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Resumo

O triclosano (TCS) é um agente anti-séptico usado largamente em produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais. No entanto, em estudos com animais, foi
provado que a exposigdo continuada pode levar a uma série de consequéncias
negativas, como disfuncdo tiroideia, carcinogénese, obstrucao da forca muscular
e resisténcia a antibidticos. Estudos epidemiolégicos tém revelado a presenca de
TCS em quantidades significativas em fluidos corporais em todas as faixas
etdrias, como urina, sangue e leite materno. O propésito deste trabalho foi
desenvolver um sistema sensorial capaz de detectar moléculas de TCS em baixas
concentragdes no leite materno, seguindo o conceito de lingua electrénica,
utilizando filmes finos poliméricos preparados pela técnica de camada-por-
camada e por impressao molecular e usando espectroscopia de impedancia como
método de deteccdo. Os valores de impedancia foram medidos em solugdes
aquosas de TCS e em emulsdes preparadas a partir de férmula infantil, usada
como substituto do leite materno, contendo TCS dissolvido. Verificou-se uma
variagdo significativa dos valores de impeddncia medidos com a adigdo e
aumento da concentragdo de TCS nas solucdes e emulsdoes em estudo. Essas
diferencas foram mais evidentes em situacdes de baixa concentracdo revelando
que os métodos usados podem ser considerados na detecdo de TCS em leite

materno.

Palavras-chave: Triclosano, leite materno, lingua electrénica, polimeros de

impressao molecular, espectroscopia de impedancia.
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Abstract

Triclosan (TCS) is an antiseptic agent widely used in pharmaceuticals and
personal care products. However, in animal studies, it has been proven that
continued exposure may lead to a number of negative consequences, such as
impaired thyroid function, carcinogenesis, muscle strength obstruction and
resistance to antibiotics. Epidemiological studies have been revealing significant
amounts of TCS in body fluids in all human age ranges, such as urine, blood and
breast milk. Therefore, the purpose of this work is to develop a sensor system for
the detection of low concentration TCS in breast milk, following the concept of
electronic tongue by using molecularly imprinted polymer and impedance
spectroscopy as method of detection being the obtained data characterized.
Impedance values were measured in aqueous solutions of TCS and in emulsions
prepared from infant formula, used as a substitute for breast milk, containing
dissolved TCS. There was a significant variation of the impedance values
measured with the addition and increase of the TCS concentration in the
solutions and emulsions under study. These differences were more evident in
situations of low concentration, revealing that the methods used can be

considered in the detection of CSC in breast milk.

Keywords: Triclosan, breast milk, molecularly imprinted polymer

impedance spectroscopy
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Introducao

O 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)-fenol ou triclosano (TCS), é utilizado como
agente antibacteriano e como conservante em produtos farmacéuticos e de
cuidado pessoal, tais como medicamentos, pastas dentifricas, desodorizantes,
sabonetes, cremes, entre outros[1]. Este composto foi produzido pela primeira
vez na década de 60, pela empresa Ciba-Geigy, tendo sido introduzido ao
consumidor em 1972 na area da satide e posteriormente expandindo-se para
outras dreas. O TCS é um composto aromatico, com grupos funcionais fenois
(OH) e éteres (R — 0 — R"), com a aparéncia de um p6 branco sélido, pouco solavel
em agua, mas solivel em etanol e metanol. O TCS, ao atingir a membrana
citoplasmatica pode afectar a sintese de acido ribonucleico (RNA), responsavel
pela sintese de proteinas da célula. A actividade antibacteriana do TCS deve-se a
sua ligacdo com a enzima Enocarril-acila transportadora redutase, responséavel
pela sintese de acidos gordos, essenciais para manter os niveis saudaveis de

lipidos no sangue[2].

Devido as suas propriedades quimicas de bioacumulagdo e resisténcia a
degradacdo, por causa da sua natureza aromaética e alto teor de cloro, estudos
epidemioldgicos revelam que niveis significativos de TCS podem ser detectados
em fluidos corporais em todos os grupos etdrios humanos, como urina, sangue e
leite materno[3]. Vérios estudos revelam que mulheres gravidas e os seus fetos
sdo especialmente vulnerdveis a alteragdes hormonais potenciadas pelo TCS,
podendo este ser detectado no leite materno em concentracdes que variaram de

100 a 2100 pg/kg de lipidos[4]. Woods et al[5] tomaram consciéncia de que o TCS
1



pode por em perigo a gravidez, reduzindo a secrecdo total de estrogénio
placentario e reduzindo assim a accdo do estrogénio nos tecidos alvo criticos para
a manutencdo da gravidez. Em ratos injectados com células tumorais do cancro
da mama humano, a exposicdo a TCS exibiu actividade estrogénica e
androgénica nas células tumorais, levando a um aumento significativo no

desenvolvimento de massas tumorais[6].

Embora o TCS ndo seja agudamente téxico para os seres humanos, ja foi
provado em estudos in vitro e in vivo em animais que a exposicao continuada
pode conduzir a uma série de consequéncias negativas, como funcao tiroideia
prejudicada, perturbacdo enddcrina, stress oxidativo que esgota os teores de tiol
celular, levando a perturbacdo da homeostase celular, carcinogénese hepatica,
obstrucdo da forca muscular e resisténcia a antibioticos[4]. Desta forma, a
inocuidade do uso generalizado e incessante de TCS em produtos de consumo
doméstico comega a ser bastante questionavel. Em vista destes resultados, varias
tentativas tém sido realizadas para desenvolver sensores para detectar este
poluente [7][8], mas o maior desafio, a deteccao de TCS numa matriz complexa
aquosa ou numa emulsao por meio de um sensor eficaz, econémico e descartavel,

para que possa ser utilizado a larga escala, ainda nao foi superado.

Tendo em vista um melhor conhecimento acerca dos meios através dos
quais o TCS chega até ao ambiente e aos organismos vivos, nomeadamente aos
seres humanos, e qual o impacto deste poluente na satide publica, o objectivo
deste projecto consiste no desenvolvimento de um sistema de sensores para a
deteccdo de TCS em baixas concentracdes, em leite materno, seguindo o conceito
de lingua electrénica[9]. Os sensores sdo preparados a partir de filmes finos
obtidos pela técnica camada por camada e por impressdo molecular, usando
como método de andlise a espectroscopia de impedancia e caracterizagdo pelo

método de andlise de componentes principais.

Para além deste capitulo de introdugdo, esta tese é composta por mais 3
capitulos. No capitulo 2, apresenta-se uma breve introducdo ao triclosano e os
impactos provocados pela sua utilizagdo e disseminacdo no ambiente. No
capitulo 3 é detalhado todo o procedimento experimental usado, incluidos todos

os materiais e metodologias aplicadas. No capitulo 4 sdo expostos e discutidos os



resultados obtidos. Por fim, no capitulo 5, sdo apresentadas as conclusdes

retiradas bem como sao indicadas algumas sugestdes para trabalhos futuros.

O trabalho em causa consiste na continuacao de trabalhos desenvolvidos no
passado, trazendo como inovacdo a preparacdo de amostras usando leite
materno e o revestimento da superficie dos sensores através de técnicas de

impressao molecular.






Estado da Arte

2.1 Exposicao humana ao triclosano

O TCS chega até nos, por absorcao da pele e ingestdo, ndo s6 através de
produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal, que usamos diariamente, mas
também através da dgua que bebemos e de todos os alimentos que ingerimos. As
estacOes de tratamentos de dguas residuais (ETAR) actuam no sentido de tratar
a agua de forma a que a mesma seja introduzida num curso de agua sem
restricdes. Contudo, os tratamentos convencionais podem ser insuficientes e
ineficazes para alguns compostos, potencialmente perigosos, com consequéncias
nos organismos vivos, incluindo o ser humano. Os produtos farmacéuticos e de
cuidado pessoal, cujo consumo se da a escala global, requerem especial atencao
pela sua introdugdo incessante e consequéncias no ambiente. Estes produtos tém
a capacidade de persistir no ambiente e nos seres vivos com efeitos nocivos. Um
dos exemplos mais comuns é o TCS. Durante o processo de tratamento de dguas
residuais, o TCS é transformado em metiltriclosano, cuja lipofilicidade e
resisténcia a processos de biodegradacdo e de fotdlise fazem com que este
metabolito exiba maior grau de persisténcia no meio ambiente do que o TCSJ2].
A fotodegradacao do TCS em solucées aquosas pode produzir dioxinas e
clorofendis e, em dgua ou em varios produtos de consumo, também pode reagir

com cloro ou cloramina livres para produzir cloroférmio e outros derivados[8].



