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SUMARIO

A medicdo de oxigénio gasoso e dissolvido é de extrema importancia nas mais diversas areas como o
ambiente, industria, medicina, agricultura, etc. Historicamente, a medicdo de oxigénio tem sido
efectuada por técnicas tais como a cromatografia gasosa, a espectrometria de massa, a ressonancia
paramagnética e a electroquimica. O desenvolvimento de sensores épticos para medicdo de oxigénio
tem recebido muita atencdo nos ultimos anos por parte dos investigadores, devido as suas evidentes
vantagens tais como a miniaturizacdo, elevada sensibilidade e imunidade a interferéncias

electromagnéticas.

Esta tese de Mestrado resultou do trabalho desenvolvido num projecto intitulado “Optical Fiber
Sensors for Distributed Monitoring of Dissolved Oxygen and Temperature” financiado pela Fundagdo

para a Ciéncia e Tecnologia.

Embora esta tese ndao tenha um ambito tdo abrangente como o do projecto, estd focada na
optimizacdo de um dos parametros mais importantes na construcdo de um sistema sensorial éptico

para medicdo de oxigénio dissolvido, nomeadamente a sensibilidade do filme sensor.

O trabalho aqui apresentado inclui a construcdo de um sistema instrumental baseado em
fluorescéncia e a producdo e estudo de membranas sensoras com diferentes caracteristicas. As
membranas foram produzidas através da imobilizacdo de um complexo de ruténio (fluoréforo) numa

matriz de suporte de sol-gel.

Embora o foco do trabalho seja a medicdo da concentracdo de oxigénio em meio aquoso, sdo
apresentados de forma adicional, os resultados obtidos com ensaios de medi¢cdo da concentragdo de

oxigénio em meio gasoso.

Esta tese estd estruturada em duas partes. Na primeira parte sdo abordados os fundamentos
tedricos necessarios a compreensio do trabalho desenvolvido. E focada a importancia da medig¢do de
oxigénio em vdrias aplicacdbes e os métodos convencionais utilizados. Dado que o sensor
desenvolvido é baseado na supressdo da fluorescéncia por parte do oxigénio, sdo considerados os
principios de fluorescéncia necessarios a compreensdo dos fendmenos envolvidos. As membranas
sensoras foram produzidas a partir de sol-gel, pelo que foi necessario dominar alguns aspectos
relacionados com a sua sintese. Por esta razdo, é também incluida uma descri¢cdo do processo de sol-
gel. Por fim, sdo focados alguns aspectos relacionados com a construgdo de sensores dpticos para a

medicdo de oxigénio.



Na segunda parte desta tese é apresentado todo o trabalho experimental desenvolvido. Este inclui
um estudo de caracterizacdo de trés fluordforos (duas metaloporfirinas e um complexo de ruténio), a
descricao da producdo de filmes sensores de sol-gel depositados em substratos de vidro e a
descricdo do sistema instrumental utilizado para a caracterizacdo dos filmes. Por fim, é apresentada
a caracterizacdo efectuada aos filmes produzidos e que permitiram a identificacdo das composi¢des

de sol-gel com sensibilidade mais elevada.

Finalmente, sdo apresentadas as conclusdes e sugestdes para trabalho futuro.



SUMMARY

Oxygen concentration measurements are extremely important in many areas such as the
environment, industry, energy, medicine, and agriculture. Historically, techniques for measuring
oxygen have included gas chromatography, mass spectrometry, paramagnetic resonance and
electrochemical techniques. The development of optical sensors for oxygen measurement have
received a great amount of scientific and technological interest during the past years, because of
their many advantages over other sensor types, such as the possibility of miniaturization, high

sensitivity and immunity to electromagnetic interferences.

This master thesis resulted from the work developed in a project entitled “Optical Fiber Sensors for
Distributed Monitoring of Dissolved Oxygen and Temperature” financed by Fundag¢éo para a Ciéncia e

Tecnologia.

Although, the scope of this thesis isn’t as extensive as the project, it is focused on the optimization of
one of the most important parameters in the construction of an optical sensor which measures

dissolved oxygen, namely the film sensitivity.

The work presented here includes the construction of an instrumental setup based on fluorescence
and the production and study of sensor films with different characteristics. The films were produced

through the physical immobilization of a ruthenium complex in a sol-gel matrix.

Although the focus of this work is the measurement of dissolved oxygen, it also presents the results

obtained with test measurements of oxygen concentration in gaseous medium.

This thesis is structured in two sections. The first part analyses the theoretical basis needed to
understand the developed work. It focuses on the importance of the measurement of oxygen in
several applications and the conventional used methods. In view of the fact that the working
principle of the sensor is based on the fluorescence quenching of the fluorophore by oxygen, the
fundamentals of fluorescence are considered in order to fully understand the implied phenomena. A
comprehensive understanding of some aspects related with sol-gel synthesis was necessary for
sensor films fabrication, therefore a description of the sol-gel process is also included. Lastly, some

aspects of the optical sensors for oxygen measurement are considered.

All experimental work developed is presented in the second section of this thesis. This include the
characterization of three fluorophores (two metalophorphirines and one ruthenium complex), the

description of the of sol-gel films production and the instrumental setup developed for the films



characterization. Lastly, the characterization of the produced films which allowed the identification

of the film compositions with highest sensitivity is also described.

Finally, the conclusions and future work suggestions are presented.
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SimBOLOS E NOTACOES

fraccdo de fotdes incidentes no dtomo ou molécula que sdo absorvidos
susceptibilidade magnética volumétrica

eficiéncia quantica

eficiéncia quantica na auséncia do supressor

desvio da fase entre os sinais de excitacdo e fluorescéncia

viscosidade do meio

comprimento de onda da radiacao de absorcao

comprimento de onda da radiacao de fluorescéncia

frequéncia

massa volumica

tempo de vida natural da fluorescéncia (sem ocorréncia da supressao)
tempo de residéncia

frequéncia angular

concentracdo da espécie A

soma dos coeficientes de difusdo do fluoréforo e do supressor
energia absorvida por um atomo ou molécula

energia do nivel electrénico de uma orbital

energia do nivel rotacional de uma orbital

energia total de um estado electrdnico

energia do nivel vibracional de uma orbital

constante de Faraday

frequéncia de modulagao

fraccdo do microambiente i que contribui para a intensidade total
eficiéncia de supressao

for¢ca do campo magnético

constante de Planck

intensidade de radia¢do incidente

intensidade de radia¢do incidente no instante t=0s

Intensidade de fluorescéncia (sem ocorréncia da supressao)

intensidade de fluorescéncia imediatamente apds a excitagdo por um pulso de luz

constante de Boltzman

constante de velocidade do processo de absorc¢do de fotdes

constante de equilibrio entre oxigénio gasoso e dissolvido (constante de Henry)

contante de velocidade do processo de conversdo interna

constante de velocidade do processo de cruzamento intersistemas



Ve

APD
BT11
BT31
BTEOS
c.d.o
ET11
ET31
ETEOS

contante de velocidade de decaimento total

constante de equilibrio da formacdo do complexo nao fluorescente
contante de velocidade dos processos nao radiativos
constante de difusdao bimolecular

contante de velocidade do processo de fluorescéncia
constante de velocidade do mecanismo de supressao
constante de Stern-Volmer

momento de dipolo magnético

molécula no estado fundamental

molécula no estado excitado

factor de modulagdo da excitagdo

factor de modulac¢do da fluorescéncia

massa molar

factor de desmodulagdo

numero de Avogadro

numero de fotdes incidentes sobre um volume de amostra
pressdo parcial de oxigénio de referéncia no sensor de zircénia
pressdo parcial de oxigénio na amostra a medir no sensor de zircdnia
pressdo parcial do oxigénio atmosférico

caudal volumétrico

constante universal dos gases perfeitos

raio de colisdo (soma dos raios do fluoréforo e do supressor)
raio molecular

supressor

eficiéncia de supressdo

temperatura absoluta

tempo

volume

tensdo eléctrica entre os eléctrodos do sensor de zirconia

fotodiodos de avalanche

filme de sol-gel com mistura BTEOS+TEQS na estequiometria 1:1
filme de sol-gel com mistura BTEOS+TEQS na estequiometria 3:1
isobutiltrietoxisilano

comprimento de onda

filme de sol-gel com mistura ETEOS+TEOS na estequiometria 1:1
filme de sol-gel com mistura ETEOS+TEOS na estequiometria 3:1

etiltrietoxisilano



LED light emitting diode

LOD limite de deteccao

LP passa alto

MLC complexo metal-ligando

MLCT transferéncia de carga entre o metal e o ligando

MS complexo fluoréforo-supressor

MT11 filme de sol-gel com mistura MTEOS+TEOS na estequiometria 1:1
MT31 filme de sol-gel com mistura MTEOS+TEOS na estequiometria 3:1

MTEOS metiltrietoxisilano

oD oxigénio dissolvido

Ormosil precursor organicamente modificado
OTEOS octiltrietoxisilano

PDMS polidimetil siloxano

PdOEPk  palladium octaethylporphyrin ketone
PEG polietilenoglicol

PMMA polimetil metacrilato

PMT tubos fotomultiplicadores

ppbm partes por bilido (escala curta: 1 parte em 10° partes; base massica)
ppmm partes por milhdo (1 parte em 10° partes; base massica)

PS poliestireno

PT11 filme de sol-gel com mistura PTEOS+TEOS na estequiometria 1:1
PT31 filme de sol-gel com mistura PTEOS+TEOS na estequiometria 3:1

PTEOS feniltrietoxisilano

PtOEPk platinum octaethylporphyrin ketone

PVC policloreto de vinilo
SNR raz3o sinal/ruido
SP passa baixo

Y Stern-Volmer

TEOS tetraetoxisilano

TMOS tetrametoxisilano
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| - FUNDAMENTOS TEORICOS

1. A MEDICAO DE OXIGENIO

1.1. INTRODUGAO

O oxigénio é uma das espécies quimicas mais abundantes e importantes na natureza. A sua
importancia deriva do facto de ser extremamente reactivo, pois forma compostos com quase todos

os elementos excepto os gases raros, ouro e platina.

Na sua forma molecular (O,), € um gas incolor a temperatura ambiente e constitui cerca de 20.95%
da atmosfera terrestre. Tem a particularidade de ser inodoro, comburente (mas ndo combustivel),
pouco soluvel na agua e paramagnético. Participa num vasto numero de reac¢des quimicas e

bioquimicas, quer como reagente, quer como produto da reacgdo [1].

O oxigénio é indispensavel para a sustentabilidade da vida na terra pois participa de forma

importante no ciclo de energia dos seres vivos, sendo essencial na respiracdo das células aerdbias.

Para além de ser fundamental em processos naturais, o oxigénio é também utilizado nas mais
variadas aplicagdes ao nivel industrial, medicinal, ambiental, alimentar, etc. A determinacdo exacta
da concentracdo de oxigénio em meio gasoso ou aquoso é da mais elevada importancia, de forma a

identificar altera¢gdes no meio que resultam de fendmenos naturais ou da actividade humana.

Dado o elevado numero de exemplos que poderiam ser recolhidos e que testificam a importancia da
medicdo de concentragdes exactas de O,, sdo listadas na Tabela 1.1 algumas das aplicacdes mais
comuns nas diversas areas. Consideremos com mais detalhe alguns exemplos onde a medicdo da

concentracgdo de oxigénio é determinante.

A medicdo da concentragdo de oxigénio tem sido fundamental na estratégia de controlo da polui¢ao
em sistemas que envolvem a combustdo, tais como os motores de combustdo interna dos
automoveis, caldeiras industriais, industrias cimenteiras, centrais termoeléctricas, etc [2]. Nestes
casos é importante o fornecimento de uma mistura com um valor preciso da razdo combustivel/ar,
de forma a garantir uma boa eficiéncia na obtenc¢ado da energia dos combustiveis, evitar a formacdo e

envio para a atmosfera de poluentes nocivos e ainda por questdes de seguranca.
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Capitulo 1 — A medi¢do de oxigénio

Tabela 1.1 — Exemplos de aplicacGes onde ocorre a medi¢do da concentragdo oxigénio [3].

Area Aplicagio
Medicina
Anidlise de sangue Medi¢Ges ndo invasivas
Sistemas de monitoriza¢cdo continua
Ventiladores Controlo dos ciclos de respiracao
Salas de operacao Mistura gasosa 0,-N,
Ambiente
Aguas de superficie e Monitorizag¢do da poluicdo
subterraneas Sistemas de tratamento de efluentes

Aguas municipais

Processos Industriais

Quimicos Cracking do petréleo
Bioldgicos Fermentagdo

Centrais nucleares Monitorizagdo da agua de
Caldeiras arrefecimento

Alimentar Controlo da corrosao

Carbonatacdo de bebidas, embalagem,

. controlo de processos
Fornecimento de gases P

Produgdo de O,
Seguranga
Ocupacional Minas, tuneis, silos e pogos
Edificios Qualidade do ar interior
Inertizacao Controlo de explosdes
Transportes
Emissdes de gases auto Sensores de exaustdo
Aeronautica Controlo da qualidade do ar interior
Seguranga de navios Controlo ambiental e de explosdes
Transporte de bens pereciveis Monitorizagdo de contentores
Outros
Aquarios Tanques de peixes, aquacultura

Na medicina, os niveis de oxigénio no ar exalado ou no sangue de um paciente, constituem
parametros fisiolégicos fundamentais que devem ser monitorizados continuamente em algumas

situagdes [4].

Na drea ambiental, mais especificamente no tratamento de aguas residuais, sdo utilizados tanques
de arejamento onde é mantida em suspensdao uma comunidade de microrganismos aerdbios com o

objectivo de metabolizar a matéria organica que ai chega. Os microrganismos metabolizam e
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Capitulo 1 — A medigdo de oxigénio

reproduzem-se sob condigdes ambientais dptimas, onde se inclui o nivel de oxigénio dissolvido (OD)
na agua. Devido ao caracter oxidante do oxigénio e a carga organica teste tipo de aguas, os niveis de
oxigénio sdo normalmente baixos pelo que é necessario um fornecimento de oxigénio suplementar
através do arejamento em difusores colocados no fundo do tanque, ou através de agitacdo
mecanica. Se a concentragdao de OD for demasiado baixa, resultard na morte dos microrganismos e
consequente tratamento inadequado das aguas. Por outro lado, um nivel elevado de OD resultante
do arejamento excessivo significa que estd a ser desperdicada energia. Adicionalmente, podem

proliferar outro tipo de organismos indesejados [5].

Na drea alimentar temos o exemplo da carbonatacdo de cervejas. A carbonatagcdo é obtida por um
processo natural de fermentacdo em que o aglcar é transformado em dlcool, ou entdo por injecgdo
artificial de dioxido de carbono no liquido. A presenca de oxigénio neste processo, para além de
diminuir a eficiéncia da carbonatagdo, conduz a alteracbes das propriedades da cerveja,

nomeadamente a cor, aparéncia e sabor, através de reac¢des indesejaveis [6].

Em processos bioldgicos onde ocorre uma fermentagédo, a monitorizagdo de OD durante a realizagédo
de uma cultura de células fornece uma informacdo valiosa sobre o metabolismo e salde das células
[4]. Valores de OD diferentes do desejado, normalmente resultam na morte das células devido a

andxia (défice de oxigénio) ou toxicidade por excesso de oxigénio [7].

Nos exemplos apresentados, nao foi feita a distingdo entre a medi¢do de oxigénio gasoso ou oxigénio

dissolvido. No préximo subcapitulo sera explicado a relagado entre estes dois parametros.

1.2. OXIGENIO DISSOLVIDO

O oxigénio dissolvido (OD) corresponde ao oxigénio solubilizado em &gua, sendo normalmente
expresso em mg/L ou ppmm (partes por milhdo em base massica). A medi¢do de OD adquire especial
importancia em meios naturais onde os niveis deste parametro sdo indicativos de um maior ou
menor grau de poluicdo, em processos de controlo no tratamento de aguas residuais, processos

fermentativos, etc.

A concentracdo de OD em meio aquoso depende da solubilidade do oxigénio em agua, e de outros

factores tais como a temperatura, pressdo e presenca de iGes.

A baixa solubilidade do oxigénio na agua resulta do facto de este ser formado por uma molécula
apolar e como tal, ter baixa interac¢do molecular com a molécula de H,0 que é polar. Em sistemas
naturais, o oxigénio dissolvido em meio aquoso pode ter origem na fotossintese e no ar atmosférico.

A dissolugdo do oxigénio a partir do ar atmosférico é dada pela seguinte equag¢do quimica:

0 (g) <> Oy(aq)
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O equilibrio nesta equacdo é regulado pela constante de equilibrio, ky, fornecida pela lei de Henry

que estipula que:

“A solubilidade de um gds dissolvido num liquido é proporcional a pressdo parcial do gds em

equilibrio com o liquido”
A constante de equilibrio ky é dada por:

ky = [02(aq)]/po2 Eq. 1.1
em que po, corresponde a pressao parcial do oxigénio atmosférico.

Num meio aquoso natural a pressao atmosférica (1 atm — ao nivel do mar) e a 25°C, a constante de
Henry para o O, tem o valor de 1.27x10° mol L™ atm™ [8] e a composi¢3o atmosférica do oxigénio é
de 20.95% resultando em po, = 0.2095 atm. Nestas condigdes a concentragdo de oxigénio dissolvido é

dada por:
[0,(aq)] = poa X ky = 0.2095 x 1.27x107° = 2.65x10™ mol/L

Dada a massa molar do oxigénio molecular (Mg,= 32 g/mol), a concentragdo anterior é convertida
para 8.5 mg/L. O OD calculado apresentara um valor diferente caso a pressdo atmosférica absoluta

seja diferente, como se verifica em sistemas a diferente altitude do nivel do mar.

Outro factor de elevada influéncia no valor de OD é a temperatura. A solubilidade dos gases em agua
sofre uma forte diminuicdo com o aumento da temperatura. Por exemplo, no caso do oxigénio a
pressdo atmosférica, verifica-se uma variacdo de 14.6 mg/L a 0°C para menos de metade a 40°C (6.4

mg/L). A Figura 1.1 ilustra esta dependéncia.

DO (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (2C)

Figura 1.1 — Solubilidade do oxigénio em fungéo da temperatura, a pressdo atmosférica de 1 atm (Anexo A).

Ainda outro factor que altera a solubilidade do oxigénio na agua é a presenca de iGes, como acontece

por exemplo em aguas salinas.
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1.3. SENSORES DE MEDICAO DE OXIGENIO

O primeiro método desenvolvido para a determinacgdo de oxigénio dissolvido, foi reportado em 1888
por L.W.Winkler. Este € um método titrimétrico [9] baseado num conjunto de reacgbes e do qual se
conseguem obter medi¢Ges precisas, se forem realizadas com um bom controlo do pH. No entanto,
este método é susceptivel a erros grosseiros se estiverem presentes ides na amostra (ex. Fe** e SO%),
solidos suspensos ou alguns compostos organicos, razdo pela qual o método tem sofrido
modifica¢cdes ao longo do tempo para minimizar estas interferéncias. Para além disso, este método é
trabalhoso e moroso o que torna invidvel a sua utilizacgdo em medi¢Ges locais ou como método para
monitorizacdo em tempo real. Adicionalmente, este método apenas é adequado para medicdo de

oxigénio em meios aquosos, ndo podendo ser utilizado para medi¢do de oxigénio gasoso.

Em 1922, Heyrovsky’'s desenvolveu a primeira técnica electroquimica para medicdo de OD com base
na reducdo do oxigénio num eléctrodo gotejante de mercurio [10]. Nas décadas seguintes, muitos
outros sensores de oxigénio foram desenvolvidos utilizando varios materiais e configura¢cbes na
aplicacdo de técnicas electroquimicas, com destaque para o eléctrodo de Clark patenteado em 1956.
Simultaneamente, devido ao desenvolvimento de novas técnicas de analise, foram desenvolvidos
métodos de determinagao de oxigénio gasoso baseados em cromatografia gasosa, espectrometria de

massa e ressonancia paramagnética [3].

A monitorizacdo da concentracdo de oxigénio, fundamental no controlo de alguns processos, s6 é

possivel recorrendo a técnicas de medigdo em tempo real, na forma de sensores.

Os principais tipos de sensores baseados na transducdo da concentracdo ou pressdo parcial de
oxigénio num sinal eléctrico e que actualmente sdo utilizados na medicdo de oxigénio gasoso e

dissolvido sdo resumidamente descritos.

Recentemente, uma nova abordagem para medicao de oxigénio envolve a transducdo a partir da
variacdo das propriedades de luminescéncia de um indicador (fluoréforo). Este tipo de metodologia é
adequado para a aplicacdo de elementos dpticos, tais como as fibras dpticas. Os sensores dpticos
para medicdo de oxigénio serdo abordados de forma mais detalhada no capitulo 4, pois o sensor
construido neste trabalho pertence a essa categoria. Previamente a esse capitulo, serdo abordados
os aspectos tedricos de fluorescéncia (cap. 2) e producdo de filmes sol-gel (cap.3), que estdo na base

do sensor desenvolvido nesta tese.

1.3.1. SENSORES ELECTROQUIMICOS

Estes sensores sdo constituidos por células electroquimicas que convertem energia quimica em

energia eléctrica, ou vice-versa. As células sdo formadas por dois eléctrodos metdlicos (anodo e
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catodo) e uma fase idnica condutora (electrdlito) no estado sélido ou no estado liquido.

1.3.1.1. Amperométricos

Os sensores amperométricos (ou polarograficos) mais conhecidos sdo os eléctrodos de Clark,
constituidos por um catodo de platina e um anodo de prata mergulhados num electrélito (ex. KCI). O
volume constituido pelos eléctrodos e electrdlito estd separado do meio em analise por uma
membrana porosa (ex. teflon) permedvel ao oxigénio, mas que impede que o electrdlito saia (Figura
1.2). Quando o sensor é mergulhado na solucdo onde se pretende conhecer a concentracdo de
oxigénio, este ultimo difunde-se através da membrana para o electrdlito, ficando em equilibrio com

este.

Oz

(073

~ Sensor temperatura
Anodo (Ag)
+ Electrélito

Oz

Membrana de Teflon
O Cétodo (Pt)

Figura 1.2 — Esquema da construgdo de um sensor amperomeétrico.

Ap0ds a polarizagcdo da célula com uma tensdo entre os eléctrodos de 700 mV, o oxigénio existente no
electrdlito é reduzido a ides hidroxido gerando assim uma corrente eléctrica de intensidade

proporcional a concentragdo de oxigénio no meio [2].
As reacgbes que ocorrem nos eléctrodos sdo as seguintes:

Catodo: % 0,4+ 2e” +H,0 > 20H"

Anodo: 2Ag + 2CI™> 2AgCl + 2e”

Estes sensores incluem um termistor que permite compensar a temperatura. A compensagdo é
necessdria uma vez que a solubilidade do oxigénio em meio aquoso diminui com a temperatura, mas
também porque um aumento de temperatura aumenta a permeabilidade da membrana ao oxigénio,
com um consequente aumento da taxa de difusdo. Estes sensores podem ser utilizados para

medi¢cdes em meio gasoso e aquoso.
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Para a medigdo de oxigénio dissolvido, tem sido utilizada nos ultimos anos a célula polarogréfica de
Clark como técnica principal, no entanto existem algumas limitacGes na sua utilizacdo. As grandes
desvantagens dos eléctrodos de Clark sdo o consumo de oxigénio e a formacdo de AgCl que se
deposita no eléctrodo de prata, reduzindo progressivamente a area de reac¢do. Outras limitages

estdo relacionadas com:

Estabilidade a longo prazo — o electrdlito da célula de Clark é eventualmente consumido ao

longo do tempo. A utilizagdo continua destes sensores resulta num desvio progressivo do sinal

eléctrico para uma determinada concentra¢do de oxigénio.

Dependéncia_do fluxo — uma vez que os eléctrodos consomem oxigénio, as medicOes

dependem da difusdo de oxigénio através da membrana. No caso de amostras sem agitacdo a
concentragdo de oxigénio junto da membrana sera reduzida a medida que o consumo de
oxigénio ocorre, resultando numa diminuicdo do fluxo de moléculas de oxigénio que chega ao
eléctrodo. Estes sensores sdo dependentes de uma renovagdo constante da amostra junto a

membrana de forma a minimizar os erros na leitura.

Tempo de resposta — os tempos de resposta equivalentes a uma variagao de 90% do sinal

medido, sdo na ordem dos 30 segundos. Quando o fendmeno em estudo é transiente, tal
como a medicdo de taxas de respiracdo em células suspensas, a medicdo de OD com tempos

de resposta curtos é necessaria.

Sensibilidade — tipicamente a razdo sinal-ruido é muito reduzida para medi¢des de

concentracdo baixas, sendo esta uma situacdo critica em algumas aplicagdes.

Interferéncia eléctrica — quando as medi¢Ges resultam em sinais eléctricos de baixo valor, é

bastante provavel a interferéncia de sinais ruido externos resultantes de correntes ground

loop ou a interferéncia de outros sensores electroquimicos (ex. sensor de pH).

Alguns dos problemas relacionados com os sensores de Clark tém solucdo. Por exemplo, a utilizacdo
de membranas de maior espessura diminui a dependéncia do fluxo da amostra, mas por outro lado
aumenta o tempo de resposta e diminui a exactiddo da leitura. A maior parte das solugdes

comerciais sdo um compromisso entre as varias caracteristicas [11].

1.3.1.2.Potenciométricos

O principio de funcionamento destes sensores baseia-se no funcionamento de uma célula galvanica,
em que uma corrente eléctrica é formada a partir de uma reac¢do que ocorre entre dois eléctrodos
mergulhados num electrélito. A diferenca entre estes sensores e os amperométricos é que estes ndo

necessitam de uma polariza¢do dos seus eléctrodos para que as reacg¢des electroquimicas ocorram.
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Os materiais utilizados nos eléctrodos, assim como a sua forma, sdo diferentes. O anodo (ex. Pb, Cd,
etc.) deverd ter uma massa elevada e o catodo (ex. Ag) uma area superficial de exposicdo ao oxigénio

também elevada. As reac¢des que ocorrem nos eléctrodos sao:

Catodo: % 0,+2e” + H,0 > 20H"

Anodo: Pb + 20H™ - PbO + H,0 + 2e”

Os electrbes necessarios para que a reac¢do ocorra no catodo viajam a partir do dnodo através de
um circuito externo, cuja intensidade de corrente depende da concentracdo de oxigénio. O potencial
no cdtodo é determinado pela escolha do material no anodo, que deverd ser suficientemente
electronegativo. De forma geral, o sinal de saida do sensor é uma medida da tensao eléctrica de uma
resisténcia colocada entre os dois eléctrodos. Tal como para os sensores amperométricos, estes
também necessitam de uma compensacdo de temperatura e também podem ser utilizados para

medi¢cGes em meio gasoso e aquoso.

1.3.1.3. Sensores de zirconia

Estes sensores sdo dos mais utilizados para a medicdo de oxigénio gasoso, com destaque para a
medicdo nos gases de exaustdo dos automoveis. Este sensor é do tipo electroquimico, em que o
electrdlito esta no estado sélido ao contrario dos referidos anteriormente. O electrélito utilizado é a
zircdnia que actua como isolante térmico quando esta frio, mas adquire as caracteristicas de um
material semicondutor a temperaturas elevadas (tipicamente acima dos 600°C). Quando a
temperatura do gas a analisar ndo atinge os 600°C, o sensor tem um dispositivo de aquecimento que
permite manter a temperatura da zircénia acima do valor limite que a faz comportar como electrélito

[12].

+ Sinal de saida
do sensor

T

= Eléctrodos de platina

Zirconia

Ar de referéncia
Resisténcia de aquecimento

Ar com % 02 desconhecida

Figura 1.3 — Esquema da construgdao de um sensor de zirconia.
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Conforme ilustra a Figura 1.3, a zircdnia é revestida interna e externamente por eléctrodos de platina
porosos. O eléctrodo interior estd em contacto com ar que tem uma concentracdo de referéncia,
enquanto o eléctrodo exterior estd em contacto com o gds que se pretende conhecer a concentragao
de oxigénio. A diferenga da concentracdo de oxigénio existente entre os dois lados do eléctrodo
associada as propriedades do electrdlito origina um fluxo de iGes de oxigénio de um eléctrodo para o
outro gerando uma pequena tensdo eléctrica. A tensdo eléctrica (V¢) gerada entre os eléctrodos é

dada pela equagdo de Nernst:

Vc = (RT/4F) In(P,/P1) Eq.1.2
em que:

T- temperatura absoluta (K)

F — constante de Faraday (F= 96493 Cmol™)

R — constante universal dos gases perfeitos (R=8.314 Jmol™K™)

Poe P, - pressGes parciais do O, na amostra a medir (exterior) e de referéncia (interior)

1.3.2. SENSORES PARAMAGNETICOS

Apesar do uso intensivo dos sensores electroquimicos para a medi¢do da concentracdo de oxigénio,
0s sensores paramagnéticos constituem uma boa alternativa quando se trata de medir oxigénio

gasoso.

Os materiais podem ser caracterizados quanto a sua susceptibilidade magnética, que é definido

como o grau de magnetizacdo de um material em resposta a aplicacdo de um campo magnético.

A susceptibilidade magnética volumétrica (yy) relaciona-se com o momento de dipolo magnético

(Myp, amperes/metro) e a forga do campo magnético (H, amperes/metro):

M
M, Y SALTEY Eq. 1.3
P

em que My, é a massa molar (kg.mol™) e p a massa voltimica (kg.m™) do material.

Se o valor de %y for positivo o material é classificado de paramagnético e a intensidade do campo
magnético é aumentada na presenca do material. Se o valor for negativo, o material é classificado de
diamagnético e o campo magnético é enfraquecido na presenca do material. Quanto maior a
susceptibilidade do material, maior a tendéncia que os dipolos das moléculas tém de se alinhar
paralelamente a um campo magnético externo. O oxigénio é um dos poucos gases que apresenta

elevada susceptibilidade magnética, como se observa na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Susceptibilidade magnética de alguns gases constituintes do ar atmosférico [8].

Gas 0, N, H, Cco, Ne Ar CH,

x (cm’mol™.10°) +3449 -12 -4 21 -7 -19 17

Um exemplo de um sensor paramagnético pode ser encontrado na Figura 1.4.

— .+ Pdlo

electromagnético

Espelho

Circulagdo do gds em medicdo

Esfera com N2

Sensor fotosensivel

Figura 1.4 — Esquema da construgdo de um sensor paramagnético (adaptado de [13]).

O sensor é constituido por polos magnéticos que criam um forte campo magnético numa zona onde
estdo colocadas esferas de quartzo com N,. As esferas estdo ligadas a um eixo (fio de silica) com
liberdade de rotacdo horizontal e onde existe um pequeno espelho montado. Quando o oxigénio
entra na zona de medicdo do sensor e fica sujeita ao campo magnético, as moléculas ficam
orientadas com os dipolos paralelos ao campo magnético fazendo com que este aumente. Daqui
resulta um afastamento da esfera da sua posicdo central original, até que a forca magnética iguale o
madulo de rigidez do fio. Quanto maior a concentragdo de oxigénio, maior o campo magnético, logo
maior sera o afastamento das esferas. Um sistema de controlo coloca as esferas na sua posi¢cdo
original por meio de uma forga aplicada por uma corrente eléctrica. A intensidade da corrente
necessdria para equilibrar novamente a posicao das esferas, constitui uma medida da concentragdo
de oxigénio da amostra em analise. A medicdo da posicdo das esferas é possivel através da posicao
de um raio de luz que incide no espelho central e é reflectido sobre um sensor fotossensivel. Este
sensor apresenta a desvantagem de ser mecanicamente sensivel [14]. Na presenca de outros gases

paramagnéticos (ex. NO, NO,) as medig¢des sdo afectadas de erro.
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2. FLUORESCENCIA

2.1. INTRODUCAO

A luminescéncia é a emissdo de luz ultravioleta, visivel ou infravermelha, de uma espécie quimica a
partir de um estado excitado resultante de um estimulo de luz, de uma reac¢do quimica ou de

radiacdo ionizante.

A palavra luminescéncia deriva do latim (lumen = luz) e foi originalmente introduzida em 1888 pelo
fisico e historiador em ciéncia Eilhardt Wiedemann, para descrever todos os fenémenos de emissao
de luz a excepgdo da incandescéncia que se deve a elevada temperatura de um corpo. A

luminescéncia é designada de luz fria, enquanto a incandescéncia de luz quente.

A luminescéncia pode ser classificada em varias categorias em fung¢do da forma como ocorre a

excitacdo da espécie quimica que exibe esta propriedade (ver Tabela 2.1)

Tabela 2.1 — Os varios tipos de luminescéncia.

FENOMENO MODO DE EXCITACAO

Fotoluminescéncia N N
. . Absorcdo de luz (fotdes)
(Fluorescéncia, Fosforescéncia)

Radioluminescéncia Radia¢do de ionizagdo (ex. raios X)
Catodoluminescéncia Raios catddicos
Electroluminescéncia Campos eléctricos

. L Aquecimento apds pré-armazenamento de energia
Termoluminescéncia . oL . .
(ex. irradiagdo radioactiva)

Quimioluminescéncia Processos quimicos (ex. oxidag¢do)
Triboluminescéncia Forgas de friccdo e electrostaticas
Sonoluminescéncia Ultra-sons

As espécies quimicas luminescentes poderao ser de diferentes tipos:

- compostos organicos: hidrocarbonetos aromaticos (naftaleno, antraceno, fenantreno,
perileno, pireno, etc.), fluoresceina, rodamina, cumarina, oxazinas, polienos, aminodacidos

(triptdfano, tirosina, fenilalanina), etc.

- compostos inorganicos: uranilo (UO,"), ides lantanideos (ex. Eu*" Tb**), vidros dopados (ex.
com Nd, Mn, Ce, Sn, Cu, Ag), cristais (ex. ZnS, CdS, ZnSe, CdSe, GaS, GaP, AlL,O,/Cr** (rubi)),

etc.
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compostos organometalicos: complexos de ruténio (ex. Ru(dpp);), complexos com ides de

lantanideos, complexos com agentes quelatos (ex. 8-hidroxiquinolina), etc.

Conforme observado na Tabela 2.1, a fluorescéncia e a fosforescéncia sdo casos particulares da

fotoluminescéncia, em que a emissdo luminescente é dispoletada pela absor¢do de fotdes de luz.

Quando uma molécula absorve a energia de um fotdo, ela passa de um estado energético
fundamental para um estado energético excitado, correspondente a ocupacdo de niveis energéticos
mais elevados por um electrdao de valéncia. O regresso da molécula ao seu estado fundamental pode
ser acompanhada por emissdo luminescente, mas também existem outras possibilidades de
decaimento ndo radiativo (com diferentes probabilidades de ocorréncia) tais como a conversdo
interna, cruzamento intersistemas e transferéncia de carga intermolecular (Figura 2.1). Alguns destes
processos de desexcitacdo resultam da interac¢do com outras moléculas, como por exemplo, o

processo de transferéncia de electrao, transferéncia de protdes e transferéncia energia.

£ CRUZAMENTO FLUORESCENCIA
FOSFORESCENCIA INTERSISTEMAS R AADA
FLUORESCENCIA CONVERSAO
INTERNA

TRANSFERENCIA DE

/ CARGA INTERMOLECULAR
ENERGIA /

ALTERACAO

Molécula CONFORMACIONAL
Excitada TRANSFERENCIA
/ \ DE ELECTROES
TRANSFORMAGAO TRANSFERENCIA
FOTOQUIMICA DE PROTOES
FORMAGAO TRANSFERENCIA
EXCIPLEX  FORMACEO DE ENERGIA
EXCIMER

Figura 2.1 — Processos de desactivacdo de uma molécula excitada (adaptado de [15]).

Quando as caracteristicas da fluorescéncia (espectro, tempo de vida, intensidade, etc.) sdo afectadas
por processos de desexcitacdo devidos a interac¢do da molécula excitada com o micro-ambiente

mais préximo, podem ser extraidas informacdes sobre esses micro-ambientes.

Para melhor compreensdao do fendmeno de fluorescéncia que serve de suporte a metodologia

utilizada na medicdo de oxigénio dissolvido, sdo apresentados alguns aspectos foto-fisicos basicos.
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2.2. TRANSICOES ELECTRONICAS

A absorcdo de energia por parte de uma molécula provoca a excitagdo do electrdo de valéncia,
resultando numa transicdo electrénica entre dois niveis energéticos discretos bem definidos. Para
gue essa transicdo ocorra é necessdria que a energia absorvida seja igual a diferenca de energia entre

o estado inicial e o estado excitado.
A energia (E) absorvida pode ser quantificada pela seguinte expressao:
E=hv Eqg. 2.1
em que h corresponde a constante de Planck (6.67x10 erg.s) e v a frequéncia (Hz) da radiag3o.

A energia total (E) do estado electréonico fundamental ou do estado electrénico excitado de uma
molécula é dada pela soma das energias do nivel electrénico (Eg), vibracional (Ey) e rotacional (Eg)

naquele estado:
E,=E.+E, +E; Eq. 2.2

Cada nivel electrénico esta associado a um conjunto de niveis vibracionais. As transi¢es electrdnicas
poderdo ocorrer entre niveis rotacionais (energia fornecida na gama dos micro-ondas), vibracionais
(infravermelho) ou entre niveis electrénicos (UV-visivel), sendo estas ultimas as necessarias para que

ocorra o fendmeno de fluorescéncia.

As orbitais moleculares resultam da combinacdo de orbitais atémicas e sdo classificadas como
orbitais ¢ ou 7. As orbitais moleculares ¢ podem ser formadas a partir de duas orbitais atémicas s, a
partir de uma orbital atdmica s e outra p, ou ainda a partir de duas orbitais atdmicas p que tenham
um eixo de simetria co-linear. As orbitais T sdo sempre formadas por duas orbitais atémicas p que se

sobrepdem lateralmente.

As orbitais podem ser classificadas de ligantes (o ou T) ou anti-ligantes (6* ou t*). Ainda um outro
tipo de orbitais designadas de ndo ligantes (também designadas de n) pode ser encontrado em
algumas moléculas, em que os electrdes dessa orbital se encontram deslocados para um dos atomos.
Para ilustrar as varias possibilidades de excitagdo de um electrdo numa molécula, vamos considerar a

molécula de formaldeido (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Niveis de energia numa molécula de formaldeido e possiveis transicoes electrdnicas (adaptado de

(15]).

Das varias possibilidades de excitacdo de um electrdo na molécula de formaldeido, a transicdo de um

electrdo da orbital n(p) para a t*, é a que necessita de uma menor quantidade de energia.

No estudo da fluorescéncia, a transicdo entre a orbital ocupada de mais alta energia (HOMO -
Highest Occupied Molecular Orbitals) para a orbital desocupada de mais baixa energia (LOMO-

Lowest Unoccupied Molecular Orbitals) é a que assume maior relevancia.

Nas transicOes representadas na Figura 2.2, verifica-se que o electrdao que é excitado conserva o spin
oposto ao electrdo com que partilhava a orbital no estado fundamental, para que o nimero quantico
total de spin seja nulo (S=Xsi, si=+1/2 ou -1/2). Quando isto ocorre, os estados sdo designados de
singleto e a transicdo de singleto-singleto, pois a multiplicidade de ambos os estados é igual a 1

(M=2S+1).

No entanto, em alguns casos pode ocorrer uma mudanga do sentido do spin do electrdo excitado,
para que este fiqgue com um spin paralelo do que ficou no estado fundamental. Neste caso, dado que
0 numero quantico de spin passou para 1 e a multiplicidade para 3, estes estados sdo designados de
tripleto. De acordo com uma das regras de Hund [16], estes estados sdo energeticamente inferiores

gue os correspondentes estados singleto (Figura 2.3).

I —T—
4, | 4
Ty v I
Estado Estado Estado

fundamental excitado excitado
singleto tripleto

Figura 2.3 — Distingdo entre o estado singleto e tripleto para o caso da molécula de formaldeido (adaptado de

(15]).
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O diagrama simplificado de Perrin—Jablonski (Figura 2.4) permite visualizar as transi¢Ges electrdnicas
possiveis resultantes da absor¢cdo de um fotdo e os processos de desexcitacdo com emissdo

fluorescente, fosforescente e outros ndo radiativos.

Os estados electrénicos singleto sdo designado por S, (estado electrénico fundamental), S; e S; e os
estados electrénicos tripleto por T, e T,. Dentro de cada um destes estados electrdnicos de energia

existem um conjunto de niveis vibracionais representado por linhas horizontais mais finas.

Dependendo da energia do fotdo absorvido, o electrdo excitado pode transitar do nivel electrénico S,
para um dos niveis vibracionais de S; ou S,. Se a transi¢cdo ocorrer para um dos niveis vibracionais de
S,, o electrdo sofre um processo de desexcitacdo até ao nivel vibracional mais baixo de S, por um
processo de relaxamento vibracional. Quando o processo de relaxamento vibracional ocorre entre
dois estados electrdénicos (ex: S,—S;) com a mesma multiplicidade sem qualquer emissdo radiativa, o
processo é designado de conversao interna. Quando em solugdo, o relaxamento vibracional ocorre

por perda de energia resultante da colisdo com moléculas de solvente vizinhas.
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Figura 2.4 — Diagrama Perrin-Jablonski com exemplos dos varios mecanismos de absorc¢do e desexcitagdo. Sy,
S.e S, —estados electrénicos singleto; T4, T, — estados electrénicos tripleto; IC — conversao interna; ISC —

cruzamento intersistemas (adaptado de [15]).

Quando o electrao atinge o estado electrénico S;, a continuagdo de perda de energia por conversao
interna é possivel mas menos provavel, pois a diferenca de energia entre os niveis S; e So é mais
elevada que a diferenca entre S, e S;. Neste ponto surgem outros processos que competem com a

conversao interna, tais como a emissao de fotGes e o cruzamento intersistemas.

No caso de o decaimento S;—S, ser acompanhado pela emissdo de um fotdo o processo é designado

de fluorescéncia. A emissdo de um fotdo tem um tempo de duracdo da mesma ordem de grandeza
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da absorg¢do de um fotdo (cerca de 10 s). No entanto, os electrdes permanecem no estado excitado
por um certo periodo de tempo antes de emitirem um fotdo ou sofrerem outro processo de
desexcitacdo (ver Tabela 2.2). A duracdo deste tempo depende da prdépria molécula e do meio
envolvente. Apds a excitacdo de um determinado numero de moléculas, estas sofrerdo um
decaimento exponencial da sua intensidade fluorescente de acordo com o tempo médio de

permanéncia no estado excitado.

Tabela 2.2 — Tempos caracteristicos para os processos de absorcao e desexcitacdo [15].

