onda, entdo o detetor ndo necessita de ser um espectrometro mas um simples tubo

fotomultiplicador, mais barato e muito mais sensivel, é suficiente.

IF relativo
IF relativo

tempo, s 300 400 500 600
comprimento de onda, nm

Figura 3.2 — Comportamento tipico da quimioluminescéncia do luminol em meio aquoso. Intensidade da

radiacdo total em funcédo do tempo ap6s juntar o substrato, esquerda, e o espectro, direita.
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3.1.2. Utilizacao de fibras 6ticas

A radiacdo chega ao detetor por simples exposi¢ao direta, meio de transporte o
ar, ou conduzida através de uma fibra 6ética. A fibra 6ética apresenta algumas
vantagens, tais como a reduzida perda de sinal ao longo do percurso, ndo necessita
de alinhar o detetor com a reacdo quimioluminescente, a radiacdo propaga-se no
interior da fibra otica qualquer que seja o percurso, e pode, ainda, servir de suporte ao
sensor através de uma imobiliza¢éo do luminol com ou sem o catalisador, funcionando

deste modo como sonda - detecdo remota.

Alguns meétodos quimioluminescentes para doseamento do perdxido de
hidrogénio sdo baseados no uso de sistemas heterogéneos, por exemplo, Zhang et al
[33] e Guo et al [34] usaram, com sucesso, para 0 sistema luminol/peréxido de
hidrogénio, os catalisadores nanoparticulas de ouro e prata, respetivamente, em
suspensdo. No entanto, pode-se proceder a imobilizacdo dos reagentes em diferentes

tipos de matrizes sélidas.

ImobilizagBes feitas sobre o luminol, em resinas de permuta anionica, permitiu
construir sistemas de injecdo em fluxo para o peréxido de hidrogénio, em que o
catalisador também se encontrava imobilizado, obtendo-se limites de deteg&o baixos,
como por exemplo hemoglobina imobilizada em Sol-Gel com um limite de detecéo de
0,1.10° mol/L [11], ou peroxidase de rabano-silvestre imobilizado em membranas de
quitosano com um limite de 40.10° mol/L e um tempo de vida do sistema de cerca de

trés meses [35].

Sistemas em que apenas o catalisador foi imobilizado em resina Dowex-50,
cobalto(ll) complexado com monoetanolamina, permite medir perdxido de hidrogénio
na presenca de luminol para sistemas com inje¢éo de fluxo, com limites de detecédo na
ordem das décimas dos milimolar, para misturas com valores de pH alcalinos [5],
neutros [18] ou acido (neste ultimo verifica-se um acréscimo de cerca de 23 nm do

maximo do comprimento de onda) [17].

Nozaki et al [8] descreve um sistema em que a peroxidase de rabano-silvestre
€ imobilizado sobre chitoperls BC-3001, no qual € possivel proceder a reativacdo da

enzima através do uso de uma solucéo de imidazole.
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Ramos et al [6] imobilizou cobalto(ll) pelo processo Sol-Gel e fixou-o na
extremidade de uma fibra 6ética, a qual é introduzida no liquido, que j& continha o
luminol, para monitorizar o peréxido de hidrogénio, o p-iodofenol, o acido p-coumarino
e o0 2-naftol. Este sensor remoto tem um limite de dete¢do para o perdxido de
hidrogénio de 5.10®° mol/L.

Nanoparticulas a base de silicio, especificamente as produzidas pelo processo
de Sol-Gel, estédo a ser cada vez mais usadas como material de suporte para sensores
bioanaliticos com desenvolvimento de radiacdo. As ligacdes covalentes estabelecidas
entre o suporte e a molécula sensora, por um lado sao fundamentais para a sua
estabilidade, a concentracdo do sensor ndo deve variar ao longo da sua vida de
sensor, por outro lado ha um incremento do sinal. Além disso, nanoparticulas de Sol-
Gel podem ser suficientemente pequenas para 0 uso em processos hioldgicos e nao

sao toxicas [36].

Neste capitulo serdo apresentados a sintese e a caracterizagdo de
nanoestruturas a base de silicio, dopadas com luminol e cobalto(ll) que apresentam
atividade quimioluminescente quando expostas ao perdxido de hidrogénio. As
nanoparticulas de silicio s8o suspensas em solucdo aquosa, tém resposta
proporcional a quantidade de perdxido de hidrogénio adicionado, o sinal é conduzido
até ao tubo fotomultiplicador através de uma fibra ética. Todo este trabalho deu origem

a um artigo cientifico publicado na revista Analytical Letters em 2010 [37].
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3.2. Procedimento experimental

3.2.1. Reagentes

Luminol (97%), Tetraetoxisilano, isobutil-trimetoxisilano, triton X-100, foram
obtidos da Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Espanha), etanol absoluto, acido cloridrico
(37%), solucdo aquosa padrao de cloreto de cobalto(ll) 0,1000 mol/L, peréxido de
hidrogénio (30%), carbonato de sddio e hidrogenocarbonato de sédio pré-andlise
foram adquiridos a Merck (Alemanha). A 4gua desionizada utilizada tem resistividade

superior a 4 MQ/cm.

3.2.2. Preparacéao de solucdes

Solugéo concentrada de luminol 5x10° mol/L foi preparada pela dissolugéo de
25 mg de luminol sélido em tampdo carbonato/hidrogenocarbonato 0,05 mol/L
(pH = 10,1) e foi diluida até ao volume final de 28 mL. A solugcdo de luminol foi

armazenada ao abrigo da radiacéo.

A primeira diluicdo da solucao de perédxido de hidrogénio foi obtida pela diluicdo
a 1:30 da solucdo a 30% em solugcdo tampdo carbonato/hidrogenocarbonato
0,05 mol/L (pH = 10,1). Todas as restantes diluicdes foram efetuadas por diluicbes
sucessivas em solucdo tampéao carbonato/hidrogenocarbonato. Estas solu¢des foram
sempre preparadas diariamente, a temperatura ambiente e nunca foram previamente

desarejadas.

A solucdo de cobalto(ll) foi obtida pela respetiva diluicdo da solu¢do padrao de

cloreto de cobalto(ll) em solucéo tampéao carbonato/hidrogenocarbonato.
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A solucao sensor para o peroxido de hidrogénio foi obtida pela mistura de 2 mL
de solucéo concentrada de luminol com 10 mL de solucéo de cobalto(ll) em solucéo
tampéo de carbonato 0,05 mol/L.

3.2.3. Sintese do material sensor

As sinteses dos materiais a base de silicio foram executadas de acordo com

Hool et al [38]. Para esse efeito realizaram-se duas estratégias diferentes:

NM1 — A solucdo precursora foi preparada pela mistura de 1 mL de
tetraetoxisilano, 0,05 mL de isobutil-trimetoxisilano, 0,312 mL de etanol e 0,100 mL de
acido cloridrico 0,1 mol/L, num eppendorf de 2 mL e deixou-se agitar durante uma
hora.

Para um novo eppendorf colocou-se 1 mL de solucéo precursora, 0,100 mL de
Triton X-100 e 0,500 mL de solucdo sensora, agitou-se mais 15 minutos, transferiu-se

para um vidro de reldgio e deixou-se secar ao ar, a temperatura ambiente e no escuro.

Formou-se um granulado branco que foi macerado num almofariz de agata

antes de usar.

NM2 — A solugcédo precursora foi preparada pela mistura de 0,5 mL de
tetraetoxisilano com 0,050 mL de &cido cloridrico 0,1 mol/L, num eppendorf. Para um
outro eppendorf adicionou-se 1 mL de soluc&o sensor e 0,090 mL de Triton X-100 e

agitou-se a mistura durante 30 minutos.

Juntou-se ao sensor O precursor e agitou-se novamente durante 30 minutos.
Centrifugou-se a mistura a 13200 rotagdes/minuto durante 2 minutos, obtendo-se um

p6 branco no fundo.

Este p6 foi lavado duas vezes com agua desionizada e separado por
centrifugacdo, realizadas nas mesmas condigcbes. O solido foi seco ao ar, a

temperatura ambiente e no escuro.
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3.2.4. Instrumentacéo

As analises de microscopia eletronica de varrimento (scanning electronic
microscopy — SEM) e de energia dispersa de raio-X (energy dispersive X-ray — EDS)
foram realizadas num FEI Quanta 400FEG/EDAX Genesis X4M de microscopia

eletrénica de varrimento de alta resolucado, estando os materiais dispersos em etanol.

A quimioluminescéncia foi lida num tubo fotomultiplicador Hamamatsu
H7467PMT (Middlesex, NJ, USA) ligado a um computador pessoal e as adi¢cdes dos
volumes de peroxido de hidrogénio foram efetuadas numa microbureta controlada por

computador pessoal (Crison MicroBU 2030).

3.2.5. Medicao da quimioluminescéncia

Construiu-se uma camara estanque a luz, onde estava colocado um tubo de
ensaio de polietileno que continha cerca de 1 mg de material sensor suspenso em
0,050 mL de agua desionizada ou, alternativamente, 0,100 mL de solucao tampao de
carbonato/hidrogenocarbonato (pH = 10,1). Foram adicionadas quantidades
controladas, através de uma microbureta, de peréxido de hidrogénio com diferentes
concentragdes ao tubo de polietileno. A quimioluminescéncia foi registada num tubo
fotomultiplicador a um tempo de aquisicdo de 0,1 s, usando duas configuracdes

diferentes:

Configuracao 1 - A amostra (tubo polietileno) foi colocada a cerca de 5 cm em frente a
janela do tubo fotomultiplicador. Colocou-se um espelho em volta
do tubo de polietileno de modo que a radiacéo refletida se dirigisse

para o detetor (Fig.3.3).

Configuracao 2 - O detetor foi colocado fora da cAmara escura, e a radiagdo produzida
no tubo de polietileno foi conduzida através de uma fibra ética de

vidro com 1 mm de didmetro de nucleo (Fig.3.4).
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Figura 3.3 - Esquema da instalagdo para medir a quimioluminescéncia. Microbureta, MB, tubo
fotomultiplicador, PMT, camara escura, CE, computador pessoal, PC.
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Figura 3.4 — Esquema da instalagdo para medir a quimioluminescéncia com fibra 6tica. Microbureta, MB, tubo
fotomultiplicador, PMT, computador pessoal, PC, camara escura, CE, Fibra 6tica, FO.

Os resultados sdo sempre a média de trés ensaios independentes.
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3.2.6. Tratamento de dados

A cada adicdo de peroxido de hidrogénio, 0 material sensor respondeu com um
pico de grande intensidade e de um modo aparentemente instantaneo de
gquimioluminescéncia. Cada medida de quimioluminescéncia correspondeu ao
somatoério de 10 aquisicdes num tempo de integracdo de 1 s. Todos os calculos foram
efetuados na folha de calculo Microsoft-Excel. O limite de dete¢&o, LOD, foi obtido do

seguinte modo:

3s

LOD = - Eq.3.13

em que S é o desvio padrédo de 16 brancos e b é o declive da reta de calibracgéo.
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3.3. Resultados

3.3.1. Caracterizagcdo morfolégica dos materiais sensores

de silicio

Por andlise das imagens obtidas por microscopia eletronica de varrimento,
SEM, concluiu-se que 0s materiais sintetizados pelo processo NM1 apresentam um
tamanho tipico na ordem dos 5 um, enquanto os produzidos pela sintese NM2 tém

dimensfes de nanoparticulas, ou seja, ha ordem dos cerca de 500 nm (Fig.3.5).

Nas figuras Fig.3.5(a) e Fig.3.5(b) podem ver-se a morfologia do material
formado pelo procedimento mais demorado, logo, reacdo quimica mais lenta.
Apresenta um especto homogéneo com uma morfologia tendencialmente esférica,
devido a presenca do emulsionante Triton X-100. O material formado pelo processo
NM2, Fig.3.5(c) e Fig.3.6(d), também apresenta uma morfologia essencialmente
esférica, no entanto tem um tamanho cerca de 10 vezes inferior e apresenta-se
misturado com outras estruturas. O processo NM2 é mais rapido, logo, ha uma
tendéncia para a formacdo de estruturas cristalinas em detrimento da nucleagéo,
maior variedade ou auséncia de forma definida e com particulas menores. O
aglomerado, Fig.3.5(c), € um material altamente poroso, consequentemente, tem uma

area superficial bastante elevada.

Sob o ponto de vista do efeito da &area na reatividade ao peroxido de
hidrogénio, os nanomateriais, obtidos em NM2, devem detetar concentragdes mais
baixas devido a maior relacdo entre a area e o volume das particulas. Por outro lado,
as particulas maiores devem responder a concentracdes maiores de peroxido de
hidrogénio e responder durante mais tempo porque o luminol que se encontra no

interior das particulas esta mais indisponivel para reagir.
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(b)

(d)

Figura 3.5 — Imagens SEM dos materiais sensores obtidos pelo procedimento NM1 (a e b) e pelo procedimento
NM2 (c e d).

A composicdo quimica obtida por analise de energia dispersa de raio-X dos
materiais de silicio, mostra, qualquer que seja 0 processo de sintese, que sao
constituidos principalmente por silicio, oxigénio, carbono e sddio (Fig.3.6). A presenca
de silicio e oxigénio, em maior quantidade, mostra que o nucleo é constituido por
silica, e a presenca de carbono e sddio mostra a presenca de luminol e/ou tampéao
carbonato e hidrogenocarbonato, o luminol é o sal sddico e os carbonatos sao de
sédio. Nao foi possivel ver o azoto nem o cobalto porque as suas quantidades

relativas estdo abaixo do limite de detecdo dos EDS (cerca de 0,1% m/m).
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Figura 3.6 — Analise de energia dispersa de raio-X ao nanomaterial do processo NM2. Resultados idénticos
foram obtidos no material sensor sintetizado por NM1.

3.3.2. Quimioluminescéncia do peroxido de hidrogénio

A fim de verificar se 0 material sensor, apés imobilizado, respondia a presenca
de perdxido de hidrogénio, montou-se a instalagdo da Fig.3.3 e colocou-se cerca de
1 mg de sensor preparado pelo processo NM1, suspenso em 0,050 mL de solugéo
tampéo carbonato/hidrogenocarbonato. Quando se adicionavam iguais volumes de
peroxido de hidrogénio de diferentes concentracdes, em quantidades de sensor
sempre renovadas, obtinha-se uma resposta quimioluminescente que variava
linearmente com a concentracao de peroxido de hidrogénio, Fig.3.7. Ficou demostrado
que o luminol e o cobalto(ll) foram imobilizados na matriz pelo processo de Sol-Gel e
mantém a capacidade de reagir com o peréxido de hidrogénio produzindo radiacéo
luminosa.

Experimentou-se, também, o nanomaterial sensor sintetizado pelo processo

NM2 e, embora com morfologias diferentes, deu resultados muito similares.
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Figura 3.7 — Resposta quimioluminescente da adicdo do peroxido de hidrogénio, a suspensdo aquosa do

material sensor e correspondente ajuste linear.

A resposta das particulas sensores ap0s cada adicdo do peroxido de
hidrogénio é rapida, muito inferior a 1 s, com um pico agudo e retorna a linha de base
em cerca de 2 s. Verifica-se que € diretamente proporcional na gama de
concentragdes de 10 a 20.10° mol/L, Fig.3.7, e apresenta um coeficiente linear

superior a 0,994. Analiticamente a sua resposta €:

Contagens=309+100-[H,0, | Eq.3.14

em que [HZOZ] é a concentracdo do peroxido de hidrogénio em 107° mol/L.
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3.3.3. Quimioluminescéncia do peréxido de hidrogénio em

fibra otica

Quando se usa uma fibra 6tica para conduzir a radiacdo entre o meio reacional
e o detetor (Fig.3.4) h4 uma diminuigdo na sensibilidade do método. Esta diminuicdo é
justificada pela redugéo da quantidade de radiagdo que chega ao detetor. Passa-se de
uma exposicdo completa do detetor, para uma situacdo em que ha uma limitagéo
fisica da area transversal da fibra ética, na qual a area util é inferior a 1 mm?. Além
disso, existem as eficiéncias inerentes ao facto de se ter incorporado um objeto entre o

tubo de polietileno e o detetor.

No entanto, este sistema tem uma grande vantagem analitica ao permitir
detetar quimioluminescéncia remotamente (in situ, in vivo, on-line, por exemplo). Esta
detecdo remota permite monitorizar peréxido de hidrogénio em locais de pequena

dimensao, estando apenas limitado pelo tamanho da fibra ética.

O sistema responde ao perédxido de hidrogénio em varias décadas, com um
comportamento tipico como mostra a Fig.3.8(a). No entanto, tem uma resposta néo
linear, deixa de responder para concentracdes inferiores a 10 mol/L e apresenta um
acentuado incremento na quimioluminescéncia para valores superiores a 10 mol/L de
peréxido de hidrogénio. Contudo, pode-se encontrar uma zona linear na gama de 50 a
300.10° mol/L com um limite de detecdo cerca de 20.10° mol/L e um coeficiente de

correlacao superior a 0,995. A resposta tipica é:

Contagens=1,15-10° + 27-[H,0, | Eq.3.15

em que [HZOZ] é a concentracéo do perdxido de hidrogénio em 10° mol/L.

Um procedimento para tirar proveito do sinal existir ao longo de muitas
décadas, é efetuar a calibracdo ndo em funcado da concentracdo do analito, mas sobre
o simétrico do logaritmo decimal da concentragéo, [39, 40]. Se aplicar uma calibragéo

semi-logaritmica a representacéo gréafica da Fig.3.8(a), pode obter-se um ajuste linear,
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Fig.3.8(b), numa gama superior, agora de 50 a 2000.10° mol/L, com um limite de
detecdo de 1.10° mol/L e um coeficiente de correlacdo superior a 0,997, sendo a
resposta analitica:

Contagens= 4,73-10° +1,07-10* - Log([H,0,]) Eq.3.16

em que [HZOZ] é a concentrac&o do per6xido de hidrogénio em 10° mol/L.
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Figura 3.8 — Resposta quimioluminescente transportada através de uma fibra 6tica em fungdo do simétrico do
logaritmo decimal da concentracéo de peréxido de hidrogénio, a), e o respetivo ajuste linear para a gama de 50
a 2000.10° mol/L, b).

Da andlise dos resultados de quimioluminescéncia dos dois métodos, com e
sem o uso de fibras 6éticas para conduzir a radiagdo, constata-se que o método com a
fibra Otica, tal como esperado, € menos sensivel que o método direto devido as

limitagBes inerentes a area e aos acoplamentos fisicos da fibra otica.

Verificou-se que variagbes na massa do material sensor em torno dos 1 mg
ndo afetam os resultados do ajuste linear. Estudou-se, também, a estabilidade do
material sensor ao longo do tempo, e se devidamente guardado ao abrigo da radiacao,
a resposta continua a ser linear no material com dois meses de idade, ao fim do qual
comeca a ter uma ligeira perda no sinal produzido para a mesma concentracdo de

peréxido de hidrogénio.
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A quantidade de cobalto(ll) presente nas estruturas de silica ndo afeta a
quimioluminescéncia, no entanto, a quantidade de luminol imobilizado é critica,
(Fig.3.9) tendo uma influéncia maior quanto maior for a quantidade de peroxido de
hidrogénio presente na amostra. Estes resultados provam que para pequenas
guantidades de peroxido de hidrogénio, a quantidade de luminol existente nas
nanoparticulas € suficiente para consumir todo o peréxido, por outro lado, quando a
concentracdo de peroxido de hidrogénio é grande, cerca de 10° a 10™ mol/L, o luminol
parece tornar-se o0 reagente limitante e dai a forte dependéncia da

guimioluminescéncia com a quantidade deste.

Com o aumento da quantidade de Iluminol usado na preparacdo das
nanoparticulas aumenta a sensibilidade ao perdxido de hidrogénio, mas o limite de

detecdo néo é afetado.
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Figura 3.9 — Evolugao do logaritmo da resposta quimioluminescente em fung¢do do simétrico do logaritmo da
concentragdo do peroxido de hidrogénio para duas concentracdes diferentes de luminol na preparagédo das

nanoparticulas.