A Figura 2.1 ilustra o destino e os efeitos do TCS no ambiente e potenciais formas

de exposi¢do humana ao TCS.
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Figura 2.1: Meios através dos quais o TCS chega ao ambiente e aos seres vivos[3]

Numerosos estudos [10][11][12] documentaram a detec¢ao de TCS na urina,
sangue e leite materno em diferentes regides do mundo, sugerindo que a
populacdo em geral estd exposta ao TCS. O primeiro relato de TCS no leite
materno humano foi efectuado num estudo sueco em que em 34 amostras de leite
materno o TCS foi detectado em 3 de cada 5 amostras. No Estados Unidos, em 62
amostras de leite foi detectado TCS em 51 das amostras, com valores acima de
150 ng/ kg nalgumas das amostras[3]. Rotroff et al. estabeleceram um modelo de
extrapolacdo in vitro e in vivo para estimar a dose oral didria humana (dose

equivalente oral) de uma série de produtos quimicos, incluindo TCS. Estes

6



apresentaram um nivel de exposicdo oral humano de 0,13 mg/kg/dia. Estes
dados desafiam a utilizagdo segura de TCS em seres humanos e suportam o
conceito de que o nivel de exposi¢do a TCS humano estd dentro do intervalo no

qual ocorre uma bioactividade in vitro significativa[4].

Centros de controlo e prevencdo de doencas, provaram a elevada exposigao
de certos produtos quimicos, tais como fenoéis, como TCS, e parabenos, entre a
populacdo, em geral, dos EUA. Como estas substancias quimicas sao
particularmente encontradas em cosméticos, filtros de radiacdo UV, sabonetes
antimicrobianos, logdes e plésticos usados em brinquedos e armazenamento de
alimentos, conjectura-se que mulheres gravidas e criangas possam estar sujeitas

a maior exposicdo, devido ao uso intensivo destes produtos.

Noutro estudo, num conjunto de 80 mulheres, foram colectadas vérias
amostras de urina durante a gravidez e apds o parto, bem como amostras de
urina dos respectivos recém-nascidos e leite materno. Foi detectado TCS em mais
de 80% das urinas maternas (com uma média de 21,61 pg/L), em 60% das urinas
infantis (com uma média de 2,8 pg/L) e em 46% do leite materno[13]. Mais uma
vez, a ampla exposicdo a fenéis ambientais, como TCS, entre mulheres gravidas
e lactentes contribuem para a hipdtese de que este grupo populacional esta
especialmente susceptivel aos possiveis riscos associados ao TCS. Na Tabela 2.1,
adaptada da literatura, estdo representadas as concentragdes de TCS e bisphenol
A (BPA) detectadas em urina materna, urina infantil, leite materno, férmula

infantil (leite artificial) e mecénio (primeira matéria fecal do recém-nascido).
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2.2 Efeitos biologicos e fisiologicos do triclosano

2.2.1 Doenca hepatica e carcinogénese

Em estudos de carcinogénese crénica em ratos foram encontrados no
tigado tumores relacionados ao tratamento com TCS, com sinais de hipertrofia e
vacuolizagdo dos hepatocitos. Conjectura-se que em dgua da torneira tratada com
cloro, o TCS aumenta a producado de cloroférmio, que a Environmental Protection
Agency (EPA) classifica como provavel carcinégeno humano. Foi também
sugerida uma ligacdo de TCS a dioxinas, uma familia de compostos com amplas
toxicidades, incluindo carcinogénese e enfraquecimento do sistema imunitario e
da fungdo reprodutival4]. Ma et al. [14] demonstraram que o TCS reduz
significativamente o nivel de metilacdo do acido desoxirribonucleico (ADN)
global em células humanas HepG2 (células epiteliais de carcinoma do figado
humano) e inibiu a actividade da metiltransferase do ADN, implicando que o
TCS pode promover o desenvolvimento de tumores alterando a metilagdo do
ADN, ja que a hipometilacao global do ADN é considerada um biomarcador de
progressdo do cancro. Através de experiéncias in vivo e in vitro com uma
variedade de biomarcadores, demonstrou-se que o TCS aumenta a proliferacdo
de hepatdcitos, induz fibrogénese, produz stress oxidativo e promove respostas

inflamatorias[4].

2.2.1.1 Stress oxidativo

Em figados de ratos tratados com TCS foram encontrados niveis
aumentados de superédxido, exibindo um aumento acentuado na expressao de

genes responsivos ao stress oxidativo [4].

Em ensaios de estabilidade da membrana lisossomal, Binelli et al. [15]
demonstraram a existéncia de graves lesdes de ADN induzidas por TCS em

hemocitos de mexilhdo, relacionadas com a presenga de espécies reactivas de



oxigénio e ao stress oxidativo. Os autores indicaram que a toxicidade do TCS
associada ao stress oxidativo foi atribuida, pelo menos parcialmente, a produgao

de 2,4-diclorofenol, um subproduto clorado de TCS.

Estudos em minhocas (Eisenia fetida) e caracois (Achatina fulica) mostraram
que os efeitos adversos do TCS sobre esses organismos estdo associados ao stress
oxidativo, como evidenciado pela inducdo de genes responsivos ao stress

oxidativo e aumento do teor de malondialdeido[4].

2.2.1.2 Factores epigenéticos e transicao epitélio-mesenquimal

Utilizando células de cancro do pulmao humano, H460, Winitthana et al.
[16] descobriram que a exposicdo ao TCS predispde essas células a sofrer
transicdo epitélio-mesenquimal, manifestando o fenétipo mesenquimal. Quando
as células tumorais foram tratadas com TCS, a concentragdes fisiologicamente
relevantes, estas exibiram uma diminuicdo da adesao célula por célula e niveis
aumentados de biomarcadores associados a transicao epitélio-mesenquimal,
implicando que o TCS pode promover a transicdo epitélio-mesenquimal e
aumentar a migracao de células tumorais, invasado, sobrevivéncia e capacidade

de metastizacao.

2.21.3 Proliferacao celular e fibrogénese

Em ratos, ap6s 8 meses de exposicdo ao TCS, numa dose de 800 ppm
didrias introduzidas na dieta, foi constatado que estes apresentavam um
aumento do peso do figado em relagdo ao peso corporal, acompanhado de
expressdo elevada de marcadores de genes associados a sintese de ADN e
proliferacdo celular. A resposta proliferativa induzida pelo TCS foi associada ao
aumento da expressao de genes fibrogénicos, Colageno 1al, actina-a do muasculo
liso e inibidores teciduais de metaloproteinases, bem como niveis elevados de

apoptose[17]. Estes resultados sugerem que o TCS causa danos hepaticos
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crénicos e apoptose dos hepatécitos e os hepatdcitos sobreviventes sofrem

proliferacdo compensatoria e fibrogénese[4].

Em ratos tratados com células de cancro da mama humano, MCEF-7, a
exposicao a TCS pareceu desencadear o crescimento destas células, levando a um
aumento significativo no desenvolvimento de massas tumorais. A proliferacao
de células MCF-7 ap6s o tratamento com TCS foi acompanhada por expressao
aumentada de Ciclina D1 (proteina reguladora do ciclo celular) e diminuicao de
p21 (proteina reguladora da transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular),
sugerindo que a exposi¢do ao TCS esta associada ao controlo da transi¢do de G1

para S do ciclo celular durante a proliferacao de células cancerosas[18].

2214 Perturbacao da funcdo imunoldgica

Foi reconhecido um aumento na inflamacao do figado demonstrado pelos
niveis de expressdo significativamente mais elevados das citocinas pro-
inflamatorias, factor de necrose tumoral-a (Tnf-a) e II-6 (interleucina que actua
como citosina proé-inflamatéria e como miosina anti-inflamatéria), em

experiéncias de exposicao ao TCS através da alimentagao[17].