PROCESSO TEMPO (S)
Absorcdo 10 s
Relaxamento vibracional 10 a10™s
Tempo de vida do estado excitado S1 10°a10”s — Fluorescéncia
Cruzamento intersistemas 10"°a10°%s
Conversdo interna 10Ma10”s
Tempo de vida do estado excitado T1 10°a1ls — Fosforescéncia

Para além da conversdo interna e da fluorescéncia, uma outra possibilidade de regresso do electrdo
ao estado fundamental ocorre através do cruzamento intersistemas. Este processo de decaimento
consiste num mecanismo de alteracdo do spin do electrdo de valéncia, passando este de um estado
electrénico singleto (S;) para um tripleto (T;). Como exemplificado na Figura 2.4, o electrdao sofre
uma transicao isoenergética do estado S; para um nivel vibracional mais elevado de T,, ocorrendo de
seguida um relaxamento até se atingir o estado vibracional mais baixo de T,. O cruzamento
intersistemas pode ser suficientemente rapido para competir com a fluorescéncia e a conversdo
interna. Este processo é favorecido em sistemas em que a transicdo electrénica Sy—S; é do tipo

n—7* e onde existe a presenca de atomos com um nimero atémico elevado

Desde o estado electrénico T;, a desexcitagdo pode agora seguir varios caminhos. Por um lado, pode
ocorrer o cruzamento intersistemas para um nivel vibracional elevado de S,, seguido de relaxamento
vibracional. No entanto, se o tempo médio de vida do electrdo no estado tripleto for suficiente
elevado, pode observar-se fosforescéncia com um tempo de vida na ordem dos segundos. Pelo facto
de o nivel electrénico T, ter uma energia mais baixa, verifica-se que a emissdo fosforescente tem

comprimentos de onda mais elevados que a fluorescéncia.

Outro exemplo de desexcitacao nao representado na figura inclui um regresso de T, para S; quando

os niveis de energia sdo muito proximos, seguido de fluorescéncia (fluorescéncia atrasada).

Ainda uma outra forma possivel de decaimento do electrdo para o estado fundamental ocorre

devido a interac¢do de moléculas vizinhas a espécie quimica fluorescente (fluoréforo). Este é o caso
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do oxigénio que ao aproximar-se e colidir com determinados fluoréforos, estabelece caminhos
alternativos de desexcitacdo do electrdo sem a emissdo de fluorescéncia. Este mecanismo é
designado de supressdo e é a base de funcionamento da maior parte dos sensores baseados na

fluorescéncia, inclusive o desenvolvido neste trabalho.

2.3. TEMPO DE VIDA

Consideremos que no instante zero é emitido um pulso de luz infinitamente curto no tempo com
energia suficiente para que um determinado nimero de moléculas ([M*],) passem para o estado
excitado com o electrdo de valéncia em S;. A taxa de ocorréncia de cada um dos processos internos

de decaimento estd representada através das diversas constantes k na Figura 2.5.

S kisc .
1 Y
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< :
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Figura 2.5 — Representacdo das taxas de ocorréncia dos varios processos de desexcitacdo (adaptado de [15]).
Por uma questao de simplicidade, consideremos as transicdes que sao efectuadas exclusivamente a

partir de S;. Neste caso a constante de velocidade de decaimento total (ky) resulta do somatdrio das

constantes de cada um dos processos de decaimento individuais:
_ S s _ S S
ky =Ko + ke + k7 =k, +k, Eq. 2.3
em que:

kisc© — constante de velocidade do processo cruzamento intersistemas.
k. - constante de velocidade do processo de conversao interna.
k.® - constante de velocidade do processo de fluorescéncia.

k. - constante de velocidade dos processos nao radiativos

A taxa de decaimento da populagao de moléculas inicialmente excitada é dada por:

dme]_

" —(k,* + k*) [m*] Eq. 2.4

em que:

[M*] — concentragao de moléculas excitadas
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Se considerarmos que [M*] = [M*], no instante inicial, apds integracdo da equac¢do anterior

obtemos:
[M*] = [M*] exp(-t/T,) Eqg. 2.5

em que ot é o tempo decorrido e o T, é o tempo de vida do estado excitado. Este Ultimo pardametro

pode ser obtido através da equacdo:

1

T, = m Eq. 2.6

O tempo de vida do estado excitado é definido como o tempo que demora para que 63% das
moléculas inicialmente excitadas regressem ao seu estado fundamental por processos radiativos e
nao radiativos. A definicdo deste tempo é importante de forma a avaliar a janela de tempo em que é

possivel observar o processo fotodindmico de fluorescéncia.

A intensidade fluorescente é definida como a quantidade de fotdes emitidos por unidade de tempo e

por unidade de volume, de acordo com a seguinte equacao:
[M*]——[M] + fotdo

A intensidade fluorescente (l,) que se observa em cada instante relaciona-se com o tempo de vida

de acordo com a seguinte equacao:

,(t) =k°[M*] = k*[M*] exp(-t/T,) Eq. 2.7

2.4. EFICIENCIA QUANTICA DA FLUORESCENCIA

A eficiéncia quantica da fluorescéncia (®,) corresponde a razdo entre o numero de fotées emitido
pelo fluoréforo pelo processo de fluorescéncia sobre o niumero total de fotGes absorvidos. Pode
ainda ser definido como a frac¢cdo de electrdes que decaem a partir do estado excitado S; para o
nivel Sy (durante todo o periodo de decaimento) com a emissao de fotdes. O seu valor pode ser

obtido a partir da seguinte equacao:

— r —1 S
q)o—w—kr T, Eq. 2.8

nr

De forma geral, a eficiéncia quantica diminui com a temperatura, tal como ocorre com o tempo de
vida. Isto acontece porque os processos nao radiativos relacionados com a agitacdo térmica (colisGes
com moléculas de solventes, vibracGes intramoleculares e rotacbes) sdo mais eficientes a

temperaturas elevadas. Esta dependéncia da temperatura é diferente para cada fluoréforo.
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2.5. DESVIO DE STOKES

A analise ao diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 2.4) permite perceber que a energia de emissao é
tipicamente inferior a energia de absorg¢do. Quando um fotdo incide sobre a molécula, pode ocorrer
a transicdo de um electrdo de qualquer um dos niveis vibracionais de S, para um dos niveis
vibracionais de S; ou até mesmo S,. O comprimento de onda maximo, A,"*, representado na Figura
2.6, traduz a transicdo com mais probabilidades de ocorrer. De forma analoga, o espectro de emissdo
€ uma representacdo das transi¢cdes electrénicas que ocorrem do nivel vibracional mais baixo de S;

para um qualquer nivel vibracional de S,.

A menor diferenca de energia entre os estados no processo de desexcitacdo resulta que, a radiagao
fluorescente apresenta comprimentos de onda mais elevados relativamente a radiagao utilizada para
a excitacdo das moléculas. Ou seja, entre o espectro de absor¢do e o de emissdo existe um desvio,
conforme ilustrado na Figura 2.6. O desvio de Stokes, é normalmente quantificado pela diferenca do
numero de onda que existe entre o pico maximo no espectro de absor¢do e o pico maximo no

espectro de emissdo.

max man
a f

Figura 2.6 — Representacdo do desvio de Stokes [15].

E de notar que estes dois espectros podem apresentar uma zona de sobreposi¢do, significando que
algumas transicdes de excitacdo requerem menos energia que as libertadas em transi¢cdes de

regresso ao estado fundamental.

O espectro de absorc¢do utilizado para a avaliacdo do desvio de Stokes é obtido através da medicdo
da radiagdo absorvida por um material. Por sua vez, o espectro de emissdo é obtido através da
excitacdo da amostra a um comprimento de onda fixo e analise do espectro de fluorescéncia
resultante. Vulgarmente, também sdo obtidos espectros de excitagdo para caracterizar materiais
fluorescentes. Estes espectros sdo normalmente préximos dos de absorcdo, mas fornecem uma
informacao diferente. Para a leitura destes espectros, fixa-se o comprimento de onda de leitura da

intensidade fluorescente e faz-se um varrimento do comprimento de onda da radiacdo de excitacao.
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2.6. TECNICAS DE MEDICAO DA FLUORESCENCIA

Na sequéncia dos fendmenos fotofisicos atras descritos, pretende-se com este capitulo realizar uma
descricdo mais pormenorizada das técnicas de medicdo da fluorescéncia que possibilitaram a
avaliagdo do sensor desenvolvido neste trabalho. Os dois tipos de medi¢des da fluorescéncia

abordados sdo a medicdo em estado estaciondrio e a medicdo de tempos de vida.

2.6.1. MEDICAO DA INTENSIDADE EM ESTADO ESTACIONARIO

A medicdo da intensidade em estado estaciondrio pressupde a existéncia de uma fonte de radiagdo
com emissdo constante sobre a amostra e uma medi¢cdo continua da intensidade de fluorescéncia.
Uma vez que a absor¢do ocorre numa escala de tempo dos femtosegundos, o estado estacionario é

atingido imediatamente apds a incidéncia de radiacdo sobre a amostra.

No estado estacionario, o nimero de fotGes incidentes sobre um determinado volume da amostra é
constante (consideremos esta variavel de Ny). Uma vez que nem todos os fotdes sdo absorvidos,
consideremos o como a fracgao de fotdes incidentes que sdo absorvidos, resultando daqui que aNg é

o numero de fotdes absorvidos por um volume de amostra.

Neste caso, verifica-se também que a taxa de variagdo da concentracdo de moléculas excitadas [M*]

é igual a zero:

dm]

il UL (k°+ k,*)[M*] =0 Eq. 2.9

em que k, representa a constante de velocidade de fotdes absorvidos.

Se considerarmos que k,0tNy pode ser substituido por alg, em que Iz representa a intensidade de
radiacdo incidente (em numero de fotdes por volume e tempo), a concentracdo de moléculas no
estado excitado é constante e é dada por:

Das equagdes 2.8 e 2.10, a intensidade fluorescente (l,) em estado estacionario é dada por:
|, =k,*[M*] =al P, Eq.2.11

Nos sistemas de medicdo da intensidade de fluorescéncia, esta é uma medida adimensional que esta
associada ao numero de fotGes de emissdo que incidem sobre o fotodetector. No caso do
fotodetector ser um espectrofotometro, para além da intensidade, também é possivel obter

informacdo sobre o espectro de emissdo. O espectro de emissdo diz-nos que nem todos os fotGes
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emitidos tém a mesma energia, reflectindo as varias transicbes que ocorrem do nivel vibracional

mais baixo de S, para os varios niveis vibracionais de S,.

A relacdo entre a intensidade de fluorescéncia medida no estado estacionario e o tempo de vida de

fluorescéncia é dada pela seguinte equacao:

=

— -t/ —
I, =[l,e™"dt = It

o
0

Eq. 2.12

o

em que l,; corresponde a intensidade de fluorescéncia imediatamente apds a excitacdo do fluoréforo

através de um pulso de luz.

O valor de |, depende da concentracdo do fluoréforo e de um conjunto de caracteristicas
instrumentais. A equacdo 2.12 estabelece uma proporcionalidade entre a intensidade no estado

estaciondrio e o tempo de vida.

2.6.2. DETERMINAGAO DO TEMPO DE VIDA

Existem basicamente dois métodos para a determinacdao de tempos de vida de um fluoréforo. O
primeiro é a fluorometria de pulso que analisa os dados recolhidos no dominio do tempo, e o

segundo é a fluorometria de fase que faz a analise no dominio das frequéncias [17].

2.6.2.1.Fluorometria de Pulso

Na sua forma mais simples, este método consiste na excitacdo da amostra por um pulso de luz de
curta duracdo (de preferéncia inferior ao tempo de vida da fluorescéncia) e o registo do decaimento
da intensidade fluorescente ao longo do tempo. Considerando que a intensidade de fluorescéncia é
proporcional ao niumero de moléculas no estado excitado, a partir da equacdo 2.7 derivamos a

seguinte equacgao:

L, (t) = 1,e" Eq. 2.13

ol

De acordo com a equacdo 2.13, apds o pulso de excitacdo, a intensidade sofre uma diminuicdo
exponencial em ordem ao tempo. Do registo obtido com este método, o tempo de vida pode ser
determinado graficamente, correspondendo ao tempo em que ocorre uma diminuicdo da
intensidade para 1/e (36.8%) do seu valor inicial, ou por determinagdo do declive da recta obtida a

partir de log I,(t) em funcdo do tempo (Figura 2.7).
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Figura 2.7 — Decaimento da fluorescéncia apds um pulso de excitagdo (escala logaritmica) do triptéfano [18].

2.6.2.2.Fluorometria de fase

Nas medi¢des da fluorescéncia no dominio da frequéncia [19, 20], a amostra é excitada através de

uma luz modulada sinusoidalmente com uma frequéncia angular (®):

© = 2xf Eq.2.14
em que f é a frequéncia de modulacgao.
A radiacdo de excitacdo é dada pela fungdo Ig(t):

le(t) = lgo [1+ Mg sen(mt)] Eq. 2.15

em que:
leo — intensidade da excita¢do no instante t=0

M — factor de modulac¢ao da excitacao
O factor de modulagdo corresponde a razdo entre as componentes AC e DC do sinal (Figura 2.8):
ME:ACE/DCE Eq 2.16

Da excitagdo das moléculas vai resultar um sinal de fluorescéncia modulado na mesma frequéncia,

mas que devido ao tempo de vida finito do estado excitado esta desfasado no tempo relativamente

ao sinal de excitagao.

»
>

Intensidade

DCe DCr

»

Tempo

Figura 2.8 — Fase do sinal de excitagdo e de fluorescéncia.
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A intensidade do sinal de fluorescéncia em cada instante de tempo pode ser descrita pela seguinte

equagao:
I(t) = I, [1+M; sen(®t+0g)] Eq. 2.17

em que:
M — factor de modulagdo da fluorescéncia (Mg = AC/DC;)

0, — desvio da fase entre os sinais de excitagdo e fluorescéncia

As medidas do desvio da fase ¢, e do factor de desmodulagdo (my= M¢/Mg) fornecem os dados para

duas determinagdes independentes do tempo de vida da fluorescéncia.
A medicdo da fase permite determinar o tempo de vida a partir da seguinte relacao:
tan (¢y) = 27f 1, Eqg. 2.18

Por sua vez, as medi¢des da modulagdo sdo também relacionadas com o tempo de vida através da

seguinte equacgao:
mw=(1+ o’ 1,’) Eq. 2.19

No caso de um decaimento exponencial simples (significando que sé existe um tempo de vida) os
tempos de vida determinados destas duas formas deverao ser idénticos para todas as frequéncias de
modula¢do. No caso de amostras em que existe mais do que um fluoréforo, com tempos de vida

distintos, verificar-se-a uma diferenga nos tempos de vida determinados pelas equa¢bes 2.18 e 2.19.

2.7. SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA

A supressdo (inibicdo) da fluorescéncia (o termo em inglés é quenching) refere-se a qualquer
processo de diminuicdo da intensidade da emissao fluorescente de uma molécula. Nos subcapitulos
anteriores foram descritos os processos de decaimento de um electrdo no estado excitado que sdo
intrinsecos a molécula. No entanto, e conforme também referido anteriormente, existem outros
processos de decaimento que resultam da interferéncia de moléculas vizinhas (Tabela 2.3). Estes

processos intermoleculares podem resultar na supressao da fluorescéncia.

Conforme ja descrito, o tempo de vida corresponde a um periodo de tempo em que o electrdo
permanece no estado excitado (nivel S;) e durante o qual poderdo ocorrer outros processos de

decaimento competindo com os intrinsecos da molécula.

A maioria destes processos envolve a accdo de uma molécula interferente (supressor), de acordo
com o esquema simplificado da Figura 2.9, em que ks representa a constante de velocidade do

mecanismo de supressao.
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Tabela 2.3 — Principais processos fotofisicos responsaveis pela supressao [15].

PROCESSO FOTOFiSICO MEcANISMO

Colisdo com um atomo mais pesado ou uma

. (o M*+S— M +S + calor
espécie paramagnética (ex: 0,)

'D*+A > D" + A"

Transferéncia electrénica 1 -
A*+D—-A"+D

Formacgdo de excimero M*+ M — 1(MM)*

'D* + A — '(DA)*

Formacdo de exciplexo
'A* + D — '(DA)*

AH*+B — A* +BH"

Transferéncia de protdo R _
B*+AH — BH™* +A

D*+'A > D+ 'A%
D* +'A — 'D + A%
D* +°A o D + A%

M* + M — "M+ 'M*

Transferéncia de energia

ks
M* + S <= “produtos”

hv kw=1/10

M+S

Figura 2.9 — Esquema simplificado do mecanismo da supressdo intermolecular (adaptado de [15]) .

De forma geral, a supressdo é um processo fotofisico em que ndo existem reac¢des quimicas e que
apdés a ocorréncia de todos os processos de decaimento, a molécula mantém o seu estado

fundamental inalterado [15].

Dos processos de interaccdo intermolecular apresentados na Tabela 2.3, apenas sera considerado o
gue ocorre por colisdo entre o fluoréoforo e o supressor (o termo em inglés é quencher), pois é o que
se verifica no sistema fluroforo-supressor utilizado no desenvolvimento do sensor de oxigénio aqui

apresentado.

Este processo é dependente do tempo, pois necessita que durante o tempo de vida do estado
excitado da molécula ocorra uma colisdo com o supressor, resultando no regresso ao estado
fundamental sem emissdo de um fotdo e com a producdo de energia na forma de calor. Este

processo é classificado de supressao dinamica e depende da difusdao das moléculas no meio.

Para além da supressdao dinamica, ainda serd considerado um outro mecanismo designado de
supressao estatica, que difere do primeiro pela formagdo de um par fluréforo-supressor ainda no

estado fundamental e que ndo depende dos choques entre as moléculas.
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2.7.1. SUPRESSAO DINAMICA DA FLUORESCENCIA

Quando os processos de decaimento da molécula excitada passam a incorporar uma componente
que resulta da interferéncia de moléculas vizinhas, a variacdo de [M*] em fun¢do do tempo apds um

pulso de excitacdo passa a ser descrita pela seguinte equacdo (corresponde a eq. 2.4 modificada):

d[M*]
dt

= (ke wls]) ]| Lok sl o tq.220

o]
em que:
[S] — concentracao do supressor
Apds integracdo desta equacdo diferencial, com as condi¢Ges iniciais [M*]=[M*], (para t=0), obtemos
a seguinte equacao (equivalente a eq. 2.5):

[M*] =[M*], exp[—(1/7, + k[s])t] Eq. 2.21

Uma vez que a intensidade fluorescente (a intensidade é agora designada de |, indicando que ocorre
0 processo de supressdo) é proporcional a populagdo de moléculas excitadas, obtemos a seguinte

equagao:

—~
~+
~—

|

=k [M*] = k [M*] exp[—(1/1:0 + kS[S])t}

—~
~+
~—
I

l exp| (177, + k[S])t] Eq. 2.22
A intensidade fluorescente apresenta um decaimento exponencial, em que o tempo de vida afectado
pelo processo de supressao (t) é dado por:

1
T = - Eq. 2.23

% +k [S]

de que resulta,

T =14kt [S]= 14Ky, [5] Eq.2.24
T

em que o parametro Ksy corresponde a constante de Stern-Volmer.

O tempo de vida representado por T, é desighado de tempo de vida natural do fluoréforo,
correspondendo ao tempo de vida na auséncia do supressor. A eficiéncia quantica na presenca do

supressor é dada por:
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k ® k ®
P=— . =7 r Eg. 2.25
k*+k, +k,[5] % +k[S]
enquanto que na auséncia do supressor é dada por:
®_ =k’°t, Eq. 2.26

Das equagbes 2.11, 2.25 e 2.26., é possivel estabelecer a equagdo de Stern-Volmer, da seguinte

forma:

(20 :IT°:1+ksTo[5]:1+st[5] Eq. 2.27

em que |, e | correspondem as intensidades de fluorescéncia no estado estaciondrio, na auséncia e

presenca do supressor, respectivamente.

De forma geral, quando se representa graficamente a razdo |/l em funcdo da concentracdo do
supressor, obtém-se uma relacgdo linear em que o declive representa a constante de Stern-Volmer e a
ordenada na origem é 1. Se o tempo de vida do estado excitado na auséncia do supressor for

conhecido, é possivel determinar a constante bimolecular de supressao, ks.

A constante ks pode reflectir a eficiéncia da supressdo ou a acessibilidade do supressor ao fluoréforo,

uma vez que ela pode ser calculada pela seguinte expressao:
ks=fsko Eq.2.28

em que:
fs — eficiéncia de supressao

k,— constante de difusdo bimolecular

A eficiéncia de supressao indica a fracgao de encontros entre a molécula e o fluoréforo que resultam
numa supressao da fluorescéncia efectiva. Alguns supressores, tais como o oxigénio, apresentam

eficiéncias muito préximas da unidade, pelo que ks é aproximadamente igual a kg,

Por sua vez, a constante de difusdao bimolecular pode ser calculada utilizando a equacao proposta por

Smoluchowski [21]:
ko=47NR.D (L.mol™.s™) Eq. 2.29
em que:

N — nimero de Avogadro
R. — raio de colisdao (soma dos raios do fluoréforo e do supressor)

D — soma dos coeficientes de difusdo do fluordforo e do supressor
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Dado que N e R. sdo constantes, a constante de difusdo e consequentemente a supressao dependem
da difusdo das moléculas no meio. A difusdo pode ser determinada pela equacgdo de Stokes-Einstein

que estipula:

kT

D=——
6mMR,

Eq. 2.30

em que:
k — constante de Boltzman
T —temperatura
1M — viscosidade do meio

R, — raio molecular

Fica evidente que no caso de processos de supressdo onde existe difusdo do supressor no meio para
aceder ao fluoréforo, um aumento da difusdo do fluoréforo resulta no aumento da constante de

Stern-Volmer.

2.7.2. SUPRESSAO ESTATICA DA FLUORESCENCIA

Para além da supressdo que resulta do choque entre o fluoréforo e o supressor durante o estado
excitado do primeiro, um outro tipo de supressdao pode ocorrer. Nesta supressdo, designada de
estatica, ocorre a formagdo de um complexo nao fluorescente quando essas duas moléculas estdo
suficientemente préximas. Quando esse complexo absorve luz, o fluoréforo regressa imediatamente

ao estado fundamental sem a emissao de fotdo.

A supressdo estatica pode verificar-se nos casos em que a difusdo das moléculas esta limitada,
devido a por exemplo, viscosidades elevadas do meio ou matrizes rigidas. Nestes casos existe um
volume esférico a volta do fluoréforo (esfera de supressdo) em que nao existe qualquer fluorescéncia
se o supressor se encontrar dentro desse volume. Se o supressor estiver fora da esfera de supressao,

entdo nao haverd qualquer alteragdo das caracteristicas de fluorescéncia do fluoréforo.

Este tipo de supressdo diminui a intensidade de fluorescéncia, pois diminui o nimero de fluoréforos
com propriedades fluorescentes, mas ndo afecta o decaimento da fluorescéncia dos fluoréforos nao

afectados, apds a excitagdo por um pulso de luz.

Vamos considerar a formacgdo do equilibrio entre as moléculas de fluoréforo (M) e do supressor (S)

isoladas, e o complexo (MS) formado:

M+ S« s MS

A constante de equilibrio da formag¢do do complexo nao fluorescente (Ky¢) é dada pela equacdo:
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Kne = [MS]/[M][S] Eqg.2.31

De acordo com a lei da conservagcdo de massa (em que [M], é a concentracdo total do fluoréforo),

temos:
[M], = [M] + [MS] Eq. 2.32
logo, a fraccdo de fluoréforos nao afectados por este tipo de supressdo sera dada por:
[M]/[M], = 1/(1+Kne[S]) Eq.2.33

Dado que as intensidades fluorescentes sdo proporcionais a concentracao de fluoréforos, a equagao

anterior fica:
lo/1 = 1+Kne[S] Eqg. 2.34

Como se pode observar, a equagdo que traduz a diminuicdo da intensidade fluorescente devida a
supressdo estdtica é equivalente a utilizada para a supressdo dindmica, com a excepg¢do que a
constante da primeira é a constante de equilibrio de formagdo do complexo. Por esta razdo, se a
andlise da supressdo de um fluordforo for realizada exclusivamente por medi¢des da intensidade
fluorescente, ndo se podera concluir se a supressdo é estatica ou dindmica. Para uma conclusdo
definitiva é essencial a analise dos tempos de vida da fluorescéncia. No caso da supressdo estatica, a
fluorescéncia que se observa resulta da accdo de fluoréforos com o seu comportamento inalterado,
pelo que o seu tempo de vida da fluorescéncia nio sofre alteragdo (1,/t=1). No caso da supressdo

dindmica, a proporcionalidade que se verifica em T,/T € igual a I,/I.

Outra forma que permite distinguir estes dois tipos de supressao, resulta da sua analise em func¢do
de uma variagdo da temperatura. Conforme comentado anteriormente, a supressdao dinamica
depende da difusdo das moléculas supressoras no meio, que por sua vez aumenta com a
temperatura. Daqui resulta que para iguais valores de concentragdo do supressor, um aumento de
temperatura resultard numa diminuicdo mais acentuada da concentracdo de fluoréforos no estado
excitado (Figura 2.10). Devida a proporcionalidade com a intensidade de fluorescéncia, ocorrerd
igualmente uma diminuicdo da intensidade, ou um aumento da proporg¢éo I,/I. No caso da supressdo

estdtica é esperado que um aumento de temperatura diminua a estabilidade dos complexos

fluoréforo-supressor, com uma consequente diminuicdo da constante de formagdo do complexo

(Kne) [21].
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Figura 2.10 — Comparacdo entre a supressdo dindmica e estatica (adaptado de [21]).

2.7.3. COMBINACAO DA SUPRESSAO ESTATICA E DINAMICA

Em alguns casos pode verificar-se simultaneamente a ocorréncia da supressdo dinamica e estatica o

gue conduz a um desvio da linearidade de lo/l em fungdo da concentracdo do supressor [S].

Neste caso, apenas a fracgdo das moléculas que ndo sdo afectadas por supressdo estatica é que

podera sofrer supressdao dindmica. Daqui resulta a seguinte equacao:

I | [M]
ot M Eq. 2.35

L L,

Através da relacdo da equagdo anterior com as equacgdes 2.27 e 2.33, obtemos a equag¢do modificada

de Stern-Volmer:

lToz (1 +Kgy [S])(1+ Kie [S]) =1+ (st +Kyr )[S] + Ko Kye [S]Z Eqg. 2.36

Esta equacdo é de 22 ordem relativamente a [S]. Os parametros Ky: e Ksy podem ser extraidos através

de um ajuste dos resultados de intensidade obtidos em fun¢do de [S] a uma equagdo de 22 ordem.

Alternativamente, os resultados podem ser esbocados graficamente de forma a obter a seguinte

relagdo linear:

(I_T_lj/[s]:(st +KNF)+KSVKNF [S] Eq.2.37

Apds regressdo linear, resolve-se um sistema com duas equagdes e duas incdgnitas a partir dos

valores extraidos do declive e da ordenada na origem, obtendo-se Ky e Kgy.
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Se for possivel a realizacdo de ensaios de tempo de vida é possivel extrair o valor de Ksy através da

analise grafica de to/T em funcdo de [S], de acordo com a seguinte equacgio:

To/ T=1+Ksy[S] Eq. 2.38

2.7.4. SUPRESSAO EM SISTEMAS HETEROGENEOS

Quando um sistema é constituido por um fluoréforo em diferentes meios (ex. fluoréforos
incorporados em matrizes heterogéneas de sol-gel, polimeros, etc.), a equagdo de Stern-Volmer sofre
alteragGes. Por exemplo, no caso de supressao dinamica, a equac¢ao de Stern-Volmer fica na seguinte

forma:

& f

I i1 1+ KSV,i [S]

o

Eq. 2.39

em que Ksy; é a constante de Stern-Volmer para cada um dos i microambientes existentes na matriz
onde o fluoréforo esta incorporado e f; a respectiva fracgao contributiva para a intensidade no

estado estacionario.

2.8. FLUOROFOROS

A designacdo de fluoréforo é dada a uma molécula ou parte da molécula que apresenta
caracteristicas fluorescentes. A designacdo de luminéforo muitas vezes encontrada na bibliografia é

mais abrangente, pois inclui ainda espécies que apresentam caracteristicas fosforescentes.

Alguns fluoréforos (também designados de indicadores fluorescentes) tém a caracteristica de alterar
as suas propriedades fluorescentes em fungdo do meio que as envolve. Mais especificamente,
significa que a sua fluorescéncia sofre alteracdo em funcdo da presenca de outras moléculas, ja
referidas anteriormente como supressores. Isto os torna adequados para serem utilizados como

transdutores em sistemas fisico-quimicos, bioquimicos ou bioldgicos.

A classificacdo dos fluordforos que é apresentada de seguida [21], é principalmente baseada nas suas
aplicacdes, embora algumas classes sejam baseadas na similaridade das suas propriedades

fluorescentes.
1) Fluoréforos naturais ou intrinsecos

Este tipo de fluoréforos pode ser encontrados em muitos organismos vivos. Sdo incluidos os
aminoacidos fluorescentes: triptéfano, tirosina e fenilalanina encontradas nas proteinas, assim como
co-factores de NADH (forma reduzida de dinucleotideo nicotinamida adenina), FAD (dinucledtido de

flavina-adenina) e riboflavina encontrados em células e tecidos. Embora os fluoréforos intrinsecos
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possam ser utilizados no estudo da dindmica celular e estrutura de proteinas, mais usualmente

geram fluorescéncia de fundo indesejada que tem que ser separada do sinal desejado.
2) Fluordforos extrinsecos — Fluordforos ligados covalentemente a proteinas

Estes fluoréforos tém grupos de ligacdo especificos para marcacdo de proteinas, possibilitando a
monitorizacdo do seu comportamento. Os grupos de ligacdo podem ser obtidos por reaccdo de
fluoréforos com derivados quimicos especificos de forma a conseguir determinada ligacdo a uma
proteina. Por exemplo, grupos sulfidril podem ser ligados por reac¢ao quimica a iodoacetamida, ou a

grupos amina e isotiocianatos.
3) Fluordforos extrinsecos — Fluordforos ligados ndo covalentemente a proteinas

Estes fluoréforos interagem nao covalentemente com a proteina alvo, resultando numa alteragédo
das propriedades de fluorescéncia. Por exemplo, o acido 1-anilinonataleno-8-sulfénico (ANS)
apresenta uma fluorescéncia de cor verde muito fraca, mas quando se liga a proteinas adquire uma

fluorescéncia de forte intensidade com cor azul.

4) Fluordforos extrinsecos — Fluoréforos para membranas

7

Este tipo de fluoréforos é adequado para a marcacdo de membranas. Por exemplo, indicadores
hidrofdbicos tais como o DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno) ligam-se preferencialmente a regides das
membranas ndo polares apresentado elevada fluorescéncia [22]. Ao invés, quando em solugdo, a sua
fluorescéncia é muito fraca. Outros indicadores mais hidrofilicos tais como a fluoresceina e a

rodamina podem ser utilizados para ligacdo a grupos acilo ou aos fosfolipidos das membranas [23].
5) Sondas de ADN

Existem muitos fluoréforos que se ligam espontaneamente ao ADN resultando num aumento da
intensidade fluorescente. Por exemplo, o brometo de etidio apresenta uma fraca fluorescéncia em
agua com um tempo de vida de cerca de 1.7 ns, mas apos ligacdo a estrutura do ADN a sua
intensidade fluorescente aumenta cerca de 30 vezes e o tempo de vida aumenta para 20 ns. Outros
tipos de sondas de ADN sdo especialmente construidos para se ligarem preferencialmente a

determinadas sequéncias da cadeia.

6) Indicadores vermelhos ou infravermelhos préximo

IY

Devido a sua excitacdo com comprimentos de onda elevados, estes indicadores fluorescentes
apresentam a vantagem de minimizar os problemas associados a autofluorescéncia de fundo
apresentada em células e tecidos. Isto é possivel porque a autofluorescéncia ocorre com maior
incidéncia por excitagdo com radiacdo ultravioleta (UV) ou azul, sendo progressivamente reduzida

com o aumento do comprimento de onda. Esta classe de fluoréforos ainda apresenta a vantagem de
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serem excitados por fontes da radiacdo relativamente baratos, tais como os diodos laser. Os
fluoréforos de cianina Cy-3, Cy-5 e Cy-7, sdo exemplos de indicadores de elevado comprimento de

onda que tém sido extensivamente utilizados na sequenciacdo de ADN.
7) Fluordéforos para analise quimica

Esta classe de fluoréforos é utilizada para a quantificacdo de substancias quimicas. Em muitas
aplicacdes estes fluoréforos s3o utilizados para detectar ides tais como, Na*, Ca*, CI'” e Mg”". A ligagdo
dos iGes ao fluordforo altera as caracteristicas destes como por exemplo uma variagdo na
intensidade de fluorescéncia ou um desvio dos espectros de fluorescéncia. Outro exemplo deste tipo
de fluordforos, sao os utilizados na medi¢do de oxigénio gasoso ou dissolvido e que é aplicado neste

trabalho.
8) Fluordforos para analise ambiental

Aqui estdo incluidos todos os fluoréforos que sdo sensiveis a alteracbes do meio onde estdo
inseridos, tais com pH, viscosidade, polaridade [24] e temperatura. Como exemplo, temos o
indicador Prodan cujo comprimento de onda de emissdo (logo o desvio de Stokes) é altamente

sensivel a polaridade do solvente.
9) Proteinas fluorescentes

Para além das proteinas referidas no ponto 1 desta lista de classes de fluoréforos, existem outras
classes de proteinas que exibem fluorescéncia intrinseca a comprimentos de onda mais elevados.
Estas incluem as ficobiliproteinas, as proteinas verdes fluorescentes (GFP — green fluorescent

proteins) e as phytofluors.
10) Fluoréforos de tempo de vida elevado

A maior parte dos fluoréforos organicos tém tempos de vida entre 1 e 10 ns. Esta gama de tempos de
vida limita os estudos dindmicos que podem ser efectuados com estes fluoréforos. No entanto,
existem alguns tipos de fluoréforos metalicos com tempos de vida mais longos. Alguns dos mais
utilizados s3o os lantanideos Eu** e Tb*" que apresentam tempos de vida de 0.5 a 3 ms. Devido ao seu
baixo coeficiente de extincdo sdo normalmente ligados a compostos orgéanicos (formando quelatos)
gue absorvem eficientemente a luz e transferem a energia para o ido metalico. Dentro desta classe,
ainda temos os complexos ligando-metal de transicdo (MLC — metal-ligand complex). A maioria
destes complexos utiliza o Ruténio [Ru(ll)], Rénio [Re(l)] e o Osmio [Os(I1)] ligado a uma ou mais
diaminas. Estes fluordforos apresentam uma fluorescéncia molecular que resulta de um estado de
transferéncia de carga do metal para o ligando. Como a transicdo é parcialmente proibida, os tempos

de vida de decaimento sdo longos. Estes complexos apresentam uma estabilidade quimica muito
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elevada, equivalente aos compostos covalentes, pelo que ndo existe dissociacao significativa dos

ligandos e do metal.

O fluordforo utilizado neste trabalho foi um MLC, mais especificamente o Ru[tris(4,7-difenil -1,10-
fenantrolina)ldicloro, pelo que especial atencdo serd dada a esta classe de fluoréforos na descrigao

dos processos de transi¢cao de que resulta a fluorescéncia.

2.8.1. COMPLEXOS METAL-LIGANDO

Conforme ja referido, os fluoréforos MLC apresentam tempos de vida mais elevados que outras
classes de fluoréforos, assim como elevada estabilidade quimica e fotoquimica, o que constitui uma
vantagem na sua utilizagdo em algumas aplicacdes. Os tempos de vida vao desde valores inferiores a

100 ns até cerca de 100 ps [25, 26].

E conhecida uma variedade muito grande de MLC’s, em que alguns apresentam uma forte

luminescéncia enquanto outros apresentam emissées muito fracas ou até mesmo inexistentes.

Vamos analisar com um pouco de mais detalhe os estados electrdnicos existentes nestes complexos.
Nos MLC’s, as orbitais 7 estdo associadas aos ligandos organicos enquanto as orbitais d ao atomo de
metal. Na generalidade dos casos, existem seis electrdes nas orbitais d. A presenca dos ligandos
origina uma divisdo dos niveis energéticos das orbitais d em trés orbitais de energia baixa (t) e duas
de energia mais elevada (e) (Figura 2.11). A diferenga de energia A que separa estas orbitais mede a

interaccao metal-ligando e depende do metal e do ligando [21].

d_

=l

t

Ty —t—
Ty =

ORBITAIS

Figura 2.11 — Orbitais dos complexos metal-ligando (adaptado de [21]).

As trés orbitais d de mais baixa energia estdo completas com seis electrGes. As transices entre as
orbitais t — e sdo proibidas. Mesmo que ocorra a absorcdo de radiagdo com transicdo d-d, a
constante de velocidade radiativa € muito baixa. Para além disso, os electrées na orbital “e” sdo anti-

ligantes no que diz respeito a ligacdo metal-ligando, pelo que os estados excitados d-d sdo instaveis.

A combinacdo apropriada de um metal com um ligando resulta na possibilidade de uma nova

transicdo que envolve uma transferéncia de carga entre o metal e o ligando sendo esta designada de
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MLTC (metal-to-ligand charge-transfer). Esta transicdo é responsavel pela intensa absorcdo na gama

do azul dos MLC’s de ruténio.

De acordo com o diagrama de Jablonski apresentado na Figura 2.12, apds a absorg¢do, o complexo

passa para o estado tripleto MLCT através de um processo de cruzamento intersistemas.

1
MLCT ——5— Cruzamento
\nteriistemas

*MLCT
s

Energia

So

Figura 2.12 — Diagrama de Jablonski para um MLC (adaptado de [21]).

Uma vez neste estado, o decaimento para o estado fundamental pode ocorrer pelos usuais processos

radiativos e ndo radiativos.

Para que o MLC seja luminescente é necessario que a energia A seja suficientemente elevada para
que o estado d-d fique energeticamente acima do estado MLTC. Na Figura 2.13 estdo exemplificados
0s posicionamentos do estado tripleto MLCT em relacdo ao estado tripleto d-d, para trés MLC’s com
metais centrais diferentes. O MLC com o metal de ferro é ndo luminescente devido ao estado d-d ser
de energia inferior ao MLCT. Segundo o mesmo critério, o MLC com o ruténio apresenta elevada
luminescéncia dado que o decaimento ocorre preferencialmente a partir de MLCT e de forma
radiativa. Neste caso, o aumento de temperatura conduz a uma diminuicdo do tempo de vida devido
a maior probabilidade de transferéncia do electrdo para o estado d-d com consequente decaimento
n3o radiativo. No caso do MLC de Osmio, apesar do grande afastamento energético entre estes dois
estados, existe um outro factor que torna este complexo de luminescéncia fraca, que consiste na

aproximacado do MLCT ao estado fundamental (energy gap law).

A T ommmm— i i i e
» . Decaimento térmico
g| CMLCT Ty
= 5
—
g 3 j
5 d-d — —
S — — S ——
[Fe(L-L)3]2+ [Ru(L-L)3]2+ [Ru(L-L)3]2+
N&o luminescente Luminescente Fracamente Luminescente

Figura 2.13 — Estados de energia tripletos para varios MLC’s (adaptado de [21]).
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Para uma grande maioria de aplicacGes, as propriedades espectrais dos MLC sdo muito favoraveis. A
banda de absorcdo, que por exemplo nos complexos de ruténio é apresentada na gama proxima dos
450 nm (Figura 2.14), deve-se a transicdo MLCT. A emissdo luminescente destes complexos também
se deve na sua maioria a transicdo MLCT, cujo pico de banda estd centrado nos cerca de 610 a 650
nm para os complexos de Ru(ll). Uma analise aos espectros de absor¢do e emissdo revela um desvio
de stokes elevado, significando que existe facilidade na separac¢do das respectivas bandas. Esta é uma

caracteristica muito desejavel na maioria das aplica¢Ges que utilizam estes fluoréforos.

0.283 5 . S E

Absorvancia

Figura 2.14 — Espectros de absor¢io de complexos de ruténio: (1) [Ru(bpy)sl™, (2) [Ru(bpy)2(dpp)1*, (3)
[Ru(bpy)(dpp)al™, (4) [Ru(dpp)sl*[27].

2.9. FOTODEGRADAGCAO

O fendmeno da fotodegradacgdo (termo em inglés, photobleaching) ocorre quando um fluoréforo
perde de forma irreversivel as suas caracteristicas fluorescentes devido a altera¢Ges quimicas foto
induzidas. Apods a excitacdo, enquanto a molécula permanece no seu estado singleto ou tripleto (caso
apresente fluorescéncia ou fosforescéncia, respectivamente), os fluoréforos podem interagir com
outras moléculas produzindo modificagdes das ligacdes covalentes. Dado o estado tripleto ser
caracterizado por tempos médios de vida mais elevados, os indicadores fosforescentes sdo mais

susceptiveis de sofrer fotodegradacao.

A fotodegradacdao de um fluoréforo é normalmente acompanhada por um aumento ou diminuig¢do
da intensidade fluorescente. A diminui¢ao da intensidade fluorescente pode ser observada quando o
fluoréforo se decompde em produtos ndo fluorescentes. O aumento da intensidade ocorrera se
esses produtos tiverem intensidades de emissdo fluorescente ainda mais elevadas que o fluoréforo
original nas mesmas condicbes de excitacdo. A alteracdo da intensidade fluorescente pode ser

observada através da comparacdo do espectro de emissdo antes e depois da radiacdo. Se a espécie
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fluorescente ou os produtos de decomposicdo apresentam cor, também é possivel observar uma

alteracgdo visivel na amostra.

O numero de ciclos de excitagdo-emissdo que um determinado fluoréforo requer antes de se
degradar, depende da sua estrutura molecular e do meio onde estd inserido. Alguns fluoréforos
decompdem-se rapidamente, apenas com alguns fotdes, enquanto outros necessitam de um nimero

muito elevado de ciclos de exposi¢do a radiagao.

A melhor forma de evitar a fotodegradacdo do fluoréforo consiste em limitar o tempo de exposicdo a
radiacdo de excitagdo. Quando o fluordforo é aplicado em esquemas sensoriais, dever-se-4 limitar o
tempo de excitacdo do fluoréforo ao momento em que se pretende realizar a medicdo. O fluoréforo
deve ser preferencialmente excitado com um comprimento de onda o mais elevado possivel dentro
do espectro de excitacdo, e com uma intensidade de radiacdo baixa. Quando se utilizam fluoréforos
organicos a presenca de oxigénio leva a uma oxidagdo destes compostos, que é especialmente
intensa se a radia¢do for na gama dos ultravioletas (UV). A remocdo de oxigénio nestes casos é

fundamental [28].

58



3. O PROCESSO SOL-GEL

3.1. INTRODUCAO

Os métodos de preparacdo de materiais refractarios inorganicos, poderdo seguir um conjunto
variado de esquemas tecnoldgicos, em que a ocorréncia de reac¢les a elevadas temperaturas é um
factor comum a todas elas. Jd4 desde a antiguidade que materiais ceramicos ou vitreos tém sido

obtidos desta forma, utilizando para tal matérias-primas disponiveis na natureza.

A tecnologia sol-gel tem sofrido uma evolugdo consideravel nas ultimas décadas e apresenta-se hoje
como uma alternativa a producdo destes materiais ceramicos ou vitreos, com a particularidade de o

processo de producdo ocorrer a baixas temperaturas [29].