A pesquisa bibliogréfica efetuada revelou ndo existirem aplicacdes para medir
perdxido de hidrogénio com nanomateriais e, principalmente, serem monitorizados

remotamente através de uma Unica fibra 6tica.

Blum et al [40] com imobilizagdo em membranas de nylon e usando a enzima
peroxidase de rabano-silvestre, Preuschoff et al [41] com membranas de BiodyneTM
da Pall (Alemanha) e UltraBind da Gelman Sciences (USA) com varias enzimas
(peroxidase de rabano silvestre, peroxidase microbiana (mPOD) e glucose oxidase),

trabalharam em sistema de injecdo em fluxo, usaram um feixe de fibras Oticas para
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transportar a radiacdo da célula da reacdo quimica até ao detetor. Obtiveram sinal
quimioluminescente até a concentracdo de 10°® mol/L para o perdxido de hidrogénio. A
quantidade de radiacao luminosa que chega ao detetor é diretamente proporcional a
quantidade de fibras Oticas usadas na conducdo da radiacdo, se uma fibra ética
transportar uma certa quantidade de radiacdo, duas transportam o dobro e assim
sucessivamente até encher toda a area da janela do detetor e/ou 0 meio reacional ndo

poder conter mais fibras.

A imobilizacdo do luminol com, ou sem, o catalisador provoca uma diminui¢ao
do sinal de quimioluminescéncia, e embora outros trabalhos refiram imobilizagbes com
detecdes para o peréxido de hidrogénio com outras montagens [5, 18], este sistema
de fibra otica unica (com 1 mm de didmetro) é de concecdo simples, muito barata e
permite antever duas situagdes ainda mais atrativas: primeiro imobilizar o material
sensor na cabeca da fibra oOtica (podemos pensar numa imobilizagdo sobre a fibra
Otica cortada transversalmente, em angulo diferente dos 90° ou mesmo com outras
geometrias, como por exemplo afunilada, em cone, para aumentar a area de
exposi¢cdo do material sensor); segundo, se o processo de fixacdo do material sensor
a cabeca tiver éxito, entdo podemos passar para fibras 6ticas mais finas, por exemplo
fiboras Oticas de telecomunicacdes, com apenas 0,05 mm de didmetro. Com
imobilizacdes sobre as fibras 6ticas muito finas, podemos detetar e dosear peroxido de
hidrogénio remotamente, noutras aplicagdes bioanaliticas, por exemplo no interior de

células vivas.
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3.4. Conclusodes

Foram produzidos com sucesso nanoestruturas de silica pelo método de Sol-
Gel funcionalizados com luminol e cobalto(ll) que s&o sensiveis a presenca de
peréxido de hidrogénio. As nanoestruturas sao constituidas maioritariamente por silicio

e oxigeénio — silica.

Observou-se que dependendo da metodologia de sintese dos nanomateriais,
obtinham-se diferentes caracteristicas morfolégicas, mas tanto as microparticulas
como as nanoparticulas geravam quimioluminescéncia na presenca do peroxido de

hidrogénio.

Caracterizou-se o material sensor com uma exposi¢do direta do detetor ao
meio reacional, observou-se que emitia quimioluminescéncia para concentracdes de
peroxido de hidrogénio inferiores a 2.10° mol/L e um limite de detecdo na ordem de

alguns micromolar.

A medi¢do da quimioluminescéncia através de uma fibra Otica de vidro é uma
via analiticamente muito interessante, embora reduza a sensibilidade do método, a
imobilizacdo em nanoestruturas de silicio sdo compativeis com a imobiliza¢éo sobre a
fibra oOtica de vidro e a modificagcdo da geometria da cabeca sensora parecem ser a via
a seguir para melhorar a eficiéncia deste método — sondas Oticas remotas para
monitorizar quimioluminescéncia de espécies quimicas de oxigénio e azoto em

organismos vivos.
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4.Doseamento do Oxido nitrico com
fluoresceinamina reduzida por

fluorescéncia

4.1. Introducéo

A determinacdo de espécies reativas de oxigénio e azoto, incluindo o oxido
nitrico, € objeto de estudo em numerosos processos fisiolégicos e patoldgicos. Varias
tém sido as metodologias propostas para a monitorizacao do 6xido nitrico in vitro e in
vivo, desde quimiluminescéncia e fluorescéncia, passando pela eletroquimica, até a

ressonancia paramagnética eletrénica [1-6].

A grande vantagem do uso de sistemas de fluorescéncia, usando fluoresceina
e seus derivados como sensores, € a sua elevada sensibilidade associada a uma
instrumentacdo simples e de reduzido custo. Existe ainda a possibilidade de
imobilizacdo destes sensores em suportes solidos com possibilidade de acoplamento
em fibras Oticas para posterior controlo remoto em medi¢des in vivo. Kojima et al
desenvolveu um sensor para Oxido nitrico baseado em diaminofluoresceina [6], que,
embora tenha baixa seletividade, tem sido usado para amostras in vivo [2]. Entre os
derivados da fluoresceina, os acidos 2-[6-(4-hidroxi)fenoxi-3H-xanteno-3-on-9-
illbenzdico e o 2-[6-(4’-amino)fenoxi-3H-xanteno-3- on-9-iljbenzdico foram sintetizados
por Setsulinai et al e mostraram-se bastante seletivos ao radical hidroxilo e ao ido

hipoclorito, respetivamente [7].
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A 17,7 -diclorofluoresceina reduzida, assim como a dihidrorodamina, espécies
ndo fluorescentes, sédo frequentemente usadas na detecdo e quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio e azoto porque a sua forma oxidada € muito
fluorescente [8, 9]. Usando fluoresceina reduzida Nakahara et al desenvolveu uma
metodologia simples, expedita e economica de quantificacdo do perdxido de
hidrogénio. E seletiva e pode ser aplicada a matrizes como soro de vitelo, saliva
humana, 4gua da chuva e estrato de massa de trigo com resultados satisfatérios [10].

Como resultado do trabalho desenvolvido e descrito neste capitulo resultou o
artigo “Reduced fluoresceinamine as a fluorescente sensor for nitric oxide” editado na

revista cientifica Sensors no volume 10 (3), paginas 1661 a 1669, em 2010.

4.1.1. Fluoresceina e seus derivados

A fluoresceina e os seus derivados sdo corantes amplamente usados em
varias areas, desde a quimica analitica (indicador na titulacao do catido prata segundo
o método de Fajans [11] ou sensores de pH [12], por exemplo) até a microbiologia
celular (indicadores intracelulares de pH [13], marcadores moleculares como
proteinas, DNA, toxinas ou drogas [14], entre outros), passando pelo diagndstico
clinico (oftalmol6gico [15], tumores cerebrais [16], por exemplo). Sao também
largamente usados em areas de engenharia como tragador: em rios [17], aquiferos
subterraneos [18] ou mesmo na detecdo de fugas em sistemas hidraulicos de grande
envergadura. A caracteristica que torna esta familia de compostos tdo apelativos é o

elevado rendimento quantico da sua fluorescéncia e a excelente biocompatibilidade.

Esta familia de compostos é formada por uma estrutura rigida triciclica
caracteristica dos xantenos, ligada a um &cido orto-benzoico pela posicdo para
relativamente ao oxigénio e pode ter substituintes quer na estrutura do xanteno, os Xs,
guer na estrutura do acido benzoico, Y;s (Fig.4.1). O xanteno faz um angulo diédrico

de quase 90° com o anel benzénico [19].



FCUP | 79

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

Figura 4.1 — Esqueleto da estrutura quimica dos derivados de fluoresceina.

A estrutura xanténica é responsavel pela fluorescéncia, é o fluoréforo, que no
caso da fluoresceina (estrutura mais simples, em que todos 0s substituintes X; e Y; sdo
o hidrogénio (Fig.4.1)), apresenta em solucdo aquosa, em meio alcalino, um
rendimento quantico de 0,93 [20]. Sun et al descreve ainda a sintese de derivados
fluorados da fluoresceina que podem atingir rendimentos quanticos de 0,97 (Fig.4.2)
[21]. A introducéo de diferentes substituintes leva a que estes corantes tenham varios
comprimentos de onda de absorgdo com diferentes absortividades molares e,
consequentemente, diferentes desvios de Stokes (diferenca entre 0 comprimento de
onda de excitacao e de emissao), logo esta familia de derivados da fluoresceina vai ter

diferentes rendimentos quanticos [20-22].

Figura 4.2 — Estrutura quimica de 2,7 -difluorofluoresceina [21].

4.1.2. Sintese da fluoresceina e seus derivados

A fluoresceina foi sintetizada pela primeira vez pelo quimico aleméo Adolf von
Baeyer em 1871, através da condensacdo do anidrido ftadlico com resorcino na

presenca do catalisador cloreto de zinco (via reacdo de Friedel-Crafts):
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\O/ ©i<< ZnCl,
amdo

Eq.4.1

Dependendo do solvente e do valor de pH, a fluoresceina pode apresentar
diversos tautomeros que tém propriedades fotofisicas distintas. Em solu¢cdo aquosa,
para valores de pH inferiores a 2, a fluoresceina encontra-se essencialmente
protonada. Esta espécie tem uma absortividade molar de 5,3x10* L.mol*.cm™ a
437 nm e um rendimento quéntico de 0,18. Entre os valores de pH de 2,1 e 4,3
predomina a fluoresceina neutra, a espécie com menor absortividade
(1,1x10* L.mol™*.cm™) mas com um rendimento quéantico de 0,30. Na zona de valores
de pH entre 43 e 6,4 mais de 50 % do total da fluoresceina encontra-se
monodesprotonada, apresentando uma absortividade molar de 2,9x10* L.mol*.cm™ e
um rendimento quantico de 0,37. Para valores de pH superiores a 6,5 a espécie
predominante é a dianibnica que apresenta maior absortividade molar
(7,7x10* L.mol™.cm™) e rendimento quantico de 0,93 (Fig.4.3) [20].

Figura 4.3 — Dependéncia do pH do meio na estrutura da fluoresceina.

Os ésteres ciclicos (lactonas) sao estruturas, que por interromperem a

mobilidade eletronica na estrutura xanténica, nao séo fluorescentes (Fig.4.4) [21].
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Figura 4.4 — Equilibrio quimico dos tautomeros neutro e monodesprotonado com as respetivas lactonas, nao

fluorescentes (direita).

A fluorescéncia da fluoresceina pode ser explicada pela transferéncia de
eletrBes fotoinduzidos da estrutura plana rigida do xanteno. Embora o seu mecanismo
constitua uma incégnita, sabe-se que os substituintes desempenham uma influéncia
fulcral nas carateristicas fotofisicas da molécula, principalmente na fluorescéncia,

provocando aumento, diminuigdo ou mesmo a completa extingdo [22].

Para a sintese de derivados da fluoresceina séo utilizados dois processos
distintos: condensacdo dos derivados do resorcinol com anidrido ftalico ou

simplesmente alterando os substituintes de uma estrutura ja existente.

A obtencédo dos derivados da fluoresceina por condensacao é preferivel visto
produzir compostos mais bem definidos, com maior pureza e menos produtos
indesejados [23]. Por exemplo, Sun et al, sintetizou fluoresceinas fluoradas a partir de
fluororesorcindis com anidrido ftalico e obteve fluorofluoresceinas com elevada
fotoestabilidade e rendimento quéntico de 0,85 a 0,97 e com um grau de pureza
superior a 96 % [21]. A 5, ou 6-carboxifluoresceina, foram obtidas pela condensacéo
do resorcinol com o anidrido 4-carboxiftdlico em &acido metanossulfonico e
posteriormente separadas com metanol/hexano e etanol/hexano, ficando cada um dos
compostos com uma pureza de 98 % [24]. Patil et al sintetizou uma série de derivados
da fluoresceina com dupla banda de emissdo, pela condensagcdo do 4-(1H-

benzo[d]imidazol-2-il)benzeno-1,3-diol com diferentes anidridos (ftalico, succinico,
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maleico, ftalico-4-carboxilico e 3-amino-ftalico), obtendo derivados benzimidazolil da

fluoresceina sensores de pH, com rendimentos quanticos entre 0,12 e 0,96 [25].

A obtencao de derivados da fluoresceina por modificacdo de uma fluoresceina
ja existente pode ser conduzida por diversas metodologias. Por exemplo, a sintese de
nitroderivados pode ser efetuada por substituicdo eletrofila fazendo a reacdo da
fluoresceina com &cido nitrico fumante ou com uma mistura de acido nitrico e acido
sulfurico [26]. A sintese de uma fluoresceina com uma unidade quelante catecol foi
obtida pela reacdo da 5(6)-carboxifluoresceina com o 2,3-dibenziloxibenzilamina na
presenca de N,N"diciclohexilcarbodiimida e N-hidroxissuccinimida, com um rendimento
de 27% [27]. Li et al sintetizou a 3-epoxipropoxifluoresceina, a partir da fluoresceina e

da hepicloridrina que é sensivel a histidina [28].

4.1.3. Fluoresceinamina como sensor

A fluoresceinamina comercial é, normalmente, uma mistura dos isémeros 5-
aminofluoresceina e 6-aminofluoresceina, 5(6)-aminofluoresceina. Devido a facilidade
de ligacdo do grupo amino com um grupo acido de uma estrutura a analisar, formando
conjuntos fluorescentes, a fluoresceinamina é amplamente usada para estudar
estruturas de proteinas e membranas, acidos nucleicos e nucleétidos, fenémenos de

transporte de lipidos e metabolitos em geral [29].

A sua sintese inicia-se pela condensagdo do resorcinol com o acido 4-
nitroftalico, originando a 5(6)nitrofluoresceina [30], cujos isémeros purificados por
cristalizacdo sdo submetidos a redugédo do grupo nitro a amino [31]. Na Fig.4.5 esta
representado um possivel mecanismo para a formacdo do 5(6)nitrofluoresceina,
adaptado do mecanismo proposto por Eshghi et al [23] para a fluoresceina. A
obtencdo do isémero 5 ou 6-nitrofluoresceina depende se o ataque do resorcinol se
faz no grupo carboxilico 1 ou 2 do acido 4-nitroftalico. Esta reacdo permite chegar a
uma mistura racémica dos dois isémeros que podem ser separados por cristalizacédo

fracionada [32].
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Figura 4.5 — Possivel mecanismo de formacédo da 5(6)nitrofluoresceina.

Apos separacdo dos isomeros procede-se a redugdo do grupo nitro. Para esse
fim, Sigmundo et al usou o sistema redutor sulfureto/hidrogenossulfureto e conseguiu
uma rendimento de 77 % para o derivado acetilado da 5-aminofluoresceina [32].
McKinney et al com o mesmo sistema chegou ao valor de 80 % de rendimento e
reduziu a nitrofluoresceina com o sistema alternativo de hidrogenacao, através do
catalisador sélido niquel-aluminio (Raneu Nickel), conseguindo alcancar 96 % de

conversao [30].

Na familia das fluoresceinas, a fluoresceinamina é dos derivados com menor
rendimento quantico (0,015), no entanto a sua derivatizacdo a amidas torna-as
bastante mais fluorescentes, a N-fluoresceinilacrilamida ou a N-fluoresceinilbenzamida
tém rendimentos quanticos de 0,76 e 0,79, respetivamente [33]. Isto leva a supor que
a fluoresceinamina pode ser um 6timo sensor fluorescente quando imobilizado pelo

grupo amina.

A fluoresceinamina comercial € um indicador bastante comum e relativamente
econdmico que pode ser facilmente imobilizado em suportes sélidos. O radical amina é

ligado as terminac¢des hidroxido, ligacdo promovida pelo gluteraldeido em meio acido,
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originando filmes limpos, transparentes na zona do visivel e no ultravioleta proximo,
permedveis a analitos de reduzida dimensé&o. Estes filmes servem, por exemplo, de
sondas de pH e séo capazes de aderirem a superficie de fibras oticas [34,35]. Duong
et al ligou covalentemente com sucesso o grupo amina da fluoresceinamina as
terminacdes epoxido do Sol-gel 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano e metiltrietoxisilano. O
sélido obtido pelo processo de Sol-gel apresentava boa transparéncia na zona de
excitacdo/emissdo, estabilidade mecéanica e quimica, uma resposta rapida ao catiao
hidrogénio, reprodutivel, seletiva e sensivel, com resposta linear entre o valor de pH
de 4 e 10 (coeficiente de correlag&o 0,995) [36].

Sabendo que as espécies reativas de oxigénio e azoto sao oxidantes, é
possivel pensar numa estratégia de identificacdo/quantificagdo das mesmas
recorrendo ao facto de moléculas fluorescentes perderem esta caracteristica quando
se encontram na forma reduzida, tornando a adquiri-la na forma oxidada. O diacetato
de diclorofluoresceina, ndo fluorescente, é o sensor mais usado na detecdo por
fluorescéncia de perdxido de hidrogénio no interior das células. A dihidrorodamina,
molécula também néo fluorescente, é frequentemente usada para detetar peroxinitrito
no interior das células por fluorescéncia. Estes sdo dois exemplos de sensores que

adquirem fluorescéncia quando passam a forma oxidada [37].

Procedimento analogo pode ser encontrado com a fluoresceinamina, quando
reduzida, através do zinco metalico em meio acido [38]. Esta perde a capacidade de
fluorescéncia e torna a emitir radiacdo quando regressa a forma oxidada,
particularmente na presenca de Oxido nitrico, como se pode ver no esquema da
Fig.4.6.

Fluorescente nao Fluorescente Fluorescente

Figura 4.6 — Esquema da estratégia de tornar a fluoresceinamina sensor de 6xido nitrico.

A provavel estrutura da fluoresceinamina reduzida da Fig.4.6 foi obtida por
analogia com as estruturas oxidada e reduzida da diclorofluoresceina e da

dihidrorodamina [8].
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4.2. Procedimento experimental

4.2.1. Reagentes

A fluoresceinamina, dietilamina NONOato de sddio, zinco em p0, cloreto de
trishidroximetilaminometano (Tris), citrato de sodio e superéxido de potassio foram
obtidos da Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Espanha). A solu¢cdo aquosa padrdo de
cloreto de cobalto(ll) 0,000 mol/L, solugdo aquosa de peroxido de hidrogénio (30 %),
dihidrogenofosfato de potassio, hidrogenofosfato de sédio, nitrito de sédio, hidroxido
de sodio, solugdo aquosa de hipoclorito de sédio, as solu¢des aquosas concentradas
de acido cloridrico e &cido sulfurico foram adquiridos a Merck (Alemanha). A agua

desionizada utilizada com resistividade superior a 4 MQ/cm.

4.2.2. Preparacao de solucdes

A solugcdo tampéo Tris-citrato, pH 7,4, foi preparada pela dissolugédo de
3,0285 g de cloreto de trishidroximetilaminometano e 2,9410 g de citrato de trisédio
dihidratado em cerca de 480 mL de agua desionizada, e ajustado o valor de pH a 7,4
com solucdo aquosa de hidréxido de sédio 1 mol/L. Perfez-se o volume final de

500,0 mL com agua desionizada.

A solucéo tampao fosfato pH 7,4 foi preparada pela dissolucdo de 21,9105 g de
dihidrogenofosfato de potassio e 0,4827 g de hidrogenofosfato de sédio em cerca de
480 mL de agua desionizada, e ajustado o valor de pH a 7,4 com solucdo aquosa de
hidroxido de sédio 1 mol/L. Completou-se o volume final de 500,0 mL com agua

desionizada.

Com excecdo da solucéo inicial de fluoresceinamina, todas as restantes sao

preparadas em solucédo tampao fosfato pH 7,4 e preparadas diariamente.