Na literatura[19] encontram-se, também, estudos acerca dos efeitos do
TCS sobre as concentragdes intracelulares de zinco (Zn), uma vez que este
desempenha um papel critico na funcao imunolégica adequada. Foi comprovada
a correlagao entre niveis elevados de Zn intracelular, ap6s tratamento com TCS,
e niveis diminuidos do contetido de tiol em timdcitos de ratos. Os resultados
sugerem que o TCS a uma dose de 1-3 pM produziu stress oxidativo que esgota

os teores de tiol celular, levando a perturbacao da homeostase celular de Zn?*.

Em ensaios[4] utilizando células natural killer (NK) humanas in vitro foi
comprovado que o TCS, a concentragdes tdo baixas como 1 pM e com exposicao
prolongada (6 dias), diminuiu a capacidade das células NK na lise de células
tumorais, funcdo essencial para a inibicdo de células infectadas e células

tumorais.
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Embora em muitos destes estudos tenham sido usadas concentracoes de
TCS mais elevadas do que as previstas para a exposicdo humana, estes fornecem
fortes evidéncias de potenciais efeitos produzidos pelo TCS — stress oxidativo,
proliferacdo celular e fibrogénese, modificacdo epigenética e perturbacdo do
sistema imunitario — através dos quais o TCS exerce o seu efeito de patogénese e

carcinogénese.

2.2.2 Perturbac¢ao endocrina

O potencial do TCS para agir como disruptor endécrino foi examinado em
diferentes organismos e vérios estudos tém provado a sua toxicidade
reprodutiva e perturbagdo enddcrina em animais, tanto in vitro como in vivo. O
TCS tem demonstrado possuir efeitos androgénicos fracos em peixes e efeitos
antiandrogénicos em ratos. Ensaios in vitro, utilizando células do cancro da
mama humano, revelaram que o TCS possuia actividades antiestrogénicas e
antiandrogénicas através da interaccdo com ERa, com Erp (receptores nucleares
de estrogénio) e com receptores de androgénio[6]. Agindo como antagonista, o
TCS inibe a actividade destes receptores quando administrados

concomitantemente com os seus ligandos end6genos[20].

Em estudos de analise sobre os efeitos do TCS sobre a secregao placentaria
de progesterona, estradiol e B-hCG (hormonas produzidas pela placenta), em
células derivadas de coriocarcinoma gestacional humano, o TCS alterou a
producao destas hormonas, estimulando a secrecdo de estradiol e progesterona
e reduzindo a secrecdo de P-hCG[4], provando a existéncia de perturbacdes

enddcrinas na placenta.

Em doses elevadas, em ratos machos, verificou-se que o TCS diminui a
testosterona sérica, embora sem efeitos na puberdade (separagao prepucial) ou

no peso do 6rgao reprodutor|3].

A exposicdo materna pré-natal de TCS, em ratos, resultou em

hipotiroxinemia. Durante 31 dias de exposicdo a TCS, verificou-se uma
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diminuicao significativa de tiroxina (também chamada de tetraiodotironina, T4)
de 30 mg/kg/dia. A reducdo da tiroxina quer nas progenitoras quer nos recém-
nascidos demonstra que ambos, durante o desenvolvimento pds-natal, estdo
susceptiveis a hipotiroxinemia induzida por TCS[21]. A magnitude da
hipotiroxinemia observada é consistente com relatos anteriores de diminuicao da

T4 sérica em ratos jovens e desmamados[22].

2.2.3 Efeitos neurodegenerativos

Park et al.[23] investigaram os efeitos do TCS na sobrevivéncia de células
estaminais neuronais de ratos. Células corticais de embrides de ratos foram
isoladas e cultivadas in wvitro, sendo introduzido TCS nas células com
concentragdes entre 1 pM a 50 pM. Ao serem medidos os parametros de
viabilidade celular verificou-se que o TCS diminuiu a viabilidade celular das
células estaminais neuronais, de forma dependente da concentracao de TCS
aplicada, aumentando a expressao de marcadores apoptéticos (marcadores de
apoptose), caspase-3 clivada (cisteina peptidase relacionada com a apoptose) e
proteina X associada a Bcl-2 (gene regulador de apoptose) e diminuindo a
expressdao de Bcl2 (gene anti-apoptético). Constatou-se que o TCS a 50 pM
induziu a activacdo de p38 (cinases activadas por citosinas inflamatérias,
desempenhando um papel importante na activacao de resposta imunitdria) como
de JNK (c-Jun N-terminal kinase, proteina reguladora do processo de auto-
destruicdo celular), o que pode afectar gravemente a sobrevivéncia celular. Por
outo lado, as actividades de ERK (quinases reguladas por sinal extracelular), PKB
(proteina quinase B, desempenha um papel fundamental em maltiplos processos
celulares, apoptose, proliferacdo celular, transcricdo e migracado celular) e PI3K
(fosfoinositideo 3-quinase, enzima envolvida na sobrevivéncia celular), que estao
correlacionadas de forma positiva com a sobrevivéncia celular, foram inibidas.
Além disso, o TCS a esta concentracdo aumentou a criacdo de ROS (espécies
reactivas ao oxigénio) nas células estaminais neuronais e esgotou a actividade de

glutationa (antioxidante hidrossolavel). Estes resultados sugerem que o TCS
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pode induzir efeitos neurodegenerativos no desenvolvimento do cérebro através

de mecanismos de activacao de ROS e de apoptose.

2.3 Sensores de triclosano

Nos altimos anos, varios sensores tém vindo a ser desenvolvidos para
determinacdo selectiva, sensivel e rapida de ides metalicos, compostos toxicos,
biomoléculas e drogas. Para a deteccao de TCS, tém sido desenvolvidas técnicas,
através de métodos electroquimicos, cromatografia liquida ou gasosa e métodos
de luminescéncia[2]. Yang et al.[8] desenvolveram também um sensor
electroquimico baseado numa pelicula de multiplas paredes de nanotubos de
carbono para a deteccdo rapida de TCS em diferentes amostras de pasta de
dentes, usando cromatografia liquida de alta eficiéncia, conseguindo um limite
de deteccdo de 16,5 pg.L1.

Outro exemplo de sensores de TCS sdo os biossensores de ressondncia de
plasmao de superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR) de impressao molecular
utilizando moléculas complexas, com monémeros funcionais. Devido a sua
simplicidade e alta sensibilidade, estes sensores tém atraido grande interesse. A
técnica de impressao molecular (Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) tem
variadas aplicagdes, como em processos de biosseparacao, em desintoxicagao por
afinidade, em dispositivos sensoriais e em separacdo de compostos sélidos
dissolvidos numa mistura liquida[1], capazes de detectar uma grande variedade
de moléculas, incluindo aminoacidos, micotoxinas, bases de nucleétidos,
pesticidas, produtos farmacéuticos, proteinas e vitaminas[7]. Na Figura 2.2 esta
representada a preparagdo de um chip para deteccao de TCS por SPR usando o
método de impressao molecular, sendo este o esquema usado na preparagao do
sensor para a deteccdo de TCS em leite materno. A vantagem do sensor
desenvolvido neste trabalho em relacdo aos ja existentes assenta no facto de este

ser muito mais econdémico, simples e descartavel.
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Figura 2.2: Representacido esquematica da preparaciao de um chip SPR por polimerizacio
de superficie, MIPs[1]. AIBN: N,N’-azobisisobutyronitrile, MAGA: methacryloylamido
glutamic acid, EGDMA: ethylene glycol dimethacrylate

2.4 Impressao molecular

A tecnologia de impressao molecular é bastante promissora para a criagao
de cavidades de bio recognicdo estaveis, altamente especificas, sensiveis e de
longo prazo nas superficies de um biossensor, permitindo a deteccio de um
analito em emulsdes, como por exemplo, deteccao de TCS em leite materno. Os
polimeros com impressao molecular sdo preparados por co-polimerizacdo de
monoémeros de reticulacdo com um complexo que é pré-formado entre a
molécula molde e os mondémeros funcionais utilizando interac¢des covalentes,
nao covalentes ou semi-covalentes. Quando a molécula molde é removida do
material impresso, apds a polimerizacdo, deixa cavidades especificas que
correspondem a um molde da sua forma. Para além dos biossensores, os MIPs
tém sido utilizados com sucesso em muitas aplicagdes, incluindo purificagdo,
isolamento, separacdo quiral e catdlise. Para a impressdao de moléculas em
superficies de biossensor, existem diferentes tipos de técnicas de impressao

molecular que podem ser classificados em trés categorias principais: impressao
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em massa, impressdo de superficies e impressao de epitopos.[24] Neste trabalho

serd usada impressao de superficies.