A producdo de sol-gel inicia-se pela formacdo de uma suspensdo coloidal (designada de sol) de
precursores onde ocorrerd um conjunto de reac¢des de polimerizacdo e policondensagdo que
conduzirdo a formagdo gradual de uma rede sdlida tridimensional (designado de gel), tornando a
solucdo cada vez mais viscosa até a sua solidificacdo final. Por fim, ocorre a remocdo do solvente.
Dependendo das operacGes de processamento aplicadas, poderdo ser obtidos pds, fibras, filmes,

mondlitos, etc., a partir de uma solugdo com a mesma composicdo inicial.

Os materiais ceramicos produzidos por este processo sdo caracterizados pela facilidade com que as
suas propriedades sdo modificadas através de alteragcdes no procedimento de sintese. A utilizagcdo
dos materiais de sol-gel na construcdo de materiais sensores tem sofrido um incremento nos ultimos
anos, essencialmente devido a duas propriedades interessantes: a porosidade e o ser inerte

quimicamente.

Na maioria das aplicagbes que utiliza o sol-gel com material sensor, este tem a fungdo de
providenciar uma matriz de suporte porosa, onde o reagente sensivel a espécie a analisar é
aprisionado fisica ou quimicamente, e através do qual a espécie em analise (analito) se pode difundir

[30].

A utilizacdo do sol-gel em sensores para a medicdo de oxigénio tem sido recentemente explorada por
varios investigadores com excelentes resultados [31-33]. O trabalho apresentado nesta tese utiliza
diferentes precursores de sol-gel para a producdo de filmes com diferentes composicées e
caracteristicas, com o objectivo de avaliar o seu desempenho quando utilizados para o
aprisionamento de um fluoréforo sensivel ao oxigénio. Por esta razdo, sdo considerados neste
capitulo os aspectos relacionados com o processo de sol-gel que sdo de interesse para a produgdo de

filmes sensiveis ao oxigénio.
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3.2. HistoRrICO

Desde a antiguidade que sdo utilizadas solugdes coloidais para a producdo de materiais decorativos,
artisticos ou de construgao, num processo similar ao do sol-gel. Vestigios destas aplicacdes podem
ser encontradas nas pinturas (Figura 3.1a) nas grutas de Lascaux, Franca, que datam de ha milhares
de anos atras. Os pigmentos utilizados nestas pinturas sdo constituidos por 6xido de ferro, 6xido de
carbono e argila, transformados em pd muito fino e dispersos em 3agua e dleos naturais como

surfactantes activos.

Outros relatos, adicionam a utilizacdo do fogo como uma técnica adicional a moagem e mistura de
forma a alterar a quimica dos precursores. O livro de Génesis (o primeiro livro da Biblia) refere a
utilizacdo de um tipo de gesso e tijolos, produzidos por um processo de aquecimento com fogo, na

construcdo da Torre de Babel (Figura 3.1b), ha cerca de 5000 anos atras.

Génesis 11:1 : “E disseram uns aos outros: "Vamos, facamos tijolos e cozamo-los no fogo." Serviram-se de

tijolos em vez de pedras, e de betume em lugar de argamassa.”

a) b)

Figura 3.1 — a) Pintura na gruta de Lascaux, Franca. b) “The tower of Babel” pintada por Pieter Bruegel , ca.

1556.

Para além destes dois exemplos, muito outros poderdo ser encontrados na histéria sobre a utilizagdo

de técnicas de sol-gel na producdo de materiais.

No ultimo século o processo sol-gel foi largamente estudado e desenvolvido devido a novas
aplicacOes para estes materiais. Numa fase inicial esse desenvolvimento ocorreu exclusivamente de

forma empirica, mas nas ultimas décadas ja com uma abordagem mais cientifica [34].

As primeiras referéncias ao processo sol-gel sdo de 1846, em que um engenheiro francés,
J.J. Elbeman, verificou que um alcéxido de metal preparado a partir de SiCl, e alcool, gelificava
guando exposto a atmosfera em condicbes de humidade normais. Em 1876, Troost e Hautfeuille

obtiveram derivados de alcdxidos de silica através de um processo de hidrdlise. Oito anos mais tarde
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(1884), foi observada a hidrdlise de tetrametilortosilicato (TMOS) para obter um sol de acido silico,

por Grimaux .

Nos cerca de 50 anos seguintes, poucos desenvolvimentos cientificos foram realizados nesta area, a
excepcdo de W.A. Patrick, que foi pioneiro na drea dos dessecantes (substdncias quimicas com a
capacidade de absorver agua e outras substancias), catalisadores e materiais absorventes,
desenvolvendo processos que consistiam na secagem e aquecimento de um gel de silica homogéneo
até os 700 °C, de forma a produzir um material de silica extremamente poroso. No seguimento da
investigacdo nestas dreas, W.A. Patrick registou um nimero razodvel de patentes, que incluiam a

utilizacdo de técnicas de sol-gel [35].

Nos anos 30 do século passado, W. Geffcken e E. Berger da empresa Schott Company, estabeleceram
um protocolo referente a um processo sol-gel para producdo de filmes de déxidos na industria dos

vidros por um processo de dip-coating [34].

Apesar de demonstrado em 1861 que estes materiais poderiam ser utilizados na conservacao de
materiais em pedra, a utilizacdo de materiais de sol-gel s6 sofreu um grande avango em 1941 com o
registo de uma patente nos EUA, na area da conservagdo de edificios, a que se seguiram duas

publicacGes importantes nesta area de aplicacdo por H.D.Cogan e C.A.Setterstrom, em 1946 e 1947.

No inicio dos anos 60, H.Schroeder conseguiu depositar filmes transparentes em vidros com o

objectivo de corrigir o indice de refrac¢do.

Nos anos 70, trés grupos de investigacdao independentes, que trabalhavam na area dos materiais
inorganicos, publicaram trabalhos na preparacdo de vidro e materiais ceramicos utilizando o
processo sol-gel. Num desses grupos, H. Dislich sintetizou um vidro borosilicato para utilizacdo em
lentes, através do aquecimento de um alcéxido de metal a temperaturas inferiores a 650 °C. Noutro
grupo, R.Roy preparou um vidro de silica de pequena dimensdo (na ordem dos milimetros) através
de um processo de sol-gel a temperaturas inferiores a 1000 °C. Ainda, Mazdiyasni demonstrou que é
possivel obter materiais ceramicos ferroeléctricos a partir de sol-gel em péd, preparado a partir de

solucGes de alcéxidos de metais utilizado em processos de sinterizacdo [35].

Estes resultados deram inicio a investigacdes sistematicas por um conjunto elevado de outros
grupos, tendo contribuido sobremaneira para o desenvolvimento e popularizacdo da tecnologia sol-
gel num curto periodo de tempo. Esta tecnologia apresentava a vantagem de produzir materiais com
a forma pretendida, directamente a partir de uma solu¢do, em vez da formac¢do de pé do material, e
a temperaturas muito inferiores comparativamente com outras tecnologias de producdo de vidros e
ceramicas. A partir daqui, foram desenvolvidos novos materiais tais como filmes de revestimento,

membranas, objectos compactos, fibras e muitos outros produtos comerciais [36].
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As caracteristicas Unicas dos materiais de sol-gel ficaram evidentes quando no inicio dos anos 80,
foram preparados materiais hibridos organicos-inorganicos por H. Schmidt e materiais de silica foram
dopados com moléculas organicas funcionais por Avnir [37]. Estes materiais sdo produzidos a
temperaturas baixas, proximas da temperatura ambiente e sem decomposi¢cao do material organico.
Por esta razdo, o processo sol-gel sofreu também amplo desenvolvimento na sua aplicacdo a

producdo de materiais organicos e biomateriais [36].

3.3. APLICACOES

A variedade de aplicacGes para a tecnologia sol-gel deriva dos varios formatos que sdo possiveis
obter a partir de uma solugdo inicial (mondlitos, filmes, fibras e pds). A utilizacdo do sol-gel nestas

aplicacdes apresenta duas grandes vantagens:

- a possibilidade de produgdao de materiais inorganicos ndo metdlicos a temperaturas

relativamente mais baixas quando comparado com outros processos;

- a producdo de materiais porosos, cuja distribuicdo de tamanho de poros pode ser
controlada ou pela composi¢ao quimica da solugdo inicial para a reacg¢ao, ou pela escolha

adequada das condig¢des durante a produgao.

Por exemplo, o processo sol-gel permite incorporar na matriz do material moléculas organicas com
uma determinada funcionalidade, o que ndo seria possivel se o processo ocorresse a alta
temperatura. Comparado com as matérias-primas convencionais para a producdo de ceramicos
(normalmente produtos extraidos da terra), os precursores quimicos utilizados no processo sol-gel
podem ser obtidos de forma reprodutivel e com elevada pureza, permitindo definir com elevado
rigor a composicdo, logo as caracteristicas do material produzido. Outros beneficios derivam das
baixas temperaturas necessarias, pois permitem poupancas de energia no processo produtivo,
minimiza¢do de perdas de solventes, reducdo da poluicdo atmosférica, eliminacdo de processos de

separacdo e cristalizacdo, etc [34].

No entanto, e apesar destas vantagens, ndo é esperado que a tecnologia sol-gel seja uma alternativa
bem sucedida aos processos convencionais de produg¢do de vidros e ceramicos comuns, a nao ser
gue novos vidros e ceramicos com propriedades Unicas e vantajosas sejam obtidas desta forma. Esta
tecnologia também apresenta algumas desvantagens, tais como o elevado custo de produgdo dos
precursores, a contraccdo do material, a existéncia de poros finos residuais, grupos hidroxil e
carbono residual na estrutura do material, a utilizacdo de solugGes orgénicas com as questdes dos
perigos de saude para trabalhadores que lhe estdo associadas e os elevados tempos de produgdo do

material.
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Na sequéncia da crescente investigacdo realizada sobre o sol-gel, seria inevitavel que fossem
encontradas inUmeras aplicagbes onde as vantagens apresentadas por estes materiais tragam valor
acrescentado a aplicacOes ja existentes, ou entdo conduzissem a novas aplicacées. Alguns exemplos

destas aplicagbes serao ilustrados nos subcapitulos seguintes.

3.3.1. MATERIAIS OPTICOS

As novas formas de tecnologias de informacgdo baseiam-se na transdugao de sinais 6pticos utilizando
lasers, fibras dpticas, dptica ndo linear, etc. O método sol-gel tem sido intensivamente explorado de

forma a obter componentes dpticos a baixa temperatura. Consideremos alguns exemplos.

3.3.1.1.Vidros nao dopados

Por exemplo, as redes de difraccdo em guias de onda sdo normalmente utilizadas em o&ptica
integrada como filtros de banda estreita, divisores de feixe, elementos de focagem, etc. Essas redes
sdo tipicamente fabricadas através de radiacdo de escrita ou métodos holograficos. Utilizando a
tecnologia sol-gel na sua producdo, estas redes podem ser obtidas através da impressdo de um
molde com o padrao desejado no gel quando este ainda ndo completou as ligagdes cruzadas na sua

estrutura [38].

Em aplicacbes em que sao utilizados componentes épticos delicados, tais como fibras dpticas, a
incorporacgdo de éxido de azoto na estrutura de silicio do vidro é desejada, uma vez que melhora as
caracteristicas mecanicas, térmicas e quimicas [39]. A preparac¢do dos vidros com éxido de azoto é
dificil de conseguir devido as temperaturas elevadas que sdo necessarias e estdo limitados a uma
composicao de 12% de nitrogénio. A producdo de uma fibra a partir de uma solugao sol-gel com
subsequente tratamento térmico em ambiente amoniacal conduziu a obtencdo de uma composicao

em nitrogénio de 32% [40].

3.3.1.2.Vidros dopados

Algumas aplica¢Oes destes materiais derivam do facto de ser possivel dopar a estrutura de silicio com
moléculas organicas, conferindo assim caracteristicas desejadas ao material. Podem ser encontrados
exemplos na area da construcdo de lasers, melhoria do comportamento de materiais dpticos ndo

lineares (NLO — non linear optical) [41], fotocromismo [42], etc.

Na drea da construcdo de lasers, temos o exemplo da alteracdo da gama de emissdo do laser quando
se utiliza uma matriz de 6xido de polipropileno ligado covalentemente a trietoxisilano onde foi

incorporado Coumarin-153, como elemento activo do laser [43].
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Os materiais NLO apresentam caracteristicas interessantes devido a sua utilizagdo como duplicadores
de frequéncia, interruptores opticos, guias de onda, efeito electro-dptico linear, etc. Os materiais
utilizados nesta 4area, sdo normalmente obtidos pela incorporacdo de croméforos com
hiperpolarizagdo microscépica em polimeros. A falta de estabilidade temporal do comportamento
nao linear a temperaturas mais elevadas impede a implementacdo destes materiais. A tecnologia sol-
gel tem permitido a incorporacdo de croméforos NLO em filmes com elevada qualidade e que

melhoram a estabilidade térmica [44].

3.3.1.3.Lentes de Contacto

Os materiais que constituem as lentes de contacto para utilizacdo sobre a cérnea do olho deverdo
satisfazer um conjunto de critérios tais como, flexibilidade, dureza, indice de refraccdo,

transparéncia, estabilidade quimica, molhabilidade e serem biologicamente inertes.

Também na area da fabricacdo de lentes de contacto os materiais fabricados pelo processo sol-gel

tém mostrado ser uma alternativa interessante aos materiais normalmente utilizados [45].

3.3.2. CATALISADORES

Devido a natureza porosa das estruturas de silica, estas tém sido extensivamente utilizadas como
materiais cataliticos. Sdo duas as caracteristicas que se destacam nestas estruturas, sendo a primeira
o elevado nimero de grupos hidroxilo na superficie que poderdo actuar como catalisadores acidos, e
a segunda a possibilidade de ligar a superficie metais que actuardo como centros activos de catalise.
Essa ligacdo pode ser realizada através de a) dopagem da solugdo inicial com o precursor metalico
[46], b) deposicdo pds-sintese do metal na superficie da estrutura de silica [47], e c) ligacdo de

complexos metdlicos a ligandos que estdo ligados covalentemente a estrutura de silica [48].

3.3.3. FIiLMES

As técnicas de sol-gel oferecem muitas vantagens no que diz respeito a deposicdo de filmes pois
permitem a deposicdo de filmes finos e homogéneos em substratos de grande dimensdo e com uma
forma curva utilizando técnicas de deposicdo simples. Além disso, ainda permitem a obtencdo de

multicamadas de filme.

A deposicdo simples permite obter filmes de conducao, filmes de passivacao, filmes porosos, filmes
para controlo dptico ou anti-reflexo, filmes de promoc¢do ou resisténcia a adesdo, filmes

biocompativeis, e muitos outros.
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Como exemplo de utilizacdo de filmes de sol-gel na industria, empresas como Nippon Sheet Glass,
Asahi Glass Company, e Central Glass Company, no Japdo, introduziram aplicacdes com géis
fotocataliticos, filmes anti-humidade, aerogeis hidrofilicos, deposicdo de filmes na industria

automaovel e fabrico de ecrds de televisao.

Apds estudos intensivos para aplicagao de filmes de sol-gel no ecrd de televisdes, a Toshiba iniciou
em 1922 a aplicacdo de um filme de absor¢do de silica-zircénio com um pigmento organico e que
melhorava significativamente o contraste de cores por absor¢ao de luz nos 570 nm. A qualidade das
cores apresentadas na televisdo foi também significativamente melhorada com a aplicacdo de um

filme anti-reflexo no ecra [49].

3.3.4. MEMBRANAS

As operacbes de filtracdo e separacdo realizadas na microescala requerem a utilizacdo de
membranas. A propriedade principal destes materiais consiste na capacidade de reter
selectivamente moléculas por um processo de exclusdo baseado no tamanho destas. Esta capacidade
deve-se a sua estrutura porosa altamente regular de dimensGes moleculares. No entanto, existem

ainda membranas que cumprem a sua fungdo através de um processo electrostatico ou hidrofébico.

A maioria das membranas existentes é constituida por materiais poliméricos devido a facilidade com
que podem ser produzidos. A utilizacdo de materiais ceramicos apresenta algumas vantagens em
relagdo aos organicos, tais como longevidade elevada, resisténcia a deformacgdo no caso de utilizadas
em processos de alta pressdo, estabilidade quimica, resisténcia a temperaturas elevadas (ex.

processos de esterilizacdo), imunes a ac¢ao de bactérias, etc [50].

A tecnologia sol-gel tem a vantagem de a porosidade ser uma caracteristica inerente aos materiais
produzidos desta forma, assim como a facilidade de manipula¢cdo do tamanho de poros e da quimica

de superficie de filmes.

Uma das areas de aplicacdo destas membranas cerdmicas é a separacdo de gases, onde por exemplo,
filmes a base de silicio e alumina sdo utilizados na separacdo de hidrogénio, nitrogénio e outros gases

[51, 52].

7

A andlise cromatografica é uma drea extensiva a da utilizacdo de membranas e também aqui se
encontram aplicacdes dos materiais sol-gel. Estes materiais podem ser utilizados na construcao da
propria coluna, como é o exemplo a construcdo de colunas multi-capilares de sol-gel para andlise
rapida em cromatografia gasosa de hidrocarbonetos leves [53]. Outro exemplo utiliza colunas de sol-

gel funcionalizadas com grupos fenil distribuidos ao longo da matriz para interac¢do cromatogréfica.
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Estas colunas sdo utilizadas em electrocromatografia capilar para separacao de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos [54].

Técnicas cromatograficas também sdo habitualmente utilizadas na determinacdo de quantidades
vestigiais de espécies quimicas. Uma nova tecnologia envolve a utilizacdo de materiais sol-gel para
concentrar quantidades muito baixas de componentes quimicos (microextrac¢do capilar) para
posterior andlise utilizando técnicas de cromatografia gasosa. Esta técnica permite deteccdo de
componentes tais como aldeidos, cetonas, clorofendis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e

alcoois, em quantidades na ordem de 1 em 10" partes [55].

3.3.5. SENSORES QUIMICOS E BIOSENSORES

Uma larga gama de aplicagdes para medicdo da concentracdo de espécies quimicas utiliza uma
metodologia de aprisionamento de um reagente numa matriz de um material que funcionara como
parte integrante de um sistema de transducdo. A matriz pode ser constituida por substancias
organicas, no entanto, a utilizacdo de materiais produzidos pelo processo sol-gel, apresentam
caracteristicas de interesse melhoradas como estabilidade quimica, transparéncia éptica, controlo da
porosidade, permeabilidade, etc. A caracteristica principal que tem motivado o crescente interesse
nos materiais sol-gel, é a capacidade de aprisionar reagentes de diferentes dimensdes e cargas numa
matriz estdvel. Esta estrutura porosa permite ainda que as espécies em analise interajam com o

reagente, através de um processo de difusdo através da matriz.

Sdo vdrios os exemplos de reagentes que podem ser incorporados numa matriz sol-gel, tais como
proteinas, enzimas, anticorpos, indicadores fluorescente, quelatos, éteres de coroa, ciclodextrinas,

etc. O trabalho desenvolvido nesta tese pertence a esta classe de aplicagoes.

3.3.6. OUTRAS APLICACOES

Existem ainda outras aplica¢cOes para estes materiais que ndo sdo catalogados nos tipos apresentados
anteriormente. Por exemplo, uma aplicagdo actual do sol-gel pode ser encontrada na area da
cosmética. Sol-gel Technologies, Ltd, desenvolveu entre outros produtos, um creme solar para
proteccdo de raios ultravioletas baseado em microcapsulas de sol-gel. As substancias organicas que
absorvem a radiacdo ultravioleta sdo aprisionadas em microcapsulas de sol-gel, com poros
suficientemente pequenos para impedir a perda do material organico. Devido as suas propriedades
guimicas neutras, a aplicacdo do sol-gel neste produto permite aumentar a tolerdncia de algumas

peles mais sensiveis a estes cremes [56].
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3.4. PROCESSO REACCIONAL

A solugdo designada de “sol” consiste numa suspensdo de particulas coloidais com movimento
browniano (movimento aleatdrio de particulas) inseridas num liquido que constitui a matriz. Pelo
facto de estas particulas terem uma dimensdo extremamente reduzida (1 a 1000 nm), as forcas
gravitacionais sdo desprezaveis e as interac¢des sdo dominadas por forgas intermoleculares do tipo

de van der Waals.

Diz-se que as dispersdes coloidais sdo intermedidrias entre as solu¢des verdadeiras e os sistemas
heterogéneos, onde as particulas dispersas sdo maiores do que as moléculas mas nao

suficientemente grandes para se depositar pela ac¢ao da gravidade.

Os precursores utilizados para formar a suspensdo coloidal, consistem em elementos metalicos ou
metaldides (designacdo classica e genérica de elementos quimicos que exibem tanto caracteristicas
de metais quanto de ndo-metais, em relacdo as suas propriedades fisicas e/ou quimicas) ligados a

varios elementos reactivos [34].

Por exemplo, a formacgédo do 6xido de aluminio pode ser obtida utilizando um sal inorganico como o
AlI(NO3) ou um precursor organico tal como Al(OC4H.)s. Este ultimo precursor é um exemplo de um
alcoxido, sendo esta classe extensivamente utilizada na preparagdo de sol-gel. Os alcéxidos sdo
ligandos obtidos através da remogdao de um atomo de hidrogénio do grupo hidréoxido de um alcool,
tais como o metoxi (*OCH;, em que o ponto e indica um electrdo livre para estabelecer uma ligacdo)

ou etoxi (¢OC,Hs).

Os alcéxidos de metais sdo os precursores da classe dos metalorganicos constituidos por um metal
ligado a um grupo alcéxido. Os metalorganicos sdo facilmente confundidos na literatura com os
compostos organometalicos, tendo estes ultimos ligagdes metal-carbono e ndo metal-oxigénio-

carbono como no caso dos primeiros.

Os alcoxidos metdlicos sdo os precursores de sol-gel mais amplamente utilizados devido a facilidade
com que reagem com a agua. Diversa bibliografia aborda de forma separada o processo sol-gel que
envolve a utilizacdo de silicatos dos nao silicatos. Dado que neste trabalho foram produzidos filmes

de sol-gel utilizando precursores de silicio, apenas esta classe sera abordada.

Os géis de silicato sdo normalmente sintetizados através da reac¢dao de precursores alcéxidos
tetrafuncionais que constituem os mondmeros do processo reaccional, com a 4gua, na presenca de
um catalisador que podera ser acido (ex. HCl) ou bdsico (ex.NHs). Existem trés tipos de reac¢des

reversiveis que sdo utilizadas para descrever o processo de sintese de formagao de sol-gel:
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Hidrdlise
Si(OR); + H,O = OH — Si(OR); + ROH Eqg. 3.1
Si(OR), + 4H,0 = Si(OH), + 4 ROH Eqg. 3.2

Condensacdo de agua
(OR)5Si — OH + OH — Si(OR); = (OR);Si — O — Si(OR); + H,0 Eq.3.3
Condensacao de alcool

(OR)3sSi — OR + OH — Si(OR); = (OR)sSi — O — Si(OR); + ROH Eq.3.4

Na reacgao de hidrélise (Eg. 3.1), ocorre a ligacdo de um grupo hidréxilo (OH) ao dtomo metdlico ou
metaldide (neste caso é apresentado o silicio como exemplo), e a libertagdo de dlcool (ROH) em que
R representa um protdo ou outro ligando (se R for um grupo alquilo, entdo *OR é um grupo

alcoxido).

Dependendo da quantidade de dgua e catalisador presente, a hidrélise podera ser completa para que

todos os grupos alcoxidos sejam substituidos por grupos hidroxilo (Eq. 3.2).

As reaccOes de condensagdo implicam a libertacdo de uma molécula de dgua ou de um dalcool
(Eq. 3.3) e subsequente formacdo de liga¢cdes silano (Si — O — Si). A medida que as reacgdes de
condensagdo vao ocorrendo, a dimensdo da molécula inicial vai crescendo por um processo
equivalente a polimerizag¢do. O alcéxido de silicio tem uma funcionalidade igual a 4, significando que
podera estabelecer quatro novas ligagdes com outros alcoxidos através de uma reacgdo de
condensagdo. Quando uma molécula tem uma funcionalidade igual a dois, esta poderd crescer até
assumir dimensdes macroscopicas, mas a sua cadeia molecular serd linear. Com uma funcionalidade
igual a 4, a molécula crescerd de forma tridimensional, formando uma estrutura complexa. O
diamante é o exemplo de uma estrutura em que os atomos de carbono que o constituem tém uma
funcionalidade de 4, dando origem a uma estrutura cristalina perfeita. No caso dos alcéxidos de
metal, o crescimento da origem a uma estrutura aleatoriamente ramificada. Em determinas
condicBes de défice de agua, ocorrem menos de quatro ligacGes por molécula, permanecendo alguns

grupos alcoxido na estrutura final, que sera consequentemente menos ramificada.

E de notar que as reaccdes de hidrélise e condensacdo ocorrem simultaneamente, pois apds a
formacgdo das primeiras moléculas de precursor hidrolisadas, estas ficam disponiveis para participar

nas reacgGes de condensagao.
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3.5. GELIFICAGAO

A medida que as reac¢des de hidrdlise e condensagdo ocorrem na solugdo, os aglomerados de silica
vao crescendo por uma de duas vias: o aglomerado estabelece ligagdes com particulas de sol isoladas
ou dois aglomerados estabelecem pelo menos uma ligacdo de condensagao entre dois pontos das

respectivas estruturas, formando um Unico aglomerado de elevado volume.

O ponto de gelificagdo corresponde a formagdo de um aglomerado com uma estrutura ramificada de

tal forma volumosa que ocupa a totalidade do recipiente que contém a solucdo.

Neste ponto, ainda existirdo particulas individuais sol e aglomerados que embora aprisionados no
aglomerado maior, ainda ndo estabeleceram quaisquer pontos de ligacdo com essa estrutura. Com o
tempo, essas ligacdes acabardo por ser estabelecidas contribuindo para um aumento da ramificacao

da estrutura, embora o volume seja mantido constante.

L.C. Klein [57] avaliou a varia¢do da viscosidade em fun¢dao do tempo de reaccao para solugdes com
diferentes razdes agua/TEOS e é notdrio que todas elas apresentam um aumento subito da
viscosidade a um dado momento (Figura 3.2). O aumento subito da viscosidade corresponde ao

ponto de gelificacdo, correspondendo também um aumento da elasticidade.

Razdo
100 Agua:TEQS=

2 1

Viscosidade (Poise)

Etanol:Agua=4

0.1 .

L
50 100

Tempo (horas)

Figura 3.2 — Viscosidade de filmes de sol-gel preparados com diferentes razées dgua/TEOS (adaptado de [57]).

A observacdao do ponto de gelificacdo pode ser avaliada em mondlitos, mas torna-se dificil a sua
determinacdao em filmes. Tipicamente a determinacdo do ponto de gelificagdo é realizada
visualmente quando a solucdo deixa de se movimentar livremente no recipiente. Por exemplo, ao
deitar o recipiente onde foi preparada a solucao o gel vai manter a sua forma, ndao entornando.

Alternativamente, também pode avaliar-se a formacdo de uma marca na superficie (ex. impressdo
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digital quando se toca com os dedos) ou se existe uma fissura quando se aperta o recipiente. O
tempo de gelificagdo é um termo ndo preciso e de valor apenas indicativo, pois a sua determinagao é

apenas qualitativa.

3.6. ENVELHECIMENTO APOS A GELIFICACAO

Ap0s a gelificacdo, as reacgdes de hidrdlise e condensagdo continuam a ocorrer com o consequente
aumento de liga¢des cruzadas na estrutura, o que aumenta também o aprisionamento das frac¢Ges

de sol ainda existentes nos poros da estrutura mae.

Estudos de ressonancia magnética (RMN) de amostras gelificadas [58] mostram que no momento da
gelificacdo existe uma quantidade apreciavel de espécies de silicio Q? (silicio ligado a outros dtomos
de silicio através de 2 dtomos de oxigénio), ocorrendo de seguida um gradual aumento do numero
de espécies de silicio Q° e Q*. Este aumento é consequéncia da ligagdo entre grupos hidroxilo
disponiveis na superficie dos aglomerados aprisionados e o aglomerado mde, assim como grupos

intra-aglomerado disponiveis.

Estas ligagdes podem continuar por meses com uma velocidade que dependera do pH, temperatura
e composicdao. Como consequéncia, a estrutura sofre um aumento gradual do seu endurecimento e
contrac¢do, devido ao estabelecimento de ligagGes intra-poros onde antes apenas existiam ligacGes
fracas entre grupos alcoxilo e hidroxilo. A contrac¢do forga a expulsdo de liquido existente nos poros,
que no caso de amostras em recipientes fechados estas mudam progressivamente a sua aparéncia
de géis homogéneos para mondlitos submersos em liquido (Figura 3.3). Este processo é denominado

de sinérese.

Figura 3.3 — Sinérese de um gel [59].

As alteragdes do material de sol-gel através do envelhecimento sdo muitas vezes encaradas como

indesejdveis em aplicagGes tecnoldgicas, particularmente quando se deseja o aprisionamento na
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matriz de espécies organicas ou bioldgicas em condi¢Ges de baixa temperatura. Neste caso, sera

importante considerar as seguintes questdes:
- O envelhecimento estabiliza de forma geral, as propriedades do material;

- O processo de envelhecimento pode ser controlado por alteragcdo do pH, temperatura,
pressdao, solvente, composicdo da mistura precursora inicial, logo este pode ser

optimizado;

- Nas situagdes de necessidade de uma producdo regular, podera considerar-se a acumulagado
em stock intermédio de material em estagio de envelhecimento, evitando assim um atraso

na producgao.

3.7. SECAGEM

O processo de secagem de um gel pode ser dividido em vdrias etapas [34]:

1- taxa de evaporagdo constante;
2- ponto critico;
3- primeira diminui¢do da taxa de evaporacgao;

4- segunda diminui¢do da taxa de evaporacao.

A primeira etapa (1) corresponde uma taxa de evaporagao por unidade de area de secagem e é
independente do tempo. Neste caso, toda a superficie do material esta coberta por um filme de
liguido, sendo a taxa de evaporacdo dependente da pressdo de vapor do liquido, que por sua vez
depende da temperatura e da pressdo de vapor ambiente. Uma vez que a evaporacdo é um processo
endoenergético, verifica-se uma diminuicdo da temperatura o que por sua vez faz diminuir a taxa de
evaporacgdo, até que esta atinge um valor constante. Nesta fase, o gel encolherd um volume

equivalente a quantidade de agua ou outro liquido perdido durante a evaporacao.

A medida que o gel seca e encolhe, a sua estrutura vai ficando cada vez mais compacta até que
atinge um ponto critico (etapa 2). A partir deste ponto critico, a evaporac¢do continua a ocorrer, mas
a estrutura esta suficientemente compacta e rigida de forma a resistir a uma maior diminuicdo de
volume. Devido a tensdo superficial e a diminuicdo do tamanho dos poros, sdo geradas elevadas
pressdes no menisco de interface dentro dos poros. Em determinadas condi¢des pouco favoraveis
podem ocorrer tensGes capilares suficientemente elevadas para que se formem fissuras no material.
Por exemplo, quando uma estrutura tem uma diversidade de tamanho de poros, os poros mais
largos sdo secos mais rapidamente por evaporacao. Se a parede de um poro largo for adjacente a um
poro mais estreito, formam-se tensdes desiguais em cada lado da parede, o que podera originar uma

fissura (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Formacdo de tensdes nos poros durante o processo de secagem: a) antes e b) apds a formacao de

forgas capilares (adaptado de [60]).

Na etapa seguinte (3), a medida que a evaporacdo continua, o0 menisco dentro dos poros regride

formando-se um filme superficial na parede interna do poro.

Quando o menisco regride o exterior ndo fica imediatamente seco, pois estabelecem-se caminhos
funiculares que continuam a transportar algum liquido até a superficie, e consequente evaporacdo

neste ponto (Figura 3.5).

«—— Solvente Difusdo

Escoamento Evaporagdo
—

Figura 3.5 — Caminho funiculares de difusdo do liquido para o exterior dos poros (adaptado de [34]).

Este fluxo de liquido ocorre devido a gradientes de tensdes capilares. Uma pequena frac¢do da
evaporacdo total ocorre directamente a partir do filme dentro dos poros, tornando a fase gasosa
saturada sendo esta transportada para o exterior por um processo de difusdo. Esta fase é
caracterizada por uma diminuicdo gradual da taxa de evaporagao, tendo como consequéncia um

aumento de temperatura e aproximagao desta a temperatura ambiente.

A medida que a distancia entre a frente de evaporacdo e o exterior aumenta o gradiente de pressdo
capilar diminui e também o fluxo de liquido. A partir deste ponto, a evaporagdo ocorre
exclusivamente por evaporacdo no interior do poro e difusdo do vapor para o exterior (etapa 4). A
temperatura aproxima-se bastante da temperatura ambiente e a taxa de evaporagdo fica menos

dependente de condicGes externas (temperatura, humidade, etc.).

Um dos problemas mais indesejaveis que surgem durante a secagem é a formacdo de fissuras no
material. O processo de secagem produz um gradiente de pressGes na fase liquida do gel, o que

conduz a diferentes taxas de contracg¢do da estrutura de silicio. Quando o exterior do material contrai
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mais rapidamente que o interior, sdo formadas tensdes que poderdo causar o rompimento da
estrutura no exterior, originando uma fissura superficial. Conforme observado na Figura 3.6, o
material adjacente em cada lado da fissura passa a movimentar-se mais livremente, tornado

favoravel o aumento da fissura na superficie.

EEEEERERN
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Figura 3.6 — Formacao de fissura na superficie do material. R- regido com contraccgao livre, C- regido sob tensao

(adaptado de [34]).

De forma a minimizar ou mesmo eliminar o aparecimento de fissuras nos materiais de sol-gel,
diferentes vias tém sido estudadas, para assim conseguir produtos finais de elevada qualidade. A
adicdo de surfactantes a solucdo reaccional permite reduzir energia interfacial e como tal reduzir as
tensdes capilares, reduzindo assim o aparecimento de fissuras [60]. Outro grupo de quimicos
conhecidos como DCCA (Drying Control Chemical Additives), podem ser misturados na solugdo sol-
gel, ajudando a reduzir o niumero de fissuras, no entanto, alteram também as propriedades do

material resultante e a sua remocao é dificil de conseguir [61, 62].

Outra técnica que permite reduzir a probabilidade de formacdo de fissuras é a secagem supercritica.
Uma vez que a contracgdao do material e formagdo de fissuras sdo produzidas por gradientes de
forgas capilares, Kistler sugeriu que esses problemas poderiam ser evitados através da remocgdo do
liguido a valores superiores da temperatura critica (Tc) e pressdo critica (Pc), pois nestas condicGes
ndo ha distincdo entre as fases liquidas e de vapor, as densidades sdo iguais, ndo existe interface

liguido-vapor e ndo existem forgas capilares [36].

3.8. PARAMETROS DE CONTROLO

Conforme explicado anteriormente, a producdo de materiais de sol-gel envolve uma
complexa mistura de reac¢des que ocorrem simultaneamente. Existe um conjunto de parametros
que condicionam estas reac¢les e que uma vez afinados podem ser utilizados para produzir um
material com as caracteristicas desejadas (ex. porosidade, distribuicdo de poros, transparéncia,
adesdo, etc.). A modificacdo destes parametros podera ter efeitos desde o nivel molecular, por

exemplo com a alteragcdo do tipo de precursor utilizado, ao macroscépico, com alteracdes de
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estrutura através de tratamentos térmicos [35]. Nos subcapitulos seguintes serdo abordados alguns

dos parametros de controlo mais relevantes no processo sol-gel para a producdo de materiais.

3.8.1. NATUREZA DO PRECURSOR

Os alcdxidos de silanos mais conhecidos sdo o tetraetoxisilano (Si(OC,Hs).) e o tetrametoxisilano

(Si(OCH3)4), normalmente abreviados na literatura por TEOS e TMOS, respectivamente.

O método tradicional para preparar alcéxidos de silano tetrafuncionais é através da reacgdo de
tetracloreto de silano (SiCl;) com um &lcool (Eq. 3.5). Quando é utilizado o etanol anidro, o produto

resultante sera o TEOS formando-se também &cido cloridrico como subproduto [63].

SiCl, + C,HsOH = Si(OC,H;s), + 4HCI Eq.3.5

A hidrdlise dos precursores alcoxidos de silicio é muito sensivel a dimensdo dos grupos alcéxido,
devido a um impedimento estérico. Este impedimento contribui para uma diminuicdo da reaccdo de

alongamento da cadeia, mas mais especialmente da ramificacao lateral da cadeia [35].

Quanto maior for a cadeia carbonatada do grupo alcéxido, mais dificil é o acesso ao dtomo central,
levando a que a velocidade de reacgdo seja mais baixa (Tabela 3.1). Por esta razao o TMOS é mais

rapidamente hidrolizavel que o TEOS.

Tabela 3.1 — Constantes cinéticas de hidrdlise para diferentes precursores [35].

Constante cinética da reacgdo de hidrolise

Si{OR)4; R= (10%L.mol™.s* (H)?)
CHs 5.1
CiHy 1.9
CeHis 0.83
(CH3),CH(CH,)3CH(CH3)CH,’ 0.30

Devido ao caracter mais ou menos hidrofdbico do precursor e uma vez que este é misturado com a
agua para que ocorra a reaccdo, poderd haver a necessidade de adigdo de uma maior ou menor

guantidade de solvente para que ocorra a miscibilidade entre os reagentes [34].

3.8.1.1.Silicatos organicamente modificados (ORMOSILS)

Cada mondmero de alcéxido de silicio tetrafuncional pode estabelecer até 4 ligacGes na rede de
silicio. E possivel alterar a funcionalidade do precursor e a0 mesmo tempo conferir-lhe caracteristicas

diferentes através da substituicdo de um ou mais grupos alcdxidos por um grupo organico ndo
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hidrolisavel. Por exemplo, no caso de uma monosubstituicdo na molécula Si(OR)4, obteremos uma

molécula em que um dos grupos ndo é hidrolisavel, R’Si(OR)3, representando R” um grupo alquilo.

O processo sol-gel é um método que permite producdo de superficies organicamente modificada
através da introducdo destes precursores com grupos funcionais alquilo (organoalcoxisilanos) na
solucdo de polimerizacdo inicial. A mistura de precursores inorganicos (ex. TEOS, TMOS, etc.) com
organoalcoxisilanos permite obter materiais com melhores propriedades do que quando se utiliza os
primeiros isoladamente. Estes materiais sdo normalmente referenciados na bibliografia como
ORMOSILs (organically modified precursors) ou CERAMERs (ceramic polymers), e as suas
caracteristicas podem ser afinadas por misturas com precursores de diferentes tipos e em diferentes

proporgoes.

Quando comparados os ormosils com materiais de sol-gel preparados a partir de precursores

inorganicos puros, 0s primeiros apresentam as seguintes vantagens:
- permitem obter filmes finos com auséncia de fissuras;
- a funcionalizagdo da superficie com grupos alquilo especificos;

- introducdo de grupos funcionais reactivos que poderdao subsequentemente ligar-se a

grupos de reconhecimento de moléculas;

3.8.2. RAZAO MOLAR AGUA:PRECURSOR

O aumento da razdo molar dgua:precursor promove uma maior extensao da reac¢do de hidrélise. De
acordo com as equacdes 3.3 e 3.4, em situacdes de défice estequiométrico de agua (2<R) a reacgdo

da equacdo 3.4 é favorecida, enquanto que a reac¢do da equacgao 3.3 é favorecida quando R>2 [34].

Em meios acidos, um excesso de dgua levara a produgdo de mondmeros de silicio que, dependendo
da quantidade de dgua em excesso, poderdo nao estar totalmente hidrolisados. Em meio basico
formar-se-do alguns mondmeros de silicio totalmente hidrolisados enquanto outros mondmeros ndo
terdao sofrido qualquer hidrolisacdo, podendo esta situagdo originar a formacdao de duas fases

liguidas.

E necessario ainda considerar que quando se aumenta a quantidade de agua em relacdo ao
precursor, e mantendo a quantidade de solvente constante, ocorre uma diminui¢dao da concentracao
de precursor o que por sua vez reduz a velocidade de hidrolisacdo e condensacdao, com um
consequente aumento do tempo de gelificacdo. L.C. Klein [57] demonstrou que para varias razoes de

etanol:TEOS, o aumento da razao agua:TEOS promovia uma diminui¢cdo do tempo de gelificagdo até
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um valor minimo, apds o que o aumento de R aumentava também o tempo de gelificacdo (Figura

3.7).

3
10

Razdo etanol/TEOS= 3

Tempo para a gelificacdo (horas)

I R | L L
12 4 8 16

Razdo dgua/TEOS

Figura 3.7 — Influéncia da razdo agua/TEOS no tempo de gelificacdo para diferentes quantidades de etanol

(adaptado de [57]).

McDonagh estudou o feito da razdo da agua/TEOs na porosidade do filme, por comparacdo de filmes
produzidos com R=2 e R=4. O autor concluiu que com uma razao mais elevada, existe a diminuicdo
da porosidade do filme. Um fluoréforo sensivel ao oxigénio foi incorporado nestes filmes, tendo sido
efectuadas medi¢des da concentracdo de oxigénio em meio gasoso, tendo sido concluindo que a

constante de Stern-Volmer diminui com o aumento da razdo agua/precursor [64].

3.8.3. TIPO DE SOLVENTE

Na maior parte das condi¢des de mistura, o alcoxido de silicio e a agua sdo imisciveis, sendo
necessario a adicdo de um solvente (ex. etanol) para que a reac¢do ocorra numa Unica fase. Em
algumas condicbes é possivel a preparacdo do sol-gel sem a adicdo de solvente, pois o alcool
libertado na reacgdao de hidrélise ird progressivamente homogeneizando a mistura. O dalcool para
além de actuar como solvente, também interfere na cinética e extensdao da reacg¢do, pois é um

produto das reacg¢des de hidrélise e condensagao de alcool.

Na Figura 3.8 é apresentado um diagrama terndrio de solubilidade entre a dgua+TEOS+Etanol que

relativiza as quantidades necessarias para que ocorra miscibilidade da mistura.
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Figura 3.8 — Diagrama de fases ternario de solubilidade do sistema Agua+Alcool+TEOS (adaptado de [34]).

Quanto maior a cadeia carbonatada do alcéxido, maior sera a sua hidrofobicidade, logo maior a
imiscibilidade deste com a agua, havendo necessidade de uma maior quantidade de solvente, ou a
utilizacdo de um tipo de solvente diferente. Para além do alcool, outros solventes poderdo ser
utilizados, tais como, formamida, dimetilformamida, 1,4-dioxano e tetrahidrofurano. A escolha do
solvente é importante, na medida que a utilizagdo de um solvente diferente daquele que resulta da
reaccdo de hidrdlise pode levar a uma trans-esterificacdo e afectar a sequéncia reaccional da

hidrélise e condensacao.

O solvente escolhido, também desempenha um processo muito importante no processo de secagem,

devido a sua maior ou menor volatilidade.