Fluoresceinamina reduzida foi preparada do seguinte modo: comegou-se por

diluir 1,4 mL de solucdo &cida de fluoresceinamina 1,45.10° mol/L (obtida pela
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dissolucdo de 12,6 mg de fluoresceinamina em 25 mL de solucdo aquosa de acido
cloridrico 0,10 mol/L) com 14 mL de solugéo aquosa de &cido cloridrico 0,10 mol/L e,
posteriormente, adicionou-se cerca de 0,5 g de zinco metélico. A mistura é posta a
agitar num tubo Falcon de 15 mL, por inversdes, até a fluorescéncia ou a cor amarela
desaparecer (cerca de 30 minutos). A cor amarela inicial da fluoresceinamina
sobrepBe-se a mistura com zinco metalico (um pé cinzento). A solucéo de trabalho da
fluoresceinamina reduzida foi feita pela diluicdo de 5 mL de solucdo limpida de
fluoresceinamina reduzida acabada de centrifugar, a qual foi acrescentado 10 mL de
tampao Tris pH 7,4 e, por fim, 4,7 mL de solugcdo aquosa de hidroxido de sédio
0,10 mol/L. Esta solucdo de fluoresceinamina reduzida € estavel pelo menos durante
duas horas, sem aparecimento significativo da fluorescéncia. Durante este periodo

evitou-se que esta SO|U(}5.0 estivesse em contacto com o ar.

A solucdo aquosa de cloreto de cobalto(ll) 0,01 mol/L foi preparada a partir da

solucéo de concentracdo 0,1000 mol/L com agua desionizada.

As solucdes aquosas de acido sulfurico e cloridrico foram obtidas pela
respetiva diluicdo com &gua desionizada a partir das concentradas, e a solugédo de
hidroxido de soédio foi obtida pela respetiva dissolugdo e diluicdo do sélido em agua

desionizada.

4.2.3. Geracao do 6xido nitrico

Produziu-se 6xido nitrico com dois métodos diferentes: (i) usando um doador
que por decomposicdo quimica liberta Oxido nitrico para a solugdo aquosa e (ii)
gerando uma solugdo saturada em Oxido nitrico por passagem de uma corrente de

oxido nitrico gasoso.

() Pesaram-se 7,0 mg de dietilamina NONOato de sédio, dissolveu-se e diluiu-se
ao volume final de 10,0 mL com tampdo fosfato de valor de pH 7,4
previamente desoxigenado, ou seja, fez-se borbulhar uma corrente de azoto
através da solucdo tampao durante uma hora. Todas as diluicbes necessarias
foram feitas por diluicdo rigorosa com solucdo tampdo fosfato pH 7,4

desoxigenada e evitando a exposicdo das solugcbes ao ar e a luz. A
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estequiometria é de

1,5 mole de 6xido nitrico por cada mole de dietilamina NONOato de sodio.

(ii) Cerca de 22 g de nitrito de s6dio com um pouco de agua foram colocados num
recipiente hermeticamente fechado ao qual estava ligado uma bureta que
continha acido sulfarico 6 mol/L, desta saia um tubo de silicone que iria
conduzir os gases formados para um frasco de polietileno. Este estava
também hermeticamente fechado, continha cerca de 800 mL de solucao
aquosa de hidréxido de sodio a 20 %. Deste ultimo frasco saia um tubo que
mergulhava na solugédo tampéo fosfato pH 7,4 que se pretende saturar com
Oxido nitrico (Fig.4.7). Todo este sistema foi previamente desoxigenado,
conseguindo-se assim saturar mais rapidamente a solugdo de oxido nitrico.
Depois gotejam-se, a média de uma gota por minuto, o acido sulfarico,
produzindo-se deste modo uma mistura de gases com azoto na sua
composic¢do, os NOx, que foram posteriormente passados (lavados) através

da solucéo alcalina, onde todos os gases ficam retidos com excec¢éo do Oxido
nitrico.

)

Figura 4.7 — Esquema da instalagdo geradora de 6xido nitrico (ii).
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4.2.4. Instrumentacgéo

A medicéo da fluorescéncia foi executada em cuvetes de quartzo com agitacéo
feita através de uma barra magnética. A montagem realizada no laboratério consistia
numa fonte estabilizada de eletricidade que alimentava um LED a 450 nm da Roithner
Lasertechnik (ref. LED450-01), um porta cuvetes de 4 vias da OceanOptic (CUV-ALL-
UV 4-way) colocado em cima de um agitador magnético, um detetor de carga
acoplada (charge-coupled device) da OceanOptic (USB4000), uma fibra 6tica de vidro
com 1,0 mm de didmetro no nucleo que conduz a radiacdo da fonte de alimentagéo ao
porta cuvetes e, ligado a 90° em relacdo a esta, uma fibra de vidro com 0,600 mm de
diametro no nacleo (P600-2-UV-VIS) que guiava a radiacdo do suporte das cuvetes
até ao detetor. Estes componentes estavam ligados entre si como mostra a (Fig.4.8).

Figura 4.8 — Esquema da disposicdo dos componentes para a medi¢cdo da fluorescéncia numa cuvete. PC
computador pessoal, CCD detetor, LED fonte de alimentacéo, FO fibra 6tica e CUV suporte da cuvete.

4.2.5. Medicao da fluorescéncia

A medi¢do do Oxido nitrico proveniente de (i), do dietilamina NONOato de
sbédio, foi feita do seguinte modo: 4,8 mL de fluoresceinamina reduzida foram

colocados em frascos de vidro de 20 mL de capacidade e termoestatizado a 37° C,
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pelo menos durante 30 minutos. Adicionou-se 0,20 mL de cloreto de cobalto(ll)
0,01 mol/L e 0,20 mL de solu¢do de Oxido nitrico a diferentes concentragdes. Esta
mistura ficou a reagir durante 1 hora e depois foi lida a fluorescéncia do conteudo na
cuvete com agitacao.

O 6xido nitrico preparado pelo processo (ii), assim como as restantes solugdes
a monitorizar (os interferentes), foram medidos do seguinte modo: 2,40 mL de
fluoresceinamina reduzida foram colocados na cuvete com constante agitacdo e
adicionou-se 0,100 mL de solugéo aquosa de cloreto de cobalto(ll) 0,01 mol/L. Por
ultimo, adicionou-se 0,1 mL de solugao 6xido nitrico, ou qualquer uma das restantes

solugdes, e seguidamente mediu-se a fluorescéncia.

O tempo de integracdo da intensidade de fluorescéncia, em unidades relativas
de fluorescéncia, foi de 5 segundos, com um amaciamento do sinal de 10 vezes (0
resultado da intensidade de fluorescéncia para cada comprimento de onda resulta da

média das 10 intensidades de fluorescéncia vizinhas).

4.2.6. Tratamento de dados

Os calculos foram executados numa folha de céalculo Microsoft-Excel. O limite
de detecao foi determinado como sendo o quociente entre o triplo do desvio padréo de

16 brancos e o declive da reta de calibragéo obtida.

Para os estudos cinéticos, a taxa de formacdo do 6xido nitrico foi determinada
pelo incremento da intensidade de fluorescéncia ao comprimento de onda de emisséo
de 522 nm, e a respetiva constante foi obtida pela representacéo grafica do logaritmo
da intensidade de fluorescéncia efetiva (intensidade de fluorescéncia subtraida da
linha de base) em funcdo do tempo. O tempo de meia vida foi determinado pelo
quociente entre 0,6931 e a constante de velocidade. Todos os resultados sédo a média

de trés réplicas independentes.
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4.3. Resultados

4.3.1. Fluoresceinamina reduzida

A preparacdo de fluoresceinamina reduzida € simples, uma vez que € 0
produto da reagdo entre a fluoresceinamina e o zinco metalico em meio acido. O
excesso de zinco metalico é removido por centrifugagdo ficando em solugdo a
fluoresceinamina reduzida (Fig.4.6) e catido zinco. A solucdo com sensor de

fluoresceinamina reduzida é obtida pela neutralizacdo do liquido centrifugado e

diluicdo em tampé&o Tris pH 7,4.

A perda da fluorescéncia vem acompanhada pela perda da coloragéo
amarelada caracteristica da fluoresceinamina em meio acido. Quando colocada numa
cuvete com agitacéo, a fluoresceinamina reduzida com o catalisador cobalto (Il) ganha
fluorescéncia pelo simples contacto com o ar a razdo de cerca de 28 unidades de

intensidade relativas de fluorescéncia por minuto (Fig.4.9).

700 4
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Figura 4.9 — Evolucgao da intensidade de fluorescéncia da fluoresceinamina reduzida, ao comprimento de onda
de 522 nm ao longo do tempo quando excitada com LED a 450 nm. A seta indica a adi¢gdo dos 0,100 mL de agua
desionizada a fluoresceinamina reduzida com o catido cobalto(ll).
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A Fig.4.10 mostra a evolugdo do sinal de fluorescéncia, antes e depois, da
adicdo de Oxido nitrico a solucdo de fluoresceinamina reduzida com constante
agitacdo. O sistema responde de uma forma bastante rapida para um sensor de
fluorescéncia, cerca de 80 % do sinal da fluorescéncia em 10 s, no entanto a
fluorescéncia continua a aumentar a uma taxa de 640 unidades de intensidade relativa

de fluorescéncia por minuto.
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Figura 4.10 — Perfil de fluorescéncia (excitagdo a 450 nm e emissdo a 522 nm) antes e depois de se ter

adicionado 6xido nitrico a fluoresceina reduzida (seta indica 0o momento da adig&o).

Com o intuito de avaliar o potencial analitico da fluoresceinamina reduzida,
arquitetou-se a sequéncia de equipamentos como ilustra na Fig.4.8, na auséncia de
luz ambiente, e mediu-se o ressurgimento da fluorescéncia pela adicdo de diferentes

analitos.

4.3.2. Resposta do sensor fluoresceinamina reduzida ao

oxido nitrico

O oxido nitrico foi medido numa cuvete na instalagdo esquematizada na

Fig.4.8. A medicdo da fluorescéncia é efetuada imediatamente apés a adicdo da

solucao de oxido nitrico a mistura de fluoresceinamina reduzida na presenca de catido
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cobalto(ll) numa cuvete provida de agitacdo. Verificou-se que na presenca do catido
cobalto(ll), a velocidade de reacéo entre a fluoresceinamina reduzida e o 6xido nitrico
aumentava o sinal de fluorescéncia. Para 0 mesmo tempo de reacéo, a intensidade de
fluorescéncia era o dobro se efetuada na presenca de cobalto(ll), parece que este
funciona como um catalisador para a fluoresceinamina adquirir fluorescéncia. Como
tal, foi sempre adicionada solu¢do aquosa de cloreto de cobalto em todos os ensaios
efetuados.

A relagéo quantitativa foi monitorizada com solucdes de dietilamina NONOato
de sodio a diferentes concentracbes e resultou em diferentes e proporcionais
intensidades nos espectros de emissGes ao comprimento de onda de maxima variagao
a 522 nm. A Fig.4.11(a) mostra esta relacdo entre o espectro de emissdo e a
concentracéo de 6xido nitrico, libertado pela dietilamina NONOato de sddio ao fim de
uma hora de tempo de rea¢do. O mesmo resultado foi conseguido, na mesma gama
de concentragdes, quando se usou solugéo de 0xido nitrico gerado pela decomposigéo
dos nitritos, o que sugere que o sistema da fluoresceinamina reduzida é sensor para o

6xido nitrico, qualquer que seja a sua proveniéncia.
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Figura 4.11 — a) Espectros de emisséo da fluoresceinamina reduzida quando em presenca de diferentes
concentragdes de 6xido nitrico, excitados com LED de 450 nm. b) Respetiva curva de calibracdo para o 6xido

nitrico, [INO|, ao comprimento de onda de emisséo de 522 nm.

Existe uma zona de concentracdes de 6xido nitrico, cuja resposta fluorescente
€ linear. A andlise detalhada da Fig.4.11(b) mostra que a linearidade esta
compreendida entre 10 a 750.10° mol/L com um limite de detecdo de cerca de

1.10° mol/L (com um coeficiente de correlacdo de 0,998), cuja equacéo do ajuste:
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IF =25-10° +20,6-[NO]

em que [NO] é a concentrag&o de 6xido nitrico em 10°° mol/L.

Foi encontrada uma correlacdo semelhante quando se usou Oxido nitrico
gerado pela decomposi¢cdo do nitrito em meio 4cido e se adicionou este, a diferentes
concentragdes, a cuvete, com constante agitacdo, que continha fluoresceinamina
reduzida com catido cobalto(ll). No entanto o uso deste método de medi¢cdo produziu

resultados menos reprodutiveis comparado com o método do dador de éxido nitrico.

Com a finalidade de avaliar a repetibilidade, estudou-se a variabilidade do
méaximo da intensidade da emisséo de fluorescéncia para as concentracdes de 6xido
nitrico de 38, 94 e 380 umol/L, obtendo-se um desvio padréo relativo de trés medi¢bes
independentes de 1 %, 0,7 % e 0,5 %, respetivamente. Estes resultados mostram que
o sistema de fluoresceinamina reduzida para monitorizar 6xido nitrico tem uma boa

precisao.

4.3.3. Aplicacéo do sensor para medicdo de o6xido nitrico

O sensor fluoresceinamina reduzido responde a presenca de Oxido nitrico em
solucdo, quer seja gerado pela decomposicao quimica de nitrito em meio acido,
Fig4.12(a) quer pela obtido pela hidrélise da dietilamina NONOato de sddio (Fig4.12b).

Na Fig.4.12(a) pode ver-se a resposta proporcional do sistema a crescentes
concentracdes de Oxido nitrico obtido pela decomposi¢do do nitrito. Estes resultados

mostram a facilidade de detec¢éo do 6xido nitrico em solugédo aquosa.

O gréfico Fig.4.12(b) mostra a resposta crescente e a estabilidade do sinal de
fluorescéncia adquirido ap6s a adi¢do de solucao fresca de dietiimanina NONOato ao
sistema fluoresceinamina reduzida. Assumindo uma cinética de primeira ordem, a
constante cinética é de 12+1 min®, este valor encontra-se dentro da ordem de
grandeza relatado na literatura que é de 16 min™ [39]. Estes resultados confirmam e

validam que a fluoresceinamina reduzida é um sensor para detetar 6xido nitrico.
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Figura 4.12 — Detegdo do 6xido nitrico pelo sensor fluoresceinamina reduzida. a) Resposta a diferentes
concentragdes crescentes de 6xido nitrico produzido pela decomposi¢cdo do nitrito em meio acido e b) pela

hidrolise da dietilamina NONOato de sédio, em fungéo do tempo.

4.3.4. Analise de interferentes

No sentido de avaliar a possibilidade de haver interferéncia quimica no

incremento da intensidade de fluorescéncia do sistema, comparou-se o0

desenvolvimento do sinal de fluorescéncia quando exposto a mesma quantidade
(todas as solugdes tinham uma concentracédo de 4.10” mol/L) de diferentes analitos.
As comparagbes foram realizadas com o&xido nitrico, perdoxido de hidrogénio,
superéxido de potassio, ferro(ll), hipoclorito de sédio e nitrito de soédio. A solucéo
tampao fosfato, a pH 7,4, foi usada como branco e leu-se a resposta uma hora apos a
adicdo do analito. Para facilitar as comparacdes, a linha de base foi subtraida em

todos os ensaios.

A resposta de todos estes analitos esta condensada na Fig.4.13(a), onde se
pode constatar que a resposta do 6xido nitrico é superior aos interferentes estudados.
O superoxido (cerca de 49 % da resposta do éxido nitrico) e o perdxido de hidrogénio
(cerca de 38 % da resposta do 6xido nitrico) apresentam maior interferéncia, enquanto

o ferro(ll) desenvolve s6 10 % da intensidade de fluorescéncia da fluoresceinamina



FCUP | 95

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

reduzida. Todos os restantes analitos estudados apresentam uma interferéncia inferior

a 5 % do sinal do 6xido nitrico.

As amostras estiveram a incubar a 37° C durante uma hora, no entanto a
resposta ao Oxido nitrico € mais rapida, Fig4.13(b), em relacdo as espécies quimicas
interferentes, principalmente as mais interferentes, peroxido de hidrogénio e o
superédxido de potéssio, isto para iguais concentracdes de todos os analitos. Nos
primeiros minutos as respostas sdo parecidas, mas a resposta ao 6xido nitrico tem um
incremento superior. E esta caracteristica que torna o sensor seletivo ao 6xido nitrico.
Entdo, podemos usar tempos de incubacgéo inferiores a uma hora e usar este sistema

sensor para monitorizar 6xido nitrico em sistemas de anélise em fluxo, por exemplo.
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Figura 4.13 — Avaliacdo da interferéncia de outras espécies quimicas. a) Igual concentragdo dos analitos e
medidos trés vezes. b) Evolugéo do sinal de fluorescéncia ap6s adi¢cdo do analito sensor fluoresceina reduzida,
6xido nitrico (linha grossa), peréxido de hidrogénio (tracejado) e superdéxido de potassio (linha fina).
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4.4. Conclusdes

Foi proposto e avaliado um novo sensor para 6xido nitrico, baseado na

oxidag&o da fluoresceinamina reduzida na presenca de cloreto de cobalto (II).

O seu baixo custo, a grande seletividade e a rapidez de resposta sdo as
caracteristicas que conferem grandes potencialidades deste sensor para técnicas de

triagem.

Além disso, a versatilidade do sistema sensor pode permitir novos
desenvolvimentos analiticos, por exemplo, imobilizar a fluoresceinamina reduzida
numa matriz sélida; a imobilizacdo do sensor na extremidade de uma fibra Gtica para
monitorizacdo remota do Oxido nitrico in vivo; ou, devido a simplicidade e reduzida
dimensdo do equipamento usado, usar 0 sensor em sistemas miniaturizados para

sistemas portateis ou acoplamento de medigdo em tempo real tipo sistema de fluxo.
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5.Semicondutores nanocristalinos

fluorescentes (Quantum dots)

5.1. Introducao

O rendimento quantico da maioria dos fluoréforos organicos usados como
sensores de espécies reativas de oxigénio e/ou azoto é relativamente baixo,
principalmente se se considerar as alteracdes quimicas necesséarias para os tornar
sensores seletivos ou as modificacdes do meio onde estes vao operar, por exemplo

processos de imobilizacéo.

No intuito de procurar substéncias ou materiais com melhores propriedades
foto-fisicas, a atengdo recaiu sobre uma tecnologia que apareceu ha cerca de 30 anos
— a nanotecnologia. Desde a aplicacdo a componentes para a eletronica [1] até a
utilizacdo na quimica [2], encontra na &rea da biologia uma franca expansao nos

daltimos anos [3, 4].

Perante procedimentos a escala humana, por exemplo reatores com elevada
capacidade, é possivel controlar a composicdo quimica, o tamanho, a forma ou os
centros reativos de entidades com dimensBes submicroscopicas, pelo controlo de
fatores como a temperatura, a presséo, a forca idnica, o valor de pH ou a composicao
guimica do meio reacional [5]. Entre alguns comportamentos e carateristicas muito
peculiares e inesperadas destas entidades, a propriedade fluorescéncia foi eleita para

dar continuidade ao trabalho proposto.
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As particulas de reduzida dimensédo de cadmio/teldrio ou cadmio/selénio sdo as
gue detém maior rendimento quéantico conhecido [6], logo, sdo 6timas candidatas para
serem quimicamente manipuladas (funcionalizacdo) e posteriormente acopladas
(imobilizacdo) ao dispositivo miniaturizado, para as tonar sensores de espécies
reativas de oxigénio e azoto. Além disso, e comparando com 0S corantes
fluorescentes orgéanicos, estas nanoparticulas tém desvios de Stokes (distancia entre o
valor maximo do comprimento de onda de excitacdo e de emissdo) que podem ter
entre 300-400 nm, tempos de semi-vida 10 vezes inferiores e o espetro de emisséo
significativamente mais estreito. No entanto, esta largura de banda esta diretamente
relacionada com a pureza de tamanhos das nanoparticulas (populagdes homogéneas

originam larguras de banda mais estreitas) [7].
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5.2. Nanocristais semicondutores

O quantum dot é uma estrutura fisica e quimicamente bem definida. Acredita
tratar-se de uma organizacdo cristalina, com uma quantidade muito pequena de um
determinado material, vulgarmente um semicondutor, que devido a essas pequenas
dimensdes, na ordem dos nandometros, apresenta comportamentos particulares e
distintos do mesmo material com dimensdes macroscopicas. Aparecem
frequentemente associados a termos como nanocristais, nanoparticulas, nanotubos ou
nanoeletronica, por exemplo, em que o perfixo nano (deriva do termo grego que
significa ando) reporta que pelo menos uma das dimensdes seja a unidade, dezena ou

centena de nanémetro (1 nm = 10°° m) (Fig.5.1).
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Figura 5.1 — Representacéo relativa das ordens de grandeza, desde o angstrom ao decimetro.