Em impressao superficial, sdo formados, na superficie de um substrato,
locais de reconhecimento de alta afinidade. Devido a isto os locais de
reconhecimento sao facilmente acessiveis com cinética de ligacdo favoravel. Esta
técnica é usada especialmente para a impressao de biomoléculas incluindo
proteinas. Na impressao superficial sao usadas menos moléculas de molde em
comparagdo com as que sao usadas noutras técnicas de impressdo. A principal
desvantagem deste método na concepcao de um sensor é a possibilidade de uma
sensibilidade mais baixa em comparacdo com a impressdo em massa, por

exemplo, devido ao nimero reduzido de locais impressos[24].

2.5 Polimerizac¢ao radicalar em cadeia

A polimerizacgdo em cadeia é iniciada por uma espécie reactiva R*

produzida a partir dum composto, I, denominado de iniciador: I - R*

A espécie reactiva, que pode ser um radical livre, um catido ou um anido,
adiciona-se a uma molécula do monémero abrindo uma ligacao-p que ira formar
um novo radical, catido ou centro aniénico, conforme o caso. O processo é
repetido, ja que outras moléculas do monémeros sdo adicionadas

sucessivamente para propagar continuamente o centro reactivo:
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Figura 2.3 Esquematizagao da polimerizacao em cadeia[25]

O crescimento do polimero termina num determinado ponto pela
destruicao do centro reactivo desencadeada por uma certa reaccdo, dependendo
do tipo do centro reactivo e das condi¢des da reaccao. Um centro reactivo radical
uma vez produzido, adiciona muitas unidades do monémero numa reac¢do em

cadeia e cresce rapidamente para um polimero.

A reacgao que faz com que determinado mondmero possa ser convertido
em polimero depende de consideragdes tanto termodinamicas como cinéticas. A
polimerizacao serd impossivel em todas e quaisquer condicdes de reacgdo se nao
passar no teste de viabilidade termodinamica. A polimerizacado s6 é possivel se a
diferenca de energia livre entre o monémero e o polimero for negativa. A
capacidade de realizar uma polimerizacao termodinamicamente viavel depende
de sua viabilidade cinética - se o processo prossegue a uma taxa razoavel sob um
conjunto proposto de condigdes da reaccdo. Assim, enquanto que a
polimerizacdo duma grande variedade de mondémeros insaturados é
termodinamicamente viavel, muitas vezes sdo necessarias condi¢oes de reaccao
especificas para obter a viabilidade cinética para realizar uma polimerizacao
particular. Embora os iniciadores radicais, catiénicos e aniénicos sejam usados
em polimerizagdes em cadeia, ndo podem ser usados indiscriminadamente, ja
que os trés tipos de iniciacdo ndo funcionam para todos os mondmeros. Os
mondémeros mostram diferentes graus de selectividade em relagdo ao tipo de
centro reactivo que causard a sua polimerizagao. A maioria dos mondémeros sofre
polimerizagdo com um iniciador radical, embora a taxas variaveis. No entanto,

os monémeros mostram alta selectividade em relacao aos iniciadores idénicos. A
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ligacdo dupla de carbono-carbono em monémeros de vinilo e a ligagao dupla de
carbono-oxigénio em aldeidos e cetonas sao os dois tipos principais de ligagdes

que sofrem polimerizagdo em cadeia.[25]
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Procedimento Experimental

Para o desenvolvimento do sistema de deteccdo de TCS sera utilizada a

seguinte metodologia:

a) Preparacdo de nanoestruturas sensoriais baseadas em filmes ultra-finos
por deposicdo de camadas sequenciais obtidas pela técnica Camada sobre
Camada (Layer by Layer, LbL) utilizando polielectrolitos em eléctrodos
interdigitados. A técnica LbL consiste na obtencdo de nanoestruturas por
adsorcdo alternada de macromoléculas de carga eléctrica oposta a partir de
solugdo aquosa sobre um substrato sélido, tendo como vantagem a possibilidade
de permitir obter num mesmo filme diferentes moléculas, o controlo preciso da

espessura e ser independente da forma da molécula e do tipo do substrato[9].

b) Criacdo de locais de reconhecimento molecular nas nanosestruturas
sensoriais pela técnica de impressdo molecular. Esses locais de reconhecimento,
criados em matrizes poliméricas, sdo como moldes complementares ao tamanho,

forma e disposicao espacial dos grupos funcionais das moléculas a imprimir[24].

c) Caracterizacdo da condutividade dos sensores via espectroscopia de
impedancia electrénica na interface sélido/liquido em diferentes frequéncias das
nanoestruturas obtidas quando imersas em solucdes aquosas e leite materno,

ambos com diferentes concentragoes de TCS.
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d) Utilizar técnicas de Analise de Componentes Principais (Principal
Component Analysis, PCA) ja aplicadas com sucesso em lingua electrénica para a

classificacao e quantificagdo dos componentes da solucao e da emulsao[26].

3.1 Preparacao das amostras dopadas com TCS

3.1.1 Em agua

Inicialmente foi produzida uma solugdo mae de TCS de concentragao 10+
M, onde 0,00288 g de TCS foram dissolvidos em 100 mL de metanol. Da solucdo
mae foram retirados 5 pL que foram adicionados a 5 mL de metanol, perfazendo
uma nova solucdo de concentracao 107 M. Novamente, da solucdo de 107 M
retiraram-se 5 uL que foram adicionados a 5 mL de metanol, perfazendo a
solugao de 10-19 M. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, obtendo-se
mais duas solugdes de TCS de concentragdes 1013 M e 10-1® M. Em seguida, da
solucdo mae foram retirados 50 uL aos quais se juntaram 5 mL de 4gua ultra-
pura, perfazendo a amostra de concentracao 10 M de TCS. Da amostra de 10
M foram retirados 50 pL aos quais se adicionaram 5 mL de agua ultra-pura,
perfazendo a amostra de concentracdo 10 M. O mesmo processo foi repetido
mais trés vezes perfazendo as amostras de concentragdes 1012 M, 1015 M e 10-18
M.

3.1.2 Em leite

Para as amostras de leite dopadas com TCS seguiu-se o procedimento
descrito anteriormente substituindo a dgua ultra-pura por leite. Utilizou-se a

forma infantil NAN 1 (0+Months - Stage 1) da Nestlé, adequada para recém-
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nascidos como substituto ao leite materno. Para a produgao de sete amostras de
5 mL cada foram produzidos 100 ml de leite, onde 90 mL de dgua ultra-pura sao
aquecidos até 40°C nos quais se dissolvem 12,9 g do preparado de leite em p6.
Depois do leite arrefecer até a temperatura ambiente sdo preparadas as sete
amostras: uma amostra apenas de leite, uma amostra com leite e 1% (50 pL) de
metanol e cinco amostras com leite, 1% de metanol e com cinco concentracdes
diferentes de TCS (1018 M, 101> M, 1012 M, 10° M e 10-¢ M).

3.2 Lingua Electrdnica

3.2.1 Lingua electronica aplicada a espectroscopia de

impedancia

O conceito de Lingua Electrénica (LE), desenvolvida em 1990 por Kiyoski
Toko, vai de encontro com a necessidade do desenvolvimento de técnicas de
deteccao para determinados compostos em matrizes aquosas complexas[9]. A LE
é um sistema constituido por varios sensores ndo especificos com grande
sensibilidade e baixa selectividade, capazes de medir a resposta eléctrica de um
liquido simples ou complexo a um determinado estimulo, com o objectivo de
identificar as amostras e classificd-las quantitativa e qualitativamente através de

métodos estatisticos[27].