3.8.4. CATALISADOR

A hidrélise dos alcdxidos de silicio é altamente favorecida através da utilizacdo de catalisadores.
Quando a reac¢do ocorre em condi¢Ges acidas, o passo inicial da hidrdlise, isto é, a primeira
substituicdo de um grupo alcoxido da molécula por um grupo hidréxido, ocorre muito rapidamente.
Devido as caracteristicas do mecanismo reaccional em meio acido, apds sofrer a primeira
monosubstituicdo de um dos seus quatro grupos alcéxidos, a molécula fica menos susceptivel a
sofrer uma substituicdo do seu segundo grupo alcéxido. Consequentemente, o ultimo grupo alcoxido
€ o que mais dificilmente sofrera uma substituicdo. Isto significa que as reac¢des entre os grupos Si-
OH e Si-OR de mondémeros ndo hidrolisados ou parcialmente hidrolisados, desempenhardo um papel
importante na mistura reaccional. Devido ao efeito estérico dos grupos substituintes vizinhos, a
reaccdo em meio acido, produz primariamente cadeias longas e lineares de silicio. Secundariamente

ocorrerdo reacgoes de ligacdo entre cadeias correspondentes a reac¢do do terceiro e quarto grupo
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alcoxido. Este tipo de comportamento reaccional resulta na obtencdo de materiais homogéneos e

relativamente densos com poros de pequenas dimensdes.

Na reaccdo em meio basico, ao contrario do que acontece no caso anterior, a reac¢do ocorre tanto
mais favoravelmente quantos mais grupos alcéxidos estiverem substituidos. Isto significa que apés a
primeira substituicdo, a segunda ocorrerd mais facilmente, a terceira ainda mais facilmente, e a
guarta serd a mais favoravel de todas. Ha que considerar que devido ao crescimento aleatdrio e aos
efeitos estéricos, alguns dos grupos alcoxido permanecerdo ligados a molécula. Comparativamente
ao meio acido, neste caso as reac¢bes de condensacdo ocorrem com velocidades cinéticas mais
elevadas. Devido a ligacdo entre redes de silicio quando estas ja tém uma dimensdo razoavel, a

estrutura resultante é bastante porosa.

N3do é apenas o pH que influencia as reac¢bes que ocorrem, mas também a prépria natureza do
catalisador utilizado. Por exemplo, quando se utiliza acido fluoridrico (HF) em vez de 4acido cloridrico,
a gelificagdo é muito mais rapida, verificando-se também que a estrutura final apresenta ligagcGes Si-F

0 que torna o sol-gel mais hidrofébico [35].

3.8.5. ENVELHECIMENTO DA SOLUCAO

Os processos fisico-quimicos que ocorrem antes do ponto de gelificagdo desempenham um papel
importante na estrutura do material final. No caso de formacdo de filmes, a solugdo é depositada
sobre um substrato num determinado momento apds o inicio da reac¢do e antes do ponto de
gelificacdo. Nesse momento, a solu¢ao contém um conjunto de aglomerados de silicio que cresceram
até uma dimensdo de acordo com a cinética da reac¢do. Quando a solugdo é depositada ocorre uma
rapida evaporacdo do solvente e consequente aproximacdo desses aglomerados. Neste processo

continua a ocorrer o crescimento dos aglomerados por condensacao e a ligacdo entre aglomerados.

O tempo de envelhecimento da solucdo determina o tamanho dos aglomerados no momento em
gue eles se comegam a interligar mutuamente. Por sua vez a dimensao dos aglomerados determina o

tipo de estrutura resultante e mais especificamente a porosidade.

Dependendo dos precursores utilizados e respectivas razdbes com a agua e solvente, o
envelhecimento da solucdo pode ser essencial para que a solucdo tenha uma viscosidade

suficientemente elevada para se proceder a deposicdo do filme sobre um substrato.

O aumento da porosidade com o tempo de envelhecimento tem um efeito positivo quando os filmes
produzidos sdo utilizados como materiais sensores, pois existe um consequente aumento da difusdo

do analito na matriz assim como um aumento da sensibilidade [64].
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3.9. FORMACAO DE FILMES

A formagdao de um material sol-gel a partir da solu¢do precursora pode ser facilmente obtida em
varias configuragdes. Um fino filme de silica pode ser depositado por spin-coating ou dip-coating na
superficie de eléctrodos, laminas de vidro, bolachas de silica, fibras dpticas. Se a solugdo for colocada
num tubo de vidro, cuvete, ou outro tipo de recipiente, serad formado um mondélito com a forma do
meio receptor. Alternativamente, o pé monodisperso ou até mesmo fibras podem ser obtidas em
condi¢des especificas de fabrico. A Figura 3.9 esquematiza as possibilidades de producdo de
diferentes materiais a partir da mesma solugao inicial.

Filme xerogel Filme denso
Tratamento
DcDUS"r-aa térmice

’.'-.___________...-v

Solugdo de
alcoxido de

metal
Xerogel

Tratamento
térmico

Aerogel

Particulas uniformes

Prag;

-
Sol "G
Fornalha
S
Fibras cerdmicas

Figura 3.9 — Tipos de matérias formados a partir do sol-gel (adaptado de [65]).

Existem inUmeras aplicagGes para os produtos derivados do processo sol-gel. Uma das maiores areas
de aplicagdo, é o da producdo de filmes de espessura muito baixa, que poderao ser depositados num
substrato por um processo de spin-coating ou dip-coating. Outros métodos incluem aplicagdo por

spray, electrofdrese, impressdo com injectores de tinta, ou aplicacdo com um processo de rolos [66].

A producdo de material sol-gel durante o trabalho descrito nesta tese foi realizada através da
deposicdo de filmes sobre um substrato de vidro pelo processo de dip-coating. Por esta razdo, sera

apenas considerada a formacdo de filmes pela técnica utilizada.

3.9.1. FORMAGAO DE FILMES POR IMERSAO (DIP-COATING)

As técnicas de dip-coating para deposicdo de filmes baseiam-se na imersdo de um substrato num
liqguido e a sua remocdo do banho, normalmente em posi¢do vertical, a uma velocidade constante
em condi¢Bes controladas de temperatura e atmosfera. O dip-coating pode ser realizado por um

processo continuo ou descontinuo. No processo continuo, o substrato entra e sai do liquido a uma
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velocidade constante (Figura 3.10f). No processo descontinuo, podem ser considerados cinco passos:

imersdo, inicio, deposicdo, drenagem e evaporacao (Figura 3.10a-e).

l —-
B) C)
INfcio DEPOSICAO+
DRENAGEM
-
-

DRENAGEM EVAPORACAO CONTINUO

Figura 3.10 — Passos de formacao de filmes por dip-coating (adaptado de [34]).

Quando os solventes sdo volateis, tal como dlcoois, a evaporagdo acompanha normalmente os
passos inicio, deposicdo e drenagem. Quando o substrato é removido do banho, este arrasta duas
camadas de liquido que acabam por se separar no ponto “S” ilustrado na Figura 3.11. A camada
interna é arrastada verticalmente juntamente com o substrato e a camada externa volta de novo ao
banho. A espessura do filme depositado dependerd da posicdo deste ponto S que divide as duas
camadas. Por sua vez, a localizacdo desse ponto depende da velocidade de remoc¢do do substrato
assim como da viscosidade do liquido. No filme interno que é arrastada juntamente com o substrato,
as espécies inorganicas sdo progressivamente concentradas devido a evaporacgdo, seguindo-se os
processos de gelificagdo e secagem ja descritos anteriormente. Se o banho é um sistema reactivo,
como é o caso das solugdes sol gel que utilizam alcéxidos ou sistemas pré-hidrolizados, o controlo da
atmosfera é indispensavel, pois esta vai determinar a taxa de evaporacao do solvente.

%

Ne

' ﬁfr

Figura 3.11 — Detalhe das linhas de fluxo de escoamento da solugdo sol-gel. S- ponto de estagnac¢do (adaptado

de [34]).

Este processo apresenta como vantagens a possibilidade de deposi¢do de filmes em varios formatos
e tipos de substratos de vidro, elevada homogeneidade superficial, flexibilidade na producao,

possibilidade de revestimento de um ou dos dois lados do substrato, etc.
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4. SENSORES OPTICOS PARA A MEDICAO DE OXIGENIO

4.1. INTRODUGCAO

Nos Uultimos anos tem-se verificado um elevado desenvolvimento tecnoldgico nas éareas da
microelectrdnica, dispositivos épticos e técnicas de processamento de sinais. A associacdo destas
tecnologias ao elevado nimero de fendmenos épticos tem possibilitado o aparecimento de novas

plataformas instrumentais para a medicdo de diversos parametros.

Inicialmente, as pesquisas com os sensores Opticos foram direccionadas para a determinagao de
parametros fisicos, tais como a temperatura, pressdo, forga, etc., mas mais tarde houve uma

expansdo para a sua utilizagdo como sensores quimicos.

O desenvolvimento de componentes O6pticos miniaturizados como fontes de iluminacdo,
fotodetectores e fibras dpticas com reduzidas perdas de sinal, oferece ndo s6 um aumento do
desempenho dos esquemas sensoriais assim como a possibilidade de producdao em grande escala a

baixo custo [67].

Uma vantagem deste tipo de sensores, é que a utilizacdo de fibras permite realizar a medicdo de
parametros a longas distancias, o que se torna uma vantagem evidente quando a amostra ndo estd
facilmente acessivel (p. ex. dentro de um organismo) ou quando estd colocada num ambiente
agressivo ou hostil, como por exemplo, em ambientes contaminados biologicamente ou por
radioactividade [68]. Outras vantagens incluem a imunidade a interferéncias electromagnéticas, pois

existe uma total auséncia de sinais eléctricos no terminal sensor onde ocorre a transducao.

As técnicas de espectroscopia mais utilizadas em sensores dpticos quimicos sdo a absorcdo e a
luminescéncia, no entanto, outras como a reflectrometria, interferometria, etc., também tém sido

aplicadas [69].

As caracteristicas desejadas num sensor sdo elevada sensibilidade e selectividade para o analito
(espécie medida), resposta linear com a concentragdo do analito, tempos de resposta baixos, boa

razdo sinal/ruido, auséncia de histerese e excelente estabilidade a longo prazo.

4.2. COMPONENTES DOS SENSORES OPTICOS QUIMICOS

Um sensor Optico quimico é basicamente constituido por trés elementos: uma fonte dptica, o

elemento de transducdo e um detector que transforma a propriedade dptica medida num sinal
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eléctrico (Figura 4.1). As fibras opticas poderdo ser utilizadas para a transmissdo dptica ou até

mesmo como parte integrante do elemento de transducao.

optica eléctrico
Interface / Processamento MEDICAO
o = (G -

DE SAIDA
‘(" Detector 1 Sinal
éptico eléctrico

Figura 4.1 — Funcionamento genérico de um sensor éptico quimico (adaptado de [70]).

4.2.1. FONTE OPTICA

Uma parte integrante do sensor de fibra dptica é a fonte de iluminagdo. A sua principal fun¢do é
fornecer uma radiagdo com caracteristicas apropriadas para que ocorra a transdugdo na zona
interface quimico/dptica. Isto significa que a poténcia de radiacdo transmitida deve ser adequada
para interagir com o préprio analito ou um indicador (elemento cujas propriedades dpticas sdo
alteradas pelo analito) e a gama de comprimento de ondas do espectro adequado para conseguir a

maxima sensibilidade do sensor.

Existem varios tipos de fontes dpticas que diferem tanto no espectro emitido assim como na sua

poténcia. Relativamente a banda espectral, estes podem ser classificados em trés grupos:

a) quasi-monocromaticos (lasers e diodos laser)
b) pseudo-monocromaticos (LEDS)

c) continuos (lampadas incandescentes, lampadas de arco)

As lampadas incandescentes e de descarga de gds sdo denominadas de lampadas de luz branca
porque emitem luz num espectro alargado. As ldampadas continuas mais utilizadas em sensores sdo
as de arco de Xénon e emitem luz desde os UV até aos infravermelhos, no entanto, sdo dispendiosas
e a poténcia de radiacdo ndo é estavel. Se um sensor necessitar de excitacdo nos UV, as lampadas de
deutério sdo mais adequadas, embora sejam caras e de curta duracdo (1000-2000h). As |lampadas de

tungsténio sdo de custo inferior, emitem um sinal estavel e tém longa duracao.

Estas lampadas apresentam como desvantagem relativamente aos outros tipos, a necessidade de
sistemas de selecg¢do dptica, tais como filtros de absorg¢do ou interferométricos ou monocromadores.
Os filtros de absor¢do conseguem obter um espectro com uma largura de banda de 50 nm, enquanto
os interferométricos conseguem uma luz mais monocromatica (1 nm), no entanto apresentam como
desvantagem uma elevada atenuacgao da transmissdo éptica. Os monocromadores sao mais flexiveis,

no entanto, sdao mais dispendiosos.
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Os LEDs sdo fontes quase monocromaticas, pois a sua banda de emissdo espectral tem uma largura
tipica de 20 a 50 nm. Existem LEDs disponiveis em toda a gama do visivel, estendendo-se até a gama
dos infravermelhos. A radiacao emitida pelo LED depende da composicdao do material semicondutor
com que é fabricado. Os LEDS podem ser utilizados em radia¢do continua ou pulsada. O sucesso da
aplicacdo dos LEDs em sensores dpticos quimicos, deve-se ao seu baixo custo, elevado tempo de vida

(pode ultrapassar as 100 000 horas) e as suas reduzidas dimensdes.

Os diodos laser sdo fontes monocromaticas que apresentam uma banda espectral mais estreita que
os LEDS, maior poténcia de emissdo e uma menor dispersdao angular da radiacgdo. Como
desvantagens sdao mais dispendiosos que os LEDS e mais dependentes da temperatura. Estas fontes
também podem ser utilizadas para luz pulsada com uma instrumentacao relativamente simples. A luz
monocromatica pode ainda ser obtida com lasers de estado sdlido, gas, etc., que comparativamente
com os diodos laser apresentam elevada poténcia, largura de banda mais baixa e com uma maior
eficiéncia de injeccdo da luz em fibras. No entanto, sdo mais caros e o sistema de modula¢do mais

complexo.

4.2.2. FOTODETECTORES

A funcdo primaria de um fotodetector existente num sensor dptico é a de transformar a medida
transportada no sinal éptico num sinal eléctrico. Associado ao fotodetector, poderemos ter
elementos épticos (filtros, lentes, etc.) e amplificadores. Os factores mais importantes na escolha de
um fotodetector para uma determinada aplicacdo sdo: a sensibilidade requerida, o nivel de ruido

inerente ao detector, a sua sensibilidade espectral, linearidade e tempo de resposta.

Os tubos fotomultiplicadores (PMT) sdo os detectores mais sensiveis, podendo detectar fotbes
individuais. A sua constru¢do em tubo de vidro torna-os mecanicamente frageis. Os fotodiodos
semicondutores sdao dispositivos compactos e de dimensao mais reduzida que os anteriores. Sao
adequados para aplicacdes de elevada/média intensidade luminosa. Uma das limitacGes € o ruido de
base com varias ordens de magnitude superiores aos PMT. Os fotodiodos de avalanche (APD)
surgiram como um produto intermédio dos dois anteriores e embora mais complexos que os

fotodiodos semicondutores, o seu desempenho é superior.

4.2.3. FIBRAS OPTICAS

A fungdo principal de uma fibra dptica é a transmissdo de luz entre a fonte dptica e a interface
quimica/éptica onde ocorre a transdugdo, e entre esta ultima e o fotodetector. Uma fibra dptica é

um cabo cilindrico com um didmetro que pode ir desde cerca de 1 um até vdrias centenas de
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micrémetros [138]. Os materiais mais comuns utilizados no seu fabrico sdo o plastico, vidro e
quartzo. A escolha do material depende da gama espectral do sinal que é transmitido ao longo da
fibra. Por exemplo, para a transmissdo de radiagdo visivel podem ser utilizadas fibras de plastico ou

vidro, no entanto, se radiacdo estd na gama dos UV serd necessario a utilizacdo de fibras de quartzo.

A fibra déptica é normalmente constituida por trés camadas: o nucleo, a bainha dptica e ainda o
revestimento de protec¢do que constitui a camada exterior (Figura 4.2). A radia¢do propaga-se pelo
nucleo sofrendo reflexdes totais na interface nicleo-bainha. A transmissao sé é possivel devido a
uma diferenca do indice de refraccdo entre a bainha e o nucleo, sendo o valor deste ultimo mais

elevado.

ntcleo
bainha éptica
revestimento de protecgao

Figura 4.2 — Constituicdo de uma fibra éptica.

4.3. CLASSIFICACAO DE SENSORES OPTICOS QUIMICOS

Os sensores quimicos oOpticos podem ser classificados com base no suporte fisico do elemento
sensor. De acordo com McDonagh [69], desta classificacdo resultam basicamente dois tipos de
suporte principais: a fibra éptica (FOCS- fiber optic chemical sensor) e os substratos planos (PWCS —

planar waveguides chemical sensor) (Figura 4.3).

Sensores Opticos

v v
Fibra optica Substrato plano
Activos Passivos
v v v
J' v +

Refractometria/

Fluorescéncia Absorgdo ‘
Interferometria

Figura 4.3 — Classificagdo de sensores quanto ao tipo de suporte do elemento sensor (adaptado de [69]).

Independentemente do tipo de suporte, o sistema de interrogacdo pode ser baseado em

fluorescéncia, absorcdo ou refractometria/interferometria.
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As fibras Opticas tém sido indiscutivelmente a plataforma mais utilizada para a construcdo de
sensores Opticos quimicos. Embora exista um numero elevado de diferentes tipos de sensores
qguimicos de fibra dptica, existe por sua vez, um numero limitado de configuragdes fisicas que sdo

normalmente utilizadas na sua construcdo, conforme representado na Figura 4.4.

Revestimento Revestimento removide

Nicleo (a) (b)
Radiacao de excitagdo

na fibra central
i i A
Matriz Dopada Depositada Y Emissao/reflexso
—colectadas nas fibras
T periféricas™
(d)

(c)

Radiagéo emitida  Radiagdo captada

M
(h)

(e)

(9)

—
0)

Figura 4.4 — Configuracdes de fibras dpticas utilizadas em sensores quimicos: a) fibra dptica, b) fibra dptica com
revestimento removido, c) fibra dptica com deposicao lateral, d) transmissdo de luz no terminal de um feixe de
fibra dptica, e) transmissdo de luz através de fibras dpticas, f) configuragdo em forma de U, g),h) e i)

revestimento da ponta da fibra éptica com filme sensor [69].

Dependendo do papel que a fibra dptica desempenha no sistema sensorial, esta pode ser classificada
de passiva ou activa. Considera-se que a fibra desempenha um papel passivo quando a transducdo
nao esta de forma alguma ligada a qualquer altera¢cdo das propriedades intrinsecas desta, tendo
apenas a funcdo de transportar o sinal de luz entre a fonte e 0 meio onde ocorre a transducdo e/ou
entre este e o sistema de deteccdo. Talvez o exemplo mais tipico de um sensor passivo é o
espectrofotdmetro de fibra acoplada que corresponde a configuracdo e) da Figura 4.4, em que a luz
proveniente da fonte percorre a fibra dptica incidindo sobre a amostra, sendo por esta absorvida.
Através de um esquema de reflexdo (utilizando um espelho), a luz ndo absorvida é reflectida e
colectada por outra fibra, ou por um feixe de fibras dpticas (bundle) que enviam o sinal para o
espectrofotometro. O sinal recolhido pode ser utilizado para fornecer informagdo quantitativa ou

qualitativa da amostra em analise. O terminal da fibra com o espelho reflector pode ser observado na

Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Terminal sensor de uma fibra dptica para espectrofotometria.

As fibras sdo classificadas de activas, quando uma propriedade intrinseca da fibra responde a uma
modificacdo do parametro que se pretende medir. Nesta classe inclui-se a modificacdo da fibra de
forma a incorporar um elemento sensivel ao parametro em analise. Isto pode ser conseguido através
da deposicdo de uma matriz sélida que contenha um elemento sensor (ex. indicador fluorescente) na
superficie do nucleo da fibra. A matriz sélida pode ser obtida através da remocdo da bainha de
proteccdo e do revestimento numa determinada seccdo da fibra (Figura 4.4 b,c) ou na ponta da fibra

(Figura 4.4 g,h,i), e a deposicdo de uma solucdo liquida que solidificara apds secagem.

Um exemplo de sensor de fibra dptica activo é apresentado por G.0.Keefe [71], que utilizou a
configuragdo apresentada na Figura 4.4c para a construgdo de um sensor dptico de fluorescéncia
para a medi¢do de oxigénio gasoso (Figura 4.6). Neste caso, as moléculas fluorescentes sensiveis ao
oxigénio estdo depositadas numa camada de material que reveste lateralmente a fibra dptica. A
excitacdo é conseguida devido as ondas evanescentes da radiacdo de excitacdo, que se propagam a
partir da interface nucleo/matriz de suporte do fluoréforo. A fluorescéncia transmitida para o

interior da fibra propaga-se ao longo desta, incidindo no detector colocado na extremidade.

bainths —— p—

nicleg ——

EEE——
revestimento filme ;e sol-gel
Led azul A B F .
0 I 0 O Detector
ey —
D E
Fonte do LED P.D.

Figura 4.6 — Configuragdo Optica para a medicdo de oxigénio gasoso, através da fluorescéncia: A,B,C-lentes, D-
filtro passa-baixo, E- filtro passa-alto, F- fibra éptica com revestimento do elemento sensor, P.D- detector de

fase (adaptado de [71]).
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Alternativamente as configuracGes apresentadas, pode ainda ser obtida uma configuracdo tipo
“agulha” (Figura 4.7), por remocdo da bainha dptica e do revestimento, seguido de ataque quimico
ao nucleo com 4acido fluoridrico. Este tipo de configuracdo foi estudado por P.A.S Jorge [72] na
construcdo de um sensor de oxigénio baseado em fluorescéncia, com evidentes vantagens em

relagdo as configura¢des da Figura 4.4e,g, i.

» Nducleo

Filme sensor

Figura 4.7 — Fibra dptica com a configuragao tipo “agulha”, com filme sensor depositado na ponta

(fluorescéncia laranja) [72].

O segundo tipo de sensores opticos quimicos apresentado na Figura 4.3 é caracterizado pelo
formato do suporte onde estd o elemento sensor, neste caso um substrato plano. Ao contrario do
caso anterior em que o numero de configuracdes é limitado, neste caso existe uma variedade

crescente de configuracgdes.

De forma genérica, neste tipo de sensores existe um substrato plano (ex: vidro, plastico, silicone,
etc.) através do qual a radiacdo é transmitida (a incidente e/ou a captada). Por exemplo, em alguns
sensores que utilizam a fluorescéncia, o campo evanescente causado pela radiacdo de excitacdo que
é transmitida no interior do substrato plano, provoca a fluorescéncia das moléculas sensoras que

estdo a uma distancia inferior a 100-200 nm da superficie (Figura 4.8).

A fluorescéncia pode ser captada pelo préprio substrato [73] ou por um elemento sensor externo

localizado acima ou abaixo do substrato, conforme exemplificado pela Figura 4.9.
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Meio em andlise

Campo Fluoréforo  Membrana
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Figura 4.8 — Transmissdo da radiagdo ao elemento sensor por evanescéncia das ondas guiadas através do

substrato plano (SP) [69].

Lente
M brana i-esféri . Membrana
" sensora  Semi-esrerica Captagdo da
Material de 8 mm Filt f s sensora
suporte Eltlemento iltro uorescéncia
Optico amarelo

Filtro azul

Filtro azul “

Figura 4.9 — Configuragdo optica com a excitagdo através do substrato e a captagdo de fluorescéncia externa

[74].

LED Fotodiodo Fotodiodo de
referéncia

Ainda noutras configuragdes, pode nao existir transmissdo de luz ao longo substrato, servindo este
apenas de suporte do elemento sensor. Neste caso, tanto a radiacdo incidente como a captada, sao

transmitidas pelo exterior do substrato, conforme exemplificado na Figura 4.10.

fluorescence
detectior
LED reference
detector
glass spacer
membrane T filters
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Figura 4.10 — Configuragdo éptica com a excitagdo e captacao de fluorescéncia externo ao substrato [75].
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4.4. MEDICAO DE OXIGENIO POR LUMINESCENCIA

4.4.1. INTRODUCAO

Nos subcapitulos anteriores foi feita uma breve descricdo do que é uma fibra éptica e dos tipos de
configuragbes que sdo utilizados na construcdo de sensores épticos quimicos. A partir deste
subcapitulo, serdo destacados os principais topicos relacionados com a constru¢do de um sensor

6ptico de oxigénio.

Quase todos os sensores Opticos de oxigénio baseiam-se na utilizagcdo de fluoréforos cuja intensidade
e tempo de vida de fluorescéncia, sdo dependentes da concentracdo de oxigénio no meio em analise.
O decaimento da intensidade fluorescente de um fluordforo devido a ac¢do do oxigénio (supressao)
tem sido amplamente estudado, desde que em 1939, Kautsky [76] descreveu este fendmeno, que

esta ilustrado na Figura 4.11.

Fluordforo no estado inicial

W v
Absorcdo de um fotdo
I Fluoréforo no estado excitado
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de 02 Presenca de O2
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e tal® oo omm,

&

fl |
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I [ | Transferéncia da energia
para a molécula de 02
(supressdo)

Fluoréforo no estado inicial

Figura 4.11 — Processo de supressao de um fluoréforo na presenca de oxigénio [77].

Este é um processo fotofisico que ndo envolve qualquer reac¢do quimica, pelo que uma variacdo da
concentracdo de oxigénio em ambos os sentidos, resulta numa variacdo da intensidade fluorescente

de forma reversivel.

De forma geral, estes sensores sdo constituidos por um fluoréforo sensivel ao oxigénio que é
incorporado na matriz de um material compativel, e que por sua vez é depositada no suporte do
sensor que estara em contacto com o meio onde se efectuard as medi¢des da concentragdo de

oxigénio. Actualmente, grande parte da investigacdo realizada sobre os sistemas Opticos para
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medicdo da concentracdo de oxigénio tem sido baseada na procura e caracterizagdo de novos

fluoréforos e forma de suporta-los em matrizes adequadas [68].

O sistema optico é ainda constituido por uma fonte de excitagdo (LEDs ou laser), filtros dpticos para a
seleccdo da gama de comprimentos de onda adequada, pode incluir guias de onda (p. ex., fibra
Optica ou substrato plano), fotodetectores (p. ex., fotodiodo ou tubo fotomultiplicador) e um sistema
de processamento do sinal. O grande avango que se tem verificado no desenvolvimento deste tipo
de sensores, deve-se em grande parte ao desenvolvimento tecnolégico destes componentes nas

ultimas décadas.

4.4.2. TECNICAS DE MEDICAO DE O,

Os esquemas de interrogacdo utilizados nos sensores dpticos de oxigénio baseiam-se normalmente
na medicdo da intensidade de fluorescéncia ou na medicdo do tempo de vida de fluorescéncia, ja

referidas no capitulo da fluorescéncia.

Ambos os métodos recorrem a utilizacdo da equacdo de Stern-Volmer que estabelece uma relagdo
linear entre a concentragdo de oxigénio no meio e a razdo entre as intensidades ou tempos de vida,

em meio desoxigenado e oxigenado, na seguinte forma [71]:
I/ = To/T = 1+ Koy [O5] Eq.2.24 e Eq. 2.27

Os esquemas sensoriais que sdo baseados na medicdo da intensidade de fluorescéncia apresentam
alguns problemas dificeis de ultrapassar e que estdo relacionados com a intensidade de referéncia.
Varia¢gbes da intensidade fluorescente podem ocorrer devido a outros factores, sem que a
concentracdo de oxigénio tenha sofrido qualquer alteragdo. Alguns desses factores sdo as flutuacGes
da poténcia da fonte de excitacdo, alteracGes das propriedades de transmissdo dptica, alteracdes das
caracteristicas do fotodetector, fotodegradacdo do fluordforo, lixiviamento (leaching) do fluoréforo
da matriz que o suporta, etc. O desvio do valor de referéncia conduz a erros na leitura da

concentragdo de oxigénio.

Algumas abordagens para a resolugdo deste problema incluem a introducdo de uma referéncia
interna. Estas podem incluir a introdugdo de um outro fluoréforo na matriz, que ndo seja sensivel ao
oxigénio e apresente diferentes espectros de emissdo. Desta forma, pode ser detectada quaisquer
variacOes de sinal decorrentes de alteracdo das propriedades da fonte de excitagdo. Os esquemas
com referéncias aumentam a complexidade do sistema, como no exemplo do caso referido, em que
€ necessaria a separacdo e tratamento de duas emissbGes fluorescentes. Esta abordagem apenas

consegue eliminar alguns dos problemas atras referidos [78].
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Os esquemas Opticos de medi¢cdo de oxigénio baseados no tempo de vida tém apresentado a
vantagem de ultrapassar algumas das limitacGes referidas, pois o tempo de vida é uma propriedade
intrinseca do fluoréforo e independente de outros factores. No entanto, outras limitagdes persistem,
como por exemplo, o facto de poder ocorrer lixiviamento do fluoréforo para fora da matriz. Esta
situacdo é critica em aplicacdes onde ndo sdo admitidas contaminagdes (ex. industria alimentar),

embora ndo haja interferéncia no comportamento do sensor.

Enquanto a medicdo da intensidade é um processo simples e directo, na medi¢cdo do tempo de vida
através do método de fluorometria de fase, o filme sensor é exposto a uma radiacdo de excitacdo
com modelagdo sinusoidal da intensidade, sendo lido o correspondente atraso de fase entre este

sinal e o resultante sinal de fluorescéncia.

A leitura de varios valores do atraso de fase (0,) para diferentes frequéncias (f) de excitagdo, permite
determinar o tempo de vida (t) a partir do declive obtido na regressdo linear desses pontos, de

acordo com a equacgdo 2.18.
tan (¢p) = T = 27ft Eqg. 2.18
em que , corresponde a frequéncia angular.

A sensibilidade do filme avaliada através da medicdo do atraso de fase a uma frequéncia especifica,
depende ndo sé das propriedades da membrana onde o fluoréforo esta inserido, mas também da

propria frequéncia de modulagdo seleccionada.

A partir da equacgdo 2.18 e 2.24, pode obter-se a equac¢do de Stern-Volmer, de forma a estabelecer

uma relagao directa entre a fase medida e a concentra¢do de oxigénio:
tan (¢o)/tan (¢) =1+Ksy [O] Eq. 4.1

em que tan (0,) e tan (0) correspondem as medi¢des de fase efectuadas na auséncia e presenga de
oxigénio, respectivamente. A medicdao das fases a uma determinada frequéncia para diferentes

concentragOes de oxigénio, permite a determinac¢do da constante de Stern-Volmer.

Apesar da frequéncia escolhida ndo afectar a constante de Stern-Volmer, o seu valor afecta a razao
sinal/ruido e consequentemente a resolucdo do sistema. De forma a reduzir os erros experimentais e
os desvios relativamente as consideracdes tedricas, é importante determinar a frequéncia doptima

para cada medicao.

A frequéncia éptima pode ser determinada através da medicdo das fases para concentragcdes nos
extremos da gama em que se pretende medir. A frequéncia que conduzir a uma maior diferenca de
fase deve ser a escolhida para a obtencdo de resultados mais rigorosos. De acordo com V.Ogurtsov

[79, 80], a frequéncia 6ptima tedrica também pode ser obtida pela seguinte equacéo:
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1

fopt =
2 \Y TQITQZ

em que,

Eq. 4.2

fopt — frequéncia éptima

Tq1 € Tq; — tempos de vida para as concentragdes limite da gama a medir.

4.4.3. PARAMETROS DE SENSIBILIDADE

Através do conhecimento dos parametros que controlam a sensibilidade de um sensor éptico de
oxigénio, é possivel a sua optimizacdo em fungdo da especificidade de cada aplicagcdo. Pode ser
desejavel um aumento da sensibilidade em gamas especificas de concentragdo, como por exemplo,
na medicdo da respiracao de um paciente em que a pressao parcial de O, medida ndo se afasta muito
das 0.21 atm, ou no caso de embalagens fechadas de alimentos em que a medicdo é efectuada em

valores inferiores a 0.002 atm.

A quantificacdo da sensibilidade do sensor pode ser obtida pela determinac¢do do valor da constante
de Stern-Volmer. Quanto mais elevado for o valor de Ks,, maior é a sensibilidade do sensor dptico de

oxigénio [78]. De acordo com a equacgado 2.27, a constante Ksy, é dada por:

K k.t Eq.4.3

sv — Ks'b

O tempo vida natural de vida estad directamente relacionado com as propriedades do fluoréforo
escolhido. Enquanto a escolha da matriz de imobilizagao do fluoréforo praticamente ndo afecta o
tempo de vida natural deste [81], 0 mesmo jd ndo acontece com a constante de velocidade de

supressao.

A constante K, depende fortemente das propriedades do fluoréforo escolhido, devido ao tempo
natural de vida que este apresenta. A constante Ksy também é fortemente dependente das
caracteristicas do material de imobilizacdo escolhido, devido a maior ou menor difusdo do analito

(ver Eq.2.27 a Eq.2.30).

Por estas razdes, a escolha adequada do fluoréforo e da matriz de suporte sdo dois dos factores

determinantes para a construcdo de um sensor éptico de elevada sensibilidade.

Quando se realizam estudos comparativos da sensibilidade de filmes, é vulgar a utilizacdo da

eficiéncia de supressado (S) expresso na seguinte forma [82]:

U =0,100=% =
T

[o} o

S(%) =

x100 Eq. 4.4
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A supressdo revela uma caracteristica intrinseca do filme sensor, nomeadamente a capacidade que o
oxigénio tem de reduzir a fluorescéncia desse filme. Do ponto de vista experimental, quando se
aplica uma frequéncia especifica na fluorometria de fase, uma maior diferenca de fase medida no

equipamento instrumental significa um valor da eficiéncia de supressdo mais elevado.

4.4.4. DESVIO A LINEARIDADE DA EQUACAO DE STERN-VOLMER

Idealmente, a relagdo entre I/l e T,/T com a concentragdo de oxigénio devera ser linear, pois desta
forma é possivel uma calibracdo simples nos sensores que apresentam este tipo de comportamento.
Esta situacdo ocorre quando estamos na presenca de sistemas homogéneos, em que o fluoréforo se

encontra uniformemente distribuido em toda a matriz.

No entanto, em alguns casos, verificam-se multiplos decaimentos do tempo de vida dos fluoréforos,
originando comportamentos ndo lineares da equagao de Stern-Volmer. Isto deve-se a problemas de
solubilidade do fluoréforo na matriz, resultando em zonas na membrana com diferentes
concentracoes de fluoréforo e diferentes polaridades, logo, diferentes permeabilidades das
moléculas de oxigénio. Em casos mais criticos, esta ineficiente solubilidade resulta no aparecimento

de agregados de fluoréforos na nano ou microescala.

A heterogeneidade dos filmes pode ser classificada de acordo com trés categorias [78]: 1)
macroheterogeneidades, 2) microheterogeneidades e 3) nanoheterogeneidades. As
macroheterogeneidades podem ser detectadas por andlise visual na forma de coloragdo ou
transparéncia heterogénea e aparecimento de cristais visiveis. Estas caracteristicas classificam o
material de inadequado para utilizagdo futura, havendo a necessidade de alteracdo dos parametros
do método de fabrico para eliminar estes problemas. As microheterogeneidades ocorrem na
microescala e podem dever-se a cristalizacdo da matriz (ex: no caso dos polimeros) ou do fluoréforo
e microfissuras. Estes problemas podem ser detectados por microscopia de fluorescéncia [83]. As
nanoheterogeneidades podem surgir numa escala abaixo da resolu¢do dos microscdpios
convencionais. Estas podem ocorrer no caso de duas moléculas de fluoréforo apresentarem uma
disposicdo espacial diferente na matriz, ou sofrerem de diferentes perturbagées das suas
propriedades luminescentes devido a da estrutura envolvente. A Unica forma de quantificar estas
diferencas, é através da realizacdo de medi¢Ges individuais as propriedades de fluorescéncia das

moléculas de fluoréforo [84].

Nos casos de heterogeneidade, a equacdo de Stern-Volmer baseado num unico decaimento
exponencial do tempo de vida ndo consegue descrever o comportamento fluorescente do filme.

Como alternativa, pode ser utilizado um modelo n3o linear que admite a existéncia de varios tipos de
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ambiente diferentes (considerado no capitulo 2). No caso de se admitirem dois tipos de ambiente,

com dois tempos de vida distintos, o modelo utilizado é o seguinte:

-1
|i f n f, Eq.4.5
| 1+st1 [Oz] 1+KSV2 [02]

em que f; e f, representam as contribuicdes das intensidades de fluorescéncia de cada um dos
ambientes, e Ksy1 e Ksy, as respectivas constantes de Stern-Volmer [72, 85]. Para situa¢des de multi-
supressao, pode considerar-se modelos de distribuicdo normal ou log-normal da constante de Stern-

Volmer [86].

A obtencdo de um modelo que se adeque na perfeicdo aos pontos experimentais, pode ser
fundamental quando se pretende realizar estudos rigorosos de sistemas complexos. No entanto,
para aplicacGes sensoriais de medicdo de oxigénio, uma calibracdo baseada no modelo simples é
normalmente suficiente. Alternativamente, poderao ser considerados mais do que um modelo linear

ajustavel a uma determinada gama de concentracgdes.

4.4.5. TEMPO DE RESPOSTA DO SENSOR

O tempo de resposta de um sensor é um parametro extremamente importante em algumas
aplica¢Ges, especialmente se o sensor é utilizado em sistemas de controlo. A constante de tempo é
um parametro utilizado na caracterizacdo de um sensor (ou outro elemento transdutor) que indica o
tempo decorrido desde o momento em que ocorre uma variacao do tipo degrau do sinal de entrada
até que o sinal de saida do sensor atinja 63.2% da sua variagao total [87]. No caso de elementos com
uma resposta rdpida é comum utilizar indicadores com uma variagdo percentual mais elevada. Por
exemplo, o parametro ty, corresponde a uma variacdao de 90% do sinal de saida do sensor. O valor de

too € pode ser determinado directamente por anadlise grafica, conforme representado na Figura 4.12.

Y1
0.9x(y1-yo)

0.63x(y1-Yo)

Sinal de saida relativo

Tempo (s)

Figura 4.12 — Determinagdo da constante de tempo de tyy de um sensor por andlise gréfica.
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4.5. ESCOLHA DO FLUOROFORO

Independentemente do esquema dptico utilizado na determinagdo da concentracdo de oxigénio, a

escolha do fluoréforo desempenha um papel crucial no sucesso da aplicagao. Eis alguns critérios [78,

88] que deverdo ser considerados na escolha:

o tempo de vida do fluoréforo deve ser suficientemente elevado para que este exiba

supressao por choques colisionais com as moléculas de oxigénio;

o parametro de fluorescéncia medido deve ser suficientemente sensivel a variagées na gama

da concentragdo de oxigénio que se pretende medir;

um coeficiente de extingdo e eficiéncia quantica elevados sdo importantes de forma a

garantir uma boa razdo sinal-ruido;

os fluoréforos deverdo ser selectivos, modificando as suas propriedades fluorescentes

exclusivamente com o analito;

os fluoroforos com propriedades fotofisicas insensiveis a temperatura permitem esquemas

de calibracao mais simples;

o fluoréforo deve ter um espectro de absorgao que permita a utilizagdo de comprimentos de
onda de excitagdo o suficientemente elevados, para que seja possivel a utilizacdo de LEDs ou

diodos laser;

um desvio de Stokes elevado garante que haja uma boa discriminacdao entre o sinal de
excitacdo e o de emissao, minimizando erros na quantificacdo da intensidade fluorescente,

tempo de vida ou fase medida, dependendo da técnica de analise utilizada;

dado que os sensores de fibra dptica sdo baseados no suporte de apenas uma pequena
quantidade de fluoréforo na matriz, é essencial que este apresente uma elevada estabilidade

quimica e fotoestabilidade;

os fluoréforos deverdo ser compativeis com a matriz que os suporta (ex. boa solubilidade).

Os fluoréforos mais utilizados em esquemas dpticos de medi¢do de oxigénio sdo os hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (HPA), os complexos de metais de transicdo (Ru(ll), Os(ll), Ir (lll), etc.) , as

metaloporfirinas (Ex. Pt(ll), Pd(ll), Rh(ll), etc.), e ainda fulereno (Cso € Cy) [4].

Em estudos iniciais, os HPA foram frequentemente utilizados como fluoréforos na medicdo da

concentracdo de oxigénio [89, 90]. Estes compostos apresentam tempos de vida na ordem dos

nanosegundos, com maximos do espectro de absor¢dao no ultravioleta ou azul exigindo fontes de

excitacdo nao facilmente disponiveis [91].

95



Capitulo 4 — Sensores Opticos para a medicdo de Oxigénio

Os HPA foram progressivamente substituidos por alguns compostos organometalicos a medida que
se descobria que estes Ultimos apresentavam caracteristicas mais vantajosas, tais como uma elevada
intensidade fluorescente e tempos de vida longos o que os torna adequados para utilizacdo em
sensores de oxigénio (ver Tabela 4.1). Estes podem ser classificados em duas categorias principais:

os complexos de metais de transicdo e as metaloporfirinas.

Tabela 4.1 — Propriedades fotofisicas de fluoréforos utilizados na medicao da concentracdo de oxigénio [4, 27].

Classe /Fluoréforo A max. (absor¢do) A max. (emissdo) tempo de vida
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
PBA 365 376,396,474 200 ns
Decacicleno (DCY) 380 510
Perylene dibutyrate 457 512
Complexos de metais de transicao
[Ru(bpy)s]** 450 611 700 ns
[Ru(bpy),(dpp)]** 452 612 1.97 s
[Ru(bpy)(dpp)al™ 455 613 4.10 pis
[Ru(dpp)s]* 337,457 612 4.89 s
[Os(dpp)s]™* 454, 500, 580, 650 729 290 ns [89]
[Os(fenantrolina);]** 432, 478, 660 720 367 ns [89]
[Ir(2-fenilpiridina);]** 376 512 2.00 s
Metaloporfirinas
PdOEP 393,512,546 663 770 us
PtOEP 381, 535 646 100 ps [92]
PtTFPP 395, 541 648 46 us [93]
PdOEPK 410, 603 790 480 ps [94]
PtOEPK 398, 592 759 62 Us [94]

Os complexos de metais de transicdo tém tempos de vida elevados (na ordem das centenas de
nanosegundos até as dezenas de microsegundos) o que permite a implementagdo de esquemas de
medicdo mais simples e menos dispendiosos do que os que sdo necessarios para os fluoréforos
organicos. A sua eficiéncia quantica é independente do comprimento de onda de excitagdo e pode
exceder em alguns casos excepcionais o valor de 0.5, embora valores de 0.04 a 0.2 sejam mais
comuns. O facto de serem excitados com radiagdo visivel, permite a utilizacdo de fontes de excitagdo
facilmente disponiveis. Estes compostos apresentam elevada estabilidade quimica, térmica e

fotoquimica tornando-os adequados para utilizacdo em situagGes de esterilizagdo [95].

Dentro desta ultima classe, os complexos de polipiridil ligados a ruténio, na forma [Ru(L)s]*", em que
L representa o ligando polipiridil, sdo os mais comuns em medi¢do de oxigénio. Os grupos ligandos
mais utilizados sdo o 2,2 -bipiridil (bpy) e o 4,7-difenil-1,10-fenantrolina (dpp), podendo ainda formar
complexos com ligandos mistos da forma [Ru(bpy)x(dpp)y]2 (em que x+y=3) [96]. Os complexos de
polipiridil ligados a dsmio tém a particularidade de absorver radiagdo em comprimentos de onda
mais elevados (vermelho) do que os complexos de ruténio possibilitando a utilizacdo de fontes de

radiacdo com elevada poténcia e de baixo custo, como sdo os diodo lasers. Estes complexos sdo
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considerados mais estaveis que os de ruténio, embora apresentem como desvantagem uma

supressao mais baixa o que conduz a uma menor sensibilidade [4, 89].