Os quantum dots sdo, por exemplo, cristais bimetdlicos formados pelos
elementos quimicos da tabela periédica dos grupos IIB-VIA (por exemplo CdTe, CdSe,
CdS ou ZnS) ou pelos grupos [IA-VA (por exemplo e InAs ou o InP) [4], com apenhas
algumas centenas ou poucos milhares de atomos, dependendo do tamanho que varia

entre a unidade até as dezenas de nanémetros.
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5.2.1. Confinamento quantico

Os quantum dots tém a capacidade de absorver radiacdo eletromagnética,
nomeadamente desde o ultravioleta afastado até ao infravermelho préximo. Ao
contrario da maioria dos fluoréforos moleculares que apresentam uma banda estreita
de absorcédo, estes absorvem em gamas muito alargadas de comprimentos de onda,

por exemplo desde o ultravioleta afastado até ao visivel [8].

Quando se excita eletronicamente uma nanoparticula, contrariamente ao que
ocorre nos materiais macroscopicos em que a energia pode ser dissipada ao longo de
toda a estrutura, as possibilidades de relaxamento dos eletrdes sdo mais limitadas.
Como tal, o eletrdo excitado fica confinado ao reduzido volume da particula (um
volume “quéntico”) e pode ser obrigado a reemitir uma quantidade de energia inferior,
mas muito proxima da de excitagdo, chama-se a isto o confinamento quéntico [3]. Esta
€ uma das principais teorias para explicar porque € que 0s quantum dots apresentam
fluorescéncia (Fig.5.2).
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Figura 5.2 — Representacdo esquematica do possivel mecanismo de fluorescéncia para os quantum dots
baseado na dependéncia do confinamento quantico com o tamanho da particula. Abs é a energia absorvida (de
excitacao), FL é a energia devolvida (a fluorescéncia), ri corresponde a dissipacdo da energia por converséo
interna antes da emisséo.
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Adicionalmente explica, também, a dependéncia do comprimento de onda
méximo de emissdo com o tamanho da particula, uma vez que quanto maior for a
particula, maior a possibilidade de relaxamento antes da emissdo, logo, menor a
energia emitida, ou seja, maior o comprimento de onda. No esquema da Fig.5.2 r;
representa o relaxamento do quantum dot de menor dimenséo, consequentemente
com maior energia de emissdo. A medida que o tamanho da particula aumenta, r, e
por fim r3, a emisséo de energia luminosa diminui, ou seja, aumenta o comprimento de

onda, respetivamente.

O confinamento quantico pode ser visto como uma possibilidade da matéria ser
transparente a radiacdo eletromagnética. A concecdo da teoria atébmica, no inicio do
século XX, teve na experiéncia de Rutherford um marco decisivo. As particulas alfa
atravessam a folha de ouro porque a matéria é constituida essencialmente de espagos
vazios. Quando na sua trajetdria encontra um obstaculo, as particulas alfa séo
desviadas da sua trajetoria retilinea [9]. Quanto maior for 0 nimero de particulas, ou
seja, 0 niumero de camadas de atomos de ouro, maior a probabilidade de colisédo e,
consequentemente, a diminuicdo da quantidade de particulas alfa a incidirem no alvo
em linha reta a fonte. No limite, h4 uma espessura a partir da qual o feixe de particulas

alfa ndo é atravessado pela folha de ouro, a folha torna-se opaca.

O confinamento quéantico pode ser visto como um conceito de opacidade.
Suponhamos uma solugdo coloidal de nanoparticulas. Existe um certo nimero de
atomos que constituem os quantum dots abaixo do qual a radiagdo os atravessa sem
sofrer alteracdo, isto € ndo encontra a4tomos no seu caminho. Com o aumento do
tamanho, aumenta o numero de atomos, logo, a probabilidade de interacdo da
radiacao eletromagnética com os atomos no interior do quantum dot aumenta. Isto
implica que a energia luminosa pode sofrer relaxamento mas ainda assim conseguir

ser reemitida, embora com menor energia.

Aumentar o tamanho dos quantum dots aumenta a dissipacdo da energia
luminosa, logo aumenta o comprimento de onda. A partir de um determinado namero
de atomos, a energia que penetra na nanoparticula vai ser de tal modo dissipada que
ndo pode ser reemitida na forma de radiacdo eletromagnética. Este € o tamanho a
partir do qual os quantum dots deixam de ser percecionados como fluorescentes
(Fig.5.3).
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Figura 5.3 — Representacdo esquematica do confinamento quéntico como permeabilidade a radiagdo. Pequeno

b
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quantum dot transparente ao feixe luminoso a) de maior dimensdo com interagdo com a radiagdo

(fluorescente) b) e quantum dot demasiado grande, completamente opaco c).

Os elementos que constituem o nucleo dos quantum dots definem a gama de
absorcdo e emissdo. Deste modo, e usando o conceito de engenharia molecular, é
possivel, através da sele¢cdo dos elementos que 0s constituem, bem como da
manipulacdo do tamanho da nanoparticula, definir uma gama de absorgc&o/emisséo

desde o ultravioleta afastado até ao infravermelho proximo [5,10].

5.2.2. Sintese aquosa de quantum dots

Tradicionalmente a sintese de quantum dots consistia numa reacdo de
oxidagdo/reducdo entre um elemento do grupo IIB (por exemplo o cAdmio na forma de
catido bivalente) e um elemento calcogénio, do grupo VIA, como o selénio [11] e 0
teldrio [12] (ambos na forma de anido bivalente), no seio de um solvente organico,

vulgarmente a trioctilfosfina ou o éxido de trioctilfosfina, a altas temperaturas.

A sintese organometalica pode ser baseada na termdlise de percursores,

formacdo prévia de compostos que contenham os a&tomos semicondutores na sua
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estrutura e que por decomposicao pirolitica formam os quantum dots [13, 14], ou por
alcodlise, processo analogo ao da hidrélise em que em vez de agua existe um alcool
[15, 16]. No entanto, qualquer uma destas vias de sintese requer grande quantidade
de energia, usa substancias extremamente toxicas quer para o ambiente quer para o
operador e, embora produza quantum dots com elevado rendimento quéantico, estes
sd0 muito instaveis, principalmente na presenca de ar, e sdo praticamente insollveis
em agua, comprometendo o0 seu uso em sistemas sensores em meios citoplasmaticos
[17].

A sintese por via humida vem solucionar alguns destes problemas. O
excecional controlo de tamanho (obtém-se suspensdes monodispersas, que se
definem como um conjunto de particulas em suspensao cuja forma néo varia mais do
que 5% do desvio padrdao da amostra [18]) e forma, € entdo conseguido sobre as
nanoparticulas, quer sejam produzidas diretamente sobre uma qualquer superficie

(sintese epitaxial), quer sintetizadas no seio da solu¢do aquosa (sintese coloidal) [8].

O processo de sintese aguosa é bastante mais simples, 0 que permite um
maior e mais refinado controlo sobre as varidveis (composi¢cdo quimica de todos os
constituintes e, principalmente, temperaturas de operagdo mais baixas - a ebulicdo das
solucdes aquosas € a volta de 100°C). Resulta uma maior reprodutibilidade das
nanoparticulas e maior estabilidade. Por exemplo, face a exposi¢do ao ar, € possivel
sintetizar quantum dots altamente especializados, com uma producdo pouco poluente
e em larga escala [19]. Este processo de sintese é também mais econdmico (estima-
se gue a sintese aquosa de quantum dots de cadmio/selénio seja 8 vezes mais
econdmica que a via alcodlise). No entanto esta diferenca é bem mais acentuada se
se produzir quantum dots encarapucados, por exemplo com um revestimento com um
outro par semicondutor [8]. No entanto o grau de cristalizacdo € inferior na sintese
aquosa, porque a temperatura de trabalho é inferior as temperaturas tipicas de

recozimento (200 a 360°C).

A formacéo dos quantum dots pode ser vista e interpretada a luz da teoria da
producao de hidrossois monodispersos de LaMer e Dineger [20]. H4 uma primeira fase
caraterizada pela formacéo dos percussores das nanoparticulas (i), que quando atinge
a sobressaturagdo comeca a dar-se a nucleacéo (ii) e por fim, estes nacleos podem
continuar a crescer mesmo abaixo da saturacdo e podem mesmo entrar numa fase de

coalescéncia ou de maturacao (iii) (Fig.5.4).
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Figura 5.4 — Representacdo de um possivel processo para a formag&o dos quantum dots. Adaptado de [21].

7

A sintese direta aquosa é um processo que usa equipamentos simples e
reagentes de perigosidade reduzida em que é possivel controlar a composi¢cdo do
meio reacional, assim como, as condi¢des de reacdo (tempo de mistura dos reagentes
[22], temperatura [23], desarejamento ou recobrimentos sucessivos [24], por exemplo).
Consequentemente, € possivel obter nanoparticulas bastante monodispersas, com
uma composicao quimica bem definida, forma e tamanho bem determinado e com
reduzida aglomeracdo. A sintese aquosa permite obter quantum dots com elevada

gualidade a um custo significativamente reduzido.

A sintese aquosa tem inicio quando se adiciona o elemento calcogénio, na
forma de anido aquoso ou se faz borbulhar uma corrente do respetivo hidreto gasoso a
uma solucdo aquosa, devidamente desoxigenada, com o semicondutor na forma
catibnica e na presenca de um estabilizador (o0 catido encontra-se na forma de
complexo) [25]. D&-se inicio a fase i, Fig.5.4, com a formacdo rapida de pequenas
estruturas com uma qualquer estequiometria, Eq.5.1, vulgarmente denominadas de
percursores e, quase em simulténeo, inicia-se a agregacao e formam-se as primeiras

particulas com poucas dezenas de atomos.

Entende-se por agregacao o fenédmeno associado a formacgéo de particulas, em

que a sua origem estd na associacdo de moléculas ou ides, e é distinta de
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aglomeracdo que é a formacgdo de particulas por juncdo de outras ja existentes ou

obtidas por redugéo de tamanho [26].

A formacéo do percursor, a nucleagéo, pode ser entendida como:

2+

[Cd—SR] + yTe® === cdle, - SR, st
q.5.

2+

[Cd —SRJ 3 i s
onde € o complexo do catido com o estabilizador SR, que reage

2-
com y anides Te" | para originar o percursor C4T€y = SRy

A func@o dos estabilizadores é fundamental na nucleagdo. Por um lado
condiciona a disponibilidade do catido semicondutor (por sequestro do catido ou por
estereoquimica do quelato formado, etc.). Por exemplo, a introducdo de alcanos de
cadeia longa, tensioativos ou polimeros, condiciona a forma das nanoparticulas, que
podem ser desde esferas simples, passando por cilindros, cubos ou até mesmo a
formas estreladas. No entanto, estes estabilizadores de elevado peso molecular
diminuem o rendimento quéntico, a condutividade e/ou a atividade catalitica [27]. Por
outro lado, as rea¢bes de formacdo dos complexos alteram o potencial de oxidagéo

reducéo do catido semicondutor [25].

Além do ligando e da consequente alteracéo do potencial de oxidacao/reducao
do sistema, a razdo quantitativa relativa entre os diferentes intervenientes é crucial no
desenvolvimento da nucleacéo e, consequentemente, nas caracteristicas dos quantum
dots. Grandes quantidades relativas do elemento calcogénio torna os quantum dots
suscetiveis de serem oxidados. Grandes quantidades relativas de ligando provocam
um rapido crescimento das nanoparticulas com superficies irregulares e com baixa
eficiéncia quantica. Estas rela¢des estdo também diretamente ligadas ao valor de pH
do meio reacional. A concentragdo de hidrogenido condiciona as protolises, logo,

influéncia as diferentes formas quimicas existentes em solu¢ao aquosa [28].

Com o rapido gasto dos reagentes e o percursor a atingir a saturacdo, da-se
inicio & segunda fase da formacdo dos quantum dots, fase ii, Fig.5.4. Nesta fase a
agregacao é o fendbmeno predominante e permite a solucéo baixar a concentracéo de
percussor formado. Obtém-se desta forma particulas de maiores dimensbes, cujo
nacleo é constituido por &tomos dos quantum dots e est4 rodeado por uma camada de

moléculas organicas do estabilizador.
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O crescimento das nanoparticulas e o envelhecimento, ou maturacdo, de
Ostwald sdo processos energeticamente favoraveis, fase iii, Fig.5.4. No entanto, esta
fase € conduzida sob refluxo e pode durar alguns dias. Apesar da solucdo ja se
encontrar abaixo da saturagéo, 0os nanocristais vao continuar a crescer para diminuir
as areas superficiais obtendo assim maior estabilidade. Este fenébmeno de absor¢éo
das particulas mais pequenas pelas de maior dimensdo é um processo
significativamente mais lento, de tal modo que as nanoparticulas atingem um tamanho
tal que a sua massa especifica permita serem depositadas no fundo do reator, isto €,
ocorre a precipitacao.

5.2.3. Formacdo de quantum dots de cadmio/telurio e

cadmio/selénio

Os quantum dots de cadmio/telirio (CdTe) e cadmio/selénio (CdSe) foram
escolhidos por se encontrarem entre os que tém maiores rendimentos quanticos. Além
disso, estes dois quantum dots podem emitir em toda a zona do visivel: CdTe para
comprimentos de onda de 600 até 725 nm [29] e CdSe para comprimentos de onda
mais baixos de 470 a 625 nm [30]. Com a finalidade de serem usados como sensores
ou de fazerem parte da estrutura do sensor que ira operar num meio citoplasmatico, os
quantum dots de CdTe e CdSe foram sintetizados em meio aquoso. Este processo de
sintese origina nanoparticulas com elevado grau de pureza, estruturas quimica e
morfologicamente bem definidas e estaveis. Além disso, formam solugfes coloidais,

isto é, as particulas permanecem suspensas em solugéo [31, 32].

O estudo das propor¢cBes de cada um dos reagentes e das condi¢cbes de
reacdo Otimas, decorre de modo empirico. Consegue-se fazendo variar
sistematicamente todas as gamas das diferentes variaveis e correlaciona-las com um

determinado objetivo das nanoparticulas [6].

Existem varios métodos de sintese aquosa, por exemplo a sintese assistida por
micro-onda [33], sistema da micela [34] ou a técnica hidrotérmica com o uso de
estabilizadores bifuncionais, concretamente a familia dos Aacidos tioalcanos. Esta
ultima foi a escolhida por ser mais estavel, menos toxica e apresentar um custo mais

reduzido quer sob o ponto de vista econémico quer ambiental [31].
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O estabilizador € uma molécula bifuncional. Normalmente deve ter um grupo
tiol que se liga aos quantum dots, e um grupo carboxilico, que quando desprotonado
lhe confere estabilidade coloidal por repulsdo de cargas [5]. Além de passivar o nucleo
do semicondutor, estas moléculas organicas sao parte integrante e controladora do
mecanismo de sintese [22].

Na tab.5.1 encontra-se uma pequena compilacao bibliografica, agrupada pelo
ligando bifuncional, em que um dos grupos € o tiol, e com algumas carateristicas
evidenciadas. A propor¢do entre os &tomos de cadmio e o ligando € sempre superior a
1, encontrando-se o ligando frequentemente no dobro da quantidade do catido cadmio.
A guantidade de teldrio é sempre inferior a do ligando, sendo 50 a 5% da quantidade
total de cadmio, ou ndo é quantificado, quando é colocada uma corrente de telureto de
hidrogénio a borbulhar na solucdo aquosa de cadmio/ligando. Em todos os
estabilizadores com grupos funcionais carboxilicos, a sintese ocorre em meio

fortemente alcalino enquanto a amina se processa em meio 4cido.

Os estabilizadores escolhidos e usados para a sintese aquosa de CdTe e
CdSe foram o &cido mercaptoacético (TGA - thioglycolic acid) e o &cido 3-
mercaptopropionico (MPA — mercaptopropionic é&cid) (Fig.5.5). Estes poderosos
agentes quelantes tém dois grupos funcionais que podem sofrer duas desprotonacgoes,
no grupo carboxilico e no grupo tiol, estdo dependentes do valor de pH do meio. Em
solugdo aquosa com valores de pH superiores a 7, em ambos os estabilizadores, os
grupos carboxilicos estdo completamente desprotonados, favorecendo a formacao dos

respetivos complexos com o catido cadmio com varias relacdes estequiométricas.

Relativamente ao TGA predomina a estequiometria 1:1 e 1:2 (cadmio:TGA)
para valores de pH entre 4,8 e 6,0. Esta relacdo passa para 1:3 em condi¢cdes de
valores de pH superiores a 10,7 [51]. A estrutura predominante para o estabilizador
MPA é de 1:1 e 1:2 (cadmio:MPA) em torno do valor de pH neutro [52]. No geral, o0s
complexos formados tém estruturas ciclicas com o MPA, os dois grupos ligam-se ao
catido metdlico (Fig.5.6) enquanto com o TGA so0 liga o grupo tiol, estrutura aberta
idéntica ao cadmio:MPA, Fig.5.6 [50, 52, 53].



112 | FCUP

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

Tabela 5.1- Resumo de algumas condicfes de sinteses aquosas de CdTe agrupadas de acordo com o ligando

bifuncional utilizado. Apresentam-se apenas ligandos que contém grupo tiol.

Ligando Cd.L:Te pH Especificacbes Ref.
1:1,8:0,25 9,0 Q 9-aminoacridina 35
1:2,4:0,2 9,0 36
1:2,42:0,46 11,6 Sintese otimizada a 140°C 37
1:2,4:0,2 Recozimento a 160 e 180°C 38
1:1,2:0,45 9,0 Recozimento autoclave 39
1:2,43:0,47 11,4 Purificacéo por dialise 40
Acido mercaptoacético 1:1,5:borb 11,2 Purificagé@o por 2-propanol 41
1:2,4:borb 11,6 S&o negativos 12
1:1,3:0,46 11,8 S&o negativos 42
1:1:0,124 8,2 Revestidos a Cd/S 43
1:2,5:0,5 Purificagcdo por diélise 44
1:1,2:borb 11,5 45
1:5:0,05 9,0 46
1:2,4:0,25 6,0 Q antraquinona-1-sulfonato 35
N-N"- 1:2,4:borb 5,5 S&ao positivos 12
dimetilaminoetanotiol 1:3:0,46 5,0 S&o positivos 42
1:2,5:0,46 50 Passivados L-cisteina 47
1:2,4:.0,2 9,0 36
) 1:2,4:borb 11,6 S&0 negativos ou positivos 12
L-cisteina
1:2,5:0,5 Purificacé@o por dialise 44
1:3:0,5 9,0 46
) 1:2,4:.0,2 9,0 36
Glutationa _ __
1:2,5:0,5 Purificacé@o por dialise 44
; 1:1,2:0,45 9,0 Recozimento autoclave 39
Acido 3-
. 1:2,4:0,5 8,1 24
mercaptopropiénico
1:.2,4:0,5 8,1 6
1:2,4:borb 11,6 Sao negativos (pH alcalino) 12
1:5:0,05 9,0 46
2-mercaptoetanol
1:2,42:0,23 11,2 A 25°C 48
1:2,42:0,46 11,2 A 96°C 48
1:2,4:borb 11.6 S&o negativos (pH alcalino) 12
Tioglicerol 1:2,42:0,46 11,2 A 96°C 48
1:2,42:0,46 11,2 Precipitacdo 2-propanol 49
tioglicerol:2,3-mercapto- Sao negativos (pH alcalino)
1:2.4:borb 11,6 12

1-propanol (1:1)

Q- extingdo da fluorescéncia quando na presenca de.

borb adicdo de telureto na forma de gas, H.Te.
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Figura 5.5 — Estrutura quimica do acido mercaptoacético (TGA) e do acido 3-mercaptopropiénico (MPA) com os

respetivos valores da constante de dissociagéo [50].