Um dos métodos mais utilizados em LE baseia-se na IS, vantajosa por nao
necessitar de um eléctrodo de referéncia, ao contrario dos métodos
electroquimicos, e os materiais de medi¢do ndo terem de ser necessariamente
electroactivos. O sensor, dois eléctrodos interdigitados em substrato de vidro,
revestidos de filmes finos para aumentar a sua sensibilidade e selectividade, fica

em contacto com a solucdo/emulsao a analisar e esta analise é feita através de
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um analisador de impedancia. A impedancia pode ser medida no dominio do

tempo ou no dominio da frequéncia[2].

3.2.1.1 Sensores com eléctrodos interdigitados

A configuracdo interdigitada de um sensor permite um aumento da
sensibilidade e dos limites de deteccdo, sendo apropriada para o
desenvolvimento de biossensores. Uma das principais vantagens destes
eléctrodos é a de permitirem trabalhar com baixas concentracdes de amostra. A
capacitancia do sensor interdigitado s6 muda se existirem alteragdes na

espessura da camada sensorial ou na distancia entre dedos.

De modo a melhorar a sensibilidade do sensor interdigitado, serado
depositados variados filmes finos sobre o sensor. Estes filmes serdao descritos nas
seccOes 3.3 e 3.4. Na Figura 3.1 encontra-se a representacao esquematica de um
sensor constituido por um par de eléctrodos interdigitados de ouro depositados

sobre uma barra de vidro.

: S5mm 5mm 08
12 mm 4"/" mm

2mm
1 mm

1,6 mm

LD,OOS mm

Figura 3.1: Representacao dimensional de um sensor com eléctrodos interdigitados de

ouro depositados sobre vidro|[2].
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3.2.2 Caracterizacao eléctrica por espectroscopia de impedancia

As medigdes eléctricas para avaliar o comportamento eléctrico de
materiais de eléctrodos e/ ou electrélitos sao normalmente feitas com células com
dois eléctrodos idénticos aplicados nas faces de uma amostra na forma de um
cilindro circular ou paralelepipedo rectangular. Numa abordagem geral esta
técnica consiste em aplicar um estimulo eléctrico (uma tensao ou corrente
conhecida) aos eléctrodos e observar a resposta (a corrente ou tensao resultante).
Varios processos microscopicos fundamentais ocorrem em toda a célula quando

esta é electricamente estimulada e, em conjunto, conduzem a resposta eléctrica

global[28].

Existem trés tipos diferentes de estimulos eléctricos que sao usados em
espectroscopia de impedancia (Impedance Spectroscopy, IS). Em primeiro lugar, em
medidas transitérias, pode ser aplicada uma funcdo escalonada da tensdo
[V(t)=V0 para t>0, V(t)=0 para t <0] em t = 0 ao sistema, com uma corrente
variavel no tempo, i(t). A relagdo V0/i(t), muitas vezes chamada de impedéncia
indutiva, mede a impedancia resultante da perturbacao da fungao escalonada da
tensdo na interface electroquimica. Esta quantidade, embora facilmente definida,
nao é a impedancia usual referida em IS. A impedancia indutiva é aplicada uma
transformada de Fourier ou de Laplace, passando do dominio do tempo para o
dominio da frequéncia. A vantagem desta abordagem, além de ser facilmente
aplicada experimentalmente, é o facto de a partir da tensao ser possivel controlar
a taxa de reacgdes electroquimicas que ocorrem na interface. As desvantagens
incluem a necessidade de realizar uma transformacao integral dos resultados e o
facto de a relacdo sinal-ruido variar entre frequéncias diferentes, pelo que a
impedancia pode ndo estar bem determinada sobre a gama de frequéncias
desejadas[28].

Uma outra técnica de IS consiste em aplicar um sinal v(t) composto de ruido
aleatorio (branco) na interface e medir a corrente resultante. Mais uma vez, é
aplicada uma transformada de Fourier, de forma a passar para o dominio da
frequéncia e medir a impedéancia. Uma vez que apenas é aplicado um sinal a
interface, durante um curto periodo de tempo, esta abordagem permite que os

dados sejam colectados de forma réapida[28].
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A terceira abordagem, a mais comum, consiste em aplicar uma tensao
ou corrente com uma tnica frequéncia a interface, e medindo o desvio entre fase
e amplitude, da corrente resultante naquela frequéncia aplicando uma
transformada de Fourier rapida, é possivel medir a impedancia. As vantagens
desta abordagem sao a acessibilidade de instrumentos que medem a impedancia
e a sua facil utilizagdo, bem como o facto de ser possivel obter a relacdo
sinal/ruido na gama de frequéncias de maior interesse. Estas trés abordagens

podem ainda ser combinadas de forma a gerar outros tipos de estimulos[28].

3.2.3 Analise de Componentes Principais

A PCA desenvolvida por Pearson (1901) e Hotelling (1933), é uma técnica
estatistica de andlise multivariada que permite analisar um grande ntiimero de
dados sem perdas significativas de informacdo, ao transformar um conjunto
original de varidveis correlacionadas num conjunto menor de novas variaveis
nao correlacionadas - as Componentes Principais. Com esta transformacao
eliminam-se também algumas varidveis originais que possam possuir pouca
informacgao. Cada componente principal resulta da combinagao linear de todas
as variaveis iniciais, sendo as componentes principais independentes entre si. A
seleccdo das componentes principais € feita de acordo com a informacao
estatistica que apresentam, ou seja, a primeira componente principal sera a que
apresenta maior informagdo estatistica e maior variancia, estando cada
componente seguinte por ordem decrescente de variancia, respeitando a
condigao de ser ortogonal com as componentes anteriores. Esta técnica permite
agrupar observagoes semelhantes pela interpretacdo de  gréficos
bidimensionais[2]. Neste trabalho usou-se o programa de PCA disponibilizado

na internet no seguinte link: http://folk.uio.no/ohammer/past/.
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3.3 Deposicao de filmes finos pela técnica camada

sobre camada

3.3.1 Materiais

Neste capitulo serdo apresentados todos os materiais usados na producdo de

filmes através da técnica camada sobre camada.

3.3.1.1 Polielectrolitos

3.3.1.1.1 Poly (allylamine hydrochloride) (PAH)

O PAH é um polielectrélito cationico com peso molecular médio de
Mw=93,56 g.mol-l, em que a sua cadeia de monémeros possui um grupo catiénico
NHj ligado a um anido CI~[2]. A solugdo de PAH foi preparada com dgua ultra-
pura de modo a perfazer uma concentragdo de 10-2 M. A sua estrutura molecular

estd representada na Figura 3.2.

NH:Cl"

Figura 3.2: Estrutura molecular do polielectrélito PAH[29]

3.3.1.1.2 Polyethyleneimine (PEI)
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O PEI utilizado, em estado liquido e com peso molecular médio Mw=750 g
mol~1, apresenta uma diluicdo de 50% em agua e evidencia uma estrutura em
cadeia ramificada. Este tipo de estrutura possui grupos aminas primérios (R; —
NH,), secundarios (R;R,NH) e terciarios (R,R,R3N), de acordo com a Figura 3.3.
O PEI tem sido utilizado como um precipitante de proteinas de acidos nucleicos
e é utilizado no pré-tratamento de filtros para aumentar a ligacdo de proteinas.
A solucao de PEI foi preparada com agua ultrapura de modo a perfazer uma

concentragao de 10-3 M|[2].