As metaloporfirinas apresentam tempos de vida numa gama entre 0.1 e 50 ms e sofrem elevada
supressao, pelo que sdo particularmente adequadas para medi¢cdo de pequenas concentragdes de
oxigénio [68]. Deste grupo destacam-se as octaetilporfirinas de platina e palddio, PtOEP e PdOEP,
respectivamente, que apresentam elevada fosforescéncia a temperatura ambiente com tempos de
vida relativamente longos (Tabela 4.1). Alguns esquemas de medicdo de oxigénio que utilizam estas
metaloporfirinas tém sido reportados por varios autores [97, 98]. Quando as metaloporfirinas
referidas anteriormente sdo ligadas a um grupo cetona (PtOEPK e PdOEPK) apresentam uma
estabilidade quimica e fotoquimica superior e um desvio dos espectros de emissdo e excitacdo para

comprimentos de onda mais elevados o que constitui uma vantagem [94].

Independentemente das propriedades luminescentes do fluoréforo, é essencial que este apresente
uma boa compatibilidade com a matriz de suporte. As propriedades fotofisicas dos fluoréforos
sofrem normalmente pequenos desvios em funcdo da matriz onde estao inseridos, pelo que isto

deverad ser tido em conta [78].

No sensor apresentado neste trabalho o fluoréforo escolhido foi o complexo de ruténio [Ru(dpp)s]**
(Figura 4.13) por ser reconhecidamente um dos mais adequados para o desenvolvimento de sensores

de oxigénio [99]. Também foram estudadas a aplicabilidade das metaloporfirinas PtOEPK e PAOEPK.

2+

Figura 4.13 — Estrutura molecular do [Ru(dpp)s]* .

Apesar das vantagens da utilizacdo de fibras dpticas neste tipo de sensores, estas tém como
desvantagem apresentarem uma elevada atenuacdo de sinal para comprimentos de onda inferiores a
450 nm. Dado que o complexo de ruténio tem um maximo de absorgdo aos 457 nm, e de emissdo

aos 612 nm, este fluoréforo é adequado em aplicagGes que utilizem fibras dpticas.
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Adicionalmente, McDonagh et al [100] estudaram a aplicabilidade deste fluor6foro em matrizes de
sol-gel tendo concluido que oferecem a possibilidade de se produzirem sensores com elevada

qualidade, o que constituiu mais um motivo para a escolha efectuada.

4.6. MATRIZ DE SUPORTE DO FLUOROFORO

Idealmente, a matriz de suporte para os fluoréforos deve cumprir as seguintes fungées:

® servir de suporte para o fluoréforo sem alterar as propriedades fotofisicas favoraveis que

este apresenta;

e proteger o fluoréforo de lixiviamento, ou seja, da perda de material por arrastamento para

fora da matriz;
e exibir elevada permeabilidade ao oxigénio;
e apresentar propriedades dpticas e mecanicas adequadas.

Dependendo da composicdao e da técnica de imobilizagdo adoptada, o mesmo fluoréforo pode
apresentar comportamentos diversos. Isto é evidenciado pelo trabalho efectuado por C. McDonnagh,
que demonstrou que o complexo [Ru(dpp)s]** apresenta diferentes sensibilidades ao oxigénio
guando incorporado em diferentes matrizes [64]. Muitos autores tém investigado novas formas de
imobilizacdo, com o objectivo de melhorar um ou varios dos aspectos acima referidos. Quando essa
melhoria é conseguida, normalmente existe um consequente aumento do valor da constante de

Stern-Volmer ou da raz3o sinal/ruido.

Existem dois grandes grupos de matrizes utilizadas em sensores Opticos no que diz respeito a

composicdo, os baseados em polimeros e o sol-gel.

Os materiais poliméricos mais utilizados sdo: o silicone, o poliestireno (PS) [101-104], o policloreto de
vinilo (PVC) [105], o polimetil metacrilato (PMMA) [106], o polidimetil siloxano (PDMS) [107],
polietilenoglicol (PEG) [7], e os derivados de celulose (ex. etilcelulose, acetato butirato de celulose)
[81]. Devido ao seu caracter hidrofdbico, as matrizes constituidas por PMMA e PDMS sdo as mais
adequadas para medicdo de OD [69]. Uma das maiores dificuldades quando se utiliza matrizes
poliméricas consiste na solubilizagdo do fluoréforo. Este problema é mais critico no caso particular da
utilizacdo dos complexos de Ruténio [78]. Em alguns casos, o indicador fluorescente sofre de
cristalizacdo na matriz do polimero algum tempo apds o seu fabrico. Este problema pode ser
minimizado pela escolha de polimeros mais polares, ou seja, com melhores propriedades de
solubilizagdo do fluoréforo. Apesar disso, a escolha de polimeros apolares, tal como o silicone,

continua a ser preferivel pela sua elevada permeabilidade e selectividade ao oxigénio. Esta
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selectividade impede a entrada na membrana sensora de moléculas interferentes no processo de

supressao (ex. ides metalicos).

Apesar do desenvolvimento inicial de sensores épticos de oxigénio ter sido baseado na utilizacdo de
matrizes poliméricas, actualmente, a tecnologia sol-gel tem recebido uma crescente aten¢do por
parte dos investigadores [68] como matriz preferencial para o suporte fisico dos fluoréforos. Quando
comparado com os polimeros, os filmes de sol-gel apresentam uma estabilidade fotoquimica mais

elevada.

Uma das vantagens mais destacadas do sol-gel, baseia-se na facilidade com que se podem alterar as
propriedades da matriz por alteracdo da composi¢cdo ou das condi¢cdes de sintese. Desta forma é
possivel modificar a sensibilidade do filme, uma vez que esta é funcdo da permeabilidade da matriz

ao oxigénio.

Outras vantagens da utilizacdo do processo sol-gel tém sido referidas por diversos investigadores

[108], tais como:

fabrico de materiais a temperatura ambiente;

e elevada estabilidade térmica e quimica;

e excelentes propriedades dpticas (ex. transparéncia);

e facilidade de dopagem dos filmes com os fluordéforos;

e material inerte quimicamente, nao interferindo com o meio em analise;
® custo baixo;

e baixa fluorescéncia intrinseca.

Explicado de uma forma simplificada, o processo sol-gel envolve a hidrélise e policondensac¢do de
uma solugdo de alcéxidos de metal, originando uma matriz vitrea e porosa em que o fluoréforo que

foi previamente misturado fica encapsulado numa estrutura permeavel as moléculas de oxigénio.

Os alcdxidos de metal tipicamente utilizados como precursores sintese de filmes sol-gel sdo o TEOS
(tetraetoxisilano) e TMOS (tetrametoxisilano). Os filmes resultantes da utilizagdo destes precursores
apresentam uma excelente sensibilidade ao oxigénio gasoso. A estrutura porosa de silica destes
filmes é caracterizada pelo elevado niumero de grupos hidroxil na sua superficie. Daqui resulta que o
material apresenta propriedades hidrofilicas, logo, uma elevada solubilidade da agua na sua
estrutura porosa. Devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua, o nimero de moléculas de
oxigénio dissolvido disponiveis por unidade de volume é cerca de 30 vezes inferior ao existente em
meio gasoso. Daqui resulta que a sensibilidade destes filmes é muito inferior quando utilizados para

a medicdo de OD.
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O caracter hidrofébico dos precursores organicamente modificados (vulgarmente designados de
ormosils) tem motivado a sua utilizacdo em aplicacGes para a medicdo de OD. A utilizacdo dos
ormosils, faz aumentar a hidrofobicidade dos filmes, por substituicdo dos grupos hidroxilo existentes
na superficie, por grupos alquilo. Quanto maior o nimero de grupos alquilo e quanto mais hidréfobo
for este grupo, menor sera a solubilidade da agua, resultando no aumento do volume da fase gasosa
aprisionada no interior da matriz. Esta fase gasosa esta em equilibrio com a fase aquosa e é
caracterizada por uma concentragcdo de moléculas de oxigénio muito superior. A sensibilidade do
filme é resultante das contribuicdes da supressdo que ocorre em cada uma destas fases. Estudos
conduzidos por C. McDonagh comprovaram o aumento de sensibilidade dos filmes para medicdo de

OD, através da introducdo de ormosils [109].

A propriedade hidréfobica dos ormosils foi uma das razGes que motivou a escolha destes materiais
para o desenvolvimento do sensor de oxigénio apresentado nesta tese. Pretendeu-se avaliar como a

composicdo dos ormosils utilizados na producdo dos filmes afecta a sensibilidade destes ao oxigénio.

4.7. TEMPERATURA

A semelhanca dos sensores convencionais para medicdo de oxigénio, o sinal de resposta dos

sensores opticos também é dependente da temperatura.

A razdo primaria desta dependéncia deve-se ao aumento da eficiéncia dos processos de decaimento
ndo radiativos com o aumento da temperatura (ver cap. 2), o que origina tempos de vida e
intensidades de fluorescéncia mais baixas. De acordo com K. Mongey [27], a imobilizacdo do
fluoréforo em sol-gel, diminui significativamente a dependéncia da fluorescéncia com a temperatura.

Isto é explicado pela natureza rigida do sol-gel, que restringe os movimentos moleculares do

fluordforo diminuindo assim a constante de decaimento ndo radiativo.

A constante Ky depende da difusdao do supressor conforme evidenciado nas equagdes 2.27 a 2.29.
Por sua vez, a difusdo aumenta com a temperatura (Eg. 2.30). Isto significa que para a mesma

concentragdo de oxigénio existe um aumento na resposta do sensor com a temperatura.

As caracteristicas dos varios elementos que constituem o sensor também s3o susceptiveis de sofrer
alteracdo das suas caracteristicas com a temperatura, afectando desta forma o sinal obtido. Por
exemplo, o comprimento de onda de corte de um filtro passa alto ou passa baixo pode sofrer um

desvio com a temperatura [110], alterando desta forma a intensidade transmitida.

Para corrigir a variacdo do sinal do sensor com a temperatura, é importante a medicdo da

temperatura do meio e a aplicacdo de esquemas de correc¢ao do valor medido.
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4.8. VANTAGENS DOS SENSORES OPTICOS DE OXIGENIO

Algumas das vantagens dos sensores Opticos para a medicdao de oxigénio estdo relacionados com o
facto de utilizarem a dptica na sua construcao (conforme referido no cap. 4.1), mas outras estdao
relacionadas com o principio de funcionamento baseado na luminescéncia. Quando se fala em
vantagens e desvantagens muitas vezes a comparacgao é feita com os sensores de Clark, pois estes

sdo os que se encontram mais amplamente difundidos.

O sensor 6ptico de oxigénio pode ainda ser conjugado com outros tipos de sensores. Por exemplo,
A. Kocincova [111] descreve micro-sensores dpticos com uma ponta sensora de cerca de 140 um
para a medicdo simultanea de OD e pH, e a medicdo simultdnea de OD e da temperatura. S.M.
Borisov [112] apresenta uma aplicacdo sensorial baseada em fluorescéncia que permite a medicdo

simultdnea de oxigénio e didéxido de carbono gasosos.

As vantagens inerentes ao facto de estes sensores serem baseados em luminescéncia sdo a
reversibilidade e auséncia de reac¢do quimica dos mecanismos que afectam as propriedades
luminescentes do indicador. Neste processo, ndo é consumido oxigénio o que permite realizar
medi¢Oes sem interferir com o préprio meio. Esta questdo é particularmente importante quando se

pretende realizar medi¢des de concentragdes muito baixas.

Outras vantagens referidas por diversos autores sdo a sua elevada selectividade, sensibilidade e

tempos de resposta baixos [64, 71, 113].

Quando comparados com os sensores electroquimicos apresentam ainda a vantagem de ndo

dependerem de agitagao.

Apesar das vantagens que os sensores de oxigénio apresentam, existem algumas limitagdes que
poderao inviabilizar a sua utilizacdo em algumas aplicagdes. Por exemplo, no caso de sensores de OD,
existe a possibilidade de contaminagdo do meio por lixiviamento do fluoréforo, o que torna restritivo
0 seu uso em aplicacBGes bioldgicas ou em contacto com bens alimentares [78]. Existe também a
possibilidade de sensibilidade cruzada com outras espécies quimicas, falseando as medicGes

efectuadas [91].
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Il — PARTE EXPERIMENTAL

5. INTRODUCAO

Os principais objectivos do trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado consistiram 1) na
construgdao de um sensor Optico baseado em fluorescéncia para medicdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido e oxigénio gasoso, e 2) a optimiza¢do de alguns parametros relativos a membrana

sensora.

Como ponto de partida, foram investigadas dois aspectos de importancia fundamental para definicdo
do esquema experimental para a medicdo de oxigénio: a escolha do fluoréforo e o tipo da membrana

de suporte.

Na revisdo bibliografica efectuada, foram identificados trés fluoréforos com potencial para aplicagdo
no sensor: o [Ru(dpp)s]*" na classe dos compostos organometélicos, e a PdOEPK (platinum
octaethylporphyrin ketone) e PtOEPK (palladium octaethylporphyrin ketone) na classe das
metaloporfirinas. A viabilidade da utilizacdo destes fluoréforos em aplicagdes para medicdo de
oxigénio foi comprovada por diversos autores [7, 71, 94, 114]. Os fluoréforos foram sintetizados em

laboratério e posteriormente caracterizados.

Durante a revisdao bibliografica, foram ainda estudadas algumas estratégias de imobilizacdo de
fluoréforos que utilizam o sol-gel como membrana de suporte e que motivaram a escolha deste tipo
matriz para o suporte do fluoréforo. Algumas qualidades interessantes do sol-gel sdo: a resisténcia a
elevadas temperaturas, a resisténcia quimica, a estabilidade mecanica, etc. [115]. De acordo com
diversos autores [31, 109], as caracteristicas da matriz de sol-gel sdo facilmente modificadas através
da alteracdo de alguns parametros de sintese. Como tal, um dos pardmetros da membrana sensora
que se pretendeu optimizar, foi a composi¢cdo do filme de sol-gel com o objectivo de aumentar a

sensibilidade ao oxigénio revelada por este.

C. McDonagh [109] concluiu que os filmes obtidos exclusivamente com um dos precursores
convencionais mais utilizados no fabrico de filmes sol-gel, o TEOS, conduzem a bons resultados
guando se trata de medir a concentragdo de oxigénio gasoso. Por sua vez, P.Lavin [116] concluiu que
a utilizacdo dos precursores ormosils, em substituicdo dos convencionais TEOS e TMOS, conduzem a
filmes mais estdveis e com maior sensibilidade nas medicdes em meio aquoso. Ainda outro autor,

Mahmoud R. Shahriari [117], conclui que a mistura de TEOS com um ormosil, mesmo em pequenas
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guantidades, confere a estrutura uma maior estabilidade em relagdo a formacdo de fissuras. Este
autor refere que o grau de hidrofobicidade estd ligado a sensibilidade do filme, podendo esta ser

estabelecida pela razdo de TEOS/ormosil na mistura.

Para a preparacgao dos filmes utilizados neste trabalho, seleccionou-se um conjunto de 5 precursores
ormosils e o TEOS. As solugdes de sol-gel foram preparadas utilizando cada um dos precursores na
sua forma pura, assim como diferentes misturas entre cada um dos ormosils e o TEOS. Dada a
limitada disponibilidade do fluoréforo, foi inicialmente preparado um conjunto de filmes ndo
dopados, de forma a avaliar algumas propriedades fundamentais tais como a transparéncia, a adesdo
do filme ao substrato e homogeneidade da superficie. Apdés uma andlise visual qualitativa, foi
possivel identificar algumas composicGes de precursores de sol-gel que originaram filmes de ma
qualidade, tendo estas sido excluidas da caracterizacdo posterior. Os restantes filmes foram

submetidos a ensaios para determinacao da sua hidrofobicidade.

Seguiram-se ensaios de sintese de filme de sol-gel com a incorporacdo do fluoréforo na matriz, tendo
sido utilizados os trés fluoréforos referidos. Simultaneamente, foi preparada uma montagem
experimental que permitiu a realizacdo de ensaios de medicdo de intensidade de fluorescéncia e
determinacdo dos tempos de vida por fluorometria de fase, dos filmes sensores produzidos. A

montagem permitiu a medicdo da concentracdo de oxigénio em meio aquoso ou gasoso.

Os filmes foram testados, tendo as metaloporfirinas revelado sinais de resposta muito baixos o que
originou razdes sinal-ruido muito baixas. Nesta fase, foi decidido continuar a caracterizagdo do

sensor de oxigénio exclusivamente com o complexo de ruténio.

Foram preparados novos filmes de sol-gel dopados com o complexo de ruténio, apenas para as
composicées que resultaram em filmes de qualidade aceitdvel na avaliagdo anterior. Para cada
composicao, foram produzidos filmes com diferentes tempos de envelhecimento da solucdo antes da
deposicdo do filme no substrato de vidro, dado que este é um dos parametros da sintese com forte

influéncia na estrutura final da matriz [118].

Na fase seguinte, foi realizada uma caracteriza¢do da sensibilidade dos filmes ao oxigénio, utilizando
a fluorometria de fase para a determinag¢do dos tempos de vida de fluorescéncia, em meio
nitrogenado e arejado. Com esses dados, determinou-se também a supressdo (quenching) de cada
amostra, sendo este parametro normalmente utilizado neste tipo de caracterizagbes e
frequentemente referido em diversa bibliografia [30, 72, 109]. Os ensaios foram realizados em meio
gasoso com ar e nitrogénio, e em meio aquoso em equilibrio com cada um destes gases. Devido a
falta de uma linha de fornecimento de oxigénio puro e de um sistema de controlo do caudal de ar e
nitrogénio para a regulacdo da concentracdo de oxigénio na mistura, apenas foram testadas as

concentracgdes de oxigénio de zero e a correspondente ao ar atmosférico. Neste estudo, foi possivel
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avaliar a influéncia das composi¢des e do tempo de envelhecimento da solucdo de sol-gel antes da

deposicao do filme, na sensibilidade ao oxigénio.

Com os resultados anteriores, foram identificadas as amostras mais promissoras para a medicdo de
oxigénio e estabeleceu-se como objectivo a determinac¢do das curvas de calibracdo para esses filmes
entre o meio desoxigenado (utilizando nitrogénio) e oxigenado. As constantes de Stern-Volmer (Ksy)
foram calculadas, estando estas constantes associadas a sensibilidade do filme, pelo que foram

tiradas conclusdes sobre as composicdes com melhor desempenho em meio gasoso e aquoso.

Ao longo deste trabalho, sdo apresentados também alguns estudos necessarios para a construcdo da
montagem experimental utilizada na medicdo de intensidades e tempos de vida. Também sdo
apresentadas algumas caracterizacdes realizadas aos filmes tais como a fotodegradacdo, o erro de

medic¢do, o limite de detec¢do (LOD ) e ainda os tempos de resposta.

Todo o trabalho apresentado nesta tese foi desenvolvido no Laboratdrio de Diagndstico Biomolecular
do ITQB (Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica), a excepcdo da determinacgdo das constantes de
Stern-Volmer (capitulo 9), que foi efectuado na unidade piloto do IBET (Instituto de Biologia

Experimental e Tecnolégica).
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6. CARACTERIZACAO DOS FLUOROFOROS

Na fase inicial deste trabalho, foi dada particular atenc¢do a escolha e caracterizacdo dos fluoréforos a
serem utilizados na preparacdo dos filmes sensores ao oxigénio. Foram estudados trés fluoréforos:
um complexo de ruténio e duas metaloporfirinas. Uma vez que estes fluordoforos foram sintetizados
em laboratdrio, foi necessario efectuar alguns estudos de caracterizacdo para determinar com
exactiddo algumas caracteristicas da instrumentacdo que devem ser utilizadas na montagem
experimental. Por exemplo, deste estudo dependeu a escolha do tipo de fonte de excitacdo e dos
filtros épticos. Também foi importante avaliar em que medida cada fluoréforo tem a sua intensidade
de fluorescéncia diminuida na presenga de oxigénio, assim como perceber se existe um suficiente
afastamento entre o sinal de excitacdo e o de emissao fluorescente (desvio de Stokes) de forma a

poder isolar estes dois sinais de forma mais eficiente.

6.1. COMPLEXO DE RUTENIO

O complexo de ruténio utilizado neste trabalho foi o [Ru(dpp)s]Cl,. De acordo com o espectro de
absorcdo (Figura 6.1) obtido através de espectroscopia UV-Vis o fluoréforo (em solugao de etanol)
apresenta um maximo de absor¢do aos 462 nm. Este valor é bastante préximo dos 457 nm referidos

na bibliografia [4], o que é indicador da boa qualidade do material sintetizado.
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Figura 6.1 — Espectro de absorgao do [Ru(dpp)]Cl, utilizado na produgdo de filmes.

Adicionalmente, foram obtidos os espectros de excitacdo e emissao por espectrofluorometria (Figura
6.2). O espectro de excitagao realizado aos 612 nm, revela um maximo aos 482 nm quando seria

esperado um valor proximo do determinado no espectro de absor¢do (462 nm). Os espectros de
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emissdo com excitacdo aos 463 nm e aos 482nm, revelam ambos um maximo de emissdo aos 611

nm, sendo este valor bastante proximo dos esperados 612 nm referido por K.F. Mongey [27].

O c.d.o de excitagdo ideal é aquele que maximiza o sinal de fluorescéncia (482 nm), no entanto

observa-se no espectro obtido que para c.d.o mais baixos, a diminuicdo do sinal é pouco significativa.

Por exemplo, se for utilizada uma fonte de excitagdo com um pico de emissdao aos 463 nm, existira
uma diminuicdo na radiacdo de excitacdo de pico em cerca de 6% comparativamente com a
utilizagdo de uma fonte com um c.d.o maximo de 482nm. Apesar desta desvantagem, existe o
beneficio de se aumentar o afastamento dos maximos de excitacdo e emissdo de fluorescéncia

(aumento do desvio de Stokes) e assim obter boa separacao destes sinais.

Esta gama de c.d.o possibilita a utilizacdo de um LED azul como fonte de radiacdao, com todas as
vantagens inerentes. No entanto, a escolha do comprimento de onda exacto estara sempre

dependente dos LEDs disponiveis no mercado.

Intensidade relativa
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—— Emissao 463 nm
——Emissao 482 nm
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Figura 6.2 — Espectros de excitacdo e emissdo do [Ru(dpp)3]CI2.

Determinou-se ainda a sensibilidade do fluoréforo a variagdo de temperatura, excitando a 463 nm e
analisando a 612 nm, entre os -5°C e 45°C (Figura 6.3). Os resultados revelaram uma diminuicdo do
sinal de fluorescéncia com o aumento de temperatura entre os -5°C e 5°C, seguido de um aumento
acentuado até aos 35°C e uma ligeira descida ou até mesmo estabilizacdo até aos 45°C. Estes
resultados ndo apresentam uma clara tendéncia de variagdo da intensidade de fluorescéncia com a

temperatura.

Para confirmar esta variacdo, foi realizado um ensaio idéntico com uma amostra do mesmo

complexo adquirida a ABCR. Os resultados obtidos foram semelhantes, confirmando o tipo de
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variacdo registada anteriormente. A taxa de variacao da intensidade fluorescente relativa ao valor
maximo varia desde um minimo de 0.1%/°C na gama de 5°C a 15°C, até um maximo de 0.9%/°C na
gama de 25°C a 35°C. Esta informacdo é importante na concepgdo de sistemas de correcgdo do sinal

de fluorescéncia em aplicagGes onde possam ocorrer variacdes de temperatura.

—=— [Ru(dpp)3]CI2 sintetizado
—+— [Ru(dpp)3]CI2 comercial

Intensidade relativa

0.8
-5 5 15 25 35 45

Temperatura (2C)

Figura 6.3 — Variagao da fluorescéncia do [Ru(dpp)s]Cl, com a temperatura.

Apds a montagem experimental ter sido configurada para a utilizagdo deste fluoréforo (utilizando um
LED de 455 nm), foram realizados ensaios preliminares dos filmes de sol-gel previamente preparados
com uma mistura de ETEOS+TEOS numa razdo de 1:1, conforme sera descrito posteriormente. Na
Figura 6.4, pode visualizar-se o espectro do LED cujo maximo de intensidade foi medido aos 463 nm e
uma outra banda centrada aos 602 nm que corresponde a fluorescéncia do complexo de ruténio. No
ensaio de espectrofluorometria (Figura 6.2) em que se obteve o comprimento de onda maximo de
611 nm, o fluordéforo foi testado numa solugdo de etanol. O desvio para os 602 nm verificados neste
ensaio, justifica-se pela alteracdo do meio que rodeia as moléculas de fluoréforo, conforme

investigado por K. Mongey [96].

A comparacdo do maximo destas duas bandas, permite perceber a diferenca entre a grandeza do
sinal de excitacdo e de emissao. A intensidade de fluorescéncia (em meio nitrogenado) apresenta um
valor de pico cerca de 20 vezes inferior ao pico da radiacdo de excitacdo, o que é indicativo da
necessidade da utilizacdo de filtros para a eliminacdo da radiacdo proveniente do LED, do sinal de
fluorescéncia a ser medido. Também se observa que existe uma diminuicdo do maximo de
intensidade do LED quando passamos a irradiar a amostra fluorescente, sendo esta diminuicdo

resultante da absorc¢do de parte da radiagdo pelo fluoréforo.
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Figura 6.4 — Espectros do LED e emissdo fluorescente em meio gasoso nitrogenado e arejado.

Na Figura 6.5 (modificacdo de escala da Fig.6.4) é visivel que o sinal de fluorescéncia é cerca de duas
vezes superior (pico maximo) em meio nitrogenado quando comparado com meio arejado. Estes
resultados preliminares constituiram bons indicadores para utilizacdo deste fluoréforo em ensaios
posteriores, uma vez que existe um bom sinal de fluorescéncia assim como uma boa sensibilidade ao

oxigénio.
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Figura 6.5 — Espectros do LED e emissdo fluorescente em meio gasoso nitrogenado e arejado (modificacdo de

escala da figura 6.4).
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6.2. METALOPORFIRINAS

As duas metaloporfirinas preparadas no decorrer deste trabalho foram caracterizadas por
espectroscopia de UV-Vis (Figura 6.6a) e espectrofluorometria (Figura 6.6b e c). Na Figura 6.6a,
verificamos que ambos os complexos apresentam duas bandas de absorcdo que sdo caracteristicas
das metaloporfirinas: a) as bandas B ou bandas de Soret na gama dos 400 nm; b) e as bandas Q
correspondendo a maximos de 603 nm (PdOEPK) e 592 nm (PtOEPK). Destas, as bandas Q sdo
aquelas que apresentam maior compatibilidade com a utilizacdo de LEDs como fontes de excitac¢do.

Estes espectros de absorgdo sdo equivalentes aos apresentados na literatura por D.Papovski [94].

No espectro de emissdo da amostra PtOEPK (Figura 6.6b) observa-se um maximo de emissdo aos
763 nm para ambos os c.d.o de excitacdo de 398 nm e 592 nm. No espectro de excitacdo, foi
registada a intensidade de fluorescéncia aos 763 nm para um varrimento da radiacdo de excitagao,

tendo sido observado maximos aos 379 nm e 592 nm.

Em relagcdo ao PAOEPK, o espectro de excitagado revelou dois picos aos 398 nm e 599 nm, coincidindo
com o espectro de absorcdo anterior. O espectro de emissdao obtido com excitagdo aos 410 nm
(Figura 6.6c) revela um maximo de emissdo aos 693 nm. Com uma excitacdo de 603 nm, existe um
pico de fluorescéncia de baixa intensidade aos 794 nm. Este comportamento nao seria esperado,
dado que no espectro de absorcao temos a indicacdao que existe forte absorcao de radiacao aos 603
nm. Para além disso, a bibliografia [94] indica que existe uma forte luminescéncia aos 790 nm para
uma excitacdo proxima de 603 nm. Dado que apenas a excitagdo aos 603 nm é compativel com a
utilizacdo de LEDS e que nestas condicGes a intensidade de luminescéncia é muito baixa, a utilizagdo

deste fluoréforo em ensaios posteriores foi descartada.

Paralelamente a realizagdo dos ensaios anteriores, foram preparados filmes de sol-gel com as
metaloporfirinas. Apesar de ambos os complexos exibirem alguma resisténcia a sua solubilizagdo nos
componentes da mistura sol-gel, apds algum tempo em aquecimento e com um aumento do
solvente etanol no caso da PdOEPK, foi possivel obter solucdes purpura/azul escuras aparentemente
homogéneas. A producdo de filmes com estas solugdes (ver Tabela 7.1) resultou na incorporagdo

uniforme dos fluoréforos na matriz sol-gel a julgar pela observacdo macroscdpica dos filmes.

Utilizando o setup experimental para medi¢des de intensidade de luminescéncia (cap. 8.1.1) e como
fonte de excitagdo um LED de cor ambar (emissdo centrada aos 590 nm), obtiveram-se os espectros
da Figura 6.7 para as duas metaloporfirinas. Os resultados confirmam a auséncia do sinal de
luminescéncia para a PdAOEPK e uma intensidade muito baixa para a PtOEPK quando comparada com
a obtida pelo complexo de ruténio. A diferenga dos sinais obtidos entre as duas metaloporfirinas é
em parte justificada por uma baixa eficiéncia quantica e consequentemente intensidade, para a

PAOEPK [94].
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Figura 6.6 — a) Espectro de absor¢ido das metaloporfirinas PAOEPK e PtOEPK em CHCls; espectros de excitacdo e

emissdo das metaloporfirinas b) PtOEPK e c) PAOEPK, em CHCl;, meio arejado e a Tympiente-
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Embora a resposta luminescente das porfirinas se tenha revelado pouco intensa, é de salientar que
os resultados aqui discutidos foram recolhidos num contexto de caracterizagao preliminar. O tempo
previsto para a realizacdo deste trabalho ndo permitiu a introducdao de estudos subsequentes a

utilizacdo da PtOEPK, pelo que foi decidido continuar exclusivamente com o complexo de ruténio.

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Intensity (counts)
500

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

b)

Figura 6.7 — Resposta luminescente: a) PAOEPK, e (b) PtOEPK em atmosfera de azoto. A banda de valor mais

elevado, centrado em 590 nm, corresponde a fonte de excitagdo (LED ambar).
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7. PRODUGAO DE FILMES DE SOL-GEL

Os filmes de sol-gel foram produzidos em duas etapas. Numa primeira fase, foram produzidos filmes
de sol-gel ndo dopados com o fluordéforo, para avaliagdo preliminar da qualidade do filme no que diz
respeito a homogeneidade, transparéncia, adesdo ao substrato e auséncia de fissuras no filme. Para
tal, foram preparadas solu¢bes com os precursores TEOS e ormosils na sua forma pura, e ainda

misturas ormosil/TEOS com razdes molares de 1:1 e 3:1.

Os ormosils utilizados foram o tetraetoxisilano (TEOS), metiltrietoxisilano (MTEQS), etiltrietoxisilano

(ETEOS), isobutiltrietoxisilano (BTEQS), feniltrietoxisilano (PTEOS) e octiltrietoxisilano (OTEQOS).

Desta avaliagdo qualitativa resultou a eliminagdo de todas as composi¢cGes que utilizavam o precursor
na sua forma pura, pois estas apresentaram uma deficiente homogeneidade. Na fig. 7.1, pode ser
observado o exemplo de um filme com qualidade aceitavel (a) e outro com qualidade n3do aceitavel
(b). As solugbes preparadas com o precursor OTEOS apresentaram duas fases liquidas imisciveis
resultantes da ndo solubilidade entre o etanol e o precursor, como tal este precursor foi excluido dos

ensaios seguintes.

Os filmes que apresentaram uma homogeneidade e adesdo satisfatérias foram caracterizados

guando a sua hidrofobicidade, conforme documentado no capitulo 9.

Figura 7.1 —a) Filme PTEOS+TEOS (1:1) de qualidade aceitavel; b) Filme de BTEOS puro de qualidade ndo

aceitavel.

Na fase seguinte, foi repetida a producdo de filmes das composicGes aprovadas na avaliagdo
qualitativa anterior, mas desta vez foi introduzido o fluoréforo. Todos os restantes ensaios e estudo

apresentados neste trabalho foram realizados com este conjunto de amostras.
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7.1. MATERIAIS

Os precursores de sol-gel, tetraetoxisilano (TEOS, 99%), metiltrietoxisilano (MTEQOS, 98%),
etiltrietoxisilano (ETEQOS, 97%), isobutiltrietoxisilano (BTEQS, 97%) e feniltrietoxisilano (PTEQS, 97%)
foram adquiridos a ABCR, o precursor octiltrietoxisilano (OTEQS, >97%) a Merck e o etanol (99,8%) a
Pronolab. Todas as solu¢des foram utilizadas tal como foram recebidas, sem qualquer alteracdo de
composicdo. Como catalisador da reaccdo, foi utilizada uma solu¢ao aquosa de HCl com pH=1, tendo
esta sido preparada em laboratdrio utilizando dgua desionizada e acido cloridrico (32%) adquirido a

Merck. Os fluoréforos [Ru(dpp)s:]Cl,, PAOEPK e PtOEPK, foram sintetizados em laboratério.

Como substrato de suporte para deposicdo dos filmes de sol-gel, foram utilizadas laminas de vidro
(Deltalab, 26x76 mm). A agitacdao das amostras foi efectuada com um agitador (MS1 Minishaker). O
envelhecimento das solugdes foi realizado num agitador térmico (Eppendorf-Confort). Para
preparacao dos filmes pelo processo de dip-coating, foi utilizado um equipamento construido no
laboratério e que permite o deslocamento vertical do substrato de vidro a velocidade controlada

(Figura 7.2).

7.2. PROTOCOLO DE PREPARACAO DA SOLUCAO

Regra geral, todas as solu¢des foram preparadas utilizando uma razdo volumétrica etanol: precursor
de 1:1 e uma razao molar dgua:precursor 3:1. A concentracdo de referéncia do complexo de ruténio
foi de 1 gL™.As solu¢des foram preparadas em recipientes de poliestireno (8 mL). Na Tabela 7.1,
podem ser consultados as quantidades utilizadas na preparacdo das solugdes dopadas com o

fluordforo.

Tabela 7.1 — Composicao das solugdes de sol-gel.

Precursor Razao Etanol Agua VriotaL Fluoréforo
mL mL Molar mL mL mL mg
Filmes dopados com [Ru(dpp)3]CI2
MTEOS  0.860 TEOS 0.950 11 1.810 0.457 4.08 7.9
ETEOS  0.876 TEOS 0910 11 1.786 0.442 4.01 4.2
BTEOS  0.954 TEOS 0.850 11 1.804 0.413 4.02 4.0
PTEOS  0.936 TEOS 0.860 11 1.796 0.418 4.01 4.1
MTEOS  1.293 TEOS 0.480 31 1.773 0.466 4.01 4.1
ETEOS  1.328 TEOS 0.460 3:1 1.788 0.447 4.02 4.0
BTEOS  1.415 TEOS 0.420 311 1.835 0.408 4.08 4.0
PTEOS  1.404 TEOS 0.430 3:1 1.834 0.418 4.09 4.1
Filmes dopados com PtOEPK
ETEOS 0.876 TEOS 0.910 1:1 1.786 0.442 4.01 2.4
Filmes dopados com PAOEPK
ETEOS 0.770 TEOS 0.800 1:1 3.140 0.388 5.10 1.5
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Para a preparacao das solucdes de sol-gel ndo dopadas, o etanol foi adicionado ao recipiente
seguindo-se a mistura do(s) precursore(s). A mistura foi agitada durante 10 minutos para
homogeneizacdo e solubilizacdo do(s) precursore(s). A reacgdo foi iniciada com a adicdo de agua
(pH=1, aferida com HCI) seguindo-se o aquecimento da solu¢do com o recipiente fechado, a uma
temperatura de 70°C com agitacdo permanente no thermomixer. O periodo de tempo em que a
solucdo permanece aquecida, durante o qual ocorrem as reacgbes de hidrélise e condensacdo, é

designado de tempo de envelhecimento.

Para a preparacdo das solucbes dopadas, o fluoréforo em po foi inicialmente dissolvido em etanol
seguindo-se uma agitacdo durante 5 minutos antes de serem adicionada(s) a(s) solugde(s)

precursora(s). As etapas seguintes foram idénticas.

7.3. PREPARAGAO DO SUBSTRATO DE SUPORTE

As laminas de vidro foram cortadas em dimensdes de aproximadamente 10x38 mm. Este tamanho
foi o necessdria para que no processo de dip-coating (imersdo), o substrato de vidro pudesse ser
introduzido no recipiente que continha a solugdo de sol-gel. Apds o corte das laminas, é essencial
uma boa limpeza para que o filme produzido por dip-coating esteja isento de defeitos, que podem
ser causados pela existéncia de particulas de pd na superficie, ou de gordura que impega uma
perfeita molhabilidade do substrato. Por esta razdo, adoptou-se um procedimento de limpeza que
consistiu na lavagem em 4d4gua corrente e detergente, seguido de enxaguamento com dagua
desionizada e secagem com ar comprimido. De seguida, adaptou-se um procedimento referido por
McDonagh [109, 116] que produziu filmes com excelente adesdo. Este procedimento consistiu em
lavagens faseadas utilizando agua destilada, etanol, acetona e novamente agua destilada com
secagens intercaladas utilizando ar comprimido. Metodologias adicionais que empregam banhos com
solucGes 4acidas ou alcalinas, tém como objectivo criar grupos silanol livres na superficie do vidro para
que estes se possam ligar eficazmente aos precursores de sol-gel, no entanto, optou-se por manter o
referido esquema de limpeza simplificado uma vez que mostrou ser eficaz na obtengao de filmes

com boa adesdo. Apés a limpeza das laminas, estas foram guardadas em recipiente fechado.

7.4. PRODUCAO DE FILMES POR DIP-COATING

Conforme ja indicado nos fundamentos tedricos, o dip-coating é um processo de producdo de filmes
por imersdo de um substrato numa solucdo que contém o material que constituira o filme. Para este
processo, foi utilizado um equipamento que permite o controlo de velocidade de deslocamento

vertical de um suporte de ldminas construido para o efeito (Figura 7.2).
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A espessura dos filmes obtidos depende de varios parametros, tais como o tempo de
envelhecimento, o pH, a razdo molar agua:precursor, a composicdo da solucdo de sol-gel e a
velocidade de deslocamento vertical no sentido ascendente [118]. Para além da velocidade de
remog¢do do substrato da solucdo, deve ainda ser definido o nimero de ciclos de imersdo do
substrato e o tempo de espera entre ciclos. Para todas amostras produzidas foi utilizado 1 ciclo de

imersdo com uma velocidade de 1mm/s [109].

AL BJ
ealh

.

Figura 7.2 — Equipamento utilizado para o processo de dip-coating.

Uma vez que as solugdes de sol-gel estdo em agitagdo a 70°C durante o processo de envelhecimento,
estas foram deixadas a arrefecer até a temperatura ambiente (24°C) durante 30 minutos, seguido de
agitacdo durante 1 minuto e sé depois se procedeu ao dip-coating. A temperatura a qual se realiza o
dip-coating é um parametro importante pois influéncia a viscosidade da solugio e
consequentemente a espessura da camada depositada. Para além disso, e uma vez que o solvente é
etanol, uma temperatura baixa minimiza a evaporacao do etanol da solugdo enquanto o recipiente
estd aberto, o que é importante para ndo alterar a quantidade relativa do solvente na solucdo ao
longo das sucessivas aberturas do recipiente para a producdo de filmes com diferentes tempos de
envelhecimento. Para evitar essa evaporagdo, procurou-se minimizar o tempo de abertura do

recipiente com a solugao.

7.5. PRODUCAO DE FILMES COM DIFERENTES TEMPOS DE ENVELHECIMENTO

A mistura da agua a solucdo de precursores de sol-gel determina o momento de inicio da reacgéo.
Apds esta adicdo, a solugcdo é colocada num agitador com controlo de temperatura a 70°C
(thermomixer). Um dos parametros que determina a microestrutura do filme é o tempo de reacgdo

antes da deposicdao da solugdo no substrato, o chamado tempo de envelhecimento. Neste trabalho,
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procurou-se avaliar qual o efeito deste parametro no grau de sensibilidade ao oxigénio dos filmes
resultantes. Para isso, e para cada solucdo preparada, foram produzidos filmes de forma periddica
até a gelificacdo da solugdo. Em alguns casos, apesar da solucdo ndo estar totalmente gelificada, os
filmes produzidos apresentavam qualidade insuficiente (ex. fissuras, falta de adesdo) que inviabilizou

serem testados (Figura 7.3).

a) b)

Figura 7.3 — Diferenga entre dois filmes de sol-gel MTEOS:TEOS (3:1) marcados com Ru(dpp)sCl,, produzidos por

dip-coating, com 125 h (a) e 240 h (b) de tempo de envelhecimento.

Para cada tempo de envelhecimento da reac¢do foram produzidas trés amostras. As amostras com
diferentes tempos de envelhecimento foram referenciadas com letras diferentes (Tabela 7.2). Letras
idénticas em solugdes diferentes ndo significam iguais tempos de envelhecimento. Ao longo do
trabalho, as amostras serdo referidas de forma abreviada, como por exemplo, ET11F (Mistura:

ETEOS:TEQOS; Razdo 1:1 e 350 horas de envelhecimento.

Tabela 7.2 — Tempos de envelhecimento dos filmes produzidos para cada solugdo (todos os valores em horas).

Tempos de envelhecimento (horas)

Referancia MTEOQS : TEOS ETEOS : TEOS BTEOS : TEOS PTEOS : TEOS

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

A 3 33 22 26 4 20 22 21

B 17 95 89 58 49 72 47 72

C 92 125 188 121 72 163 91 163

D 115 169 257 152 95 184 211 183

E 138 240 306 194 118 258 254

F 161 350 263 164 387 333

G 214 426 361 190 545

H 470 429 212

| 645 479 256

J 713 522 375

K 806 599

L 931 694

M 819

N 980
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8. MONTAGEM EXPERIMENTAL

8.1. DESCRICAO GERAL

Para a determinacgdo dos parametros de fluorescéncia que permitem a caracteriza¢do dos filmes
dopados com o complexo de ruténio, foi preparada e utilizada uma montagem experimental que

sera pormenorizadamente descrita neste capitulo.

A montagem experimental foi preparada para permitir medi¢cGes de intensidade e tempos de vida de
fluorescéncia. Os esquemas da montagem experimental correspondentes a cada uma das

configuragdes estdo representados na Figura 8.1.
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Figura 8.1 — Montagem experimental para medigdes em meio aquoso de a) intensidade, e b) tempos de vida.
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8.1.1. DESCRIGAO DA MONTAGEM PARA DETERMINACAO DE INTENSIDADES

A montagem experimental para a medi¢do de intensidades em meio aquoso esta representada na

Figura 8.1a.