S O
\/ o 0
/0{1 O.J\/\S/Cd\s/\/u\o,
O S

o

Figura 5.6 — Estrutura do complexo cadmio:MPA com estequiometria de 1:2, ciclica (esquerda) e aberta
(direita). Adaptado de [50, 52].

Poder-se-ia pensar numa reacdo de oxidacdo/reducao entre o catido cadmio e

0 anido telureto:

2+

Cd + 2e Cd (s)

Eqg.5.2
Te(s) + 2 —— Tez-

Eq.5.3
Se(s) + 2e =——= se°

Eq.5.4

O potencial da semi-pilha de reducdo em condic6es normais é -0,4030 V, -
1,143 V e 0,924 V, para o cadmio, teldrio e selénio, respetivamente [54]. Em condi¢bes
normais e atividades unitarias, o potencial de oxidacdo/reducéo da pilha cadmio/telurio
€ 0,740 V e da pilha cadmio/selénio 0,521 V. Logo as reacBes espontaneas
produziriam cadmio e telUrio metalicos e cadmio e selénio, também, metalicos,

respetivamente.
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Segundo o Principio de Le Chatelier, a inclusdo de um agente complexante vai
competir com o catido cadmio reduzindo os respetivos potencias das pilhas. No
entanto, o resultado da reacédo entre o anido telureto ou seleneto vai ocorrer com 0s
complexos de cadmio e o seu produto final € uma liga metalica. Além disso, as
moléculas dos estabilizadores fazem parte da constituicdo do produto de reacao
(Eq.5.1).

Tém sido propostos alguns mecanismos para a sintese aquosa de quantum
dots. A formacao dos complexos de cadmio/tiocarboxilatos € uma etapa que podera
ndo suscitar duvidas no que diz respeito as relagbes estequiométricas, fortemente
dependentes das proporc¢des iniciais do catido e do complexante e do valor de pH do
meio [55]. No entanto, o processo de oxidagdo/reducéo para a obtencédo dos nucleos
de CdTe e CdSe é um exercicio que necessita, ainda, de muita fundamentagéo

experimental.

Voloshchuk et al descreve o sistema de CdTe em agua na forma de Diagrama
de Pourbaix, tendo em conta apenas o0s potenciais de reducdo normais dos
aguohidroxocomplexos de cadmio e telurio (Fig.5.7). Nos sistemas com valores de
potencial normal de reducgéo inferiores a cerca de 0,1 V e superiores a -1,4 V, existem
valores de pH do meio em que é possivel sintetizar e obter, de uma forma estavel,

simicondutores de CdTe [56].
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Figura 5.7 — Diagrama de Pourbaix para o sistema CdTe-agua. Adaptado de [56].

Este sistema torna-se significativamente mais complexo se se adicionarem 0s
estabilizadores dos quantum dots, porque aumenta o numero de espécies quimicas

presentes assim como as suas possiveis interacdes [57].

5.2.4. Recobrimento dos quantum dots

Apb6s a obtencdo dos quantos dots é importante garantir que as suas
carateristicas se mantém ao longo do tempo. Ja foi referida a importancia dos
estabilizadores na sintese, no entanto, 0os quantum dots sdo formados por uma

camada externa desses mesmos estabilizadores conferindo-lhes estabilidade.

Nos estabilizadores bifuncionais, o enxofre liga-se aos quantum dots ficando
outro grupo funcional exposto ao meio. Por exemplo, os quantum dots tiocarboxilados,

séo obtidos em meio alcalino e originam nanoparticulas negativas (grupo carboxilico
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desprotonado). Por outro lado, quando os estabilizadores tém grupos amina, 0S
quantum dots séo sintetizados em meio &cido e ficam positivos [12]. A existéncia de
cargas na sua superficie faz com que haja repulsdo entre as nanoparticulas e origina
verdadeiras solugbes coloidais ou, entdo, atraem-se e, por coalescéncia ou
agregacgdo, crescem e precipitam. Além disso, a camada externa evita o contacto de
espécies quimicas existentes no meio com os quantum dots. Por exemplo, evita a
oxidacdo degradativa dos atomos de telirio com a consequente extincdo da

fluorescéncia.

O sucesso da sintese de quantum dots de calcogénios com estabilizadores
tiolados, prende-se a ideia de que na camada exterior existe enxofre na sua
composi¢do, ou mesmo, que se forma uma camada externa constituida por cadmio e

enxofre, CdS [58]. O enxofre provém da termélise do estabilizador.

A formacdo de uma camada externa em toda a extensdo da nanoparticula,
denominada de aplicagdo de uma capsula, ou seja, encapsulamento, ndo s6 protege o
nuacleo, com também melhora as propriedades fotofisicas, como a diminuicdo da
banda de emissdo ou aumento da intensidade luminosa, em virtude de colmatar
possiveis defeitos de superficie [30]. Adotou-se como nomenclatura para 0s quantum
dots, primeiro definir o nicleo e s6 depois a constituigdo da capsula, por exemplo,
quantum dots de cadmio e tellrio revestidos a cadmio e enxofre sdo representados

por nucleo/capsula: CdTe/CdS.

Experimentalmente, a adicdo de um encapsulamento aos quantum dots é
realizada em duas etapas: primeiro sintetiza-se o nucleo e depois, ou se adicionam 0s
reagentes para promover a formacédo da capsula [43, 59], ou, apés purificacdo dos
nlcleos, recobrem-se os quantum dots numa nova etapa. E vulgar recorrer-se a
nucleos hidrofébicos obtidos por sintese organica, por terem melhores propriedades

fotofisicas e, posteriormente, proceder ao encapsulamento em fase aquosa.

5.2.5. Funcionalizacéo

Pretende-se usar os quantum dots como parte do sistema sensor para as
espécies reativas de oxigénio e azoto. A funcionalizacdo consiste na engenharia

molecular da superficie dos quantum dots, ou seja, em alterar a composicao quimica e



FCUP | 117

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

constituicdo dessa camada, de modo a este poder reagir com um determinado analito

e provocar uma alteracdo mensuravel nas propriedades fotofisicas dos quantum dots.

O sistema sensor deve ter o quantum dot capaz de desenvolver um bom
rendimento quéntico na sua superficie de um modo quimicamente estavel, isto é, deve
estar ancorado numa molécula que tem um corpo, preferencialmente que confira
solubilidade ao sistema, no qual estd acoplado o grupo funcional, Fig.5.8. A
transferéncia ou a influéncia de energia, entre o grupo funcional e o quantum dot,
encontra no mecanismo de transferéncia de energia de ressonancia de Forster o
exemplo mais usado e melhor compreendido [60, 61]. De todos os fatores, a distancia
entre o quantum dot e o grupo funcional e 0 modo como o segmento hidrofilico conduz

a energia, sdo 0s mais importantes.

quantum dot

ancora segmento hidrofilico grupo funcional

Figura 5.8 — Diagrama da estrutura molecular para um sistema sensor com quantum dots na sua composigao.
Adaptado de [60, 62].

Existem trés estratégias para construir 0s sistemas sensores com quantum
dots obtidos por via humida: sintese direta, permuta de ligandos e o encapsulamento

com uma molécula ou um conjunto de moléculas com grupos funcionais.

A camada superficial que envolve os quantum dots, pode ja conter o grupo
funcional. Neste caso, utiliza-se a sintese direta que consiste na simples preparacéo e
purificacdo dos quantum dots, economiza-se tempo e recursos, assim como a
degradacdo das caracteristicas fotofisicas provocadas pelas diferentes operacoes,

para de seguida serem usados como sistemas sensores [59].
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Nem sempre € possivel conseguir que o segundo grupo funcional dos
estabilizadores (0 grupo que confere solubilidade durante a sintese das
nanoparticulas) seja simultaneamente funcional para o analito. Entdo, recorre-se a
permuta de ligandos que consiste na substituicdo do estabilizador por um outro. Este
novo ligante deve ter uma parte capaz de se ligar ao quantum dot, sendo os mais
descritos na literatura os acidos carboxilicos ou aminas. No entanto 0s grupos tidis sao
os que melhores resultados originam devido a sua afinidade para o cadmio e o zinco
[62], e por fazerem na outra extremidade o grupo funcional sensor. Muitas vezes, esta
substituicdo pode ser realizada com moléculas de dimensdo superior aos
estabilizadores originais, como por exemplo, com polietileno glicol modificado com
tidis, obtendo-se assim particulas mais estaveis as varia¢cdes do valor do pH do meio
[63]. Como a substituicdo do ligando vem quase sempre acompanhada de uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, constatou-se que, apos purificagdo dos
gquantum dots, era possivel criar uma nova camada de um outro par semicondutor com
o novo ligando, ou seja, substituir a camada externa do ligando e, simultaneamente,

aumentar-se a estabilidade da nanoparticula [43, 64, 65].

Por fim, temos o encapsulamento da nanoparticula por um conjunto de
moléculas com grupos funcionais sensores que é adicionado a nanoparticula ja
passivada. O encapsulamento vem sempre acompanhado de uma maior estabilidade
do quantum dot, no entanto, este aumento da distancia entre a entidade fluorescente e
0 grupo funcional pode inviabilizar o seu uso. Um dos processos mais antigo, e mais
usado, € o recurso a um encapsulamento com silica, que consiste na formacdo de
uma rede robusta de siloxano por hidrélise e condensacédo de silanos. Este pode
incorporar moléculas com grupos funcionais, originando nanoparticulas bastante
resistentes as variac6es do valor de pH, boa solubilidade nos meios citoplasmaticos,
propriedades fotofisicas e com toxidades reduzidas [66]. O recurso a cadeias longas
anfifilicas (estruturas com extremidade hidrofilica oposta a uma hidrofobica) permite
criar um micélio a envolver o quantum dot, tornando-o mais estavel, ndo téxico, sem
perder significativamente as suas propriedades [67, 68]. O acoplamento quimico é
uma pratica frequente, por exemplo, promover ligagdo covalente entre uma amina e
um acido carboxilico através do uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
[62], ou a formagdo de uma hidrazona pela reacdo entre uma hidrazina e um aldeido
na presenca de anilina [69]. No entanto, os promotores do acoplamento covalente
adicionados sempre em grande excesso, produzem, muitas vezes, intermediarios
indesejados, além de poderem reagir indiscriminadamente com 0s grupos existentes -

reacdes cruzadas. Consequentemente estes procedimentos ndo sao eficientes.
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5.3. Procedimento experimental

5.3.1. Reagentes

O borohidreto de sédio, cloreto de cadmio, acido mercaprossuccinico, acido 3-
mercaptopropionico, acido mercaptoacético, acetato de cadmio dihidratado, glutationa
reduzida, trielilamida, diclorometano deuterado, 4 5-diamino-6-hidroxi-2-
mercaptopiridina, acido 11-mercaptoundecandico, &cido acetiimercaptohexandico,
sarcosina, sulfureto de carbono, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, N-
hidroxissuccinimida, N,N’-diciclohexilcarbadiimida, N,N’-diisopropilcarbodiimida, 4-
(dimetilamino)piridina, fluoresceinamina, rodamina 6G e nicotinamina, foram obtidos
da Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Espanha). O tellrio metalico em p06, selénio metalico
em po, tiossulfato de sodio, alcool etilico 95%, pastilhas de hidréxido de sédio, acido
cloridrico 37%, nitrato de zinco, 8-hidroxiquinolina, acido clorossulfénico, cloreto de
estanho(ll) dihidratado, metanol, anidrido acético, diclorometano, hidrogenossulfato de
sédio anidro, amoniaco concentrado, etanol 95%, cloreto de sddio, cloreto de potassio,
hidrogenofosfato de sédio, dihidrogenofosfato de potassio, sulfato de ferro(ll) e cloreto
de ferro(lll) foram adquiridos a Merck (Alemanha). A &gua desionizada com

resistividade superior a 4 MQ/cm.

5.3.2. Sintese aquosa de quantum dots

Os vérios quantum dots de cadmio/teltrio, CdTe, e de cadmio/selénio, CdSe,
com diferentes ligandos, foram sintetizados de acordo com as referéncias [6] para os

de teldrio e [70] para os de selénio.

Os quantum dots de CdTe com diferentes estabilizadores foram obtidos a dois

valores de pH diferentes: pH 6,5 para o caso do &cido mercaptossuccinico e
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mercaptopropionico e pH 11 para o ligando &cido mercaptoacético. Usou-se este valor
de pH alcalino para sintetizar CdTe com todos os outros ligandos e manteve-se a
relacdo cadmio:ligando:teldrio de 1:2,4:0,5.

5.3.2.1. Solucéo aquosa de telureto

Pesaram-se 50 mg de borohidreto de sédio para um tubo de plastico, com
cerca de 1 cm de didmetro e 5 cm de comprimento, cuja tampa tem dois furos com
dois tubos embutidos, um para ligar a corrente de azoto e o outro para aliviar a
pressdo dentro do tubo. Adicionaram-se 80 mg de telirio metalico em pé
(6,3.10 moles), colocou-se uma barra magnética no interior e juntou-se 2 mL de agua
desionizada. Rolhou-se o tubo e colocou-se a agitar, normalmente, de um dia para o

outro.

5.3.2.2. Solucéo aquosa de selenossulfato

Pesaram-se 5,9 mg de selénio metalico (7,5.10° moles) em p6 para um baldo
de 25 mL de fundo redondo com tubuladura simples esmerilado, adicionaram-se
59 mg de tiossulfato de sédio e dissolveu-se tudo em 4 mL de &gua desionizada.

Aqueceu-se a cerca de 80° C, durante 5 horas, e deixou-se arrefecer ao abrigo do ar.

5.3.2.3. Sintese de CdTe estabilizados com &acido 3-

mercaptossuccinico ou mercaptopropiénico

Dissolveram-se 230 mg de cloreto de cadmio (1,25.10° moles) em 400 mL de
agua desionizada que j& continha 452 mg de acido mercaptossuccinico (3.10° moles)
ou, em alternativa 0,388 mL de &cido 3-mercaptopropiénico (3.10° moles), num baldo

de fundo redondo de 500 mL com tubuladura esmerilada. Ajustou-se o valor de pH a
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6,5 com solucdo aquosa de hidroxido de sodio 1 mol/L, 0,1 mol/L ou 0,01 mol/L,
conforme necessério, e fez-se passar pela solugdo aguosa uma corrente de azoto pelo
menos durante 30 min, ao fim dos quais se adicionou o sobrenadante da solugéo
aquosa de telureto na completa auséncia de ar. Aqueceu-se a ebuli¢cdo, ainda com a
corrente de azoto, e manteve-se em refluxo até ao comprimento de onda de emissao
desejado (a medicdo da fluorescéncia é feita na solugdo devidamente arrefecida a
temperatura ambiente). Concentrou-se no evaporador rotativo cerca de 10 vezes, e
adicionou-se igual volume de etanol e centrifugou-se. O solido obtido secou-se no
liofilizador até se encontrar com a aparéncia de p6 solto.

5.3.2.4. Sintese de CdTe estabilizados com acido

mercaptoaceético

Dissolvam-se 230 mg de cloreto de cadmio (1,25.10° moles) em 400 mL de
agua -desionizada que j& continha 0,420 mL de &cido mercaptoacético (3.10° moles),
num baldo de fundo redondo de 500 mL com tubuladura esmerilada. Ajustou-se ao
valor de pH 11 com solucdo aquosa de hidroxido de sédio 1 mol/L, 0,1 mol/L ou
0,01 mol/L, conforme necessario, e fez-se passar uma corrente de azoto pelo menos
30 min, ao fim dos quais se adicionou o sobrenadante da solugdo aquosa de telureto
na completa auséncia de ar. Aqueceu-se a ebuli¢cdo, ainda com a corrente de azoto, e
manteve-se em refluxo até ao comprimento de onda de emissao desejado.

Concentrou-se e secou-se o solido como em 5.3.2.3.

5.3.2.5. Sintese de CdSe estabilizados com &acido 3-
mercaptopropidnico

Dissolveram-se 192 mg de acetato de cadmio (7,2.10* moles) em 144 mL de
dgua desionizada que ja continha 0,131 mL de &cido 3-mercaptopropionico
(1.10° mole), num baldo de fundo redondo de 250 mL com tubuladura esmerilada.

Ajustou-se ao valor de pH 9,3 com solugdo aquosa de hidroxido de s6dio 1 mol/L,
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0,1 mol/L ou 0,01 mol/L, conforme necessério, e fez-se passar uma corrente de azoto
pelo menos 30 min, ao fim dos quais se adicionou 3,87 mL de solucdo aquosa de
selenossulfato na completa auséncia de ar. Aqueceu-se a ebulicdo, ainda com a
corrente de azoto, e manteve-se em refluxo até ao comprimento de onda de emissao

desejado. Concentrou-se e secou-se 0 solido como em 5.3.2.3.

5.3.2.6. Sintese de CdTe recobertos com Zn/S em

glutationa

Dissolveram-se 72,5 mg de glutationa reduzida em 5,2 mL de solugdo aquosa
de nitrato de zinco 0,0096 mol/L. Adicionou-se agua desionizada até a um volume final
de 45 mL e ajustou-se o valor de pH da solugéo resultante a 6,5. Fez-se passar uma
corrente de azoto durante 30 minutos e juntaram-se 32 mg de CdTe estabilizado com
acido mercaptossuccinico. Aqueceu-se a mistura até a ebulicdo e deixou-se em

refluxo durante 1,5 hora. Concentrou-se e secou-se o0 sélido como em 5.3.2.3.

5.3.3. Sintese de CdTe estabilizados com derivados da

hidroxiquinolina

Sintetizou-se varios derivados da hidroxiquinolina mercaptados com a intencéo
de os usar como estabilizadores na producdo de quantum dots. A sintese do 5-
mercapto-8-hidroxiquinolina por varias vias, foi levado a cabo pela Vanessa
Guimarédes [71], e do derivado com radical mercapto numa cadeia longa, 7-0x0-6-
sulfanil-octa-N-5-5(8-hidroxiquinolina) amina, pelo Nuno Barbosa e Nuno Almeida [72]
(Fig.5.9). No entanto, a via sulfonacéo/reducéo, adaptada de Bankovskis et al, foi a via
utilizada [73]. Experimentaram-se todos 0s novos tidis sintetizados na sintese de CdTe
segundo o procedimento 5.3.2.3 — Sintese de CdTe estabilizados com &cido
mercaptossuccinico ou acido mercaptopropiénico, sempre com as propor¢des molares
de Cd:ligando:Te de 1:2,4:0,5.
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Figura 5.9 — Estruturas de derivados da 8-hidroxiquinolina: 5-mercapto-8-hidroxiquinolina (esquerda) e

derivado com radical de cadeia longa, 7-oxo-6-sulfanil-octa-N-5-(8-hidroxiquinolina) amida (direita).