I K\NHQ (\H/\/NHE{

N N N
HZN”A‘\/ \./"\H/\\./ \/’\’J\J/\\/ VA\NHQ

HEN/\\/N\/\NHE

Figura 3.3: Estrutura molecular do polielectrélito PEI[29]

3.3.1.1.3 Polystyrenesulfonate (PSS)

O PSS é um derivado de poliestireno pela adicdo de grupos funcionais
sulfonados. Este polielectrélito é amplamente utilizado como resina de permuta
i6nica para remover ides como potéssio, calcio e sédio de solugdes em
aplicacdes técnicas ou médicas. Os polimeros idénicos lineares sao
geralmente soltiveis em dagua, enquanto os materiais reticulados (chamados
resinas) ndo se dissolvem em agua. A solucdo de PSS foi preparada com agua

ultra-pura de modo a perfazer uma concentragao de 102 M.
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SO5

Figura 3.4: Estrutura molecular do PSS[30]

33.1.2 Oxido de grafeno (OG)

Seleccionou-se também o OG para ser utilizado na monocamada aniénica.
A molécula de OG é organizada numa estrutura cristalina hexagonal de atomos
de carbono bidimensional, com a espessura de um atomo. O OG é um material
com muito boas qualidades mecénicas, eléctricas e térmicas, qualidades estas que
se devem as suas propriedades, tais como, elevada area superficial, elevada
condutividade térmica e eléctrica, alta flexibilidade e transparéncia[31]. O OG é
formado através da oxidacao do grafeno quimicamente modificado, produzindo
uma monocamada e tornando-o mais compativel com polimeros organicos e com
capacidade de facil dispersao em agua. O modelo estrutural actualmente aceite,
a configuracdo de Lerf-Klinowski, consiste numa rede de estruturas hexagonais
de carbonos, com grupos carboxilos (—COOH) em baixa quantidade, hidréxilos
(OH —) e epoxidos (—0 —) nas extremidades[32]. A solugdo de OG foi preparada
com dgua ultrapura de modo a perfazer uma concentragdo de 10-2 M. Na Figura

3.5 estd representada a estrutura molecular do OG.
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o
I

Figura 3.5: Estrutura molecular da molécula de OGJ[2]

3.3.2 Metodologia de preparacao de filmes LbL

Tendo em vista aumentar a sensibilidade dos sensores a presenga de TCS,
a regido dos eléctrodos interdigitados dos sensores, isto é, a regido sensorial da
lingua electrénica, é revestida com filmes finos baseados em heteroestruturas
moleculares. Estes filmes podem aumentar sua sensibilidade do sensor se essas
heteroestruturas sensoriais tiverem a capacidade de aumentar a interaccao com
a molécula-alvo, neste caso o TCS. Assim, diferentes filmes conferem diferentes
propriedades fisicas ao sensor. De forma a obter heteroestruturas sensoriais que
detectem o TCS usa-se a técnica LbL. A técnica de filmes LbL, apresentada por
Decher et al., consiste na deposicdo/ pulverizagao alternada de solugdes aniénicas
e catidénicas num substrato sélido, com lavagem com 4gua ultra-pura entre cada

deposicdo/pulverizagdo e secagem a cada bicamada.
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Neste trabalho, utilizou-se pulverizagdo para preparar os filmes LbL.
Assim, os substratos com os eléctrodos interdigitados, sensores, foram
pulverizados alternadamente com solucgdes catidnicas e aniénicas. Para o
processo de pulverizacdo foram usados trés pulverizadores, um contendo a
solugdo catidnica, outro a solugdo anidnica e outro contendo dgua ultrapura. No
momento de pulverizagdo foram colocados a 6 cm de distancia da zona de
deteccao do sensor, regido dos eléctrodos interdigitados. De forma a garantir que
as camadas de polielectrélito adsorvidas ficavam completas[33] foram sempre
feitas duas pulverizagdes com o mesmo polieléctrico bem como no momento de

lavagem com agua.

No caso da preparacdo dos filmes de PEI/OG, a solugao catiénica de PEI foi
pulverizada duas vezes de forma as moléculas carregadas positivamente
adsorverem-se na superficie do sensor. De forma a remover as moléculas de PEI
que nao ficaram adsorvidas no corpo do sensor, foram realizadas duas
pulverizacbes de dgua ultra-pura e secou-se o sensor com um jacto de azoto.
Agora, o sensor ja com uma camada de PEI carregada positivamente esta pronto
para a adsorcdo de uma nova camada de polielectrélito de carga oposta que no
caso foi 0 OG. Para a adsorcao da camada de OG, foram também realizadas duas
pulveriza¢des com solugdo anidénica de OG, seguidas de duas pulverizagdes de
agua ultra-pura, apds o que o filme ja obtido com duas camadas, portanto, uma
bicamada, foi seco com um jacto de azoto. Este processo foi repetido mais 7 vezes,
perfazendo um total de 8 camadas de PEI alternadas de 8 camadas de OG, isto é
(PEL/OG)s.

O processo descrito anteriormente foi realizado também para preparacao
dos filmes de PAH/OG, PEI/PSS, PAH/PSS.

A distancia de pulverizacdo pode variar desde que se garanta a adsorgao
do filme ao substrato, bem como o namero de pulverizagdes consoante a
espessura do filme que se pretenda. Apesar desta técnica ndo permitir uma
construcao tdo rigorosa na organizacao estrutural do filme como outras técnicas,
apresenta simplicidade na producao de filmes e custos reduzidos, permitindo o
controlo da espessura do filme e das suas propriedades, podendo ser utilizada

em substratos com diferentes formatos e dimensoes[2].
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Apbs a deposicdo dos filmes, a zona activa de cada sensor foi imersa nas
diferentes amostras de soluc¢des com diferentes concentracdes de TCS de forma a
medir a variacdo da impedancia eléctrica do sensor na presenca de diferentes
concentracdes de TCS. A andlise espectral das amostras para cada filme foi feita
da menor para a maior concentragdo, seguindo a seguinte ordem: a primeira
amostra a ser analisada foi a de dgua ultra-pura, de seguida a de 4gua ultra-pura
com 1% de metanol e por fim as 5 amostras com diferentes concentra¢ées de TCS,
desde a concentragao 10-18 M, passando por 1015 M, 1012 M, 10 M e terminando
em 10-¢ M.

No caso das medi¢des em que foi usado um sensor simples entre cada
medicdo o sensor é lavado com esguicho cinco vezes com dgua ultra-pura, cinco
vezes com &lcool e novamente cinco vezes em agua ultra-pura, sendo depois seco
com papel absorvente. No caso das medicdes em que foram usados os sensores
revestidos por filmes finos, de forma a preservar o filme, ndo foi feita a lavagem

com 4lcool, apenas com agua ultra-pura.

3.4 Impressao molecular numa superficie

3.4.1 Materiais

3.41.1 Methacryloyl amido glutamic acid (MAGA)

O MAGA foi produzido de acordo com o seguinte procedimento. Num
balao de 250 mL adicionaram-se 2,0032 g de 4cido glutamico e 32,68 mL de
THF/H,0, mantendo o pH entre 8-9 com 2 M de KOH. O pH foi medido
repetidamente com papel medidor de pH, sendo adicionadas gotas de KOH,
sempre que necessario. E importante manter o pH basico de forma a garantir que

se dé a reaccdo pretendida. Caso o pH estivesse &cido, o dcido glutamico ndo iria
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reagir com o methacryloyl chloride e sim com a dgua presente. De seguida juntou-
se 1,48 mL de methacryloyl chloride dissolvido em 10,92 mL de THF e, mais uma
vez, foram-se adicionando gotas de 2 M de KOH de forma a manter o pH entre 8-
9. Passadas 2h adicionaram-se 10% de HCl em banho de gelo, gota a gota, até ser
atingido um pH entre 4-5. O pH foi medido com papel indicador de pH. O balao
é colocado no evaporador de forma a remover toda a fase liquida, com o cuidado
de colocar o banho a temperatura ambiente de forma a que o produto nao

polimerize.

Depois de evaporar todo o liquido do produto no evaporador, este foi
colocado no exsicador de forma a extrair toda dgua presente no baldo. Depois de
seco adicionou-se metanol de forma a extrair o produto do sal formado, que a
partida era cloreto de s6dio. O produto foi filtrado e colocou-se de novo no
exsicador. Finalmente fez-se Attenuated Total Reflection (ATR) e Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) que confirmaram a sintese de MAGA.