A fonte dptica utilizada para excitacdo do filme sensor é um LED de 3W de poténcia da Philips
Lumileds, com um mdximo de radiacdo centrado nos 455 nm, de acordo com a indicagdo do
fabricante. O LED é alimentado por uma fonte de alimentagao (Statron 3231) com tensdo variavel, o
que permite regular a intensidade luminosa. Com o objectivo de maximizar a captacao de luz emitida
pelo LED, foi acoplada uma lente concentradora (Fraen FFLI — Luxeon Leds). Para a eliminacdo da
radiacdo de comprimento de onda superior a 500 nm emitida pelo LED, foi montado um filtro dptico

passa-baixo (Thorlabs FES0500) a seguir a lente concentradora.

A radiacdo de excitagdo proveniente do LED é introduzida num dos terminais (A) do bundle de fibra
Optica bifurcado (Oriel 77533), incidindo sobre a amostra colocada na outra extremidade (B). Apods a
excitacdo do filme sensor, a emissdo fluorescente é colectada pelas fibras dpticas do bundle que
conduzem a radiacdo para o outro terminal (C) onde se encontra montado um espectrofotémetro
UV-Vis (Ocean Optics 2000). O espectrofotometro permite o registo do espectro numa gama de 177
nm aos 872 nm. Entre o terminal (C) do bundle de fibra éptica e o espectrofotometro é colocado um
filtro passa alto (Schott KV550), de forma a impedir que a radiagdo de comprimento de onda inferior
a 550 nm e que se origina no LED, incida sobre o sensor do espectrofotometro. Através do espectro
de fluorescéncia (tipicamente entre os 550 nm e 850nm) a intensidade é medida pelas unidades de

contagem do pico mdaximo de intensidade.

Em func¢do da dimensdo (10x38 mm) adoptada para as laminas de vidro que servem de suporte aos
filmes sensores, houve a necessidade de construir uma camara em acrilico (ver Figura 8.10) com as
dimensdes adequadas para o suporte destas laminas. A cdmara foi concebida de forma estanque e
permite a leitura da concentragdo de oxigénio em meios aquosos ou gasosos. Esta camara tem um
orificio de entrada para um dos terminais (B) do bundle de fibra dptica e outros dois orificios para a

circulacdo do meio gasoso ou aquoso.

Para o caso das medi¢cGes em meio gasoso, o gas (ar ou N,) proveniente das linhas disponiveis no
laboratério é introduzido directamente na camara de suporte circulando junto do filme sensor e sai
por um tubo de 15 cm de comprimento. Para medicGes em meio aquoso (Figura 8.1a), foram
utilizados dois recipientes com agua destilada e com difusores colocados no fundo, através dos quais
se faz borbulhar ar e nitrogénio. Apds um tempo de espera de cerca de 1 hora para a estabilizacdo da
concentracdo de oxigénio no meio, estes dois recipientes terdo uma concentragao de oxigénio de 8.4

mg/L (a 24°C) e zero, respectivamente.

122



Capitulo 8 - Montagem Experimental

Uma bomba peristaltica (Watson-Marlow 502S) for¢a a circulacdo da 4gua através de um circuito
fechado existente entre um dos recipientes e a cdmara de suporte do filme sensor. Através de um
sistema de valvulas, é possivel alterar o recipiente que alimenta o circuito fechado, modificando

desta forma a concentragdo de oxigénio do meio onde o filme estd inserido.

O pormenor da colocacdo da bomba de circulagdo antes da camara obriga a que esta esteja a uma
pressao ligeiramente superior a atmosférica. Desta forma, evitou-se a introdugao de ar atmosférico
na camara através de zonas de estanqueidade deficiente. Nas medi¢gGes em meio aquoso, uma das
dificuldades existentes durante estes ensaios, foi a eliminacdo de bolhas de gas dentro da camara de
suporte das amostras. A existéncia de bolhas retardam a obtencdo do meio com concentragdo

pretendida, ou até mesmo podem alterar o sinal obtido caso se fixem na superficie do filme sensor.

A montagem para a determinacgdo de intensidades de fluorescéncia foi utilizada na caracterizacdo
dos fluoréforos (cap. 6), na escolha dos filtros (cap. 8.3), nos estudos do posicionamento da lamina

com o filme sensor (cap. 8.4) e ainda na avaliacdo da fotodegradacdo (cap. 9.2).

8.1.2. DESCRIGAO DA MONTAGEM PARA DETERMINAGCAO DOS TEMPOS DE VIDA

A montagem experimental para determinacdo de tempos de vida baseia-se nas técnicas de

fluorometria de fase.

A configuracdo do sistema instrumental é idéntica ao descrito no capitulo anterior, mas com a
diferenga que a corrente de alimentacdo do LED é modulada sinusoidalmente (Figura 8.1b). A
modulac¢do do sinal é conseguida através de um gerador de fungdes (TTI, TG2000, 20 MHz DDS) que
estd simultaneamente ligado ao LED e a um amplificador lock-In (Model SR830 DSP, Stanford
Research Systems), fornecendo a este ultimo o sinal de referéncia sobre o qual vai ser determinado o

atraso de fase.

Da incidéncia da radiagdo de excitacdo sobre o filme sensor, resulta um sinal de fluorescéncia
sinusoidal que é medido por um fotodetector (Thorlabs PDA55) e enviado ao amplificador lock-in.
Este ultimo tem a funcdo de analisar os sinais de excitacdo e emissdo e determinar a diferenca de

fase na frequéncia escolhida.

8.2. CARACTERIZAGAO DO LED

A fonte de radiagdo utilizada neste trabalho foi um LED de alta poténcia comercializado pela Philips
Lumileds, de cor azul e com comprimento de onda de intensidade maxima anunciado pelo fabricante
de 455nm. Uma das preocupacdes na escolha da fonte de radiacao consistiu na necessidade de uma

radiacdo com uma intensidade suficientemente elevada de forma a se obter um sinal de
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fluorescéncia com uma boa razdo sinal/ruido. Devido a inexisténcia de laser diodos no comprimento
de onda pretendido e os elevados custos de um laser, optou-se por um LED de alta poténcia, que
para além de ser uma opcdo econdmica, condicdo essencial em aplicacbes comerciais, serviu

também de teste da aplicabilidade deste nivel de poténcia de radiacdo.

O LED utilizado apresenta uma poténcia radiométrica de 220 mW para uma corrente maxima de 350
mA [119]. A corrente maxima aplicada nos ensaios foi de 300 mA, evitando assim operar o LED na

sua poténcia maxima.

Foi medido o espectro de radiagdo do LED (Figura 8.2), que revelou uma radiacdo maxima centrada
nos 462 nm, com cerca de 90% da radiagao emitida entre os 448 nm e os 495 nm (largura de banda

de 47 nm).

0.8
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Figura 8.2 — Espectro de radiagdo do LED azul utilizado.

Ao contrario dos lasers em que toda a radiacdo esta concentrada num raio de pequeno didmetro, no
LED, a radiacdo produzida espalha-se com um angulo elevado. De acordo com o fabricante, o LED
adquirido tem uma dispersdao de 90% da sua luz num angulo total de 160 graus. Dos varios padr&es
de dispersdo de luz disponiveis (lambertian, batwing e side) para LEDs, optou-se pelo lambertian

devido a maior concentragdo de radiagdo na zona central (Figura 8.3).
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Figura 8.3 — Dispersdo angular do LED (tipo lambertian) utilizado como fonte de radiagdo [119].
De forma a maximizar a radiacdo introduzida no bundle de fibra dptica, optou-se por utilizar uma
lente de concentradora de luz (FFLI — Luxeon Leds) especifica para este tipo de LEDs que permite
reduzir a dispersdo angular (medido na sec¢do onde a intensidade tem metade do valor maximo) de

cerca de 110 graus para cerca de 45 graus [120].

o Lente concentradora

Figura 8.4 — Acoplamento da lente de concentragdo com o LED [120].

Qualquer modificacdo da posicao relativa entre o LED, a lente concentradora e a extremidade do
bundle de fibra 6ptica, devido a movimentos ou choques acidentais, tem como consequéncia a
alteracdo da intensidade de radiacdo que chega ao filme sensor. Dado que em medicdes de
intensidade, esta é uma situacgdo critica, houve a necessidade de fixar o LED num suporte de aluminio
gue serviu ao mesmo tempo de dissipador de calor devido a elevada temperatura atingida. Para além
da construcdo de pegas em PVC, foram também utilizados diversos acessorios adquiridos a Thorlabs

para fixacdo da lente e do bundle de fibra dptica (Figura 8.5).
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ONIONTg Lhasgs

Figura 8.5 —a) LED, b) Acoplamento da lente no LED montado em dissipador de calor, c) Bloco que suporta a

fonte de radiagdo (a esquerda) e o fotodetector (a direita).

8.3. FILTROS OPTICOS

A resposta dos filmes sensores a concentracdo de oxigénio do meio a que vao ser submetidos devera
ser avaliada exclusivamente através do sinal da fluorescéncia. Consequentemente, todas as outras
fontes de radiagdo ndo correspondentes a fluorescéncia do [Ru(dpp):]Cl,, deverdo ser evitadas de
forma a ndo chegarem ao detector (fotodetector ou espectrofotdmetro). Esta questdo é fulcral nos
ensaios baseados na intensidade da fluorescéncia, e de menor relevo na fluorometria de fase dado
gue nesta Ultima apenas a radiagdo com a frequéncia seleccionada é analisada. No entanto, mesmo
neste Ultimo caso, uma pequena contribuicdo da radiagdo azul emitida pelo LED pode resultar num
erro na leitura da fase pelo lock-in, uma vez que essa radiacdo tem a mesma frequéncia do sinal de

fluorescéncia, mas com uma fase diferente.

Uma fracgdo da radiacdo proveniente do LED é reflectida pelo filme e substrato, e juntamente com a
radiacdo da fluorescéncia é conduzida através do bundle de fibra éptica até ao detector. Foi utilizado
um filtro passa-alto (LP) de 550 nm a entrada do fotodetector de forma a reduzir a radiacdo azul do

LED que é medida conjuntamente com o sinal fluorescente.

A fracgdo da luz branca ambiente (cujo espectro é apresentado na Figura 8.6a) inferior a 550 nm
também é eliminada, mas existe ainda uma contribuicdo significativa desta radiacdo que sera
misturada com o sinal de fluorescéncia e que ndo pode ser desprezada (Figura 8.6b). Por esta razdo,
os ensaios de medicdo de intensidade foram realizados com uma capa de protec¢do opaca sobre a
camara de suporte de amostras e com as luzes do laboratério desligadas, tendo-se verificado uma

completa auséncia da contribui¢ao da luz ambiente.
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Figura 8.6 — Espectro da luz ambiente do laboratdrio a) ndo filtrada b) filtrada abaixo dos 550 nm.
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Apds a montagem experimental estar finalizada, foram realizados testes em meio gasoso de forma a

definir os filtros a utilizar. Colocou-se uma Iamina de vidro sem filme de forma a medir a radiagdo

azul do LED que é reflectida de volta para o bundle de fibra éptica. Uma analise cuidada ao espectro

do LED, revela que existe uma frac¢do de radiagdo de baixa intensidade acima dos 550 nm (analisar a

curva “Vidro” na Figura 8.7 e Figura 8.8 - as consideragdes seguintes serdo referentes a estas figuras).

Ainda sem a utilizacdo dos filtros dpticos, a analise a um filme sensor (curva “Filme”) revelou o sinal

de fluorescéncia centrado nos 601 nm juntamente com o sinal correspondente a reflexao azul. Nota-

se que a curva correspondente a reflexdo azul baixou ligeiramente a sua intensidade, devendo-se tal

a absorcdo desta radiacao pelo fluordforo.
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Figura 8.7 — Espectros obtidos utilizando apenas a reflexdao de LED e o sinal fluorescente com vdrias
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Figura 8.8 — Espectros obtidos utilizando apenas a reflexdo do LED e o sinal fluorescente com vdrias

combinacdes de filtros (escala modificada da fig. 8.7).

Uma vez que a intensidade de excitacdo do LED é muito superior a intensidade do sinal de
fluorescéncia, o sinal azul acima dos 550 nm que é reflectido e misturado com o sinal de
fluorescéncia, introduz um erro ndo desprezavel. Esta fracgdo corresponde a cerca de 3 % do sinal de
fluorescéncia acima dos 550 nm. A utilizacdo de um filtro passa baixo aos 500 nm colocado logo a

seguir ao LED permite reduzir a intensidade de luz reflectida acima dos 550 nm, como se pode

observar na curva “Filme SP”.
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Figura 8.9 — Transmitancia do filtro FESO500 da Thorlabs [EO3].
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O filtro SP é um filtro de filme dieléctrico com uma transmitancia maxima de cerca de 80% (Figura
8.9), significando que ao utilizar este filtro estamos a diminuir a intensidade de radiacdo de excitagdo
e consequentemente o sinal de fluorescéncia. No caso da montagem experimental utilizada, isto ndo
constituiu um problema pois em todas as medi¢Ges o LED nado foi utilizado na sua poténcia mdaxima,
significando que esta situacdo poderia ser compensada caso fosse necessario. Como resultado da
utilizacdo do filtro passa-baixo, o espectro do LED tem uma acentuada redugdo de intensidade aos

500 nm (“Filme SP” e “Vidro SP”).

Dado que é necessario eliminar toda a radiagdo azul que esta misturada com o sinal de fluorescéncia,
foi utilizado um filtro passa-alto de 550 nm. Com a utilizacdo dos dois filtros, obtém-se um espectro
em que a contribuicdo da luz proveniente do LED azul é bastante inferior a inicial, podendo esta ser
observada na curva “Vidro SP LP”. A frac¢do desta contribuicdo em relagdo ao sinal de fluorescéncia é

de 0.9%.

8.4. CONSTRUCAO DA CAMARA DE SUPORTE DE AMOSTRAS

Para a medicdo dos filmes sensores em diversos meios, foi necessario construir uma camara de
suporte em acrilico (Figura 8.10). A cdmara, com um volume de 25 cm?, tem uma entrada e duas
saidas de dgua/gas. As duas saidas estdo colocadas em pontos diferentes em relagdo a posicdo da
[amina com o filme sensor, minimizando assim fluxos preferenciais dentro da caixa que dificultem a
homogeneizacdo do meio a medir. Existe também um orificio vedado para suporte do terminal do

bundle de fibra dptica. A caixa pode ser aberta no topo para substituicdo das laminas.

Saida de
agua ou gas

#

Bundle de
Fibra odptica

-
Entrada de
agua ou gas

Figura 8.10 — Caixa de suporte de amostras.

A modificacdo da composicdo do meio aquoso que alimenta a camara de suporte é efectuada por

alternancia do recipiente de onde provém a dgua. No caso dos ensaios em meio gasoso, o tubo de
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alimentacdo da camara de suporte é directamente ligado a linha de fornecimento de ar ou azoto,
disponiveis no laboratdrio. Apds cada mudanca, é necessario esperar o tempo suficiente para que a

concentracdo de oxigénio na cdmara de suporte estabilize, antes de se efectuarem as medicgGes.

Para estimar esse tempo, foi utilizado um modelo que indica como varia a concentragdo de uma

espécie “A” numa camara de fluxo continuo com mistura perfeita [121]. Esse modelo estipula que:
Ca(t) = Cao — Cao €Xp(-t/Ts) Eq. 8.1

em que C,, é a concentragdo inicial (neste caso Ch,=0), t € 0 tempo e Tz 0 tempo de residéncia

(t=V/Q, V-volume da cdmara, Q — caudal volumétrico de entrada).

Uma vez que o caudal dos gases utilizados foi de 2L/min, o tempo médio de residéncia em meio
gasoso € de 0.75 segundos. Esta expressdo tedrica permite determinar que apds a alteracdo da
alimentagdo, a concentragao do gds atinge os 99% do seu valor final apds 3 segundos e 99.9% apds
os 5 segundos. Para a medicdo em meios aquosos, a alimentacdo da camara foi efectuada com um
caudal de 470 cm®/min. Neste caso, a alteracdo de 99% da concentragdo total no meio sé ocorre

passados 14 segundos e 99.9% apds 22 segundos.

Dado que a camara construida ndo tem as caracteristicas de um sistema perfeitamente agitado, os
tempos referidos devem ser ampliados para garantir que as medi¢des efectuadas sejam obtidas com
a concentracdo desejada. Como referéncia, estipulou-se tempos de espera para a estabilizacdo da

concentracdo do meio de 1 minuto para ensaios gasosos e 2 minutos para ensaios aquosos.

Na construcdo da camara foi também definida a forma como a ldmina deveria estar posicionada em
relacdo ao bundle de fibra dptica, no sentido de maximizar o sinal de fluorescéncia e minimizar a

reflexdo de luz azul.

A partir de uma posicdo da lamina perpendicular com o eixo do bundle, procurou-se garantir uma
distancia entre estes dois elementos que permitisse a facil renovacdo do meio a ser medido nesse
volume, mas ao mesmo tempo nado reduzir muito a captacao da emissao fluorescente devido a esse
afastamento. De forma a avaliar esta questdo, foram realizados ensaios em que se mediu a
intensidade fluorescente em funcdo do afastamento entre as duas superficies desde 1 mm até 12

mm (Figura 8.11).

Os resultados obtidos (Figura 8.12) revelam que existe uma diminuicdo média de cerca de 7% da
intensidade por cada 1 mm de afastamento, sugerindo que esse afastamento deverd ser o mais baixo

possivel. Para o afastamento maximo de 12 mm, a redu¢do do sinal é de cerca de 78%.
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Figura 8.11 — Variagdo da distancia entre a lamina e o bundle de fibras épticas.
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Figura 8.12 — Variagao da intensidade fluorescente com a distancia entre a lamina e o bundle de fibras épticas.

Conforme abordado no capitulo referente a escolha dos filtros (cap. 8.3), existe uma pequena
fraccdo de luz acima dos 550 nm com origem no LED azul, que é misturada com o sinal de
fluorescéncia. Devido a elevada poténcia do LED, mesmo uma pequena frac¢ao de luz azul reflectida
podera contribuir com um aprecidvel erro na leitura da intensidade de fluorescéncia ou da fase
medida, conforme demonstrado por P.Jorge [72]. Portanto, a reducdo desta luz reflectida, através do
posicionamento da ldamina em relacdo ao bundle de fibra dptica representa uma optimizacédo

importante do sistema sensorial.

Assim, foi considerada a possibilidade de se diminuir o angulo da lamina com a superficie do bundle,
para que a direccdo de incidéncia da luz azul ndo estabele¢ca um angulo de 90 graus com a superficie
da lamina, evitando assim uma elevada reflexdo da luz azul. Colocou-se uma lamina de vidro sem
filme sensor com um afastamento médio de 5 mm e mediu-se a radiacdo azul reflectida para
diferentes angulos entre a direccdo da luz e a superficie da Iamina (Figura 8.13), com o eixo de

rotacdo colocado no centro do feixe de luz e na superficie da lamina mais préxima do bundle. Como
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referéncia, considera-se que o alinhamento da lamina numa posicdo paralela com a direc¢do do feixe

de luz corresponde a um angulo de zero graus.

Os resultados deste estudo apontam para uma significativa reducdo da radiacdo azul reflectida
qguando se utiliza dngulos inferiores a 70°. Comparativamente ao valor de referéncia inicial (90 graus)
existe uma redugdo para cerca de 0.8% da radiagdo azul reflectida quando se utiliza um angulo de 45

graus.

75° 90°
60° :

Intensidade relativa

Bundle de !i
fibra dptica N

—_

5mm 0 t t i T T T T

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Angulo de incidéncia (graus)

Figura 8.13 — Intensidade da radiacdo azul captada pelo fotodetector devida a reflexdo no substrato de vidro.

Nos ensaios com o filme sensor, observou-se que a fluorescéncia de cor laranja era relativamente
mais intensa nas extremidades da lamina. Consequentemente, foi efectuado um estudo do angulo de
posicionamento da lamina semelhante ao anterior, mas com a extremidade da lamina na zona
central do bundle de fibra dptica de forma a captar a radiacdo fluorescente dai proveniente. Foram
novamente ensaiados diferentes angulos de posicionamento, com o eixo de rotac¢do localizado na
extremidade da lamina, de acordo com a Figura 8.14. Para registo do espectro com os sinais de
fluorescéncia e da luz azul reflectida, foi removido o filtro passa-alto.

2 mm

g |

Bundle de
fibra 6ptica 0 graus

/ 45 graus

90 graus

Figura 8.14 — Posi¢do da lamina nos ensaios de estudo do angulo de incidéncia.
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Figura 8.15 — Estudo da intensidade de fluorescéncia com o angulo de incidéncia.

Os resultados apresentados na Figura 8.15 revelam que existe um aumento substancial da
intensidade de fluorescéncia, quando se passa de uma situacdo de perpendicularidade (90 graus)

para um angulo de cerca de 35 graus, tendo sido esse aumento de cerca de 4.5 vezes.

Esta situacdo pode ser explicada pelo facto de que quando o fluoréforo emite fluorescéncia em todas
as direc¢des, uma grande parte é radiada para o interior do substrato de vidro que tem um indice de
refraccdo superior ao do meio exterior, quer seja ar, nitrogénio ou agua. A emissdao da luminescéncia
na direccdo do substrato segue um padrao semelhante ao da Figura 8.16, em que a maior parte da

radiacdo é designada de fluorescéncia de angulo supercritico.

luminescent spot

glass substrate

air

water
glass substrate

|
0 ..o

air b
Figura 8.16 — Propriedades angulares da luminescéncia irradiada por um fluoréforo depositado num substrato
de vidro em a) ar e, b) 4gua. As linhas a cheio representam a distribuicdo espacial da luminescéncia, e a

tracejado os angulos supercriticos em que Is=filme, as=ar e w=4gua [122].
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Isto significa que a radiacdo que se propaga através do substrato com angulos acima do angulo
critico da interface substrato/meio externo sofre uma reflexdo interna total, o que significa que o
substrato de vidro funciona como guia de ondas. Quando o angulo de incidéncia da radiagdo é menor
que o critico, o que tipicamente acontece nas extremidades da lamina, esta sai para o exterior com

um angulo preferencial (Figura 8.17) [122].

Figura 8.17 — Saida da luminescéncia do substrato com um angulo preferencial.

Os resultados obtidos anteriormente indicam que a radiacdo luminescente que entra no substrato sai
preferencialmente nas extremidades com um angulo de cerca de 35 graus, pelo que a lamina devera
estar posicionada com a extremidade colocada sobre o bundle de fibra éptica com o referido angulo
no caso de querermos maximizar a captacdo da fluorescéncia. No entanto, a andlise exclusiva da
variacdo da fluorescéncia com o angulo de incidéncia ndo é totalmente esclarecedor, pois a radiagdo

azul captada também sofre influéncia e esta devera ser minimizada.

A radiacdo azul captada, resulta ndo sé da que é reflectida directamente pela superficie da lamina,
mas também da fraccdo de luz azul que entra no substrato de vidro (em fun¢do dos angulos de

ataque) e que apds multiplas reflexdes internas, sai também pela extremidade da lamina.

Na Figura 8.15, a variacdo da intensidade da radia¢cdo correspondente a contribuicdo azul é
apresentada. Neste caso, a variacdo entre os 45-90 graus é equivalente mas ndo tdo acentuada como
a da Figura 8.13, pelas razdes ja referidas. A gama de angulos onde a reflexdo é minima ocorre entre

0s 30 e os 60 graus.

Dado que a decisdo para a escolha do angulo de colocagdo da lamina deve basear-se na maximizacdo
da fluorescéncia e na minimizacdo da reflexdo azul, foi determinado a razdo entre o sinal de

fluorescéncia sobre o sinal correspondente a reflexdo azul (Figura 8.18). Como resultado desta

anadlise, o angulo de incidéncia utilizado na construcdo de camara foi de 38 graus.
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Figura 8.18 — Razdo entre a intensidade de fluorescéncia e reflexao azul em fung¢do do angulo de incidéncia.

O estudo seguinte procurou avaliar se existe melhoria do sinal obtido quando se desloca a
extremidade da lamina a partir da sua posicdo central utilizada no teste anterior. Para isso,
mantendo a distancia entre a superficie do bundle e a extremidade da lamina em 2 mm, realizaram-
se medic¢Oes de intensidade da fluorescéncia para diversas posi¢des, tendo como referéncia (0 mm) a

indicada na Figura 8.19.

Topo:

Lateral: \

e e e i

4.5 mm

————

E =
= £
o) )

<

Figura 8.19 — Variacdo da posicdo relativa entre a lamina e o bundle.

A extremidade do bundle de fibra dptica tem um didmetro de radiacdo de 4.5 mm. Analisou-se a
variacdo do sinal de fluorescéncia e luz azul reflectida com a posicdo da lamina (Figura 8.21).

Estabelecendo uma razdo entre estes dois sinais (Figura 8.22), conclui-se que a posicdo mais
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favoravel corresponde a uma distancia de 1.5 mm da extremidade de referéncia. Nesta nova posicao,
existe um aumento da intensidade de fluorescéncia de 18% em relagdo a posi¢do central (2.3 mm)

utilizada nos ensaios do estudo anterior.
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Figura 8.20 — Variacdo da intensidade com a posicdo relativa entre a lamina e o bundle.
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Figura 8.21 — Variac¢do da razdo de fluorescéncia, com a posicdo relativa entre a lamina e o bundle.

Como resultado destes estudos, a caixa de suporte de amostras foi construida de forma a manter as
laminas na posicdo éptima de 38 graus de inclinacdo, a 2 mm de distancia do bundle e a 1.5 mm de

distancia da extremidade de referéncia.
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8.5. ATRASO DE FASE DA COMPONENTE ELECTRONICA

Nos ensaios realizados por fluorometria de fase, pretendeu-se medir exclusivamente o atraso da fase
introduzido pelo processo de fluorescéncia do filme sensor, que conforme abordado anteriormente
depende da concentragdo de oxigénio. O amplificador lock-in tem a func¢do de comparar o sinal
sinusoidal de referéncia alimentado ao LED com o sinal de saida do fotodetector, e dai determinar o
atraso na fase. No entanto, esse atraso, para além do processo de fluorescéncia tem outros
componentes associados, nomeadamente os atrasos devidos aos tempos de resposta dos elementos

electrénicos e que fazem parte dos sistemas de medicdo.

Se assumirmos que a configuracao de filtros impede que a radiacdo azul proveniente do LED chegue

ao fotodetector, a fase medida, ¢y, é dada por:
Om=0r + O Eq. 8.2

em que ¢ é o atraso de fase devido ao tempo de vida do fluoréforo, e ¢¢ corresponde ao atraso de

fase introduzido pelos elementos electrénicos e percurso éptico [19, 72].

A medigdo do atraso de fase ¢ foi efectuada através da colocagdo de uma lamina de vidro sem filme
sensor na camara de suporte e a remogdo do filtro passa-alto (550 nm) colocado a entrada do
fotodetector. Para medigBes a frequéncia constante, o valor da fase foi memorizado pelo lock-in e
descontado automaticamente nas subsequentes medicdes. Para a determinacao dos tempos de vida,
foi medido o atraso de fase 0¢ para as diferentes frequéncias testadas (Figura 8.22) e subtraido esse

valor ao medido, ¢y, para obter o ¢;.
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Figura 8.22 — Atraso de fase correspondente aos elementos electréonicos e percurso dptico em fungdo da

frequéncia.
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O atraso de fase (¢g) obtido para uma frequéncia de 45 kHz foi de 41.44 graus. Deste atraso, uma
fraccdo corresponde ao tempo que a luz demora a percorrer a distancia de cerca de 1.8 metros ao
longo das fibras dpticas. O valor calculado é de cerca de 0.15 graus num meio de vidro e para 45 kHz

[123]. Conclui-se que o atraso de fase deve-se maioritariamente aos elementos electrénicos.
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9. CARACTERIZAGCAO DOS FILMES DE SOL-GEL

9.1. CARACTERIZAGAO DA HIDROFOBICIDADE DOS FILMES

Um dos factores criticos que determinam o comportamento dos filmes quando utilizados em meio
aquoso é a sua hidrofobicidade. Conforme abordado na parte tedrica desta tese, uma elevada
hidrofobicidade dos filmes de sol-gel dificulta o preenchimento dos poros pela fase liquida
aumentando a fracgdo gasosa no interior da matriz através da qual as moléculas de oxigénio
provocam a supressdo do fluoréforo. Devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua o niumero de
moléculas disponiveis na fase gasosa é relativamente mais elevado, pelo que um aumento da frac¢do
desta, aumenta o numero de moléculas de oxigénio que provoca a supressao da fluorescéncia, logo a

aumenta a sensibilidade do filme.

Os precursores ormosils sao conhecidos por uma hidrofobicidade mais elevada relativamente aos
tetralcoxisilanos, resultante da existéncia de um grupo alquilo na estrutura molecular em
substituicdo de um grupo hidroxilo [109]. Quando os filmes sdo preparados por mistura de
precursores tetralcoxisilanos e ormosils, a hidrofobicidade resultante depende da propor¢ao entre os

dois reagentes, assim como do grupo alquilo do ormosil.

Neste capitulo, é apresentada uma caracterizacdo dos filmes produzidos relativamente a
hidrofobicidade, sendo esta determinada através da medi¢do do dngulo de contacto estabelecido por
uma gota de dgua depositada na superficie do filme. Quanto mais elevado o angulo de contacto,

maior é a hidrofobicidade do filme.

Com os resultados obtidos foi avaliada a influéncia do tempo de envelhecimento da solucdo
reaccional na hidrofobicidade dos filmes. Foi comparada a diferenga de hidrofobicidade entre filmes
produzidos a partir dos mesmos precursores mas com quantidades relativas diferentes, e
identificados os precursores que originam filmes mais hidrofébicos. A avaliacdo da hidrofobicidade
dos filmes produzidos permite identificar aqueles que possam revelar maior sensibilidade a

concentrac¢do de oxigénio.

9.1.1. MEIOS E METODOS

A caracterizacao da hidrofobicidade foi realizada em filmes de sol-gel produzidos a partir de solucdes

de sol-gel preparadas sem a introducdo do fluoréforo.
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As medicGes dos angulos de contacto estaticos dos filmes de sol-gel foram efectuadas num

goniémetro da marca Kruss, modelo DSA10 (Figura 9.1).

Figura 9.1 — Equipamento utilizado na determinagao dos angulos de contacto dos filmes produzidos.

O equipamento é constituido por uma fonte de iluminagdo, uma mesa de suporte da amostra onde
se encontra acoplada uma seringa (didametro da agulha = 1.5 mm) para deposi¢do da gota e uma

camara de video que efectua a aquisicdo de imagem.

A imagem da gota depositada obtida pela cdmara é sujeita a andlise pelo programa DSA10-software.
Este programa efectua a medigcdo do dngulo de contacto por tratamento da imagem recorrendo a um
dos métodos disponiveis: Tangent method 1, Tangent Method 2, Height-width method, Circle fitting
method e Young-Laplace (sessile drop fitting) [124]. Estes métodos diferem no modelo matematico
utilizado na andlise da forma da gota. Nas medi¢Ges efectuadas aos filmes de sol-gel, foi utilizado o
método Young-Laplace. De todos os métodos referidos este é o mais complexo mas também o
teoricamente mais exacto. Neste método, todo o perfil da gota é analisado e inclui um factor de
correcgao que assume que a forma da gota é obtida ndo somente pelas interac¢des na interface mas

que existe alguma distorcdo provocada pelo préprio peso da gota.

Para a determinagdo do angulo de contacto, a lamina com o filme sol-gel é colocado na mesa de
suporte de amostras com a superficie em andlise virada para o topo. Uma seringa com agua bi-
destilada é posicionada sobre a area onde se pretende efectuar a deposicdo da gota. Apds a

deposicdo da gota (70 pl), é efectuada a captura de imagem (Figura 9.2). A linha base da amostra é
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definida e efectua-se o calculo do dngulo de contacto. Para cada lamina revestida com o filme sol-gel,

foram efectuadas 4 medigOes, evitando sempre a deposicdo da gota numa area previamente medida.

Figura 9.2 — Deposicdo de gota sobre o filme sol-gel para determina¢do do angulo de contacto do filme ET31.

9.1.2. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Os valores dos angulos de contacto médios dos filmes e respectivos desvio padrdo estdo

representados em func¢ao do tempo de envelhecimento da solucao de sol-gel, na Figura 9.3.

Para cada composicdo de sol-gel, pode afirmar-se que o angulo de contacto médio apresenta
variag0es baixas ao longo do tempo de envelhecimento e dentro do desvio padrdao dos pontos
medidos. Por esta razdo, ndo é possivel concluir sobre uma tendéncia clara de aumento ou
diminuicdo do angulo de contacto com o tempo de envelhecimento. As medi¢des efectuadas na
mesma lamina ndo apresentam uma reprodutibilidade muito elevada, o que é reflectido no valor
elevado dos desvios padrdao. Tal poderd dever-se a uma heterogeneidade na composicdo da

superficie do filme e/ou a alguma rugosidade microscépica.

A comparacao dos filmes em que foram utilizados os mesmos precursores mas com quantidades
relativas diferentes, permite concluir que os filmes que apresentam uma razao ormosil:TEOS de 3:1,

sdo os que apresentam angulos de contacto mais elevados.
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Figura 9.3 — Representacdo grafica da variacdo do angulo de contacto de cada filme em fun¢do do tempo de

envelhecimento da solugdo de sol-gel.

Quando comparamos os filmes com diferentes composicdes mas com a mesma razao ormosil:-TEQS,
€ possivel estabelecer uma ordem crescente do grau de hidrofobicidade em fun¢do do ormosil
utilizado. Para cada uma das razées 3:1 e 1:1, a ordem é PTEOS < MTEQOS < ETEQOS < BTEOS. Para as
duas razdes nota-se uma maior proximidade dos valores dos filmes em que se utiliza MTEQOS e
ETEOS, enquanto os filmes com BTEOS e PTEOS apresentam valores distintamente mais elevados e

mais baixos, respectivamente.

9.1.3. CONCLUSOES

Os resultados obtidos ndo demonstram existir uma dependéncia da hidrofobicidade do filme com o
tempo de envelhecimento. Conforme apresentado nos fundamentos tedricos, o tempo de
envelhecimento apenas altera a estrutura do material e consequentemente a sua porosidade. Isto

significa que a porosidade nao afecta a hidrofobicidade dos filmes.

A hidrofobicidade depende maioritariamente da existéncia de grupos na superficie do material com
maior ou menor afinidade para a agua. Isto é evidente quando se comparam os filmes com razdes de
precursores diferentes. Os grupos alquilo, conferem a superficie do material um caracter mais
hidrofdbico, pelo que uma maior concentragcdo destes grupos aumenta a hidrofobicidade do

material.
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Os resultados revelam que quanto maior a cadeia carbonatada do grupo alquilo maior a
hidrofobicidade apresentada pelo material. O grupo fenil, derivado da molécula apolar de benzeno, é
0 que apresenta os valores mais baixos de hidrofobicidade. Estes resultados sao indicativos que as
composicdes que misturam os precursores BTEOS e TEOS poderdo ser os mais promissores para a

obtencdo de filmes sensores ao oxigénio dissolvido de elevada sensibilidade.

9.2. AVALIAGCAO DA FOTODEGRADACAO

A fotodegradagdo é um processo de perda das caracteristicas fluorescentes por parte do fluoréforo
com evidentes desvantagens em sistemas de medicdo de oxigénio, quer estes se baseiem na

intensidade, quer na fluorometria de fase.

No primeiro caso, a diminuicdo da fluorescéncia afecta directamente os resultados, dado que existe
uma relacdo directa entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de oxigénio determinada.
No caso da fluorometria de fase, esta tem sido apresentada como uma técnica que é imune a
fotodegradacdo [71], no entanto, isto apenas é verdade se os produtos resultantes da
fotodegradacdo nao exibirem eles prdprios fluorescéncia, ou ndao provocarem a supressdo da
fluorescéncia do fluoréforo [32]. Um estudo da fotodegradagdo do complexo de ruténio utilizado
neste trabalho, em matrizes de PVC e poliestireno, demonstrou que para além da diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia, ocorre também uma variacdo das fases medidas, embora esta ultima
seja relativamente menos acentuada [125]. Isto significa que para além do processo de degradagdo
do fluordéforo para produtos sem fluorescéncia, ocorrem outros que afectam os pardametros
relacionados com o tempo de vida. Adicionalmente, mesmo no caso de a fotodegradacao nao afectar
directamente as medic8es, a razdo sinal/ruido diminuird com a intensidade fluorescente, pelo que a

longo prazo ocorrera a uma degradacgdo da exactiddo das medidas efectuadas.

A taxa degradacdo do fluoréforo é tanto maior quanto maior for a intensidade da fonte de excitagéo,

o poder energético da radiacdao de excitacdo (menor comprimento de onda) e o tempo de exposicao.

Os testes apresentados neste capitulo avaliaram exclusivamente o efeito do tempo de exposicdo na

alteracdo do sinal obtido em medi¢des efectuadas através dos dois sistemas montados

9.2.1. MEIOS E METODOS

Neste estudo utilizou-se a montagem para determinac¢do de intensidades (Figura 8.1a), em que foi
avaliada a diminui¢cdo da intensidade fluorescente de um filme sensor ao longo de 60 minutos de
exposicdo continua a fonte de excitacdo (LED a 150 mA). Nesse periodo, foram efectuadas medicGes

de intensidade ao filme ET11G em meio gasoso arejado e nitrogenado, de forma alternada. Foram
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determinadas as diminuicGes da intensidade de fluorescéncia em cada um dos meios, assim como
variacdo da supressdo durante o periodo de estudo. Todos os testes foram realizados a temperatura

ambiente de 24°C.

Para a avaliacdo da variacdo do atraso de fase com o tempo de exposicdo a fonte de radiagdo, foi
utilizada a montagem da fluorometria de fase (Figura 8.1b) e seguida a metodologia anterior. Neste
caso, dado que a intensidade de radiacdo de excitacdo varia sinusoidalmente, foi estabelecido um
pico maximo de radiacdo de 300 mA, com uma média de radiacdo equivalente a 150 mA. Neste
ensaio, o tempo de exposicao do filme sensor foi de cerca de 110 minutos, tendo sido utilizada uma

nova amostra do mesmo filme. A frequéncia de modulagdo foi de 45 kHz.

9.2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variacdo da intensidade do sinal medido ao longo do tempo de exposicdao a fonte de excitagado,
pode ser observado na Figura 9.4. Na Figura 9.4a pode observar-se uma diminuicdo progressiva da
intensidade medida quer em meio nitrogenado (valores que iniciam com uma intensidade relativa
de 1) quer em meio arejado, confirmando que este fluoréforo sofre fotodegradagdo quando exposto

a uma fonte de radia¢do, conforme sugerido em vdrias referéncias bibliograficas [71, 125]

Nas Figura 9.4b e c, podem ser observadas as variagdes de intensidades que ocorrem exclusivamente
em meio nitrogenado e arejado, respectivamente. A reducdo do sinal de intensidade foi de cerca de
7% dos valores iniciais, nos dois meios. Estas variagdes podem ser ajustadas a modelos polinomiais

de 22 ordem, sendo estes apenas validos nos 60 min de ensaio.

Com os valores de intensidade em cada instante de tempo, determinou-se a variacao da supressao
utilizando a equacdo 4.4, tendo sido observado que nao existe uma tendéncia evidente de aumento
ou diminuicdo deste parametro (Figura 9.5). A variacdo ocorrida estd compreendida num intervalo
reduzido (cerca de 0.4%) pelo que podemos concluir que a supressao ndo é significativamente

afectada pela fotodegradacao.

Se considerarmos a calibragdo de um sensor que obedeca a equacgao de Stern-Volmer (Eq. 2.28), com
os valores iniciais de intensidade registados nos dois meios, ao final de 60 min de exposi¢do

obteriamos os desvios apresentados na Tabela 9.1.
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Figura 9.4 — a) Variagdo do sinal de intensidade em meio gasoso: b) nitrogenado, e c) arejado, com o tempo de

exposicao a radiagdo de excitagdo.
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Figura 9.5 — Variagdo da supressdao com o tempo de exposi¢cdo a radiagdo.

Tabela 9.1 — Desvios nas medi¢Ges de [O,] utilizando a equagdo de Stern-Volmer (com base nas intensidades),

apos 60 min de exposi¢do continua a fonte de radiacao.

[0,] real (% v/v) [0,] medida (% v/v) Desvio (% O,)
0 1.2 +1.2
20.95 24.1 +3.2

Em estudos similares, D.P. O’Neal [7] reporta uma diminui¢cdo e estabilizacdo da intensidade em
testes realizados a este fluoréforo numa matriz de hidrogel fabricada a partir de polietileno glicol
apods algumas horas de radiacdo. Em testes posteriores, apds a exposi¢ao continua de 24 horas sobre

os filmes sensores, afirma ndo terem sido detectadas variagdes de intensidade.

Noutro estudo, S. Pieper [126] apresenta resultados obtidos por exposicdo deste fluoréforo numa
matriz de silicone, a um laser diodo com um comprimento de onda nos 405 nm. O teste realizado ao
longo de 48 horas revela uma diminuicao da intensidade de forma acentuada nas primeiras 8 horas
para cerca de 66% do valor inicial, seguida de uma variagdo aproximadamente linear até atingir cerca

de 57% do valor inicial no final do ensaio.

De forma a avaliar como a exposicdo a fonte de excitacdo afecta o atraso de fase medido, foram

realizados ensaios em condicBes idénticas aos anteriores.

Os resultados apresentados na Figura 9.6 revelam que existe uma pequena variagao do valor da fase
medido em ambos os meios arejado e nitrogenado, sendo essa variagdo mais significativa em meio
nitrogenado. As variacOes de fase ocorridas correspondem a cerca de 1.4% e 2.3% dos valores iniciais

para os meios arejado e nitrogenado, respectivamente.
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Figura 9.6 — Varia¢do da fase em meio arejado e nitrogenado com o tempo de exposic¢do: a) ciclos ar/N,, b)

meio arejado, c) meio nitrogenado.
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Se os valores de fase iniciais forem utilizados na calibracdo de um sensor que obedeca a equacédo de
Stern-Volmer (Eq.4.1), ao fim de 110 min de exposi¢do continua a fonte de radiacdo serdo obtidos os

desvios apresentados na Tabela 9.2.

Tabela 9.2 — Desvios nas medi¢Ges de [O,] utilizando a equacdo de Stern-Volmer (com base nas fases), apds 110

min de exposi¢do continua a fonte de radiagao.