Pesaram-se 7,6 g de 8-hidroxiquinolina e dissolveram-se em 50 mL de acido
clorossulfénico num baldo de fundo redondo e tubuladura simples esmerilada,
previamente arrefecido em banho de gelo e com agitagdo magnética. Quando
terminou a emanagdo de vapores de cloreto de hidrogénio, deixou-se a mistura
repousar durante 17 horas. Arrefeceu-se o baldo com banho de gelo e dilui-se com
cerca de 700 mL de agua desionizada gelada, filtrou-se o precipitado formado e lavou-
se com cerca de 25 mL de agua desionizada gelada. Tornou-se a suspender o
precipitado com 45 mL de &cido cloridrico concentrado e adicionou-se uma solucao
aguosa que continha 35 g de cloreto de estanho(ll) dissolvidos em 40 mL de acido
cloridrico concentrado. Deixou-se a reag¢do ocorrer cerca de uma hora a temperatura
ambiente e com agitacdo vigorosa. Filtrou-se e lavou-se o precipitado com &cido
cloridrico concentrado, transferiu-se para um baldo de fundo redondo com tubuladura
simples esmerilada de 100 mL, lavou-se a secura o precipitado 3 vezes, com cerca de

50 mL de metanol de cada vez, num evaporador rotativo.

Para um baldo de fundo redondo com tubuladura simples esmerilada de 1 L,
colocou-se o precipitado laranja obtido anteriormente, adicionou-se 50 mL de
diclorometano, 14,66 mL de trietilamina, 22,1 mL de anidrido acético e deixou-se a
reagir durante 12 horas na presenca de uma atmosfera de argon. Adicionaram-se
250 g de gelo e 300 mL de diclorometano. Transferiu-se para um funil de decantagéo e
separaram-se as fases. Extraiu-se mais 4 vezes com 300 mL de diclorometano de
cada vez. Secou-se a fase organica com hidrogenossulfato de sddio anidro, filtrou-se e

levou-se a secura num evaporador rotativo.

Foram realizados estudos de RMN em diclorometano deuterado.
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5.3.4. Sintese de CdTe estabilizados com outros ligandos

Sintetizaram-se varios CdTe com diferentes ligandos, para além dos ja
mencionados, experimentou-se também: 8-hidroxiquinolina, 4,5-diamino-6-hidroxi-2-
mercaptopiridina, acido 11-mercaptoundecandico, acido acetiimercaptohexandico e o
N-(ditiocarboxy)sarcosina de diaménio (obtida pela reacdo de 10 g de sarcosina com
12 mL de sulfureto de carbono em 30 mL de etanol com 26 mL de amoniaco. Filtrou-
se 0 sOlido branco obtido). Os procedimentos foram os mesmos do ponto 5.3.2.3 —
Sintese de CdTe estabilizados com acido mercaptossuccinico ou &cido
mercaptopropionico para valores de pH préximos de 7 e 5.3.2.4 — Sintese de CdTe
estabilizados com acido mercaptoacético para valores de pH francamente alcalinos.

5.3.5. Funcionalizacdo de CdTe

Os quantum dots usados para a funcionalizacdo foram os de CdTe
estabilizados com &acido mercaptossuccinico, percaptopropiénico e mercaptoacético, e
os de CdSe estabilizados com acido mercaptoacético, devidamente purificados e
liofilizados. No sentido de estudar e compreender o funcionamento da funcionalizacéo,
foram testados alguns compostos com suposta capacidade de estabilizacdo das
nanoparticulas, mas nem sempre com capacidade sensor para as espécies reativas

de oxigénio e azoto.

Todo o procedimento foi realizado em solucdo tampéao fosfato salino ao valor
de pH 7,4. Esta solucdo tampao obteve-se por dissolucdo e diluicdo ao volume final de
1 L de 8,00 g de cloreto de sbdio, 0,20g de cloreto de potassio, 1,44 g de
hidrogenofosfato de sddio e 0,24 g de dihidrogenofosfato de potéssio, imediatamente

antes de perfazer o volume final ajustou-se o valor de pH para 7,4.

Num eppendorf de 2 mL colocou-se 1 mL de solugéo de quantum dots 1 mg/mL
com 0,250 mL de solu¢do contendo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida e N-
hidroxissuccinimida 34 e 25 10 moliL, respetivamente, agitou-se durante 30 minutos
e adicionou-se 0,500 mL de molécula sensor para funcionalizar, com concentragéo

cerca de 2.10° mol/L. Deixou-se o eppendorf em agitacdo durante uma hora e por fim
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centrifugou-se a suspensao obtida. Ressuspendeu-se o sélido obtido com tampéo

fosfato pH 7,4 e mediu-se a intensidade de fluorescéncia.

Experimentou-se o0 mesmo procedimento para o ativador N,N’-
diisopropilcarbodiimida, também com a concentracdo de 34.10° mol/L e o conjunto
ativador N,N’-diciclohexilcarbadiimida e 4-(dimetilamino)piridina as mesmas
concentracdes do primeiro, ou seja 34 e 25 mmol/L, respetivamente.

As substéncias utilizadas para funcionalizar as nanoparticulas usadas neste
procedimento foram: 0s complexos tri(N-(ditiocarboxy)sarcosina)ferrato,
triclorotrinicotinaminaferrato e o diclorodinicotinaminaferrico e, as moléculas

nicotinamina, fluoresceinamina e rodamina 6G.

5.3.6. Instrumentacao

As medicbes de fluorescéncia dos quantum dots suspensos em solucao
aquosa, foram realizadas no fluorimetro constituido por um detetor USB4000 com
grating de 350 a 1100 nm, acoplado a um suporte CUV-ALL-UV de 4 vias para cuvetes
de 10 mm, através de uma fibra 6tica P600-025-UV-Vis, todos estes componentes sao
oriundos da OceanOptics. A radiacdo produzida por LEDs de alto brilho da Roithner
Lasertechnik, com diferentes comprimentos de onda maximos, foram estabilizados
com uma fonte de alimentacgédo elétrica descrita da sec¢éo Instrumentacéo. A radiagdo
de excitacdo foi conduzida por uma fibra de vidro com 1 mm de didmetro de nucleo

revestida a plastico preto.

A andlise morfolégica, por microscopia de varrimento eletrénico e a
microanalise elementar, por espetrometria de dispersdo de energia de raio-X, foram
realizados num FEI Quanta 400FEG E SEM EDAX Genesis X4M.
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5.4. Resultados

Otimizaram-se os diferente processos de sintese de modo a obter
nanoparticulas com caracteristicas definidas e estaveis, quer a nivel de utilizagdo quer

no ambiente de utilizagéo ao longo do tempo.

Os quantum dots de cadmio tellrio estabilizados com acido mercaptoacético
foram os que apresentavam melhores caracteristicas para serem usados como base
fluorescente do sensor. ApoOs sintese e purificacdo, apresentam suspensdes limpidas
em solucdo tampéo fosfato/hidrogenofosfato com valor de pH de 9,1, esta suspenséo
ostentava uma grande intensidade de fluorescéncia quando excitados com uma vasta
gama de LEDs desde os 360 nm até aos 450 nm, tém uma banda relativamente
estreita de emissado de radiacao, cerca de 50 nm a meia altura e sdo bastante estaveis
ao longo do tempo (suspensbes com mais de 2 anos guardadas a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, ndo perderam intensidade de fluorescéncia). Similares
resultados obtiveram-se para 0s quantum dots de CdTe/ZnS estabilizados em
glutationa (Fig.5.10).

A andlise morfolégica revela que os CdTe estabilizados com &cido
mercaptoacético na solucdo que Ihes deu origem, apresentam-se aglomerados em
formas esféricas com dimensdes na ordem das dezenas de nanometro (Fig.5.11) e
sdo constituidos principalmente por cadmio, teldrio e enxofre (Fig.5.12). Estes
guantum dots de CdTe quando purificados e encapsuladas com zinco enxofre,
promovem um aumento de tamanho numa das dimensdes, tornando-se bastonetes
(Fig.5.13) cuja andlise de composicéo evidencia, agora também, a presenca de zinco

na sua constituicdo (Fig.5.14).
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Figura 5.10 - Fluorescéncia de suspensdes aquosas de CdTe e CdTe/ZnS em solugdo tampéao

fosfato/hidrogenofosfato pH 9,1 quando excitadas com LEDs de 405 nm.

Figura 5.11 — Analise morfolégica por microscopia de varrimento eletrénico das nanoparticulas de CdTe

estabilizadas com &cido mercaptoacético néo purificados. Escala de 400 um (esquerda) e 1 um (direita).

O processo de purificagdo optado foi a precipitagdo com recurso ao alcool
etilico seguido da centrifugacéo e posterior liofilizacdo. Ao contrario do procedimento
por didlise, este procedimento é um processo de simples execucdo, sem recurso a
utensilios ou equipamentos dispendiosos, e produz poés de nanoparticulas

homogéneos cuja ressuspensao origina solu¢cdes com as mesmas caracteristicas
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fotofisicas. Sucessivas lavagens com etanol provocam consecutivas perdas

irreversiveis de intensidade de fluorescéncia.

Label A; CEMUP 15keVY CdTe TGA

Counts d

a0

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 kev

Figura 5.12 — Anélise da composigdo elementar por espetroscopia de dispersdo de energia de raio-X dos

guantum dots de CdTe estabilizados com acido mercaptoacético.

det e — | det [mode
mm | LFD ( U 0 X mm |LFD| SE

Figura 5.13 — Analise morfolégica por microscopia de varrimento eletrénico das nanoparticulas de CdTe/ZnS

estabilizadas com glutationa reduzida. Escala de 500 um (esquerda) e 1 um (direita).
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Label A: CEMUP 15keV CdTeZn GSH

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 kev

Figura 5.14 — Andlise da composi¢gdo elementar por espetroscopia de dispersdo de energia de raio-X dos
quantum dots de CdTe/ZnS estabilizados com glutationa reduzida.

Resultados similares foram encontradas nos CdTe estabilizadas com os &acidos
mercaptossuccinico e mercaptopropionico, no entanto é com o estabilizador
mercaptoacético que os quantum dots de CdTe apresentam maior intensidade de

fluorescéncia, face a igual quantidade massica relativa.

Sintetizaram-se, também com sucesso, quantum dots de cadmio selénio que,
embora com uma intensidade de fluorescéncia significativamente inferior (Fig.5.15)
sdo obtidos com uma rota igualmente simples, conseguindo-se nanoparticulas
bastante estaveis e com a possibilidade promissora de mudanca para uma escala de
producéo significativamente superior.

Esta sintese € mais rdpida que para as nanoparticulas a base de teldrio (os
CdTe geralmente ao fim de 96 horas ainda continuam em crescimento) obtendo-se
uma intensidade maxima de fluorescéncia ao fim de cerca de 60 horas de refluxo
correspondente a um comprimento de onda de cerca de 525 nm (Fig.5.16).
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Figura 5.15 — Evolugédo da intensidade de fluorescéncia de uma suspensdo aquosa de CdSe, em solugao

tampé&o fosfato/hidrogenofosfato pH 9,1, quando excitadas com LEDs de 410 nm.
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Figura 5.16 — Evolugéo tipica do valor maximo da intensidade de fluorescéncia e correspondente comprimento
de onda, Aem, em fun¢do do tempo de refluxo para a sintese de CdSe com o acido mercaptoacético como

estabilizador.

z

Este € um comportamento tipico da evolucdo de todas as nanoparticulas
sintetizadas. Quando se inicia o refluxo, apds a adicao do calcogeneto a solucao
aguosa de tiocomplexo de cadmio e da formacdo dos nucleos, os quantum dots
comecam por apresentar um intensidade de fluorescéncia reduzida a um determinado
comprimento de onda. Com o decorrer do tempo, o0 valor maximo da intensidade de

fluorescéncia aumenta correspondendo, também, a um valor cada vez maior de



FCUP | 131

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

comprimento de onda. A intensidade acaba por ter um valor maximo, ao fim do qual
decresce até a completa extincdo da fluorescéncia, o comprimento de onda associado
continua a crescer de cada vez com menor incremento, até que tende para um
determinado valor méaximo imediatamente antes da extingdo da fluorescéncia
(Fig.5.16).

A sintese de CdTe recorrendo a outros estabilizadores (por exemplo o 5-
mercapto-8-hidroxiquinolina ou a 7-oxo-6-sulfanil-octa-N-5-5(8-hidroxiquinolina) amina)
ou mesmo outros ligandos comercialmente disponiveis (4,5-diamino-6-hidroxi-2-
mercaptopiridina, &cido 11-mercaptoundecandico, acido acetilmercaptohexandico),
parecem produzir estruturas organizadas a escala nano (Fig.5.17) que, apos
purificacdo, aparentam ter uma composi¢do quimica definida (Fig.5.18). No entanto

nao foi possivel verificar fluorescéncia em nenhuma destas estruturas.

55.01 nm

§ mag O HV WD | det |mode 500 nm
200 000 x 120.00 kV|9.0 mm |LFD | SE CEMUP CdTeZn 8Hgq D

Figura 5.17 — Analise morfolégica por microscopia de varrimento eletrénico das nanoparticulas de CdTe/ZnS

estabilizadas com 5-mercapto-8-hidroxiquinolina. Escala de 500 pm (esquerda) e 0,5 um (direita).

a

A funcionalizacdo dos quantum dots e posterior teste a sensibilidade das
diferentes espécies reativas de oxigénio e azoto ndo foram conseguidas. A tentativa
de obter nanoparticulas funcionalizadas nunca foi além do uso dos diferentes
ativadores, estes provocam a completa extincdo da fluorescéncia. Pensa-se que as
terminacdes da camada externa dos quantum dots ndo tenha sé grupos carboxilicos e

a sua simples ativacdo provoca aglomeracao irreversivel destas estruturas.
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Label A: CEMUP 15keV¥ CdTeZnBHq

Figura 5.18. — Analise da composi¢cdo elementar por espetroscopia de dispersdo de energia de raio-X das

estruturas de CdTe/ZnS estabilizados com 5-mercapto-8-hidroxiquinolina.
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5.5. Concluséao

O interesse nos semicondutores aumentou drasticamente nos ultimos anos. A
sua quase exclusiva aplicagdo no campo da fisica ética e eletronica alargou-se a
quimica e a biologia, ndo s6 como sensores mas em muitas outras areas como a
catalise quimica ou como transportadores de principios ativos. Ndo obstante a
toxidade dos seus constituintes, sabe-se, por exemplo, que as nanoparticulas com
cadmio libertam catibes toxicos de cadmio, havendo, por isso, um percurso inteiro
ainda por percorrer, no sentido de compreender como estas novas particulas

interagem com o0 meio onde estdo a ser inseridas, isto é, a propria toxidade do
conjunto quantum dot [19].

Sintetizaram-se com sucesso VArios nanocristais bimetélicos, nomeadamente
de cadmio/teldrio estabilizados com &cido mercaptoacético, acido mercaptoacético e
acido mercaptossuccinico e cadmio/selénio com acido mercaptosuccinico. A sintese
aquosa baseou-se na adi¢do do respetivo calcogeneto aquoso a solucéo, também ela
aguosa, com o0s respetivos tiocomplexos catidénicos, na completa auséncia de
oxigénio. Este procedimento simples, e ambientalmente mais verde que 0 seu
percursor organometalico, permite obter nanoparticulas relativamente puras e em
larga escala. O controlo do tempo é a chave para definir o tamanho das

nanoestruturas, logo das suas propriedades fotofisicas.

Recobriram-se estes quantum dots com uma camada externa de
cadmio/enxofre usando como estabilizador a glutationa reduzida. Este processo pouco
altera as propriedades fotofisicas, no entanto, aumenta o comprimento de onda de
emissao, reduz a solubilidade em agua e permite manusear a camada externa da
nanoparticula, ou seja, é possivel modificar a composicdo quimica das moléculas

externas no sentido de conferir especiacao e seletividade a determinados analitos.

Sintetizaram-se moléculas bifuncionais que contém o grupo tiol, como a 5-
mercapto-8-hidroxiquinolina e a 7-oxo-6-sulfanil-octa-N-5-5(8-hidroxiquinolina) amina.
A utilizacdo destas moléculas e de outras adquiridas comercialmente, como a 4,5-

diamino-6-hidroxi-2-mercaptopiridina, acido 11-mercaptoundecandico ou o acido
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acetilmercaptohexandico, resultaram em precipitados de cor castanha escura, pretos,
amarelos e avermelhados (dependendo do valor de pH inicial utilizado) que néo
apresentam fluorescéncia. Incluiu-se nestas tentativas os ligandos néo tiolados 8-
hidroxiquinolina e o N-(ditiocarboxy)sarcosina de diaménio (sendo este um conhecido
sensor do 6xido de nitrico) cujas suspensfes obtidas também ndo presentavam

fluorescéncia.

A funcionalizagdo com o recurso a ativadores com moléculas, ainda n&o

descritas na bibliografia, também néo foi conseguida.

Identificar a composi¢éo atémica, o modo como 0s atomos estdo acomodados,
entender a distribuicdo dos mesmos no interior ou a superficie das nanopatrticulas e as
suas possiveis interagbes com moléculas ou estruturas acopladas, é importante para
se proceder a nanoengenharia dos Quantum dots para, finalmente, adaptar as

diversas aplicagfes sensores de espécies reativas de oxigénio e azoto.
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6.Lactose modificada como sensor

fluorescente

6.1. Introducao

s

A lactose é um composto natural que se encontra apenas no leite dos
mamiferos. A sua concentragdo média varia de espécie para espécie, existe desde
0,3 % m/v no urso polar ou 0,7 % m/v na foca cinzenta, pode encontrar-se com valores
moderados de 2,1 % m/v nos coelhos ou 4,1 % m/v nas cabras, mas pode atingir
guantidades relativamente altas como 7,0 % m/v nos humanos ou mesmo 10,2 % m/v

no macaco-verde [1].

A digestao da lactose é feita somente através da B-galactosidase ou lactase,
enzima presente nos primeiros tempos de vida dos mamiferos, na sua auséncia a
lactose ndo é decomposta e os mamiferos ndo a podem absorver, consequentemente
€ excretada ou consumida pelos microrganismos da flora intestinal e podem libertar
acidos organicos e gases, resultam em sintomas como diarreia, dor, inchaco ou
flatuléncia. Ha uma boa parte da populacdo humana que chega mesmo a sofrer de
intolerancia a lactose, estima-se que cerca de 70 % da populacdo mundial, tenha um
certo grau de intolerancia, principalmente pessoas oriundas do Médio Oriente, India e
grande parte de Africa. Para além do uso do leite pelos mamiferos na fase de lactante,
0os humanos adultos usam, na sua alimentacéo, leite de outras espécies como o de

cabra ou de vaca, ndo sé diretamente na forma de leite como na forma de derivados
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(iogurte, queijo ou na propria confecdo de varios alimentos). A lactose em pd é usada
na industria alimentar e farmacéutica, principalmente como excipiente para 0s

comprimidos [2].

A lactose é sintetizada nas glandulas mamarias a partir da glucose proveniente
do sangue e ocorre nas células epiteliais que envolvem os alvéolos das glandulas
mamarias. Para se formar uma molécula de lactose sdo necessarias duas moléculas

de glucose e energia, isto na presenca de enzimas [3].

A industria de transformacgéo alimentar, principalmente a producédo de queijo,
produz grandes quantidades de subprodutos do qual é facil obter lactose pura em
grandes quantidades (estima-se que sO6 na Europa e na América do Norte se
produzam 1,4 milhdes de toneladas de lactose do soro do leite [4]). Ao longo de mais
de 150 anos de tentativas de tornar este subproduto facilmente digerivel ou pelo
menos reduzir a sua intolerancia, originaram o aparecimento de varios derivados da
lactose que podem ser obtidos laboratorial ou industrialmente. Os derivados da lactose
mais importantes e ja devidamente caracterizados, sdo obtidos pela hidrélise acida e
enzimatica, a hidrogenacdo e a oxidagdo, operagfes associados quase sempre a

fendmenos de isomerizacao [5].

O nosso interesse pela lactose apareceu quando se procedia a
funcionalizagdo de nanoparticulas luminescentes com acido félico na forma de
preparado farmacéutico. O processo provocava incremento na intensidade de
fluorescéncia nas nanoestruturas. Apés rastreamento da causa do incremento,
constatou-se que a simples ebulicdo de uma solugcédo aquosa contendo o excipiente, a
lactose, adquiria capacidade de fluorescéncia. O resultado do refluxo da solugéo
aquosa de lactose respondeu, por extingdo da fluorescéncia a alguns analitos,

nomeadamente as espécies reativas de oxigénio e azoto.