Confirmou-se que o s6lido branco extraido do produto de facto era cloreto
de sédio, pois a 280°C nao fundiu, o que indica tratar-se de cloreto de s6dio, cujo
ponto de fusdo é 801°C, e ndo do produto desejado. Por outro, o ponto de fusao

do nosso produto registado foi de 80°C, o que indica tratar-se do MAGA.

3.4.1.2 Tampao fosfato

Para a preparacdo de 1 M de tampao fosfato, inicialmente foram
preparadas duas solugdes de stock: uma solugdo de 1 M de Na,HPO, - 2H,0,
misturando 9,4071 g em 52,9 mL de agua ultra-pura, e uma solucao de 1 M de
NaH,PO,, misturando 11,6971 g em 97,5 mL de 4gua ultra-pura. Para preparar a
solugao tampao fosfato de s6dio a pH 6 misturaram-se 87,7 mL da solugao de 1M
de NaH, PO, e 12,3 mL da solucdo de 1 M de Na,HPO, - 2H,0[34].
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3.41.3 Allylmercaptane

Allylmercaptane (AM) é um derivado da alila e um composto
organossulfurado derivado do alho e de algumas plantas do género Alllium. Foi

demonstrado ser um inibidor da histona desacetilase[35].

Figura 3.6: Estrutura molecular do AM[30]

3.414 N,N’-azobisisobutyronitrile

O azobisisobutyronitrile (AIBN) é um composto organico soltvel em &lcoois
e solventes organicos, mas insoltvel em 4dgua. E usado frequentemente como
espumante em plasticos e borracha e como iniciador radical. Na sua reacgdo mais
caracteristica 0 AIBN decompde-se eliminando uma molécula de azoto gasoso

para formar dois radicais 2-cianoprop-2-ilo:
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Figura 3.7: Reaccao de decomposicao do AIBN[36]

Estes radicais podem iniciar polimeriza¢des de radicais livres que é o que

se pretende no presente estudo[36].
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3.415 2-hydroxyethyl methacrylate

O hydroxyethyl methacrylate (HEMA) é preparado num tinico passo a partir
do metacrilato de metilo ou acido metacrilico e pode ser facilmente polimerizado
como a maioria dos derivados metacrilicos. E um polimero hidrofébico, no
entanto quando entra em contacto com a dgua absorve-a devido a presenca de
um grupo hidrofilico. Dependendo da estrutura fisica e quimica do polimero este
é capaz de absorver entre 10 a 600% de d4gua em relacao ao seu peso seco. Devido
a esta propriedade foi um dos primeiros materiais a ser usado com sucesso na
fabricagdo de lentes de contacto. Devido as suas propriedades fisicas de

permeabilidade e viscoelasticidade este polimero tem intimeras aplicacdes

biomédicas[37].
O
H 20% o /\/OH

CHs

Figura 3.8: Estrutura molecular do HEMA[30]

3.4.1.6  Ethylene glycol dimethacrylate

O ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) é um diéster formado por
condensagdo de dois equivalentes de acido metacrilico e um equivalente de
etilenoglicol. O EGDMA pode ser utilizado em reaccdes de reticulacdo de co-

polimeros de radicais livres.
CH 0
O CH
HaC ~"0 ?
® CHs

Figura 3.9: Estrutura molecular do EGDMA[38]
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3.4.2 Metodologia

Inicialmente, mergulhou-se a regido de eléctrodos interdigitados do sensor em
20 mL de solugdo piranha acida (H,S0,: H,0, — 3: 1,v/v) durante 5 min de forma
a extrair todos os compostos organicos. Lavou-se o sensor com é&lcool etilico e
secou-se em estufa em vacuo (200 mmHg, 35°C) durante 2h. Passado 2h o sensor
foi mergulhado em solucdo de etanol diluido em dgua ultra-pura (etanol: H,0 —
4:1,v/v) contendo 3,0 M de allylmercaptane (6,018 mL de dgua ultra-pura, 24,072
mL de etanol e 9,91 mL de allylmercaptane) durante 24h, de maneira a adsorver
uma monocamada. Passadas as 24 h o sensor foi lavado com etanol e secou-se

em atmosfera de azoto a temperatura ambiente.

3.4.2.1 Polimerizacao da superficie do sensor

Imprimiu-se um filme de TCS impresso com p(HEMA) no sensor
modificado com allylmercaptane. Misturou-se TCS e MAGA numa razao molar de
2:1 em 500 pL de solucdo tampao fosfato (pH 6,0) a temperatura ambiente
durante 3h. A quantidade de TCS usada foi 10 vezes menos que a quantidade de
EGDMA, ou seja, 0,077g de TCS e 0,028 g de MAGA. Dissolveram-se 5,0 mg de
AIBN como iniciador em 1250 pL. de HEMA e 500 uL. de EGDMA. A esta solugao
foram adicionados 200 pL do complexo MAGA-TCS de forma a obter uma
solucdo de reserva do mondémero. De seguida gaseificou-se a solugdo com gas
nitrogénio durante 15 min. Retiraram-se 20 pL da solugdo de reserva do
monoémero e deixaram-se cair sobre a superficie do sensor. De seguida, pelo
método de revestimento por centrifugacdo, spin coating, depositou-se uma
pelicula fina e uniforme na superficie do sensor. Apés 10 s, removeu-se o sensor
do spin coating e iniciou-se a polimerizacdo sob luz UV (8 W, 365 nm). Passadas
12,5 h lavou-se o sensor revestido com o polimero 3 vezes com etanol e depois
secou-se em estufa a vacuo. O sensor foi armazenado numa caixa sem flutuacoes

de temperatura e pressao.
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3.4.2.2 Remocao de TCS da superficie do sensor

Para a mistura de TCS e MAGA as interacgdes electroestaticas e a ligagao
de hidrogénio ocorrem entre os grupos de &cido carboxilico do mondémero
MAGA e os grupos polares de moléculas de TCS. Para quebrar as ligacdes
utilizou-se solucdo aquosa de NaCl, 1,0 M, como agente de dessorc¢do. O sensor é
mergulhado 3 vezes em 25 mL de solucdo de NaCl. Apéds a remocdo do TCS o
sensor é lavado 3 vezes com agua ultra-pura e seco em vacuo a temperatura

ambiente.

A zona activa de cada sensor foi imersa nas diferentes amostras de leite
com diferentes concentracdes de TCS de forma a medir a variagdo da impedancia
electrénica do sensor na presenca de diferentes concentracdes de TCS. A andlise
espectral das amostras foi novamente feita da menor para a maior concentragao,
seguindo a seguinte ordem: a primeira amostra a ser analisada foi a de dgua ultra-
pura, de seguida a amostra de leite, seguindo-se a amostra de leite com 1% de
metanol e por fim as 5 amostras leite com 1% de metanol e com diferentes
concentragdes de TCS, desde a concentragao de 10-18 M, passando por 10-1> M, 10
12 M, 10-9 M e terminando em 10-¢ M. Entre cada medicao o sensor foi lavado

entre 5 a 10 vezes com &gua ultra-pura.

3.5 OQutras técnicas de caracterizacao

Neste capitulo serdo descritas as técnicas usadas para a caracterizacdo do
MAGA.

3.5.1 Espectroscopia de infravermelhos

Esta técnica consiste na medi¢do da energia absorvida na regidao de

infravermelho e para tal incide-se radiacdo de nimero de onda compreendido
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entre 4 000 e os 400 cm™! e analisa-se o espectro resultante da interaccdo desta
radiacdo com as moléculas da amostra. De facto, quando as moléculas expostas
a essa radiacdo absorvem e convertem a radiacdo em energia rotacional e
vibracional, permitindo-nos observar os espectros das bandas de energia

absorvidas, que sao caracteristicos dos grupos funcionais das moléculas[39].

3.5.2 Proton NMR Spectrometry

Sob condicdes adequadas num campo magnético, uma amostra pode
absorver a radiacdo electromagnética na regido de radiofrequéncia em
frequéncias governadas pelas caracteristicas da amostra. A absorcado é fungao de
certos nicleos na molécula. Um gréfico das frequéncias dos picos de absor¢ao

versus intensidades de pico constitui um espectro de RMN[39].