[0,] real (% v/v) [0,] medida (% v/v) Desvio (% O,)
0 0.3 +0.3
20.95 21.3 +0.4

9.2.3. CONCLUSOES

Para aplicagGes que requerem uma monitoriza¢do dos niveis de oxigénio a longo prazo, a medicdo de
oxigénio por técnicas de medicdo de intensidade com uma exposicdo continua do fluoréforo, ndo
constitui uma opg¢do devido ao elevado erro introduzido com a diminui¢cdo do sinal. Ja no que diz
respeito as medicGes por fluorometria de fase, verificou-se que uma exposi¢do prolongada introduz
uma variacdo dos sinais de fase, resultando em erros na medicdo da concentracdo de oxigénio
relativamente baixos (0.3% a 0.4%). Embora a utilizacdo da fluorometria de fase em sensores de
oxigénio apresente vantagens relativamente as medi¢des de intensidade, terd que ser assegurada
uma calibragdo em intervalos de tempo adequados de forma a manter a exactidao dentro de valores
previamente definidos e que deverdo ser em fungdo da aplicacdo pretendida. O projecto de um
sensor 6ptico baseado em fluorometria de fase, devera ter em considera¢dao que a minimizagdo do
tempo de exposicdo do sensor pelo LED permite aumentar os periodos entre calibracées. Como
opc¢ao, pode diminuir-se a intensidade de excitacdo do LED, minimizando assim a fotodegradacao,
mas neste caso estaremos a comprometer uma boa razdo sinal/ruido que por sua vez afecta o erro

associado as medicgdes.

9.3. ENSAIOS DE PRECISAO E LIMITE DE DETECCAO

A aplicacdo da modulagdo de fase para a medi¢do da concentragdo de oxigénio resulta na leitura de
um valor de fase para cada concentragao. Para avaliar a precisao dos valores de fase lidos, um filme
sensor foi submetido de forma alternada a meios gasosos de ar e N,. De forma a evitar a
interferéncia da fotodegradacdo do fluoréforo no sinal medido, estes ensaios foram realizados em

periodos de tempo relativamente curtos.

Com este estudo foi possivel obter uma estimativa da ordem de grandeza da precisdo (traduzido no

erro de leitura) a partir das varias leituras da concentracdo de oxigénio. Neste caso, dado que as
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medi¢Ges sdo efectuadas com valores de concentragdo de oxigénio conhecidos, o erro determinado

constitui também uma medida da exactiddo do filme sensor.

O limite de deteccdo (LOD- limit of detection) também é um pardmetro importante na caracterizagdo
de sensores. Como tal, foram determinados os limites de deteccdo de oxigénio gasoso e dissolvido,

para o filme testado.

Para a determinac¢do dos parametros referidos, foram calculadas médias e desvios padrdo associados
as medigGes para concentragles de oxigénio proximas de zero e em meio arejado, quer para o meio

agquoso, quer gasoso.

9.3.1. MEIOS E METODOS

Os testes de reprodutibilidade foram realizados com o filme sensor BTEOS:TEOS (1:1) obtido a partir
da solucdo de sol-gel com 95 horas de envelhecimento. A amostra foi introduzida na camara de
suporte das amostras e submetida a ciclos alternados de meios gasosos arejado e nitrogenado e

posteriormente a meios aquosos em equilibrio com atmosferas de ar e nitrogénio.

Estes ensaios foram efectuados em espacos de tempo reduzidos para minimizar o tempo de
exposicdo a radiacdo de excitacdo, e desta forma evitar que as medi¢cdes efectuadas fossem
afectadas pela fotodegradacdo. Dado que em meio gasoso a mudanc¢a da concentracdo é muito
rapida, efectuou-se uma exposi¢cdo continua da radiagdo de excitagdo durante cerca de 12 minutos,
ao passo que em meio aquoso, optou-se por desligar o LED durante o periodo de estabilizagcdo da

concentracgdo de oxigénio na caixa de amostras.

Durante estes ciclos foram registados os valores da fase resultantes de uma excitacdo a 45 kHz,
correspondentes ao tempo de vida que o fluoréforo apresenta em cada um dos meios. Com os
valores médios obtidos em cada ciclo, determinou-se as correspondentes exactiddes nas leituras da
concentracdo de oxigénio e o limite de deteccdo (LOD). Como referéncia, foram ainda calculados os

tempos de resposta de cada um dos sistemas gasoso e aquoso.

9.3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 9.7 sdo apresentados os valores da fase lidos ao longo de 5 ciclos de alternancia do meio

gasoso, num tempo de ensaio de cerca de 12 minutos.
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Figura 9.7— Medicdo da fase em ciclos ar/nitrogénio para o filme BT11D.

Os resultados permitem concluir que existe uma boa repetibilidade dos valores de fase medidos
(cerca de 31 graus para meio gasoso arejado e 51 graus para meio nitrogenado). Embora ndo visivel
no grafico devido a escala utilizada, observou-se que o tempo de resposta de 99% da variagdo de
sinal foi de 6 segundos em cada mudanca da concentracdo do meio. Este tempo de resposta é
apenas indicativo ndo correspondendo ao tempo de resposta do filme sensor, pois inclui o tempo de
renovagcdo do meio gasoso na caixa de suporte de amostras. Foram calculadas as médias da fase em
cada um dos patamares apresentados na Figura 9.7, tendo sido utilizado os valores medidos 30
segundos apdés o momento da mudanca de gas. Esta metodologia resulta do facto de se observar que
apdés a mudanca do meio gasoso a fase atinge um valor extremo, apds o que sofre uma certa

estabilizacdo. O célculo dos desvios padrdes das médias é apresentado na Tabela 9.3.
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Tabela 9.3 — Desvio padrdo da fase obtido numa sequéncia de ciclos ar/nitrogénio em meio gasoso.

1 2 3 4 5 Fase média Desvio padrao
Ciclos lobal (graus)
Média fase (graus) g g (graus)
M. Arejado 31.129 31.123 31.115 31.164 31.073 31.121 0.029
M. Nitrogenado 51.549 51.602 51.581 51.549 51.548 51.566 0.022

De acordo com a equacdo de Stern-Volmer, pode estabelecer-se uma relacdo linear da seguinte

forma:

tan (¢,)/tan (¢) = 1+ KSV [02] Eqg. 4.1

Dada a relacgdo linear, sdo necessdrios apenas dois pontos para estabelecer a curva de calibragao,

sendo esta da seguinte forma:

[0,] (% v/v) tan (¢o)/tan (¢)

0 1
20.95 2.087
20 F -
s |
j
5
>~ i
o
e T T e
C
5
1.0 T T T T
0 5 10 15 20
[02] (%)

Figura 9.8 — Curva de calibragdo para meio gasoso do filme BT11D (2 pontos).

O desvio padrdo obtido é traduzido num erro na leitura da concentracdo de 0.0066 % (v/v)' e
0.0017 % de oxigénio gasoso, para medicdes em meio arejado e nitrogenado, respectivamente.
Calculando o erro de leitura (exactiddo) com base num intervalo de confianca de 95%
(correspondente a 1.96 vezes o desvio padrdo), obtemos os valores de 0.0129% e 0.0033% de O,,
respectivamente  Considerando que o limite de detecgdo [127] corresponde a trés vezes o desvio
padrdo das leituras para uma amostra sem oxigénio, estimou-se um valor minimo de 0.0051% de

oxigénio para a sua deteccdo.

1 ~ s . . = -
Todas as concentragdes de oxigénio para o meio gasoso consideradas nesta tese sdo em % volumétrica. No caso de gases
ideais, a fracgdo volumétrica é igual a fracgdo molar. Embora o ar atmosférico ndo seja um gds ideal, este tem um

comportamento o suficientemente proximo de um gds ideal para que as fracgOes referidas sejam consideradas iguais.
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Estes ensaios foram repetidos em meio aquoso, com alternancia do meio em equilibrio com ar e
nitrogénio. Neste caso, a estabilizacdo é mais prolongada relativamente ao meio gasoso devido ao
caudal de alimentacdo da camara de suporte de amostras ser mais baixo, mas também devido a
maior viscosidade do liquido, o que origina uma renova¢dao mais lenta do fluido junto a zona de
medicdo. A Figura 9.9 corresponde a medi¢do do atraso de fase em meio aquoso arejado, seguindo-

se um ciclo completo de alteragao do meio aquoso arejado para nitrogenado e de novo para arejado.
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Figura 9.9 — Atraso de fase lido para o filme BT11D, durante um ciclo de mudanca da concentragdo de oxigénio

do meio aquoso .

Foi calculado o tempo de resposta do sistema para 95% e 99% da variagao total do sinal e foram
obtidos os valores de 0.68 e 5.08 minutos para a estabilizacdo em meio aquoso nitrogenado, e 0.63 e
2.52 minutos para a estabilizacdo em meio aquoso arejado. Estes resultados mostram que o tempo
de estabelecimento do equilibrio quando se introduz um analito (neste caso o oxigénio) em meio
aquoso é mais baixo do que quando se pretende remover o analito desse meio. Resultados similares

foram apresentados por A. Mils [128, 129].

Foram realizadas leituras da fase do filme sensor, quando submetido a um conjunto de ciclos
seguidos com periodos de estabilizacdo de 15 minutos apds a mudanc¢a do meio aquoso (arejado ou
nitrogenado) alimentado a camara de suporte. A Figura 9.10 apresenta apenas os valores lidos apds
cada estabilizacdo. Isto significa que cada variacdo brusca de fase entre os cerca de 33 e 49 graus
apresentada na figura é antecedida de 15 minutos de estabilizagdo do meio dentro da cdmara. Como
tal, o tempo apresentado ndo corresponde ao tempo de ensaio, mas antes, ao tempo de exposicao

do filme a radiacdo.
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Figura 9.10 — Medicdo da fase em ciclos alternados de meio aquoso arejado e nitrogenado para o filme BT11

(95h).

De forma andloga ao ensaio em meio gasoso, foram calculadas as médias da fase em cada um dos
patamares apresentados na Figura 9.10, assim como o calculo do desvio padrdo das médias dos

ciclos (Tabela 9.4).

Tabela 9.4 — Desvio padrdo da fase obtido numa sequéncia de ciclos ar/nitrogénio em meio aquoso.

1 2 3 4 5

. Fase média Desvio padrao
Ciclos
Média fase (graus) global (graus) (graus)
M. Arejado 33.638 33.722 33.603 34.692 33.646 33.660 0.047
M. Nitrogenado  49.168  49.187 49.149 49.144  49.116 49.153 0.027

De acordo com o Anexo A, a concentragdo do oxigénio em meio aquoso em equilibrio com o ar a
24°C (temperatura dos ensaios) e a pressdo atmosférica, é de 8.4 mg/L. Deste modo, e de acordo

com a equacdo 4.1, é obtida a seguinte relagdo linear:
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Figura 9.11 — Curva de calibragdo para meio aquoso do filme BT11D (2 pontos).

Os desvios padrdes obtidos para as medi¢des em meio aquoso traduzem-se em erros de medicdo da
concentragdo de oxigénio dissolvido (para um intervalo de confianca de 95%) de +0.073 mg/L e
+0.017 mg/L, para meio arejado e nitrogenado, respectivamente. Neste caso o limite de deteccdo é

de 0.027 mg/L.

9.3.3. CONCLUSOES

Os erros absolutos (95% confianga) determinados para os ensaios em meio gasoso arejado e
nitrogenado foram de +0.0129% e 10.0033%, respectivamente. Para comparagao destes valores,
foram pesquisadas as caracteristicas de alguns sensores de oxigénio comerciais, e encontraram-se
produtos baseados em fluorometria de fase [130] e sensores galvanicos [131] com um erro mais
elevado que o obtido para o filme testado, na ordem dos +0.2% de O,. No entanto, existem também
sensores especificos para medicdo de baixas concentragdes [132] e que apresentam erros inferiores,

na ordem dos £0.0005% de O,.

Nos ensaios em meio aquoso, o erro calculado foi de £0.073 mg/L e £0.017 mg/L de oxigénio
dissolvido em meio aquoso arejado e nitrogenado, respectivamente. A Mettler apresenta na sua
gama de produtos sensores de oxigénio dissolvido com um erro de 1 % + 0.1 ppbm do valor medido,
para um sensor amperométrico, e 1%+ 2 ppbm para um sensor optico [132]. Estes sensores,
apresentam um erro inferior para concentragdes baixas, mas para solucdes arejadas apresentam um
erro mais elevado de +£0.085 mg/L e £0.086 mg/L, respectivamente. Outros sensores comerciais

apresentam erros de leitura mais baixos, como alguns polarograficos com valores na ordem de
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0.2 mg/L [133]. Sensores Opticos desenvolvidos recentemente e referidos como de 22 geragdo
(baseados na fluorometria de fase) apresentam erros minimos de 0.1 mg/L, cerca de 3 vezes superior

ao valor maximo obtido nestes ensaios [130, 134].

Os erros determinados nestas medi¢Ges foram apresentados anteriormente em valor absoluto. Para
comparacdo dos erros de leitura entre os dois meios é Util a determinacgdo dos erros relativos (em %
do valor medido). Os erros relativos obtidos em meio arejado gasoso e aquoso sdo respectivamente,
de + 0.03% e + 0.44% do valor medido, verificando-se que o erro em meio aquoso é cerca de 14
vezes mais elevado. Esta diferenca pode ser explicada em parte, devido a maior diferenga entre o
indice de refracgdo ar/vidro, em relagdo diferenca dos meios dgua/vidro. Conforme demonstrado na
Figura 8.16, o angulo supercritico da interface ar/vidro é superior a agua/vidro, provocando um
maior “aprisionamento” da radiacdo fluorescente que é emitida em direc¢do ao substrato de vidro,
no primeiro caso. Conforme também referido, as extremidades da lamina sdo zonas preferenciais
para a saida dessa radiacdo, pois a radiacdo que se propaga ao longo da lamina, encontra nas
extremidades angulos de ataque inferiores ao supercritico. Uma vez que a lamina esta posicionada
de forma a optimizar a captacao dessa radiacdo, verifica-se que em meio gasoso existe um aumento
do sinal fluorescente captado. A menor intensidade do sinal de fluorescéncia captado em meio
aquoso resulta numa diminui¢cdo do SNR, causando uma maior influéncia do ruido nas leituras, logo

uma menor exactiddo na leitura de valores.

Relativamente aos limites de deteccdo calculados, estes foram de 0.0051% de O, em meio gasoso e
0.027 mg/L (27 ppbm) de oxigénio dissolvido. Estes valores sdo mais favoraveis do que outros
sensores Opticos de oxigénio baseados em intensidade e que apresentaram valores de limite de
deteccdo de 0.62% de O, em meio gasoso e 300 ppbm em meio aquoso [73]. Outro esquema
sensorial baseado em intensidade fosforescente apresenta um LOD para meio gasoso de 0.09% de O,
[135]. Os sensores da Mettler referidos anteriormente, sdo especificos para medi¢des de valores de

oxigénio dissolvido muito baixos e apresentam valores de LOD de 0.1 ppbm.

Os resultados obtidos com o filme sensor desenvolvido sdo promissores, pois apresentam valores de
exactiddo e LOD mais favoraveis do que alguns dos sistemas sensoriais comerciais e desenvolvidos

por diversos autores.

9.4. AVALIAGAO DA SENSIBILIDADE DOS FILMES

Este capitulo inclui uma avaliacdo da sensibilidade dos filmes produzidos e que constam na Tabela
7.2, excepto a composicdo BT31, pelo facto de estes filmes terem sofrido degradacdo apds a sua

preparagao.
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O parametro de sensibilidade considerado nesta avaliagdo foi a supressdo que os filmes apresentam
entre o meio gasoso arejado e nitrogenado, e ainda entre o meio aquoso em equilibrio com uma

atmosfera de ar e nitrogénio.

Foi estudada a influéncia do tempo de envelhecimento da solugdo, da natureza dos precursores
ormosils e a sua proporg¢ao na mistura com o TEOS, no parametro de sensibilidade referido. Desta
forma, foi possivel identificar as combinagdes de precursores mais promissoras para a construgao de
um sensor de oxigénio. De acordo com alguns autores [64], o tempo de envelhecimento
desempenha um papel importante na porosidade da estrutura de sol-gel e consequentemente na
sensibilidade. Neste estudo, foi também avaliado se o tempo de envelhecimento afecta de igual

forma a sensibilidade de todas as composicdes.

A utilizacdo de diferentes precursores na preparacdo dos filmes de sol-gel, altera ndo s6 a
composicdo e a estrutura da matriz, mas também confere graus de hidrofobicidade diferentes o que

pode ser determinante em medi¢cdes em meio aquoso [101, 131].

Os resultados obtidos neste estudo foram importantes para a escolha dos filmes que sofreram uma
caracterizagdo posterior mais rigorosa, numa gama de concentragao de oxigénio de 0 a 100% quer

em meio gasoso, quer em meio aquoso em equilibrio com a fase gasosa com estas concentragdes.

9.4.1. MEIOS E METODOS

A supressao foi determinada através da utilizagdo da equagdo 4.4. Para esse cdlculo é necessario
medir previamente os tempos de vida de fluorescéncia dos filmes sensores na auséncia de oxigénio e
em meio arejado. Os tempos de vida foram determinados utilizando a montagem experimental
apresentada na Figura 8.1b, que utiliza a fluorometria de fase. Para cada filme, foi realizado um
varrimento de frequéncias de 10 a 50 kHz com a medicdo das respectivas fases. Utilizando a equagdo
2.18, que estabelece uma relacdo linear entre as tangentes das fases e a frequéncia, foi possivel

obter o tempo de vida através de uma regressao linear aos pontos e determinacdo do declive.

Previamente a realizagdo destes ensaios, foi medido o atraso de fase correspondente ao tempo de
resposta dos componentes electronicos do sistema, para cada valor de frequéncia imposto.
Conforme referido na sec¢do 8.5, estes valores foram subtraidos aos atrasos de fase medidos com os

filmes sensores.

9.4.2. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

Conforme referido anteriormente, o calculo do tempo de vida é obtido apds a linearizagdo dos

valores do atraso de fase em fung¢do da frequéncia de excitacao do filme sensor. Como exemplo de
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calculo, a Figura 9.12 apresenta na forma grafica os valores da fase medidos em meio aquoso para a

lamina BT11A.
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Figura 9.12 — Relagdo linear entre a tan(¢) e a frequéncia.

De acordo com a equacgdo 2.18, os declives resultantes da regressao linear das curvas correspondem
a 27T, pelo que os tempos de vida calculados sdo de:
T = 3.72 Us

AT=1.62 s
TAR = 2.10 Us

Para este filme sensor, a supressao é determinado pela equagao 4.4:
S=(1T,—1)/7, =(3.72-2.10) / 3.72 = 0.435 — 43.5%

O mesmo tratamento foi realizado a todas os filmes testados, estando os resultados apresentados no
Anexo B. Nas figuras 9.13 a 9.14, pode observar-se a variagdo da supressdao em meio gasoso e aquoso

em fung¢do do tempo de envelhecimento da solucdo precursora que deu origem aos filmes.

Os resultados obtidos permitem concluir que, de forma generalizada, existe um aumento dos valores
da supressio com o tempo de envelhecimento, sendo esse aumento mais pronunciado em
determinadas composicdes. Isto significa que, na producdo de filmes sensores de oxigénio é possivel
aumentar a sensibilidade do filme através de um prolongamento do tempo de envelhecimento da
solucdo. Para cada composicao, os filmes com os tempos de envelhecimento mais elevados sdo alvo
de uma caracterizagdo mais detalhada no subcapitulo seguinte. Estes filmes foram obtidos com
tempos de reaccdo da solucdo de precursores muito proximos do tempo de gelificagdo. Ainda foram
produzidos filmes com tempos mais elevados, no entanto, estes apresentavam uma qualidade

Optica, adesdo e homogeneidade insatisfatdrias pelo que ndo foram considerados neste estudo. A
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ma qualidade dos filmes produzidos com um tempo de envelhecimento perto do ponto de

gelificacdo é confirmada por estudos conduzidos por C.McDonagh [64].
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Figura 9.13 — Valores da supressao obtidos em meio aquoso arejado e nitrogenado para filmes com diferentes

tempos de envelhecimento.
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Figura 9.14 — Valores da supressdo obtidos em meio gasoso arejado e nitrogenado para filmes com diferentes

tempos de envelhecimento.

O tempo de envelhecimento do ultimo filme produzido em cada composicio é naturalmente

diferente, uma vez que a cinética de reac¢do de cada solucdo também ¢é diferente. Dos filmes

produzidos, destacam-se os da familia MTEOS:TEOS que apresentam um tempo de gelificagdo mais

curto, e no lado oposto, temos a composicao ETEOS:TEOS com tempos de gelificagdo mais longos.
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O aumento percentual da supressdo entre o primeiro e ultimo filme produzido em cada composicdo,
pode ser observado na Tabela 9.5, o que permite tirar algumas conclusées. O aumento da
sensibilidade é mais significativo para as familias ETEOS:TEQS (1:1) em medi¢Ges no meio aquoso e
MTEOS:TEOS (1:1) em medi¢des no meio gasoso. A composicdo BTEOS:TEOS (1:1) apresenta a menor

variacdo percentual da supressao nos dois meios.

Observa-se que, regra geral, a supressdo sofre uma maior variagdo percentual entre os primeiros e
ultimos filmes produzidos, quando a composi¢do da solucdo é de 1:1 (ormosil:TEOS). Pode concluir-
se que nestes ultimos filmes, o prolongamento do envelhecimento da solucdo tem um efeito maior

no aumento da sensibilidade dos mesmos.

Tabela 9.5 — Aumento percentual da supressao entre os filmes com menor e maior tempo de envelhecimento.

MTEOS : TEOS ETEOS : TEOS BTEOS : TEOS PTEOS : TEOS
1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 1:1 3:1
Aumento  Meio aquoso 61 38 102 12 11 72 31
Supressdo  Meio gasoso 71 24 31 19 14 38 31

Quando se comparam os valores da supressao (figuras 9.13 e 9.14) obtidos para as diferentes
composicles, os filmes os que apresentam sensibilidade mais elevada sdao os da familia ET31 nas

medi¢des em meio aquoso e a familia MT31 nas medi¢Ges em meio gasoso.

A comparacdo entre a sensibilidade exibida pelo mesmo filme quando submetido a meio aquoso e
gasoso, revela que sem excepgao, os valores sdao sempre superiores no meio gasoso. Estes resultados
eram esperados, dado que na medicdo em meio aquoso, uma frac¢ao do volume dos poros de cada
filme esta parcialmente preenchida pelo meio aquoso, sendo a concentracdo de oxigénio neste meio

inferior a existente em meio gasoso, logo a sensibilidade sera menor.

A comparacao dos resultados obtidos em meio aquoso para as composi¢des que utilizam os mesmos
precursores, mas com proporcées diferentes (1:1 e 3:1), revela que o aumento da quantidade
relativa do ormosil na composicao do filme tem um efeito positivo na sensibilidade do mesmo. Estes
resultados eram esperados, pois o aumento da propor¢do do ormosil confere uma maior
hidrofobicidade ao filme. Daqui resulta, uma menor solubilidade da agua no filme, logo uma menor
fraccdo da fase liquida dentro dos poros do filme, com consequente aumento do numero de
moléculas de oxigénio que colidem com o fluoréforo [109]. Dado que a sensibilidade dos filmes BT11
é superior a todos os outros com a mesma proporg¢ao ormosil:TEOS de 1:1, estes resultados sugerem
que se os filmes BT31 tivessem apresentado qualidade suficiente, provavelmente também
apresentariam a maior sensibilidade nessa proporcio. E de notar também que essa diferenca é tanto

maior quanto menor for o envelhecimento do filme. Porque as propor¢des 1:1 sofrem um aumento
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mais acentuado da sensibilidade, essa diferenca é atenuada quando comparamos os ultimos filmes
produzidos de cada composicdo. Por exemplo, para a familia ETEOS:TEQS testada em meio aquoso, a
supressao medida para os primeiros filmes produzidos sdo de 25.7% e 45.9%, para as razdes 1:1 e
3:1, respectivamente, enquanto que para os ultimos filmes produzidos sdo de 52.0% e 51.6%. Esta
tendéncia verifica-se igualmente para a familia PTEOS:TEOS, sendo menos evidente na familia

MTEOS:TEOS.

Quanto ao meio gasoso, ndo é esclarecedor se o aumento da hidrofobicidade do filme podera ser um
factor que provoque o aumento da sensibilidade, pois na familia PTEOS:TEOS a razdo 1:1 apresenta
valores sempre mais elevados da supressdo, apesar de os estudos anteriores terem indicado que a

razdo 3:1 é mais hidrofdbica.

Nos testes realizados em laboratério foi utilizado ar desumidificado, no entanto é de crer que em
medicdes de meios gasosos em que possa existir algum grau de humidade, a hidrofobicidade seja um
factor importante. Esta questdo embora n3do tenha sido amplamente investigada, foi verificada
através da medicdo da supressdo das laminas BT11E (95 h) e PT11A (22h) em meio gasoso arejado
com ar desumidificado e ar atmosférico. Foram escolhidas estas duas laminas, por terem
apresentado valores dos angulos de contacto muito afastados, o que evidencia o diferente grau de

hidrofobicidade destes filmes.

O filme BT11E apresentou valores de supressdo de 51,5% e 45.7% em ar desumidificado e ar
atmosférico, respectivamente, o que representa uma diminuicdo percentual da supressdo de 11%
em relagdo ao valor inicial. De forma andloga, mediu-se a supressdao do filme PT11A, nas mesmas
condicBes, tendo sido obtidos valores de 31.1% e 23.5%, significando que a humidade atmosférica
provoca uma reducdo relativa da supressdo de 24%. A humidade atmosférica ndo foi medida
localmente pelo que estes resultados apenas sdo validos para a comparacdo entre estes dois filmes,
uma vez que as medi¢Oes da supressao foram efectuadas nas mesmas condi¢des. Conclui-se daqui,

gue o filme menos hidrofdébico, o PT11A, é mais afectado pela humidade relativa do ar.

9.4.3. CONCLUSOES

O tempo de envelhecimento da solucdo de sol-gel é um parametro que influencia positivamente a
sensibilidade dos filmes de todas as composicOes testadas, quer em meio aquoso, quer em meio
gasoso. Isto deve-se a uma maior difusdo do oxigénio, em resultado de uma maior porosidade,

guando se aumenta o tempo de envelhecimento [64].

Desta forma, deverao ser preparados filmes com elevados tempos de envelhecimento na construgao

de sensores de oxigénio. Filmes com tempos de envelhecimento demasiado préximos do tempo de
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gelificagcdo resultam em membranas com adesdo pobre, fissuracdo e ma qualidade dptica, pelo que

devera haver algum cuidado na escolha do tempo de envelhecimento em cada composicado.

Observou-se que para a medicdo de oxigénio em meio aquoso, os filmes com maior proporcdo de
ormosil apresentam sensibilidades mais elevadas, como resultado da maior hidrofobicidade revelada
por estes filmes. Os filmes preparados a partir de precursores mais hidréfobos apresentam ainda a
vantagem de sofrerem uma menor reducdo da sua sensibilidade quando sdo testados em meios

gasosos ndo desumidificados.

Comparando as diferentes composi¢des, conclui-se que para meio aquoso, a composi¢cao ET31
apresenta os melhores valores da supressdo. No entanto, a supressdo dos ultimos filmes produzidos
das composi¢des ET11, ET31, MT31 e BT11, apresentam valores muito préximos. Em meio gasoso, os
filmes com tempo de envelhecimento mais elevado das composicdes MT11 e MT31, foram os que

apresentaram maior sensibilidade.

Como resultado deste estudo, foi seleccionado um filme de sensibilidade elevada por cada
composicdo, para uma caracterizacdo mais detalhada, e que serd apresentada no subcapitulo

seguinte.

9.5. AVALIAGAO DOS PARAMETROS DE STERN-VOLMER

Do estudo anterior resultou a seleccdao de um conjunto de amostras, uma por composicado. Os filmes
escolhidos foram, regra geral, os que apresentaram uma maior sensibilidade em cada composicao e
que corresponderam aos de tempo de envelhecimento mais elevados. Estes foram submetidos a
ensaios para a determinagao da linearidade das curvas de calibragdo numa gama de 0% a 100% de

0,, assim como a determinacgao das constantes Ksy.

A determinacdo da constante K, foi efectuada através da medicdo da fase de um conjunto de 19
pontos ao longo da gama de concentra¢des, o que permitiu concluir com maior rigor sobre a
sensibilidade dos filmes. Os tempos de envelhecimento dos filmes testados podem ser consultados

na Tabela 9.6.As medi¢des foram realizados em meio aquoso e gasoso.

Tabela 9.6 — Tempos de envelhecimento das amostras testadas.

Precursores Razdo Tempo envelhecimento
ETEOS+TEOS 1:1 931
BTEOS+TEOS 1:1 375
PTEOS+TEOS 1:1 545
MTEOS+TEOS 3:1 169
ETEOS+TEOS 3:1 819
PTEOS+TEOS 3:1 254
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9.5.1. MEIOS E METODOS

Estes ensaios foram realizados numa montagem experimental para medigdes em meio aquoso
similar a apresentada na Figura 8.1b, mas com pequenas altera¢des. Os dois recipientes onde
borbulhavam ar e nitrogénio na configuracdo anterior, foram substituidos por um Unico vaso de 2L
(habitualmente utilizado como fermentador) onde o nitrogénio, ar e oxigénio sdo borbulhados em
agua destilada, com caudais individuais definidos de forma a estabelecer um meio de concentragdo
de oxigénio conhecida. O caudal total de borbulhamento foi de 500 mL/min. Dado que o vaso estd
equipado com agitador, foi aplicada uma agitacdo de 500 rpm para mais rapida homogeneiza¢do do
meio. Os filmes foram ensaiados utilizando meios em equilibrio com o gas borbulhado, numa gama
de concentracbes de 0% a 100% de oxigénio. O equipamento estava equipado com um sensor de
oxigénio polarografico que permitiu o controlo da concentragdo de oxigénio. Todos os ensaios foram
realizados a uma temperatura controlada de 30°C. A disposicao do equipamento utilizado pode ser

analisado na Figura 9.15.

Figura 9.15 — Disposi¢do do equipamento e instrumentacgao utilizados na determinagdo dos parametros de

Stern-Volmer.: A- vaso com agua; B- caixa de suporte de amostras; C- bomba peristéltica; D- dispositivo para
remocdo de bolhas; E- agitador; F- LED; G- fotodetector; H-Lock-in; |- Fonte de alimentagdo do LED; J- Gerador
de fungbes; M-Controlador de caudais de gases de borbulhamento e temperatura; N- Visualizagdo para registo

de resultados.
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Devido a agitacdo e borbulhamento no vaso, verificou-se a entrada de bolhas de pequena dimensao
na caixa de suporte das amostras, formando uma fase gasosa. A existéncia dessa fase gasosa é
indesejavel, pois esta faz aumentar os tempos de estabilizacdo da concentracdo do meio aquoso
dentro da caixa, sempre que ocorre uma alteracdo da composicdao do gas que é borbulhado no vaso.
Para eliminar este problema foi construido um dispositivo que impediu a entrada dessas bolhas na
caixa de suporte de amostras (Figura 9.16).

Fluxo de
agua e bolhas
(recirculagdo para o vaso)

Fluxo de
dgua e bolhas =l -

(proveniente do vaso)

— Fluxo de dgua
(alimentagdo a cdmara de suporte)

Figura 9.16 — Remocao de bolhas de ar no fluxo de dgua que entra na caixa de suporte de amostras.

Foram realizados ensaios preliminares, de forma a estabelecer o tempo necessario para o equilibrio
apdés a mudanca de concentracdo do gas borbulhado. Estes ensaios conduziram a definicdo do

seguinte protocolo:
Inicio do ensaio

- Ar (1 minuto)

- 0, puro (80 minutos)

- N, puro (60 minutos)

- Ar com 2.1% de O, (28 minutos)
- Ar com 4.2 % de O, (28 minutos)
- Variagdo de 2.1% de O, até os 21% de O, (ou 100% Ar; a cada intervalo de 28 min.)
- Ar com 31.5% de O, (28 minutos)
- Ar com 42.0% de O, (28 minutos)
- Ar com 52,5% de O, (28 minutos)
- Ar com 63.0% de O, (28 minutos)
- Ar com 73.5% de O, (28 minutos)
- Ar com 84.0% de O, (28 minutos)
- Ar com 94.5% de O, (28 minutos)
- 0, puro (28 minutos)

- Ar (tempo indefinido)

Fim do ensaio
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Este protocolo foi programado no sistema de controlo da unidade piloto do IBET para a alimentacao
do gas de borbulhamento no vaso fermentador, onde foi montado o sistema para medicdo de
oxigénio.

Antes do inicio do ensaio de cada filme, foi realizado um varrimento de frequéncias com medicdo da
fase correspondente ao atraso de fase da componente electrénica. Ainda antes do inicio do ensaio, é
realizado a medicdo das fases para determinacdo do tempo de vida em meio aquoso arejado, para

uma gama de frequéncias de 5 a 85 kHz (com um intervalo de 5 kHz).

Apds o inicio do protocolo, os caudais de alimentag¢do ao vaso vao sendo regulados automaticamente
para cada uma das composi¢des definidas, havendo um registo continuo da fase com o tempo, com

uma taxa de amostragem de 1 medicdo a cada 10 segundos.

Logo apds o inicio do ensaio, quando o meio é estabilizado em meio aquoso com borbulhamento de
oxigénio e a seguir de nitrogénio, foram efectuados varrimentos de frequéncias para cada um dos
meios, na mesma gama de frequéncias referida anteriormente. Estes dados serviram para o calculo
dos tempos de vida e da supressdo. Apds o varrimento de frequéncias em meio aquoso nitrogenado,
a frequéncia foi regulada para um valor éptimo, para a determinacdo do atraso de fase das restantes
concentracdes. A frequéncia 6ptima do ensaio de cada um dos filmes testados foi determinada no
estudo anterior e corresponde a maior diferenca de fase em meios aquosos em equilibrio com o

nitrogénio e o ar.

Os ensaios foram repetidos para meio gasoso, em que o0s gases puros ou em mistura, foram
alimentados directamente a cdmara de suporte de amostras. Dado que os tempos de estabilizacdo
da concentragdo de oxigénio sdo mais reduzidos, os tempos de espera do protocolo anterior foram
redefinidos em 8 minutos para a alimentacdo inicial de O, e N,, e 70 segundos para as restantes
concentragdes. Para cada composicdo, foram lidos os atrasos de fase num varrimento da frequéncia

de 10 kHz a 40 kHz (Af= 10kHz). Nestes ensaios, a taxa de amostragem foi de 1 medicdo/segundo.

9.5.2. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Na Figura 9.17, pode ser observado o perfil completo de medi¢Ges da fase para o filme BT11J em

meio aquoso, apds inicio do protocolo atras descrito.
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90 Varrimento
frequéncias
100% N2
60 - 100% Ar
- 100% 02 \
ad
g
20 |
9 30
) !
0 - 100% 02
-30 T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (horas)
Figura 9.17 — MedicGes de fase efectuadas a diferentes concentragGes para a lamina BT11J.

Para a determinacdo do atraso da fase devido exclusivamente a fluorescéncia do filme, foi necessario
subtrair a fase medida o atraso de fase corresponde a componente electrénica. Como exemplo dessa
correccao, pode observar-se na Figura 9.18 as representacdes das fases medidas, as correspondentes

a componente electrdnica e as corrigidas, obtidas para a lamina BT11J, em meio nitrogenado.

o N2 "
80 +---- - R GREEEEE

—o— Fase electrénica /o/‘y

—a— N2 corrigido o P PN

Fase (graus)

-40 w ‘ ‘
0 20 40 60 80
Frequéncia (kHz)

Figura 9.18 — Fases medidas para a componente electrénica e meio aquoso nitrogenado, para o filme BT11J.

A comparacdo das curvas das fases em funcdo da frequéncia (Figura 9.19) obtidas para os meios
aquosos oxigenado, arejado e nitrogenado, permite a determinacdo da frequéncia 6ptima a

implementar nas medig¢des, e que corresponde a diferenca maxima entre as fases.
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Na Figura 9.20, pode ser observada a diferenca de fase entre os meios referidos em funcdo da
frequéncia. Para medicGes de concentracdo de oxigénio numa gama entre o meio desoxigenado e
arejado, a frequéncia 6ptima é de 45 kHz. Na gama de concentracGes entre o meio arejado e o meio
oxigenado, a frequéncia dptima estd acima da mdaxima utilizada neste estudo (85 kHz). Se o filme
sensor for utilizado em meios cuja concentra¢do de oxigénio percorre toda a gama possivel valores, a
frequéncia dptima também estara acima dos 85 kHz, no entanto poder-se-a considerar frequéncias a

partir dos 60 kHz, pois a diferenga de fase nao sofre grandes variagdes até aos 85 kHz (< 2 graus).

As frequéncias utilizadas para a determinag¢do da curva de Stern-Volmer de cada filme (Tabela 9.8)
foram as que corresponderam a uma maior diferenca de fase na gama de concentragdes de oxigénio

entre o meio desoxigenado e arejado.

60
@ 40
Lo
(]
8
20
0
0 20 40 60 80
Frequéncia (kHz)
Figura 9.19 — Variacdo da fase com a frequéncia (filme BT11)J).
40

—o—N2-02

Diferencga de fase (graus)

0 20 40 60 80
Frequéncia (kHz)

Figura 9.20 — Diferenca de fase entre os meios aquosos nitrogenados, arejado e oxigenado, para diferentes

frequéncias de modulagdo (filme BT11J).
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De acordo com a equacao 2.18, a determina¢ao do tempo de vida pode ser obtida

da relacdo linear apresentada. Na Figura 9.21, estdo representadas as curvas

a partir do declive

que permitem a

determinacao dos tempos de vida em meio aquoso nitrogenado, arejado e oxigenado, para o filme

sensor referido anteriormente.

9

2 y =0.0236x +0.1435
o Ar R? = 0.9949
o 02
y =0.0133x + 0.0629
Re = 0.9972
-
&
e 1
y = 0.0062x +0.032
R =0.9978
0 T T T T
0 20 40 60 80

Frequéncia (kHz)

Figura 9.21 — Tangente da fase (¢) em fungdo da frequéncia de modulagdo, para o filme BT11J.

Apesar da representacdo grafica confirmar a existéncia de uma boa linearidade (r*> 0.99), pode

observar-se que com o aumento da frequéncia o desvio a linearidade é

I. Ogurtsov [136] refere que com aumento da frequéncia de modulagdo existe u

mais acentuado.

ma diminui¢do da

intensidade luminescente, resultando num aumento do ruido de fase. De forma minimizar a

introdugdo de erros no calculo dos tempos de vida, foram consideradas as frequéncias até 45 kHz.

Na Tabela 9.7, sdo apresentados os valores dos tempos de vida para as trés

concentracgdes de

oxigénio em meio aquoso ja referidas, para os varios filmes sensores estudados. Também sdo

apresentados os respectivos valores da diferenca de tempos de vida.

Tabela 9.7 — Tempos de vida e diferengas de tempo de vida determinados para os filmes de sol-gel.

Precursores Razao Tempo de Vida (ps) Atlps)

0, Ar N, O,-N, O;-Ar Ar-N,
ETEOS+TEOS 1:1 1,03 2,35 4,41 3.38 1.32 2,06
BTEOS+TEQOS 1:1 1,05 2,37 4,70 3.65 1.32 2,32
PTEOS+TEOS 1:1 1,85 3,44 4,61 2.76 1.59 1,17
MTEOS+TEQOS 31 1,23 2,57 4,61 3.38 1.34 2,04
ETEOS+TEOS 3:1 1,14 2,54 4,74 3.61 1.40 2,20
PTEOS+TEOS 3:1 2,14 3,71 4,91 2.77 1.57 1,20
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Os tempos de vida das amostras, revelam uma elevada proximidade dos valores obtidos para o meio
nitrogenado. Neste meio, os tempos de vida deveriam ser todos iguais, pois o fluoréforo é o mesmo.
As diferencas verificadas poderdo dever-se a interferéncia do sol-gel nas propriedades do fluoréforo

e a erros experimentais.

De forma a perceber se as frequéncias utilizadas na determinagdo das curvas de Stern-Volmer foram
as mais adequadas, determinaram-se as frequéncias dptimas tedricas, para as diferentes gamas de
concentragdes de oxigénio (Tabela 9.8). Para tal, utilizou-se a equacdo 4.2 e os tempos de vida

anteriormente calculados.

Tabela 9.8 — Frequéncias utilizadas nos ensaios e frequéncias 6ptimas tedricas, determinadas pelos tempos de

vida.

Frequéncia
. Frequéncia 6ptima (kHz)
Precursores Razio utilizada (kHz)

N,-Ar N,-Ar Ar-0, N,-0,
ETEOS+TEOS 1:1 40 49 75 102
BTEOS+TEOS 1:1 45 48 72 101
PTEOS+TEOS 1:1 35 40 55 63
MTEOS+TEOS 3:1 45 46 67 90
ETEOS+TEOS 3:1 45 46 69 94
PTEOS+TEOS 3:1 35 37 49 56

A frequéncia de 45 kHz determinada graficamente para o filme ET11 (Figura 9.20) para a gama N,-Ar
ajusta-se ao valor calculado teoricamente de 46 kHz. Para os restantes filmes também ndo existem
diferencas significativas. Na gama Ar-0,, os 69 kHz tedricos ajustam-se a zona de pouca variabilidade
referida anteriormente e para a gama N,-O,, os 94 kHz estdo acima do limite de 85 kHz estudado

anteriormente.

As frequéncias 6ptimas apresentadas na Tabela 9.8, correspondem a frequéncia que deve ser
escolhida no caso da utilizacdo exclusiva do sensor nas gamas de concentragao apresentadas. Por
exemplo, se um sensor apenas vai ser utilizado para meios aquosos com concentragdes de oxigénio
inferiores a que se verifica quando o meio esta em equilibrio com o ar, entdo a frequéncia que
maximiza a razdo sinal/ruido é a éptima determinada para essa gama. Se o sensor é utilizado em
toda a gama de concentracbGes de oxigénio, a frequéncia que de uma forma global minimiza os
desvios entre os valores medidos e os reais é a éptima determinada nessa gama. Isto significa que
para um sensor de oxigénio dissolvido construido com um determinado filme sensor, a frequéncia de

excitacdo pode ser ajustada no sentido de aumentar o desempenho.
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9.5.2.1. Determinacgao das curvas de Stern-Volmer em meio aquoso

Conforme ja referido, os ensaios foram realizados a temperatura de 30°C. A escolha desta

temperatura foi limitada pela temperatura ambiente que se verificou durante os ensaios.

Quando existe uma alteragdo da temperatura de um meio aquoso arejado, o sinal de fluorescéncia
gue quantifica a concentracdo de oxigénio também é alterada por varias razdes: devido a varia¢do
das propriedades de fluorescéncia (cap. 4.7), devido a dependéncia da solubilidade do oxigénio com
a temperatura (Figura 1.1) e devido a dependéncia da velocidade de difusdo do oxigénio na matriz de
sol-gel (eq. 2.31). Isto significa que existem diferencas entre os resultados dos ensaios realizados a

24°C (subcap. 9.4) e os aqui apresentados.

Por exemplo, enquanto o oxigénio dissolvido a 24°C é de 8.4 mg.L" para um meio aquoso arejado
(considerando a pressdo atmosférica de 760 mmHg), para 30°C esse valor serd de 7.5 mg.L"

(consultar Anexo A).

De acordo com a equagdo 1.1, a solubilidade do oxigénio em agua pura obedece a lei de Henry.
Através da tabela de solubilidade de oxigénio em agua pura apresentadas no Anexo A, podemos

determinar a respectiva constante de Henry para uma temperatura de 30°C:
ky=[0,(aq)]/ pO, = 1.1145x10" mol.L*.atm™

A partir desta relagdo, os valores anteriormente apresentados em % de O, (no protocolo dos ensaios)

serdo agora convertidos para mg.L™.