6.1.1. Propriedades fisicas e quimicas da lactose

7

A lactose € um dissacarideo, a B-D-galactopiranosil-(1-4)-D-glucose, com 0
nome sistematico de B-O-D-galactopyranosyl-(1-4)-a-D-glucopyranose (a-lactose) ou
B-O-D-galactopyranosyl-(1-4)-B-D-glucopyranose (B-lactose) (Fig.6.1). Carboidrato este
constituido por dois monossacarideos, a galactose e a glucose, unidos por uma

ligacao B-1,4-glicosidica.
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Figura 6.1 — Estruturas da a-lactose (esquerda) e B-lactose (direita).

As duas formas isomeéricas, a oa-lactose e a p-lactose, apresentam
propriedades distintas. A forma a-lactose no estado cristalino apresenta-se
nonohidratada com um ponto de fusédo de 201,6 °C, tem uma solubilidade em agua de
7,4 % a 20 °C e a rotacdo especifica da solucdo aquosa € de +89,4° a 20 °C. Os
cristais da a-lactose tém a forma de prismas, piramides ou “tomahawks”, dependendo
das condicdes de cristalizacdo. A forma B-lactose é anidra quando no estado cristalino,
com um ponto de fusdo de 252,2 °C e uma solubilidade em agua, a 20 °C, de 48 %. As
suas solugfes aquosas tém uma rotagdo especifica, a 20 °C, de +35,20°. A forma dos
cristais varia entre diamante irregular, se proveniente de solugBes aquosas, prisma
curvo ou tipo agulha se cristalizado através de solugbes alcoodlicas. Em solugcéo
aquosa, estas duas formas sao interconvertiveis e atingem um equilibrio, qualquer que
sejam as proporgdes iniciais dos isomeros, em 37,3 % de a-lactose e 62,7 % de B-
lactose, correspondendo a uma rotacdo especifica a 20 °C de +55,3°. As propor¢des
de equilibrio dos isébmeros e, consequentemente, a rotacdo especifica € fortemente
dependente do valor de pH, da presenca de outros solventes/substancias e da

temperatura [4, 6-7].

6.1.2. Hidrolise da lactose

A lactose pode ser hidrolisada quimica (acida ou basica) ou enzimaticamente,
nos respetivos monémeros, a D-glucose e a D-galactose, sendo todas estas trés

estruturas redutoras. Ou seja, quando se rompe a ligacdo hemiacetélica formam-se
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grupos aldeidos capazes de sofrer oxidacdo por agentes oxidantes (Fig.5.2). A
hidrélise da lactose é um dos processos mais usados para a transformar em produtos
mais solluveis, mais doces, anulando assim, o efeito da sua intolerdncia e
principalmente torna-a de facil digestdo, ndo s6 para os seres humanos mas para
outros seres vivos. Como por exemplo, pode ser usada como fonte de carbono em

processos de fermentag&o do vinho, do p&ao ou outros [2].

OH
o)
o "M H OH OoH
OH H HO OH H OH
HO 0o OH =——= H H
H OH H + OH H
OH H H OH H OH HO OH
H H H OH H OH
H OH
OH
oH OH
on A H H H _—OH
OH H_A] oH' H A
HO 0o o) HO o
OH H H OH H OH
H H
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Figura 6.2 — Hidrélise da lactose em galactose e glucose (da esquerda para a direita, respetivamente) e
correspondentes estruturas abertas (em baixo) que mostra que sé@o aldeidos no carbono anomérico.

A hidrélise acida é um processo relativamente antigo, um dos primeiros
registos remonta a 1812 aos trabalhos de Vogel [8], e consiste hum simples
aquecimento (pode ir até aos 150°C) em meio acido (geralmente a valores de pH
inferiores a 1,5). A hidrélise alcalina também dissocia a lactose nos respetivos
mondmeros, no entanto produz uma série de outros produtos por reacdes laterais,

como por exemplo a lactulose ou isosacarinato [9, 10].

No entanto, é com a hidrélise enzimética que o processo, com grande interesse
industrial, continua em aperfeicoamento [11, 12]. Este processo permite ndo so clivar a

lactose mas também pode formar diversos galacto-oligossacaridios. Esta familia de
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derivados é, genericamente, mais sollvel e ttm menor valor calérico que a lactose,
dependendo da temperatura e da composicao qualitativa e quantitativa do meio onde
esta a decorrer a reacdo [13]. Os diversos galacto-oligossacaridios podem ser
adocantes, ou seja, ainda tém a capacidade de conferir a sensagdo de doce mas
passam pelo intestino delgado dos humanos e ndo séo digeridos, mas recentemente
tem-se descoberto algumas caracteristicas prébiéticas (ingredientes alimentares néao
digeriveis, que beneficiam o hospedeiro por estimular o crescimento ou actividade de
uma ou Vvarias comunidades de microrganismos residentes no colon [14]) e sao

usados com esse fim.

Estima-se que existam 3 passos no mecanismo de formacdo dos galacto-
oligossacaridios, quando se usa a enzima mais popular a p-galactosidase ou lactase
[15]:

enzima + lactose — enzima-lactose Eq.6.1
enzima-lactose — galactosil-enzima + glucose Eq.6.2
galactosil-enzima + recetor — galactosil-recetor + enzima Eq.6.3

Quando o recetor é a agua, ou seja, a reagcao ocorre em meio aquoso e Nao se
encontra presente qualquer outro recetor, forma-se a galactose. Mas quando o recetor
€ outro agUcar, portanto em meios cuja agua nao existe ou escasseia, formam-se os
di-, tri- ou superiores galactosil-oligossacaridios, por exemplo a lactulose (produzida
em meio alcalino na presenca de frutose [16]) (Fig.6.3 esquerda), e as 3" a4  oua 6'-
galactosil-lactose (produzidas dependente da fonte (microrganismo) da enzima [17])
(Fig.6.3 direita).
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Figura 6.3 — Estruturas da lactulose (esquerda) e da 4’-galactosil-lactose (direita).

6.1.3. Oxidacao e reducédo da lactose

O produto mais importante da oxidacdo da lactose é o acido lactobibnico.
Usado comercialmente em formulagdes cosméticas pela sua acdo antioxidante e
dissecante, é o principal componente, na forma de sal de ferro, na constituicdo de
fluidos conservantes para os 6rgaos transplantados [18]. Devido as propriedades
guelantes do lactobionato para o catido calcio, é muito usado em formulacdes

farmacéuticas como fortificante de célcio.

A oxidag&o do grupo aldeido da glucose a acido foi realizada pela primeira vez
por Fischer and Meyer, em 1889, com o oxidante bromo (Fig.6.4). Apesar da
seletividade da reacdo apenas 0s processos eletroquimicos, de catélise heterogenia e
0os biocataliticos, mostraram-se economicamente viaveis [19]. O processo
electroquimico, estabelecido desde a década de 50 do séc. XX, permitia obter
rendimentos elevados, no entanto o processo € catalisado por bromo ou iodo em meio
alcalino. A catélise heterogénea permite uma facil e econdémica separacdo dos
produtos de reagéo, no entanto, ha a formagéo de vérios produtos indesejados o que
obriga a uma posterior separac¢do. O uso de enzimas ou microrganismos é conduzido
a baixas temperaturas, geralmente entre 25 a 50° C, a valores de pH constantes. A
catédlise enzimética € um processo significativamente mais rapido o que o torna
bastante mais econémico [19], possivel de se produzir em grande escala e a operar de

um modo continuo [20].

O produto pretendido na reducdo da lactose, pela acdo do hidrogénio na

z

presenca de um catalisador, é o lactitol, adocante com caracteristicas similares ao

z

manitol, xilitol ou arabitol. A reducdo € efetuada sobre o carbono anomérico da
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glucose, em que se converte o aldeido em alcool. As condi¢cdes em que a reducao é
efetuada sdo preponderantes no sucesso da obtencdo do produto final, o recurso a
biossintese, quer com 0 uso de enzimas ou microrganismos, ndo é muito usada, o

processo quimico com recurso a catalisadores continua a ser o proposto [21, 22].

OH
OH
on T4 H
OH H
HO ¢ 0o O
OH H H OH
H H -
oxidag@o
reducgdo H OH \ OH
OH
4 H OH oH
OH H OH H |
OH H HO 0o o}
HO 0o OH OH H H OH
OH H H OH H H
H H H OH
H  OH

Figura 6.4 — Reducao e oxidagdo da lactose a lactitol e acido lactobidnico, respetivamente.

6.1.4. Degradacéo aquosa da lactose

A degradacéo de carbohidratos pode ser efetuada de muitos modos diferentes.
Os processos mais usados e estudados, sem intervencdo de enzimas, sdo a reacao
de Millard e a caramelizacdo. A reacédo de Millard € uma série de reacbes complexas
entre os acUcares redutores e aminas, por exemplo aminoacidos, que resultam em
centenas de substancias capazes de atuar sobre os sensores de paladar e odor, por
exemplo, as reacdes associadas aos processos de cozinhar os alimentos [23]. A
caramelizacdo € um dos processos de producdo de substancias analogas mas usando
apenas o0s hidrocarbonetos redutores, normalmente o processo realiza-se a

temperaturas elevadas [24. 25].

O furano e seus derivados (alquil furanos, dihidrofuranos, furanonas e
tetrahidrofuranos) sdo compostos que se encontram naturalmente nos alimentos e

bebidas, principalmente os que foram sujeitos a tratamento térmico. A familia dos
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furanos esta frequentemente associada as propriedades organoléticas dos alimentos,
como o sabor e o odor, no entanto, esta estabelecido desde 1995 que alguns desses
furanos podem ser carcinogénicos e a partir de 2004 foi deliberado pela autoridade
Europeia para a Seguranga Alimentar como “efetivamente cancerigeno para ratos e
ratazanas...”. Supde-se que os derivados do furano tém propriedades toxicologicas
semelhantes ao préprio furano [26].

O processo de sintese do furano passa pela degradacao dos agucares, mais
concretamente das hexoses redutoras com libertacdo de acido férmico ou acético, a
derivados da aldotetrose, esta estrutura posteriormente fecha e forma o anel furano
(Fig.6.5) [27].

0 o OH o
carbohidratos ——» WOH —_— _— < 7
H OH -H,0 \_/

HO

Figura 6.5 — Esquema da degradagdo aquosa dos agUcares em furano [27].

A composicao salina, o valor de pH (capacidade tampé&o do valor de pH) e a
temperatura do meio reacional sdo os principais fatores que influenciam a taxa, a
rapidez, o rendimento e a estrutura do furano formado [28]. A presenca de diferentes
catalisadores influenciam a obtenc&o de diferentes membros da familia dos furanos,
por exemplo, a presenca de amberlyst-15 e hidrocalcita favorece a formacdo do
2-furaldeido a partir da arabinose, do 5-hidroximetil-2-furaldeido a partir da ramnose e

do 5-metil-2-furaldeido a partir da lactose (Fig.6.6) [29].
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H H
HO A OH hidrocalcita © o) © amberlyst15 o
OH H I —— OH HO - > HO \ / 0
H OH H OH -3H,0
H OH H H
frutose
OH
HO OH
H v OH hidrocalcita o amberlyst15 o}
HO OH H OH -3H,0
OH OH H
tagalose

Figura 6.6 — ApGs a hidrdlise da lactose em galactose (cima) e glucose (baixo), esquema da reagédo destes até
chegar ao respetivo 5-hidroximetil-2-furaldeido. Adaptado de [29].
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O furano e seus derivados apresentam carateristicas fluorescentes. E pratica
corrente usar a fluorescéncia para monitorizar a reagdo de Millard, desde sistemas
complexos como usar o leite como reagente [30, 31] até sistemas perfeitamente

controlaveis com lactose e caseinato [23].

Se na reacao de Maillard que produz derivados de furanos passiveis de serem
controlados através da fluorescéncia, os derivados furanos do processo de
caramelizagdo da lactose também o serdo [27, 29].
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6.2. Procedimento experimental

6.2.1. Reagentes

A lactose, hipoclorito de sédio 10-15 %, superdoxido de potassio, foram
adquiridos a Sigma-Aldrich Quimica (Espanha). Hidrogenoftalato de potassio, nitrato
de potassio, dihidrogenofosfato de potassio, hidrogenofosfato de sddio decahidratado,
borax, nitrito de sd6dio, hidréxido de sdédio, cloreto de sodio, perdxido de hidrogénio
30 %, diéxido de manganés, carbonato de sdédio, fosfato de sodio, acido cloridrico
concentrado da Merck (Alemanha). A determinacdo do cloro livre foi efetuado com o
recurso ao kit de cloro livre da Hanna Instruments (Roménia) para a gama de
concentracdes de 0,00 a 2,50 ppm com uma precisdo de 0,03 ppm. Usou-se agua

desionizada com uma resistividade superior a 4MQ/cm.

6.2.2. Preparacédo de solucgodes

A solucdo de oOxido nitrico preparou-se conforme o ponto 4.2.3 (Geracdo do
oxido nitrico (ii)) cuja concentracdo na solucdo aquosa saturada é de 1,8 mmol/L a

temperatura ambiente.
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6.2.2.1. Solucdes tampéao de pH com forca ionica ajustada

para 0,10 mol/L

Tampéo ftalato (pH 3,883) — pesaram-se 5,057 g hidrogenoftalato de potéssio
(seco a 110°C e condicionado num exsicador) e 2,523 g de nitrato de potassio,
dissolveu-se e diluiu-se ao volume final de 500,0 mL com &gua desionizada.

Tampdao fosfato (pH 6,748) — pesaram-se 1,6947 g dihidrogenofosfato de
potassio (seco a 110°C e condicionado num exsicador) e 4,459 g de hidrogenofosfato

de sddio, dissolveu-se e diluiu-se ao volume final de 500,0 mL com agua desionizada.

Tampao borax (pH 9,043) — pesaram-se 1,907 g borax (seco a 110°C e
condicionado num exsicador sob solugdo de acucar) e 4,052 g de nitrato de potassio,

dissolveu-se e diluiu-se ao volume final de 500,0 mL com agua desionizada.

6.2.2.2. Solucdo aquosa de hipoclorito de sédio e sua

padronizagao

As diferentes concentracdes da solucdo de hipoclorito de sodio foram obtidas
pela conveniente diluicdo rigorosa com agua desionizada (usaram-se sempre fatores

de dilui¢do inferiores a 50 vezes).

A afericdo das solugdes de hipoclorito foi realizada com kit da determinacéo de
cloro livre da Hanna Instriments, do qual se aferiu-se uma concentracdo, com
convenientes diluicbes rigorosas de modo que a concentragdo esteja dentro da gama
de funcionamento, obtendo-se as restantes concentracoes pelos respetivos fatores de

diluic&o.
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6.2.2.3. Solucéo aquosa de peroxinitrito

Seguiu-se e adaptou-se o procedimento descrito por Pou et al [32].

Dissolveu-se 5 mL de acido cloridrico concentrado em cerca de 80 mL de agua
desionizada, adicionou-se 7,15 mL de perdxido de hidrogénio a 30% e perfez-se o
volume final de 100 mL com &gua desionizada. Preparou-se uma segunda solucéo
pela dissolucéo e diluicdo de 4,14 g de nitrito de sédio ao volume final de 100 mL com
adgua desionizada. Ambas as solugbes foram mantidas a 4° C e armazenadas no

frigorifico.

Para preparar o peroxinitrito, colocaram-se iguais volumes das duas solucoes,
em recipientes separados, em banho de gelo fundente para arrefecer a cerca de 0 °C,
mediu-se, para outro recipiente, igual volume de solu¢do aquosa de hidroxido de sddio
1,5 mol/L. Juntou-se a solucdo de nitrito a solucdo de perdxido de hidrogénio e,
imediatamente a seguir, adicionou-se a solucao aquosa de hidroxido. Em meio acido o
peroxinitrito € formado e imediatamente a seguir € degradado, embora a adicdo de
hidréxido de sédio pare a formacgédo de peroxinitrito, a finalidade €, fundamentalmente,

conservar o que ja formou. A cor amarela denuncia a presencga de peroxinitrito.

Transferiu-se 1 mL de solucdo aquosa de peroxinitrito para um eppendorf,
adicionaram-se cerca de 13 mg de diéxido de manganés, agitou-se vigorosamente e
centrifugou-se a 15000 r.p.m. durante 5 min. O sobrenadante foi entdo
convenientemente diluido com hidroxido de sédio 1 mol/L e estimou-se a concentragédo
por absorgdo, contra a solu¢cdo aquosa de hidroxido de s6dio 1 mol/L. A absortividade
molar é 1670 L.mol*.cm™ ao comprimento de onda de 302 nm. Usou-se solugéo
aquosa de hidréxido de sédio 0,1 mol/L como liquido de diluigdo do peroxinitrito. As

solugdes foram preparadas diariamente.

6.2.2.4. Solucdo aguosa de carbonato de sodio 0,1 mol/L

Pesaram-se 1,0599 g de carbonato de sodio, dissolveu-se e diluiu-se com agua
desionizada ao volume final de 100 mL. Procedeu-se as respetivas diluicdes, conforme

0 necessario, com agua desionizada.
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6.2.2.5. Solucédo aguosa de fosfato de sédio 0,1 mol/L

Pesaram-se 1,6394 g de fosfato de sddio, dissolveu-se e diluiu-se com agua
desionizada ao volume final de 100 mL. Procedeu-se as respetivas diluicdes com agua

desionizada.

6.2.2.6. Solucdo aquosa de superdxido de potassio
(10271 = 0,1 mol/L)

Pesaram-se 0,0711 g de superdxido de potassio, dissolveu-se e diluiu-se ao
volume final com agua desionizada. Agitou-se e guardou-se a solucdo ao abrigo da

luz. Solugéo preparada s6 quando necessario usar.

6.2.3. Preparacéao da lactose fluorescente

Colocaram-se cerca de 3,80 g de lactose num baldo de fundo redondo de 2 L
de capacidade, dissolveu-se e diluiu-se a um litro com agua desionizada. Montou-se o
sistema de refluxo e deixou-se em ebulicdo até se obter a intensidade de fluorescéncia
pretendida. Quando necessario, concentrou-se num evaporador rotativo até reduzir o
seu volume em 90%. Todas as solucbes com a lactose fluorescente foram
armazenadas no frigorifico (se usadas dentro de dois ou trés dias) ou congelador (para
periodos de armazenamento superiores a quatro dias). As solu¢cdes aquosas de
lactose fluorescente foram usadas apdés remocdo do local de armazenamento e
deixadas sobre a banca no laboratério o tempo suficiente para se estabelecer o

equilibrio térmico.
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6.2.4. Instrumentacao

Os espetros de fluorescéncia foram registados num Horiba Jovin Yvon
Fluoromax 4 TCSPC, entre os 360 e 650 nm, quando excitados com o comprimento de
onda de 330 nm, com um tempo de integracdo de 0,1 s e slits de 5 nm. Medicbes

efetuadas em cuvete de UV em quartzo (Sigma-Aldrich).

A cromatografia liquida foi efetuada em dois equipamentos diferentes, num
sistema da ThermoFinnigan (ThermoScientific), que consiste numa bomba
SpectraSystem P1000 e um detetor SpectraSystem UV6000LP, e noutro sistema LC-
20AD com detetor SPD-M20A da Shimadzu. Em ambos os cromatografos usou-se
sempre a mesma coluna e loop, uma coluna preparativa Supercisil™ LC-18 (5 um,
250x4,6 mm) da Supelco (Sigma Aldrich) e um loop de 250 uL o qual era cheio com
uma seringa VICI (Valco Instruments Co. Inc.) de 1000 uL. Usou-se agua desionizada
filtrada (funil de Buchner com placa purosa de vidro fina (0,10-0,16 um) sob vacuo) e
desarejada (ultrasons durante 30 minutos) como solvente com um caudal volumétrico
de 1,0 mL/min.

6.2.5. Evolucdo da fluorescéncia da lactose fluorescente

com o valor de pH

Para uma cuvete de quartzo, colocou-se 1,60 mL de solugdo de lactose
fluorescente e adicionou-se 0,800 mL de solu¢cdo aquosa de cloreto de sodio a
0,10 mol/L com diferentes valores de pH. Ajustou-se o valor de pH da solugédo aquosa
de cloreto de sodio no aparelho de pH Crimson, por adicdo de pequenas quantidades
de solugéo aquosa de hidroxido de sédio 1 mol/L (de modo que se percorreu toda a
gama de valores de pH alcalinos) ou, por pequenas adicbes de solucdo aquosa de
acido cloridrico 1 mol/L (abranger os valores de pH &cidos). O valor de pH é o valor da

soluc&o antes da mistura com o sensor lactose fluorescente.



FCUP | 153

Sensores Luminescentes para Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto

6.2.6. Reversibilidade da fluorescéncia da lactose

modificada

100,0 mL de solucédo de lactose fluorescente foi seca no evaporador rotativo, a
60°C sob vacuo, e depois secou-se em alto vacuo, a temperatura ambiente durante a
noite. Redissolveu-se e diluiu-se o sélido formado com &gua desionizada ao volume
final de 100,0 mL.

6.2.7. Andlise de dados

Todos os espetros foram a média de ensaios obtidos em triplicado, a excecdo
do limite de detecao que usou-se 12 amostras de branco (dgua desionizada).

Os espetros foram normalizados do seguinte modo: sempre que se iniciava
uma série de medidas dos espetros, tracou-se sempre o branco (mesmas condigfes e
com o mesmo fator de diluicdo). A normalizacdo foi obtida pelo quociente entre a
intensidade de fluorescéncia na presenca do analito pelo valor da intensidade de
fluorescéncia do branco em percentagem. A normalizacdo dos espetros do branco foi
obtida pelo quociente entre a média de todos os espetros de branco e o respetivo

espetro.

A representacdo do quociente da intensidade de fluorescéncia inicial (na
auséncia do ido hipoclorito) (IFo) e a intensidade de fluorescéncia para uma
determinada concentracéo (IF), IFo/IF, funcdo do logaritmo decimal do inverso dessa
mesma concentracdo (funcdo p da concentracdo, pX), permitiu dividir a gama das
concentracdes em 3 partes. Procedeu-se ao ajuste linear em cada uma das zonas, a
intercecdo das retas obtidas sdo os limites das gamas de concentracdo. O limite de
detecdo corresponde ao desvio padrao dos pontos que pertencem a zona, desta
representacdo grafica, cujo declive ndo tem significado, logo, ndo depende da

concentracao do analito.
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6.3. Resultados

O aquecimento de carbohidratos leva a formacdo de novas substancias, o
cozimento dos alimentos, por exemplo. O processo de caramelizagdo da sacarose,
vulgarizado nas cozinhas do mundo inteiro, € um fendmeno essencialmente de
desidratacao, cis@o e rearranjo dos seus constituintes. O acucar € aquecido a mais de
100 °C, a 4gua evapora e as reacdes quimicas dao-se no seio do agucar fundido.

O tratamento térmico feito a lactose ndo é uma caramelizagdo. Procedeu-se a
um refluxo, durante dias, da lactose dissolvida em solucdo aquosa a baixas
concentragdes, logo tratou-se de um processo hidrotérmico. Por isso nunca chega ao

processo de caramelizacdo propriamente dito.

6.3.1. A fluorescéncia da lactose

A solucéo aquosa de lactose ndo apresenta qualquer tipo de fluorescéncia, no
entanto, apos 3 a 4 horas em ebulicdo a solugcao aquosa comeca a adquirir uma ligeira
tonalidade amarelada. Amostras arrefecidas desta solucdo demonstram uma pequena
fluorescéncia a cerca de 430 nm quando excitada a 330 nm. A banda de fluorescéncia
torna-se mais proeminente a partir das 7 horas de refluxo e continua a crescer até
cerca das 70 horas. Com o0 aumento do tempo de refluxo a intensidade de
fluorescéncia sofre um ligeiro decréscimo, pelo menos até ao tempo de 200 horas de
refluxo (Fig.6.7).

Igual procedimento com o dissacarideo ndo redutor, a sacarose, resultou
sempre em solu¢cbes que nao apresentavam tonalidade amarelada nem tinha

fluorescéncia, mesmo ao fim de 200 horas de refluxo.
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Figura 6.7 — Espetros de emissdo da fluorescéncia ao longo das primeiras 72 horas de refluxo da solugao
aquosa da lactose. Gréafico pequeno: evolugdo da intensidade de fluorescéncia, ao comprimento de onda de
431 nm, para além das 72 horas.

A capacidade de fluorescéncia decresce abruptamente para valores de pH
inferiores a 3 e para valores de pH superiores a 10. Este decréscimo € reversivel, pelo
menos para valores proximos e durante intervalos de tempo relativamente pequenos,
inferiores a 1 hora, em que a solucdo esteve sujeita a estes valores extremos. Entre 0s

valores de pH 3 e 10 néo se verificou variagdo significativa da fluorescéncia (Fig.6.8).

unidades de fluorescéncia relativas
0

2 4 G a 10 12 14
valores de pH

Figura 6.8 — Variagcéo da intensidade de fluorescéncia a 431 nm com o valor de pH do meio.
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A lactose fluorescente depois de produzida pode ser concentrada no
evaporador rotativo em vacuo e seca, sem que este procedimento afete a sua
capacidade fluorescente e mesmo a capacidade de extin¢gdo na presenca de analitos,
por exemplo na presenca de oxido nitrico (Fig.6.9).

100 4

auséncia de oxido nitrico

30 4

60 A

40 A

20 A

unidades de fluorescéncia relativas

presenca de dxido NitricD e

350 400 450 500 550 600

comprimento de onda, nm

Figura 6.9 — Resposta da lactose fluorescente a auséncia e presenca de 6xido nitrico, da solugéo de lactose
acabada de preparar (linha continua) e da lactose seca e tornada solugdo aquosa no mesmo volume

(tracejado).

6.3.2. Resposta da lactose fluorescente a diferentes

analitos

A lactose obtida por ebulicdo quando exposta a determinados analitos,
nomeadamente espécies quimicas com capacidade oxidante, estes provocam a

extingdo da sua fluorescéncia (Fig.6.10).

7

Das espécies reativas de oxigénio e azoto experimentados, o hipoclorito é
quem responde a concentracdes mais baixas, cerca de 3.10° mol/L, provoca exting&o
abrupta até cerca de 12.10° mol/L, concentracdo acima da qual responde mais
suavemente até cerca de 20.10° mol/L. A resposta do 6xido nitrico e do peroxinitrito é

semelhante, se bem que o Oxido nitrico provoca extingdo para concentragdes na
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ordem dos 50.10° mol/L, por sua vez, o peroxinitrito s6 comeca a responder &
concentragéo de 100.10° mol/L. O éxido nitrico s6 responde até cerca de 1.10° mol/L
mantendo uma fluorescéncia reminiscente para concentracdes superiores a este valor.
O peroxinitrito extingue a 100 % a fluorescéncia para valores superiores a
10.10° mol/L.

O superoxido e o nitrito s6 respondem para valores superiores a cerca de
10.10° mol/L. A adicdo de perdxido de hidrogénio a lactose fluorescente, s6 obtém
resposta para valores de concentracdo superiores a 0,1 mol/L.

100 4

perdxido-de hidrogénio

80 4

Gxido nitrico hipoclorito

60 peroxinitrilo

40 1

20 A

unidades de fluorescéncia relativas

1 10" 10 10° 0% 10° 10° 107
(%]

Figura 6.10 — Extingdo da fluorescéncia de algumas espécies reativas de oxigénio e azoto. X representa a

concentragdo do respetivo analito em mol/L.

6.3.3. Aplicacdo do sensor lactose fluorescente para

medicdo do i&o hipoclorito

Sendo o ido hipoclorito a espécie quimica que provoca extincdo da
fluorescéncia a concentracdes mais baixas, pode dizer-se que a lactose fluorescente é
sensor especifico para o ido hipoclorito, pelo menos até ao valor da concentracéo

onde o 6xido nitrico comeca a responder, cerca de 50.10°® mol/L (Fig.6.10).
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A representacdo do quociente da intensidade de fluorescéncia inicial (na
auséncia do ido hipoclorito) e a intensidade de fluorescéncia para uma determinada
concentragao, funcdo do logaritmo decimal do inverso dessa mesma concentracgao,

resulta numa variacao que se pode dividir em 3 zonas distintas (Fig.6.11).

18 1

16 1 ©

IFo/lIF

pCIO

Figura 6.11 — Quociente entre as intensidades de fluorescéncia relativa inicial e na concentracdo (IFo/IF) em

fungéo da fungéo p da concentragéo do ido hipoclorito. Linhas séo os respetivos ajustes lineares.

O ajuste linear de cada uma destas zonas originou:

IFo/IF = 20,5 - 13,2xpCIlO" para a zona de concentracdes até 1,62 em funcéo p,
IFo/IF = 10,7 - 2,18xpCIO" no intervalo de [1,62;4,4] em funcao p,

IFo/IF = 1,1 — 0,02xpCIO" para valores superiores a 4,4 em funcéo p.

Os coeficientes de correlacdo séo: 0,909; 0,995 e 0,884, respetivamente. O
valor da correlacdo da zona central é forte e mostra uma boa linearidade. As baixas
correlagBes nas zonas das extremidades sdo devidas a pouca linearidade que a zona
de mais altas concentragfes efetivamente tem e, no lado oposto, ao quase inexistente
declive, embora com uma excelente linearidade. Os limites das diferentes zonas foram

obtidos pela intercecéo dos diferentes ajustes lineares.
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Trés vezes o desvio padrao de doze brancos correspondem a 0,044 IFo/IF, ou
seja com um nivel de significancia de 99,7 %, esse valor corresponde a um PCIO™ de
4,9, logo, uma concentracdo de hipoclorito de 12,6.10° mol/L. Este valor é inferior ao

limite inferior do ajuste linear para esta zona.

6.3.4. Composicéao da lactose modificada fluorescente

Pela andlise preliminar de espectroscopia de massa concluiu-se que o produto
da ebulicdo da lactose ndo era um Unico composto, apresentava-se com inameros
picos que sugere a existéncia de variados compostos com diferentes massas
moleculares. No sentido de separar e para posterior caracterizagdo dos possiveis
diferentes constituintes, procedeu-se a separacdo por cromatografia liquida. A
separacdo com maior numero de picos, indicadores da presenca de diferentes
compostos, foi conseguida em agua, com um fluxo de 1 mL por minuto em que se
usou uma quantidade de amostra de 0,250 mL (Fig.6.12). Cré-se tratar-se de
substancias diferentes pois as diferentes fragbes apresentam espetros de absorcdo
diferentes (Fig.6.13).
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Figura 6.12 — Cromatograma tipico da lactose fluorescente obtido em agua desionizada.
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Figura 6.13 — Absorvancia das fracBes aquosas retiradas a tempos diferentes correspondente ao
cromatograma da Fig.6.12.

Foram recolhidas as diferentes fragdes de solucdo e colecionadas ao fim de um
grande nimero de corridas, juntas, concentradas no evaporador rotativo e liofilizadas.
Os soélidos assim obtidos foram analisados por ressonancia magnética nuclear, no
entanto as quantidades obtidas por este método continuam a ser insuficientes para se
obter espetros capazes de serem interpretados, mesmo usando tempos de integracao
de 48 horas.
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6.4. Conclusodes

A lactose fluorescente é obtida por ebulicdo aquosa de uma solugéo diluida de
lactose. O produto final adquire capacidade de fluorescéncia e reage com
determinados analitos provocando extingdo da fluorescéncia. As espécies reativas de
oxigénio e azoto que respondem a menores concentracdes sdo o hipoclorito e o 6xido

nitrico.

A separacdo dos constituintes da lactose fluorescente € um meio para proceder
a sua caraterizagcdo, no entanto, embora o0 recurso a uma coluna preparativa ter-se
mostrado eficiente na separacéo, este processo produz quantidades de fragcbes muito
diluidas e em reduzida quantidade. Transpbr a separacdo para uma coluna de
enchimento com a resina C-18 pode ser a solugédo para se poder obter quantidades
apreciaveis das diferentes fracdes, ndo s6 para se proceder a devida caracterizacdo
fisico-quimica como descortinar qual das fracbes é responsavel pelos fenémenos,

guer da fluorescéncia quer da extingdo da mesma.

A lactose € um subproduto sem grande utilizacdo industrial, € barato e néo
téxico. As perspetivas da lactose fluorescente ser usada como sensor para espécies
reativas de oxigénio e azoto sdo promissoras, responde a niveis muito baixos de
hipoclorito e 6xido nitrico, parece ndo apresentar toxidade, logo pode-se pensar em
utilizagbes in vivo e pode ser um excelente candidato para funcionalizar
nanoparticulas, conferindo-lhe capacidade sensor e diminuir a sua toxidade. Este

trabalho ainda se encontra em execucéo.
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7.Conclusoes e perspetivas de futuro

Espécies reativas de oxigénio e azoto sdo moléculas, iBes ou radicais
constituidos por oxigénio e também por azoto, respetivamente. Sdo originadas no
interior das células durante as reacdes quimicas da cadeia respiratéria e
desempenham fungcbes preponderantes na vida das células. Concentracdes
adequadas sdo essenciais para um bom funcionamento dos seres vivos e ha
transmissdao de informacdo intracelular e, principalmente nos seres vidos
pluricelulares, nas interacfes intercelulares. No entanto, os desvios as quantidades
Otimas provocam distUrbios e consequentemente sao responsaveis por doencgas, pelo

envelhecimento e mesmo pela morte dos seres vivos.

As espécies reativas de oxigénio e azoto tém tempos de vida muito reduzidos,
genericamente bastante inferiores a um segundo, e estdo presentes em meios de
constituicdo diversificada e bastante complexa. Encontrar sistemas de detecdo e
guantificacdo destas espécies quimicas € um grande desafio pluridisciplinar que
encontra na quimica o fulcro da detecdo e quantificacdo. No entanto, traduzir uma
qualquer caracteristica quimica em algo passivel de ser mensuravel é também um
repto de dificil concretiza¢do devido as reduzidas dimensfes dos meios onde habitam,
ao tempo de vida e, principalmente, as reduzidas concentracdes que as espécies

reativas de oxigénio e azoto se encontram.

A luminescéncia, particularmente a quimioluminescéncia e a fluorescéncia, &
uma técnica simples, seletiva, restrita de uma familia reduzida de substéncias, e capaz
de detetar e medir quantidades muito reduzidas de material que emita radiacdo

luminosa, mesmo inserida em meios tdo complexos como 0s meios citoplasmaticos.
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7.1. Conclusodes

Foram desenvolvidos com sucesso alguns sistemas sensores quimicos para

espécies reativas de oxigénio e azoto.

O peréxido de hidrogénio foi doseado com estruturas obtidas pelo processo de
Sol-Gel, constituidas essencialmente por silica e oxigénio, impregnadas com luminol e
catido cobalto(ll). A resposta quimiluminescente do sistema sensor foi conduzida
através duma fibra 6tica com 1 mm de diametro até ao detetor. Este conjunto sistema
sensor - fibra 6tica - detetor responde linearmente a solu¢des aquosas de perédxido de
hidrogénio de alguns micromolar até cerca de 2 milimolar. A medicdo da
quimioluminescéncia através da imobilizagdo do sensor quimico e conducdo da
radiacao por uma fibra Gtica € uma via muito interessante, porque permite pensar em
sistemas sensores acoplados a fibras 6ticas para o controlo remoto de espécies

reativas de oxigénio e azoto.

O oOxido nitrico em solugdo aquosa foi avaliado pela oxidacdo da
fluoresceinamina reduzida na presenca do catido cobalto(ll). O seu baixo custo, a
grande seletividade e a rapidez de resposta sdo as caracteristicas que conferem
grandes potencialidades deste sensor. Usando um equipamento com alguns
constituintes de concecgédo artesanal e a sua acoplagéo feita através de fibras oticas,

este sistema tem uma resposta fluorescente linear na gama de 10 a 750 micromolar.

O ido hipoclorito e a molécula 6xido nitrico foram doseados por extingdo da
fluorescéncia da lactose modificada. A lactose é um subproduto da industria alimentar,
abundante e de reduzido custo, que pode ser convertido num sensor quimico para
espécies reativas de oxigénio e azoto. Embora ainda ndo se saiba quais as estruturas
da lactose modificada, pensa-se que ndo sdo toxicas (por analogia com os derivados
da reacdo de Millard ou do processo de caramelizacdo), vantagem de se poder
incorporar o sensor em medigdes in vivo, apesar da interferéncia mutua entre os ides
hipoclorito e 6xido nitrico. No entanto, este sensor € relativamente mais sensivel ao
ido hipoclorito, tendo um intervalo de linearidade logaritmica a duas retas entre

0,1 molar e 13 micromolar e entre 13 e 50 micromolar é seletivo ao hipoclorito.

Otimizou-se a sintese de varias nanoestruturas semicondutoras,

nomeadamente de cadmio/tellrio e cadmio/selénio. As diferentes técnicas de sintese,
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estabilizacdo e funcionalizacdo dos quantum dots adaptadas para sensores de

espécies reativas de oxigénio e azoto nunca foram demonstradas positivamente.

Durante todo o trabalho houve sempre a preocupacdo de usar equipamentos
adaptados as necessidades. A otimizacdo dos equipamentos, compostos por
diferentes partes, algumas construidas no laboratério, e interligadas por fibras oticas,
foram sempre a solu¢éo seguida e mostraram-se ser solucdes flexiveis, satisfatorias

ao proposito utilizado e econémicas.

7.2. Perspetivas de futuro

O desenvolvimento de sistemas sensores que permitam a detecdo remota de
analitos por simples imersdo de uma fibra otica, cuja extremidade contenha o sistema
sensor quimico € ja uma realidade. Desenvolver mais e novos sensores quimicos que
tenham boas caracteristicas luminescentes, boa seletividade e sejam economicamente

interessantes, ndo € um assunto que se esgote num trabalho.

Os sensores apresentados mostram a possibilidade de podermos fazer mais
com melhores caracteristicas e mais econdémicos. O recurso aos gquantum dots de
Cd/Te e Cd/Se € uma forte possibilidade que ainda necessita de experimentacdo na
funcionalizagdo, imobilizagdo e caraterizacdo. O fato de ndo se ter conseguido
resultados positivos, apenas mostrou que a teorizacdo dos procedimentos a volta do
tema ndo se encontra estabelecida e requer, também, maior estudo e compreenséo
acerca dos fendmenos e dos fatores que levam a formacdo das nanoparticulas, da
constituicdo e modificagdo da camada superficial das nanoparticulas, responsavel por
tornar os quantum dots sensiveis a presenca de um determinado analito.
Nanoparticulas de CdTe e CdSe tém uma vasta gama de comprimentos de onda de
excitacdo e 0 seu elevado rendimento quéntico sdo premissas bastantes para
continuar a estudar modos e maneiras de os tornar sensores de espécies reativas de

oxigénio e azoto, mesmo tendo contra a elevada toxidade dos seus constituintes.

A monitorizacdo da presenca de espécies reativas de oxigénio e azoto e
respetivas quantidades, em tempo real e de modo evasivo € de importancia

fundamental. Procedimentos mais faceis, expeditos e econdmicos de visualizar a
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presenca destas espécies reativas pode mudar o modo como vemos o funcionamento
celular, ndo s6 na perspetiva de compreender o seu funcionamento, mas também, no
modo como poderemos atuar sobre determinadas patologias, corrigindo, por exemplo,

as respetivas concentracdes anomalas.
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