As constantes K, foram calculadas a partir da equacao 4.1 que relaciona as tangentes das fases
determinadas a varias concentracdes. As fases medidas para cada concentra¢ido de oxigénio foi
subtraida a fase correspondente ao atraso da componente electrdnica, determinada a respectiva
frequéncia a que cada lamina foi testada. As representagbes graficas utilizadas no calculo das

constantes de Stern-Volmer podem ser analisadas na Figura 9.22.

As curvas obtidas apresentam uma ndo linearidade que pode resultar do facto do fluoréforo nao
estar homogeneamente distribuido na matriz de suporte. Daqui resulta a existéncia de varios tipos
de microambientes que afectam de forma diferente a acessibilidade das moléculas de oxigénio aos
fluoréforos, conduzindo a diferentes sensibilidades. Normalmente, a utilizagdo de um modelo de
ajuste a dois tipos de ambientes [85], fornece uma boa aproximacdo dos resultados. Do ponto de
vista instrumental, a utilizacdo deste modelo ndo é muito pratico porque tem muitos pardmetros que

necessitam de calibracao.
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Figura 9.22 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio aquoso.

Alternativamente, para situacdes em que o sensor é utilizado em gamas limitadas de concentracdo
de oxigénio, pode ser utilizado o modelo simples da equacdo de Stern-Volmer. A analise ao grafico da
Figura 9.22, permite perceber que existe um aumento substancial da linearidade se forem
consideradas duas gamas de medicdes, dos 0 — 7.5 mg.L" (correspondente a concentracdes
inferiores ao equilibrio do ar com o meio aquoso) e 7.5 — 35.7 mg.L™". A representagdo grafica nestas
duas gamas pode ser observada nas figuras 9.22 e 9.23. Os valores das constantes de Stern-Volmer

podem ser consultados na Tabela 9.9.

y (B11)= 0.1431x + 1.0521
R2 = 0.9937
= ETEOS+TEOS (1:1) +  y(E11)= 0.1265x + 1.0263
204+ ---- o MTEOSHTEOS (3:1)  ————————— === ——mmmmm e~ R2 = 0.9976
o PTEOS+TEOS (3:1) B y(E13)= 0.1252x + 1.0413
o ETEOS+TEOS (3:1) R2 = 0.9946
+ BTEOS+TEOS (1:1) v (M13)= 0.1154x + 1.0349
i} PTEOS+TEOS (1:1) R2 = 0.9952
<
=g
O
2
- S y (P11)= 0.0582x + 1.0022
R2 = 0.9996
y (P13)= 0.0468x + 1.0035
R2 = 0.9996
1.0 : : ‘
0 1 2 3 4 5 6 7
[02] (mg.L-1)

Figura 9.23 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio aquoso, nagamade0—-7.5 mg.L‘l.

170



Capitulo 9 - Caracterizagdo dos Filmes de Sol-gel
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Figura 9.24 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio aquoso, na gama de 7.5-35.7 mg.L".

17

22
[02] (mg.L-1)

27

32

y(B11)=0.0778x + 1.5623
R2 = 0.9981

y(E11) = 0.0789x + 1.4039
R2 = 0.999

y(E31)=0.0698x + 1.4764
R2 = 0.9982

y (M31)= 0.0624x + 1.4557
R2 = 0.9977

y(P11)= 0.0416x + 1.1357
R2 = 0.9997

y(P31) = 0.034x + 1.1075
R2 = 0.9997

1

Tabela 9.9 — Valores da constante de Stern-Volmer obtidos em meio aquoso.

[0,] =0-7.5 mg.L"

[0,] =7.5-35.7 mg.L"

[0,] =0-35.7 mg.L"

Precursores Razao
Key (107 L.mg?) R Ksy (107 L.mg™) R? Ksy (107 L.mg™) R’

ETEOS+TEOS 1:1 12.65 0.9976 7.89 0.9990 8.74 0.9920
BTEOS+TEOS 1:1 14.31 0.9937 7.78 0.9981 8.92 0.9856
PTEOS+TEOS 1:1 5.82 0.9996 4.16 0.9997 4.46 0.9962
MTEOS+TEOS 3:1 11.54 0.9952 6.24 0.9977 7.19 0.9852
ETEOS+TEOS 3:1 12.52 0.9946 6.98 0.9982 7.96 0.9869
PTEOS+TEOS 3:1 4.68 0.9996 3.40 0.9997 3.64 0.9966

9.5.2.2.Determinagdo das curvas de Stern-Volmer em meio gasoso

Os filmes sensores testados para a determinacgdo das curvas de Stern-Volmer em meio aquoso foram

novamente utilizados com o objectivo de avaliar a sua sensibilidade em meio gasoso.

Neste caso, dado ter sido medido o atraso de fase para varias frequéncias em cada composicdo de

oxigénio gasoso, foi possivel a determinacdo dos tempos de vida em toda a gama de concentragdes.

Tomando como exemplo o filme BT11, pode observar-se na Figura 9.25, a variacao do tempo de vida

de fluorescéncia com a concentragdo de oxigénio. Observa-se que, a variagcdo do tempo de vida de

fluorescéncia do filme BT11) é mais acentuada para uma gama de concentragGes inferior ao meio

arejado.
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Figura 9.25 — Variagdo do tempo de vida com a concentragdo de oxigénio em meio gasoso, para o filme BT11.

A equacdo de Stern-Volmer permite relacionar a concentracdo de oxigénio com uma razdo entre os
tempos de vida ou com uma razao das tangentes de fase, conforme expresso na eq. 2.25 e eq. 4.1.
Nos ensaios em meio aquoso, os calculos foram efectuados com as tangentes das fases. Dado que o
primeiro método requer a obtencdo da fase a varias frequéncias (neste caso foram utilizadas 4
medicGes) e o segundo método apenas uma, poderemos considerar o primeiro como sendo mais
rigoroso. E de salientar que, para um sensor de aplicacio comercial ndo é pratico a determinacéo da
concentracdo de oxigénio pelo calculo dos tempos de vida, dado o elevado nimero de medicGes
necessdrias. A representacao grafica das curvas de Stern-Volmer em que se utiliza os tempos de vida

calculados pode ser observada na Figura 9.26

R?=0.9821
5 R®=0.9816
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» ETEOS+TEOS (3:1) ,
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4 +-- o MTEOS+TEOS(3:1) - ---------——————~—~—~——<" g7 ="~ __
+ BTEOS+TEOS (1:1)
o PTEOS+BTEOS (3:1) R?=0.9782
® * PTEOS+BTEOS (1:1)
2 R?=0.9930
R®=0.9941

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(02] (%)

Figura 9.26 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio gasoso.

172



Capitulo 9 - Caracterizagdo dos Filmes de Sol-gel

De forma andloga ao tratamento efectuado as curvas de Stern-Volmer obtidas em meio aquoso, em
meio gasoso também foi considerado a existéncia de duas gamas distintas, de 0% a 21% de O, e de

21% a 100% de O, (Figura 9.27 e 9.27).

Os valores das constantes de Stern-Volmer calculadas, assim como os coeficientes de correlagdo

podem ser observados na Tabela 9.10.

y (E11)= 0.0641x + 1.0966

25 R2 =0.9887
y (B11)= 0.0590x + 1.0762
* ETEOS+TEOS (1:1) R =0.9922
° ETEOS+TEOS (3:1) i y (E31)=0.0574x + 1.0822
* MTEOS+TEOS (1:1) R2 =0.9897
* MTEOS+TEOS(3:1) . y (M31)= 0.0536x + 1.0756
2+ + BTEOS+TEOS (1:])  ——————————————— o~ -~ =~ R2 =0.9881

o PTEOS+BTEOS (3:1)

. y (M11)= 0.0388x + 1.0610
PTEOS+BTEOS (1:1)

R2 =0.9853

to/t

y (P11)= 0.0262x + 1.0090

15 4o e el R2 =0.9986
' y (P31)= 0.0203x + 1.0070

R2 =0.999

1 T T T T
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Figura 9.27 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio gasoso, na gama de 0 —21% de O..
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Figura 9.28 — Curvas de Stern-Volmer para os filmes testados em meio gasoso, na gama de 21 — 100% de O,.
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Tabela 9.10 — Valores da constante de Stern-Volmer obtidos em meio gasoso.

[0,] =0-21% [0,] = 21-100% [0,] = 0 - 100%
Precursores Razdo
Ksyv (102 %) R’ Kev (102 %) R? Ky (102 %) R?
MTEOS+TEOS 1:1 3.88 0.9853 1.92 0.9950 2.24 0.9782
ETEOS+TEOS 1:1 6,41 0.9887 3.32 0.9972 3.86 0.9821
BTEOS+TEOS 1:1 5.90 0.9922 3.02 0.9968 3.54 0.9816
PTEOS+TEOS 1:1 2.62 0.9986 1.74 0.9978 1.92 0.9930
MTEOS+TEOS 3:1 5.36 0.9881 2.54 0.9967 3.00 0.9768
ETEOS+TEOS 3:1 5.74 0.9897 3.11 0.9978 3.53 0.9852
PTEOS+TEOS 3:1 2.03 0.9990 1.37 0.9985 1.50 0.9941

O cdlculo das constantes de Stern-Volmer, através da medicdo da fase para diferentes concentragées

de oxigénio numa dada frequéncia, conduziu a resultados muito préximos dos determinados pelos

tempos de vida. Tomando como exemplo o filme sensor de BT11J, as curvas de Stern-Volmer obtidas

pelas duas formas de calculo estdo representadas nas Figura 9.29 e 9.30.

to/t ou tan(po)/tan(¢)

25
+ Razdo fase y=00615x+1.0791 .~ -,
* Razdo tempos de vida R®=0.9901 - gt
2.0 - e
.~ y=00641x+1.0966
L R? = 0.9887
e
15 - o
pra
1.0
0 5 10 15 20

[02] (%)

Figura 9.29 — Curvas de Stern-Volmer obtidas em meio gasoso para o filme BT11J, através da determinagdo da

razdo de fases e da razdo de tempos de vida, no interva

lo de 0-21% de oxigénio.
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Figura 9.30 — Curvas de Stern-Volmer obtidas em meio gasoso para o filme BT11, através da determinacgdo da

razao de fases e da razdo de tempos de vida, no intervalo de 21-100 % de oxigénio.

Como se pode observar nestas figuras, existe uma elevada linearidade em ambos os casos. Os

declives que correspondem as constantes de Stern-Volmer também apresentam valores préximos. A

ordenada na origem, que idealmente devera ser igual a unidade, estd mais proxima desta nos

resultados que se utilizam os tempos de vida, corroborando a afirmacdo sobre a maior exactidao

deste método.

Na Tabela 9.11, estdo indicadas as constantes de Stern-Volmer obtidas através da medicdo das fases

a uma frequéncia éptima e a diferenca percentual quando comparados com as constantes obtidas

pelos tempos de vida e que constam na Tabela 9.10.

Tabela 9.11 — Constantes de Stern-Volmer em meio gasoso, obtidas pela medi¢do da fase a uma frequéncia

optima e diferencgas percentuais relativamente aos obtidos pela medi¢do dos tempos de vida.

[0,]=0-21%

[0,] = 21-100%

Precursores Razao
Ksv(107%") A% Ksy(10°%7)  Aci(%)

MTEQOS+TEOS 1:1 4.06 +4.6 1.90 -1.0
ETEOS+TEQOS 1:1 6.15 -4.2 3.19 -3.9
BTEOS+TEQOS 1:1 5.93 +0.5 3.00 -0.7
PTEOS+TEOS 1:1 2.76 +5.3 1.76 +1.1
MTEOQOS+TEOS 3:1 5.32 -0.8 2.33 -8.3
ETEOS+TEQOS 3:1 5.81 +1.2 3.02 -2.9
PTEOS+TEOS 3:1 2.06 +1.5 1.36 -0.7
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9.5.3. CONCLUSOES

As curvas de Stern-Volmer obtidas para todos os filmes nos meios aquoso e gasoso apresentam uma
elevada linearidade. Quando se comparam os coeficientes de correlacdo das curvas de Stern-Volmer
obtidas em meio gasoso (Tabela 9.10) com as obtidas em meio aquoso (Tabela 9.9), concluiu-se que
existe uma menor linearidade no primeiro caso. O numero de moléculas de oxigénio por unidade de
volume existente em meio gasoso é de cerca de 30 vezes superior ao numero existente em meio
aquoso, devido ao limite de solubilizacdo do oxigénio na dgua. Ainda que ocorra uma parti¢cdo entre
uma fase gasosa e a fase liquida no interior da matriz de sol-gel, esta ndo é completa. Isto significa
que as moléculas de oxigénio entram em contacto com o fluoréforo através das duas fases. A
reducdo da intensidade e do tempo de vida de fluorescéncia na presenca de oxigénio resulta da
contribuicdo das reducgdes que ocorrem em cada uma destas fases. Na Figura 9.26, a nao linearidade
observada nas curvas aumenta com a concentragdo de oxigénio. Se considerarmos, que o nimero de
moléculas de oxigénio que acedem ao fluor6foro em meio aquoso oxigenado é relativamente inferior
a um meio gasoso com 100% O,, poderemos dizer de forma grosseira que as curvas de Stern-Volmer
em meio aquoso sdo uma frac¢do das respectivas em meio gasoso. Isto significa que sera expectavel

uma maior linearidade, como os resultados confirmam.

Uma analise a constante Ksy como parametro que define a sensibilidade dos filmes sensores, permite
concluir que os filmes da composicdao BT11l com elevado tempo de envelhecimento sdo os mais
adequados para a construgio de filmes sensores para medicdo em meio aquoso,
independentemente da gama de andlise. Os restantes filmes testados apresentam no entanto

sensibilidades muito proximas, a excepgao das composicdes em que é utilizado o precursor PTEOS.

Em meio gasoso, a composicdao ET11 foi a que revelou uma sensibilidade mais elevada em toda a

gama de concentragdes.

Neste estudo também foi possivel concluir que a determinacdo das constantes SV a partir da
medicdo exclusiva das fases a uma Unica frequéncia, origina resultados muito préximos dos obtidos a

partir dos tempos de vida.

9.6. TEMPOS DE RESPOSTA EM MEIO GASOSO

A determinagdo do tempo de resposta pode ser realizada através de um ensaio em que se obtém a
resposta do sistema a uma variagao de entrada do tipo degrau. Para tal, é necessario que o sinal de
entrada do sistema (concentracdo de oxigénio na camara de suporte de amostras) sofra uma

variacdo brusca de valor e a andlise da variagcdo temporal do sinal de saida (o atraso da fase).
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Os ensaios realizados para a determinacdo da constante de Stern-Volmer em meio gasoso
envolveram alteragGes subitas da concentracdo de oxigénio da alimentacdo a cdamara de suporte de

amostras, pelo que foram utilizados para a determinagdo dos tempos de resposta do sensor.

Do sistema sabe-se que a camara de suporte tem um volume de 25 mL e que o caudal gasoso é de
500 mL/min, o que significa que a renovagdo do meio gasoso demora no minimo 3 segundos. O
tempo de estabilizacdo da concentracdo de oxigénio depende também do tipo de escoamento que se
verifica entre o ponto de entrada e saida da camara. No caso de recipientes com arestas (como é o
caso) existe a possibilidade de existirem zonas mortas, que ajudam a prolongar o tempo de

estabilizacdo da concentragdo do meio.

Dado que os tempos de resposta medidos tém associado o tempo de estabilizacdo da concentragédo

de oxigénio na cdmara, os tempos de resposta efectivos do sensor serdo inferiores aos apresentados.

Como exemplo, a Figura 9.31 apresenta a analise grafica do tempo de resposta do filme ET11 para

uma variagdo de 2.1% (de 2.1 para 4.2% O,) da concentragdo de oxigénio.

Na Tabela 9.12 sdo apenas apresentados os tempos de resposta para o filme ET11, pois os obtidos

para os restantes filmes foram todos muito préximos.
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Figura 9.31 — Avaliagdo do tempo de resposta do filme ET11, na passagem de 2.1% para 4.2% de O..

Os tempos de resposta obtidos encontram-se na mesma ordem de grandeza dos obtidos por outros
autores. Por exemplo, B.D MacCraith [137] refere um tempo de resposta de 5 segundos numa
variagdo de 0% a 100% de oxigénio para um sensor de oxigénio gasoso. J.Costa-Fernandez [108]

apresenta uma aplicacdo similar com tempos de resposta anunciados inferiores a 5 segundos.
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Tabela 9.12 — Tempos de resposta obtidos para as varia¢gdes de %0, (ET11).

Variagdes

Tempo resposta (s)
(valores em %de O,)

21-100 6

100-0

[N
H

0-21

[
o

2.1-4.2

4.2-6.3

6.3-8.4

8.4-10.5

10.5-12.6

12.6-14.7

14.7-16.8

16.8-18.9

189-21

21-314

31.4-41.8

41.8-52.3

52.3-62.7

62.7-73.2

73.2-83.7

83.7-94.2

0| 00| 00| N| N| 00| 0| O| 00| | 0| 0Of 00| 00| 0| 00|

94.2 - 100

100-21

[ERN
=
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10.CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

10.1. CoONCLUSOES

Esta tese apresenta o trabalho realizado no desenvolvimento e optimizacdo de um sensor dptico

para a medi¢do de oxigénio (gasoso e dissolvido) por fluorescéncia.

O desenvolvimento do sensor consistiu na produgao dos filmes sensores e na construcdo do sistema

instrumental para a medicdo da intensidade e dos tempos de vida fluorescéncia

Os filmes sensores foram produzidos através do processo de sol-gel. Este processo tem varios
parametros de controlo possibilitando obter materiais com caracteristicas distintas. Neste trabalho,
estudou-se a influéncia da composi¢do do filme de sol-gel e do tempo de envelhecimento da solugdo

antes da deposicdo dos filmes na medicao de oxigénio pelo filme resultante.

Nos filmes produzidos foi incorporado um fluoréoforo cujas propriedades fluorescentes sdo
modificadas na presenca de oxigénio através de um processo reversivel de supressdo. De entre os
fluoréforos estudados previamente, o complexo de ruténio foi o escolhido por apresentar
intensidade de fluorescéncia significativamente superior a das metaloporfirinas PdOEPK e PtOEPK.

Além disso, o complexo de ruténio apresentou supressao de cerca de 50%.

Sabendo que a hidrofobicidade aumenta a sensibilidade dos filmes sensores na medi¢do de oxigénio
dissolvido, efectuou-se a avaliagdo desta propriedade nos filmes produzidos. Os resultados
mostraram que a hidrofobicidade ndo depende do tempo de envelhecimento dos filmes sensores.
Relativamente a composi¢cao quimica dos filmes, observou-se que o aumento do numero de
carbonos na cadeia linear do alcéxido contribui para o aumento da hidrofobicidade. Por conseguinte,
exclui-se o PTEOS, que apresenta um grupo fenil e em cujos filmes se registou a hidrofobicidade mais
baixo. O aumento do ormosil na composicdo dos filmes resultou também num aumento de

hidrofobicidade.

Relativamente a construgdo do sistema instrumental, os estudos realizados ao posicionamento da
lamina de vidro onde foi depositado o filme sensor, revelaram-se fundamentais para a obtengdo de
uma boa razdo sinal/ruido. A escolha adequada dos filtros dpticos permitiu a minimizagdo da mistura

da radiacdo proveniente do LED com o sinal de fluorescéncia.

Nos estudos de caracterizacdo, foi avaliada a fotodegradacao do filme sensor com o tempo de
exposi¢cdo a radiagdo. Obteve-se uma reducdo da intensidade fluorescente de cerca de 7% ao longo
de cerca de 1 hora de ensaio. No mesmo periodo de tempo, verificou-se que existe igualmente um

desvio das fases medidas quando se utiliza a fluorometria de fase. Os resultados sdo indicativos da
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necessidade de esquemas de calibracdo regulares para minimizar os erros de medi¢do. Foram
obtidos valores para a precisdo e o limite de deteccdao mais baixos dos apresentados por alguns

sensores comerciais.

A determinac¢do dos tempos de vida por fluorometria de fase, permitiu determinar a supressao dos
filmes produzidos. Os resultados permitiram concluir que o tempo de envelhecimento é um
parametro muito importante no aumento da sensibilidade do filme. O aumento de sensibilidade é
devido ao aumento da porosidade dos filmes, o que por sua vez aumenta a difusdo do analito na
matriz de sol-gel. Os filmes com os tempos de envelhecimento mais elevados foram os que

apresentaram uma sensibilidade relativamente maior.

Na avaliacdo da sensibilidade através da determinagdo das constantes de Stern-Volmer, conclui-se
gue a composicdo BT11 é a mais adequada para a construcdo de filmes sensores para a medicdo em
meio aquoso. Apesar da composicao BT11 nado ter sido a que apresentou os resultados mais positivos
nas medicGes em meios gasosos, estes ficaram bastante proximos da melhor composicdo neste
meio, a ET11. Por esta razdo o filme BT11 é uma boa solugdo para um sensor que apresente a
versatilidade de poder ser utilizado para medicdo simultdnea de meios gasosos e aquosos. No
entanto, também se pode afirmar que a composicdo ET11, ndo apresentou resultados muito
afastados da BT11 em meio aquoso. Conclui-se que ambos os filmes sdo promissores para a medi¢do
de oxigénio, podendo o ET11 ser utilizado em aplicagdes mais indicadas para meio gasoso, com a
possibilidade de medicdo em meio aquoso, e vice-versa no que diz respeito ao BT11l. A
hidrofobicidade mais elevada obtida para o BT11 em relagdo aos filmes testados neste ensaio é um
dos factores contributivos para a sua elevada sensibilidade em meio aquoso. Outro factor é o
aumento de porosidade proporcionado pelo aumento do tempo de envelhecimento. Apesar do ET11
apresentar uma hidrofobicidade mais baixa que o BT11, a proximidade dos valores de sensibilidade

em meio aquoso pode ser justificada por uma porosidade relativa mais elevada.

Verificou-se ainda que a frequéncia dptima para a excitacdo do fluoréforo é modificada com a gama
de concentracGes de oxigénio que se pretende medir. Desta forma a frequéncia pode ser optimizada
guando a gama de concentracdes de oxigénio a ser medida é muito reduzida, minimizando assim

erros de leitura derivados de um SNR mais elevado.
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10.2. TRABALHO FUTURO

Devido ao elevado nimero de parametros que permitem a alteracdo das propriedades dos filmes de
sol-gel, a sintese e caracterizacdao de novos filmes para a avaliacdo da sua sensibilidade é uma tarefa

muito extensa. No entanto ficam algumas sugestdes para trabalho futuro:
- Alteragao do solvente utilizado na sintese dos filmes de sol-gel que utilizaram o OTEQS;

- Modificagdo das condi¢Oes de sintese ou do solvente para produzir filmes BT31 com maior
estabilidade estrutural ao longo do tempo. Alternativamente, poderdo ser produzidos filmes

com uma razdo BTEOS/TEOS=2;
- Producdo de filmes com uma razdo molar dgua/precursor superior a 2;
- Alteracao do pH da solugdo precursora;
- Substituicdo do catalisador HCl por HF, na producado de novos filmes.
Para os filmes produzidos, sdo recomendados os seguintes testes de caracterizacao:

- Avaliacdo da alteracdo do sinal com a temperatura e desenvolvimento de esquemas de

correcgao;
- Avaliacdo da influéncia da humidade atmosférica em ensaios gasosos.
- Avaliacdo do lixiviamento (leaching) do fluoréforo em medi¢des em meio aquoso.

- Estudar a influéncia da temperatura e tempo do tratamento térmico nas caracteristicas de
sensibilidade e estabilidade fisica dos filmes. Por exemplo, procurar com estes parametros

produzir filmes BT31 estdveis.

O sistema instrumental actual cumpre a fun¢do de caracterizar a sensibilidade dos filmes produzidos
em laminas. Uma vez avaliados os filmes mais adequados para aplicacdo especifica, a etapa seguinte
passa pela construcdo de um sistema sensor para a medi¢do real de oxigénio. A producdo de filmes
sensores depositados em fibra dptica é uma solucdo atractiva, pela versatilidade, miniaturizacdo e
portabilidade que confere ao sistema sensorial. A utilizacdo de fibras opticas obrigarda a uma
reconfiguracdo do sistema instrumental (ex. acoplamento de luz, avaliacdo da poténcia da fonte de

radiacdo, etc.).
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ANEXOS

A — SOLUBILIDADE DO OXIGENIO (EM MG.L'I) EM MEIO AQUOSO A VARIAS
TEMPERATURAS E PRESSOES.

Fonte: http://water.usgs.gov/owq/FieldManual/Chapter6/6.2.4.pdf (R.F. Weiss 1970)

Temp Atnmospharic prassure, in millimetsras of mercury

°c T3E 730 TEE TEQ 770 78 TED TEE TS0 T4E 740 T35 70 728 720 1% Flo 70e 700

.o 1c.3 15.1 15,0 14.% 1d.@ 4.7 14.6 4.5 144 143 4.2 4.1 .0 13.% 13.B 1:.7 13.6 13.5 13.d

.E 1c.1 4.9 4.8 4.7 Md.f 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 13,5 13.8 13.7 12.e 12.E 13.4 13.3 131.2

.o 11.e 14.7 .6 .5 4.4 4.7 4.2 4.1 4.0 13,9 13.8 13,7 13.& 13.5 12.4 12.3 13.2 13.2 11.1

.B 14.€ 14.5 144 14.3 4.2 14.1 ld.0 131.% 1¥.e 13.7 13.64 13.5 13.4 13.3 131.2 1%.2 13.1 13.0 12.%

.o 4.4 14.2 4.2 4.1 4.0 13,3 13.8 12.7 1. 13.5 13.4 13.3 13.F 13.2 12.1 1.0 12.9 12.8 12.7

.B 14.2 14.2 14.1 4.0 13.% 13,8 13.7 13.6 13.B 1¥.4 13.3 13.3 13.x 13.1 13.0 1z.% 12.g 12.7 12.&6 12.%

.o 4.1 14.0 13.9 13.8 13.7 1%.¢ 13.5 13.4 12.3 1%.3 13.2 13.1 13.0 12.3 1z.8 1z.7 1l2.€¢ 12.58 12.5 1z2.d

.E 12.% 1. 13.7 13.& 13.5 12.4 13.% 13.3 12.2 1.1 13.9 12.% 12.B 12.7 1Zz.& 1lZ.e 1l2.8 12.4 12.3 12.2

.o 12.7 1¥.¢ 13.5 13.4 13.3 13,2 13.2 13.1 13i.0 12.9 12.8 12.7 12.€ 12.6 1z 5 1z.4 12.3 12.2 12,1 12.0

.E 12,6 1*.4 13.2 13.3 12.2 12.1 13.0 1lz.% 1lz.p 12.7 12.7 12.& 12.B 12.4 12,3 12.2 12.1 12.1 1z.0 11.%
E.0 11,3 1%.3 13.2 3.1 13.0 12.3 12.8 1z.7 1z.7 12.¢ 12.58 12.d4 12.3 12.2 1z.2 1z.1 12.0 11.9 11.8 11.7
E.E 12.2 1.1 13.9 12.% 12,8 12.7 12.7 1lz.& 1lz.B 12.4 12.3 12.2 12.Z 12.1 1z.0 11.% 1ll.e 11.7 11.7 1ll.5
.0 1.0 12.9 12.9 12.8 12.7 12.¢ 12.5 1lz.4 12z.3 12.3 12.2 12.1 12.0 11.3 11.8 11.B 11.7 11.& 11.5 11.d
E.E 1z.p 12.¢ 12.7 12.& 12,5 12.4 12.% 1z.3 1lz.2 12.1 12.9 11.% 11.% 11.8 11L.7 1l.e 1l1l.8 11.58 1l.4 11.3
7.0 12.7 12.e 12.%5 2.4 12,4 12,2 12.2 1z.1 1lz.0 12.¢ 1l.9 11.8 11.7 1l.& 1l.& 1ll1l.8 11.4 11l.2 1l.2 11.1
7.5 1z.8 12.4 12.4 12,3 12.2 12.1 12.0 1z.0 11.% 11.¢ 11.7 11.& 11.& 11.5 11.4 23 11.3 11.2 11.1 .0

.o 1z.4 12.2 12,2 12,1 12,1 12.¢ 11.8 11.8 11.7 11.7 1l.& 1l.5 11.4 11.® 11.3 .2 11.1 11.9 1.0 0.9

.B 1z.2 12.1 12.1 12.0 11.% 11.# 11.8 11.7 11.¢ 11.58 11.4 11.4 11.3 11.2 11.1 .1 11.0 10.9 10.8 3

.o 1z.1 12.¢ 11.8 11.8 11.¢ 11.7 1l.& 1l.5 11.5 11.4 11.3 11.2 11.2 1l.1 1l.0 & 1. 12.8 10.7 N

.E 11. 11.8 11.9 11.7 1l.& 11.¢ 1l.5 1ll.4 11.3 11.2 11l.2 1l.1 11.0 10.3 10.% B 10.7 10.8 10.5 .E

.o 11.e 11.7 1l.& 1l.5 11.2 11.3 1l.2 1l.0 0.8 10.8 1007 1. 10.58 10.4 0.4

.E 11.7 11.¢ 11.58 11 .4 11.2 11.1 1.3 10.8 B 10.7 10.% 1.8 1g.4 10.3 .2

.o 11.8 11.4 11.4 11.3 11.1 11.0 1.8 10.7 € 10.& 10.5 13.3 10.3 10.2 .1

.B 11.4 11.3 11.2 11.2 11.0 10.% 1.7 10.8 L 10.4 1004 10.2 10.2 10.1 .0

.o 11.3 11.2 11.1 1l.0 10.8 1lo0.8 1.8 10.% .4 10,3 1003 12.1 1g.0 10.0 .9
1z.8 11.1 11.9 10.% 10.7 1l0.8 E 10.4 104 i 10.2 1 2.9 8.9 8.5 9.8
13.0 1d.9 10.9 10.8 10.& 10.5 4 1.2 10.2 z 10.1 o 3.3 5.8 8.7 3.7
11.8 1.8 18.7 10.7 10.5 10.4 k] 1.2 10.1 .1 1o.a B 4. 8.7 5.8 9.8
4.0 1.8 10.% 10.4 10.3 2 1.1 10.0 .9 8.9 T AT 8.8 8.5 3.5
4.8 1.6 18.5 10.d 10.2 10.2 1 10.0 5.5 B 5.4 NS N 1 5.5 8.d 3.4
Te=ng Atmospheric pressure, in millinsters of mercury

=C 73t 70 TeE  7AD TTS 770 788 TFeQ TSE TED T4E 740 TiE Taw 728 720 71 710 TO0E 700
1E.0 1.8 10.8 10.4 10.3 10.2 0.1 1000 9.9 5.3 8.B 9.7 8.7 9.6 8.5 5.5 3.4 8.3 9.1
1E.E 1.4 10.4 1p.3 1l0.2 10.1 0.0 5.8 9.8 5.3 8.7 9.6 B.& 2.t 8.4 5.4 2.1 8.2 2.z
2.0 1.3 10.2 1p.2 1l0.1 10.2 a.e 5.8 2.7 8.7 8.6 3.5 8. 3.4 8.3 8.3 2.2 8.1 2.1
15.5 1p.2 10.1 1p.1 1lo.0 8.9 2.7 5.7 9. 8.5 .8 3.4 5.4 2.3 8.2 8.2 2.1 5.0 .0
17.0 1.1 1lo.0 1p.0 5.9 5.9 2.€ 5.8 2.8 5.4 5.4 2.3 8.3 2.2 8.1 .1 2.0 8.3 B.g
17.5 10.0 9.8 8.9 2.8 2.7 2.7 3.6 3.5 5.8 9.4 8.3 8.1 3.2 8.2 3.1 5.0 2.0 9.3 8.8 E.EB
18.0 8.5 3. -] 2.7 9.g b8 3.8 3.4 8.4 2.3 5.3 8.2 3.1 8.1 4.0 8.3 B.2 4.2 8.7 e.7
18.5 5.8 2.7 8.7 5.8 3.5 8.5 2.4 2.3 5.3 2.2 5.2 8.1 2.0 2] e.% 8.3 B.a 2.7 8.7 B.E
15.0 8.7 9. 5.8 5.5 9.4 5.4 9.2 3.1 5.2 9.1 5.1 8.0 8.3 BE.& B.BE 8.3 B.7T 8.6 8.8 E.C
15.5 5.8 3.5 5.5 .4 3.1 5.3 9.z 9.2 5.1 9.0 =] E.& 3.3 E.8 B.7T 8.7 B.& 4.5 8.%5 E.4
Z0.0 8.2 2.4 5.4 2.3 3.3 8.2 3.1 9.1 5.0 e.3 8.3 B.E 3.8 B.T 8.6 A4.& B.E 4.5 8.4 B.3
20.5 5.4 2.3 8.3 5.2 9.2 8.1 3.0 9.8 B.% B.9 8.3 B.T 8.7 B.& B.E 8.5 B.4 9.4 8.3 B.2
21.0 5.3 9.2 5.2 5.1 9.1 .0 B.% 9.9 B8 e.e 8.7 B.e 9.6 B.L B.5 8.4 B.4 9.2 8.2 B.2
Z1.5 5.2 9.2 5.1 .0 9.0 5.3 B.% 4.8 E.T B.7 8.8 E.€ 8.5 E.4 e.4 8.3 B.3 9.2 8.1 E.1l
22.0 5.1 3.1 8.0 .0 4.3 5.3 B.BE 4.7 E.T B.€ 8.5 BE.C 3.4 E.4 B.32 8.2 B.2 9.1 8.1 E.D
22.85 5.0 2.0 8.3 B.g 4.2 8.3 B.7T 4.8 B.S B.5 8.5 E.4 2.3 B.3 g.2 8.2 B.1 9.0 8.9 7.8
23.0 5.0 B. 8.3 B.8 .7 8.7 B.E 4.E BE.E B.d B4 B.2 3.3 B.2 B.1 8.1 E.D 4. 7.9 7.8
23.5 4.8 B 8.3 B.7 8.6 8.8 B.& 4.5 E.4 .4 0.3 B.2 9.2 BE.1 B.1 8.0 E.0 7. 7.9 T.B
24.0 a.a e a.7 B.& 4. 8.5 e.4 2.4 B.3 e.3 8.2 B.2 3.1 E.D .0 7.3 7.9 7. 7.9 7.7
24.5 8.7 B.7T 8.8 B.E 4.5 5.4 e.4 2.3 B.3 .2 8.1 B.1l 2.0 E.D 7.8 7.3 7.4 7. 7.7 T.E
2E.0 8.8 B.E 8.5 B.E 3.4 8.3 B.2 9.2 B.2 B. 8.1 2.0 7.9 7.8 7.9 7.7 1.7 7.8 T.E
2E.5 4.5 B.E 8.4 B.4 4.2 8.3 B.2 4.2 E.1l B.0 8.0 7.3 7.4 7.8 7.7 7.7 7.8 T.8 7.5
28.0 8.t B4 8.4 B.3 4.2 8.2 B.l 2.1 E.D .0 7.9 7.8 7.4 7.7 7.8 7.8 7.8 7.5 7.4
28.5 8.4 e.1 8.3 B.2 4.2 8.1 e.l 2.9 E.D 7.9 7.8 7.7 7.7 7.6 7.4 7.8 7.5 T 7.4
27.0 8.3 e.1 8.2 B.2 4.1 8.0 .0 7.3 7. 7.8 7.4 7.7 7.8 7.6 7.5 7.8 7.4 7.3 7.3
27.5 8.2 B.2 8.1 BE.1 a.a 7.5 7.3 7.8 7.8 7.7 7.6 7.2 7.5 7.4 7.4 7.2 7.3 7.2
28.0 8.2 e.l 4.1 E.D 7.3 7.8 1.8 T 7.7 T.8 7.5 7.2 7.4 T4 7.3 7.2 7.2 7.2
28.5 a1 B.0 8.0 7.9 7.4 T 7.7 T 7.6 T.8 7.8 7.4 7.4 7.3 7.3 7.2 7.1 7.1
25.0 a0 B.0 7.9 7.9 7.4 T.T7.7 & 7.6 T.B 7.4 7.3 7.3 7.2 7.2 7.1 7.1 7.0
25.5 a.n 7.% 7.3 .4 7.7 7.6 7.6 B 7.8 T 7.3 7.3 7.2 7.2 7.1 7.1 7.0 7.0
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B — TEMPOS DE VIDA MEDIDOS E VALORES DA SUPRESSAO OBTIDOS PARA AS FAMILIAS DE
FILMES PRODUZIDOS (T=24 °C)

MTEOS : TEOS (1:1)

Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Refer. Amostra

envelhecimento (h)  ty, (Us) tar (Us) At (us) Supr.(%) tny(Us) ta (Us) At (us) Supr.(%)

A 3 4.33 3.49 0.84 19.4 3.8 2.42 1.38 36.3
B 17 4.38 3.51 0.87 19.9 3.91 2.26 1.65 42.2
c 91 4.41 3.44 0.97 22.0 4.05 2,12 1.93 47.7
D 115 4.29 3.4 0.89 20.7 3.76 1.77 1.99 52.9
E 138 4.31 3.4 0.91 21.1 4.04 1.86 2.19 54.0
F 160 4.26 3.22 1.04 24.4 4.03 1.66 2.37 58.8
G 214 4.39 3.04 1.35 30.8 3.97 1.5 2.47 62.2

ETEOS : TEOS (1:1)

Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Refer. Amostra

Envelhecimento (h)  ty, (Us) ta (Us) At (us) Supr.(%) tya (Us) ta (Us) At (us) Supr.(%)

A 22 4.56 3.39 1.17 25.7 4.74 2.58 2.16 45.6
B 89 4.56 3.28 1.28 28.1 4.73 2.54 2.19 46.3
C 188 4.71 3.23 1.48 314 4.87 243 2.45 50.1
D 257 4.74 3.17 1.57 33.1 4.89 2.44 2.45 50.1
E 306 4.79 3.17 1.62 33.8 4.94 2.37 2.57 52.0
F 350 4.67 3.08 1.6 34.0 491 2.33 2.58 52.5
G 426 4.58 291 1.66 36.5 4.87 2.09 2.78 57.1
H 470 4.61 2.89 1.72 37.3 4.97 221 2.77 55.5
| 645 4.57 2.71 1.85 40.7 4.88 2.09 2.79 57.2
J 713 4.57 2.66 191 41.8 4.89 211 2.78 56.9
K 806 4.48 2.42 2.06 46.0 4.94 2.15 2.79 56.5
L 931 4.33 2.08 2.25 52.0 4.91 2.09 2.82 57.4

BTEOS : TEOS (1:1)

Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Refer. Amostra

Envelhecimento (h)  ty, (Us) ta (Us) At (us) Supr(%) tyo (Us) ta(Us) At (us) Supr.(%)

A 4 3.72 2.10 1.62 43.5 3.86 1.92 1.95 50.3
B 49 3.96 2.16 1.79 45.5 4.13 1.97 2.16 52.3
C 72 3.84 2.03 1.81 47.1 4.02 1.86 2.16 53.7
D 95 4.15 2.30 1.85 44.6 4.41 2.14 2.27 51.5
E 118 4.12 2.29 1.84 44.4 4.47 2.09 2.38 53.2
F 164 4.13 2.28 1.85 44.8 4.50 2.14 2.36 52.4
G 190 4.18 2.27 1.91 45.7 4,51 2.14 2.37 52.5
H 212 4.07 2.28 1.79 44.0 4.36 2.15 221 50.7
| 256 4.32 2.30 2.02 46.8 4.59 211 2.48 54.0
J 375 4.39 2.27 212 48.3 4.89 2.08 2.81 57.5
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PTEOS : TEOS (1:1)

Refer. Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Amostra Envelhecimento (h)  ty, (Us)  ta (Us) At (us)  Supr.%)  ty, (Us) ta (us) At(us)  Supr.(%)
A 22 4.34 3.72 0.63 14.3 4.33 2.99 1.35 31.1
B 47 4.37 3.72 0.65 14.9 4.36 2.98 1.38 31.6
C 91 4.45 3.73 0.72 16.2 4.41 3.01 1.40 31.8
D 211 4.40 3.60 0.80 18.2 4.38 2.92 1.46 334
E 258 4.39 3.59 0.80 18.2 4.42 2.92 1.50 33.9
F 387 4.27 3.40 0.87 20.4 4.41 2.79 1.61 36.6
G 545 4.35 3.28 1.07 24.6 4.47 2.55 1.92 43.0
MTEOS : TEOS (3:1)
Refer. Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Amostra envelhecimento (h)  ty, (Us)  ta (us)  At(us)  Supr.(%)  tyo (Us) tar(Us) At (us)  Supr.(%)
A 33 4.57 2.98 1.59 34.8 4.72 2.31 2.41 51.1
B 95 4.37 2.5 1.86 42.8 4.58 191 2.68 58.4
C 125 4.36 2.39 1.97 45.2 4.63 1.8 2.82 61.0
D 169 4.3 2.23 2.07 48.1 4.61 1.69 2.92 63.3
ETEOS : TEOS (3:1)
Tempo Meio aquoso Meio gasoso
Refer. Amostra
envelhecimento (h)  ty, (Us)  ta (Us) At(us)  Supr.(%) tyo(Us) ta (Us) At (us)  Supr.(%)
A 26 4.49 2.43 2.06 45.9 4.83 2.42 2.41 49.9
B 58 4.68 2.47 2.21 47.2 5.00 2.39 2.61 52.3
C 121 4.66 2.44 2.22 47.6 5.02 2.37 2.65 52.8
D 152 4.97 2.55 2.42 48.7 5.34 2.42 291 54.6
E 194 4.97 2.55 2.42 48.7 5.33 2.44 2.89 54.3
F 263 4.92 2.52 2.41 48.8 5.31 2.41 2.90 54.6
G 361 5.08 2.56 2.52 49.6 5.46 2.42 3.03 55.6
H 429 5.10 2.54 2.56 50.2 5.49 2.45 3.04 55.4
| 479 5.15 2.57 2.58 50.1 5.52 2.46 3.06 55.4
J 522 5.11 2.53 2.58 50.5 5.5 241 3.10 56.3
K 599 5.13 2.53 2.60 50.7 5.52 241 3.11 56.3
L 694 5.15 2.56 2.59 50.3 5.46 2.34 3.13 57.2
M 819 5.12 2.51 2.61 51.0 5.39 2.20 3.18 59.1
N 980 5.02 2.43 2.59 51.6 5.50 2.22 3.28 59.6
PTEOS : TEOS (3:1)
Refer. Amostra Tempo Meio aquoso Meio gasoso
envelhecimento (h)  ty, (Us)  ta (Us)  At(us)  Supr.(%)  ty,(Us) ta (Us) At (us)  Supr.(%)
A 21 4.7 3.80 0.90 19.1 4.94 3.68 1.26 25.4
B 72 4.64 3.63 1.01 21.8 4.82 3.51 1.31 30.3
C 163 4.76 3.72 1.03 21.8 4.98 3.62 1.36 30.6
D 183 4.73 3.69 1.05 22.0 4.93 3.58 1.35 31.5
E 254 4.75 3.60 1.15 24.2 4.95 3.45 1.50 30.3
F 333 4.78 3.58 1.2 25.1 4.96 3.32 1.64 33.2
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