3.5.3 Carbon-13 NMR Spectrometry

Os esqueletos de carbono dos anéis e cadeias sdo fundamentais para a
quimica organica, o que nos levaria a pensar que o atomo de carbono é aquele
que nos permite uma investigacdo mais imediata. O problema é que o esqueleto
de carbono consiste quase completamente no niacleo de carbono-12, que nao é
acessivel a espectrometria de RMN. Temos que lidar com uma quantidade muito

pequena do ntcleo de carbono-13.

O nacleo de carbono-12 ndo é magneticamente activo (o nimero de rotacao,
I, é zero), mas o nucleo de carbono-13, como o ntcleo de hidrogénio-1, possui um
namero de rotacdo de 1/2. No entanto, uma vez que a abundancia natural de
carbono-13 é apenas 1,1% da do carbono-12 e a sua sensibilidade é apenas cerca
de 1,6% da do hidrogénio-1, e a sensibilidade geral do carbno-13 em comparacao

com a do hidrogénio-1 é cerca de 1/5700. O procedimento de leitura requer uma
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grande amostra e um tempo extremamente longo para obter um espectro de
carbono-13[39].
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Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais de
espectroscopia de impedadncia que permitem a caracterizacdo dos diferentes

sensores desenvolvidos bem como a sua discussao.

De modo a garantir que tanto os eléctrodos como o analisador de
impedancia sao funcionais, efectuou-se inicialmente a analise espectral de
impedancia em agua ultra-pura em véarios ensaios realizados a 25.0°C + 0.2°C,
utilizando eléctrodos sem quaisquer revestimentos sensoriais. Foi possivel
discernir sobre a estabilidade e reprodutibilidade das medidas de impedancia
em geral. Em todos os casos, as amostras de dgua ultrapura estavam frescas, isto
é, retiradas do equipamento Millipore imediatamente antes de cada medigdo, a

fim de assegurar a qualidade da 4gua.

De seguida testaram-se solugdes com diferentes concentracdes de TCS
com sensores com eléctrodos descobertos (simples) e com eléctrodos revestidos

por variados filmes finos.
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4.1 Caracterizacdo dos espectros de impedancia dos
eléctrodos interdigitados sem camadas sensoriais em

solucoes aquosas de TCS

A analise espectral das solucdes de TCS foi efectuada por ordem
ascendente de concentracao, isto é, comegou-se pela concentragdo mais baixa,
agua ultra-pura (0 M de TCS), de seguida dgua ultra-pura com 1% de metanol (0
M de TCS), passando-se depois para as solucoes de dgua ultra-pura com 1% de
metanol e com TCS dissolvido, desde a concentracdo de 101 M até a
concentracao mais alta de TCS em agua, 10-* M. Deste modo previne-se que uma
medicdo anterior perturbe os resultados da medigdo seguinte, dado que a
quantidade de molécula-alvo que poderé ficar adsorvida no sensor é menor que
a quantidade medida em seguida. O sensor foi lavado com agua ultra-pura,
alcool e novamente com 4gua ultra-pura entre cada medigdo, como descrito na

seccao 3.2.2.

Para analisar a impedancia em agua ultrapura, caracterizaram-se trés
amostras, retiradas do equipamento da Millipore imediatamente antes de cada
medicao, de modo a garantir a reprodutibilidade do sistema, a uma temperatura
constante de 25.0°C + 0.2°C no sistema sensor-amostra. Verificou-se a existéncia
de reprodutibilidade dos dados, ainda que se houvessem ligeiras variacdes,
justificadas pelo facto do sistema utilizado ndo estar em isolamento e ser muito
susceptivel a perturbacOes exteriores, tais como ligeiras alteracdes de

temperatura.

Obtiveram-se os espectros de impeddncia e de graus de fase de

impedancia representados, respectivamente, nas Figuras 4.1 e 4.2.
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Figura 4.1: Espectro de impedancia (22) em fung¢ido da frequéncia (Hz) obtido com um

sensor sem revestimento em agua dopada com TCS
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Figura 4.2: Espectro de fase da impedancia (') em funcdo da frequéncia (Hz) obtido com

um sensor sem revestimento em agua dopada com TCS
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No espectro de impedancia da Figura 4.1, é possivel constatar que a
impedancia apresenta valores maiores para concentragdes de TCS maiores, a
excepgdo dos pontos correspondentes a concentragao de 101> M que apresenta
valores de impedancia maiores do que era esperado. No entanto, para os pontos
correspondentes a dgua ultra-pura e as concentracdes 10-12, 10 e 10¢ M, para
valores de frequéncias mais baixas (aproximadamente entre 102 e 101 Hz), é claro

o aumento da impedancia com o aumento da concentragao de TCS.

No espectro de fase da impedancia apresentado na Figura 4.2 verifica-se a
situacdo inversa. O aumento da concentracido de TCS reflecte-se numa
diminuicdo dos valores dos graus de fase de impedancia, como é evidenciado
nas frequéncias de ordem de grandeza de 105 e 10° Hz. Mais uma vez a curva
correspondente a concentra¢do de 10-1> M apresenta valores um pouco afastados

do esperado.

Para se ter uma ideia de como os resultados obtidos podem ser usados
para medir a concentracao de TCS, as impedéancias em frequéncias fixas em
5.072x102, 4.029x10-2, 2.542x105 e 8.038x10%2 Hz, obtidas de todos os espectros
medidos, foram representadas em funcao da concentragio de TCS e sao
apresentados na Figura 4.3. Foram escolhidos estes valores de frequéncia por
serem aqueles que apresentam um comportamento o mais préximo duma
variacao linear. De forma a facilitar a andlise dos espectros considerou-se a 4gua
ultra-pura como uma concentracao de 10 M de TCS e a dgua ultra-pura com
1% de metanol como uma concentracdo de 102! M de TCS, que na verdade

correspondem ambas a uma concentragao de 0 M de TCS.
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Figura 4.3: Espectro da impedancia (£2) em func¢io da concentracao de TCS (M) obtido
com um sensor sem revestimento em agua dopada com TCS para as frequéncias de 5.072x10-2,
4.029x102, 2.542x105 e 8.038x102 Hz

Constatou-se que, independentemente da frequéncia escolhida, o sensor
apresenta uma resposta eléctrica semelhante. A medida que se aumenta a
concentracdo de TCS em factores de 103, verifica-se um aumento progressivo da
impedancia, o que significa que a presenga de TCS na agua aumenta ligeiramente
as suas propriedades resistivas. De modo a garantir que a variacdo do
comportamento do sensor se deve a presenca do TCS e ndo do metanol, todas as

solucdes tém a mesma quantidade de metanol, que é 1%.

Ao fazer os testes de espectroscopia de impedancia, fazendo uso de um
sensor interdigitado sem qualquer revestimento sensorial, em solugdes de TCS,
verificou-se a funcionalidade do sistema. Ao indiciar a presenca de TCS para as
diferentes concentracdes referidas, conclui-se que o desenvolvimento de uma
lingua eléctronica por espectroscopia de impedancia é vidvel. De modo a refinar
a sensibilidade do sensor para as concentragdes mais baixas estudadas,
produziram-se varios filmes finos, utilizando diversas estruturas potencialmente

sensoriais.
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4.2 Caracterizacdo dos espectros de impedancia dos
eléctrodos interdigitados com camadas sensoriais

baseadas em filmes LbL em soluc¢des aquosas de TCS

Tendo sido verificada a funcionalidade dos eléctrodos interdigitados,
pretende-se agora que as propriedades eléctricas do sensor sejam alteradas com
a finalidade de melhorar a sua sensibilidade. Para tal, recorreu-se a técnica de
LbL para produzir filmes finos sobre os eléctrodos. Foram produzidos filmes
tinos LbL de (PAH/OG)s, (PAH/PSS)s, PEI/OG)s e (PEI/PSS)s. O primeiro
termo entre paréntesis refere-se a camada catiénica e o segundo a camada
anionica de cada bicamada. O valor no indice dos paréntesis indica o namero de
bicamadas produzidas sobre o eléctrodo. Segundo o mesmo procedimento
experimental e condigdes de temperatura para os ensaios realizados sem filmes,
analisaram-se solu¢des aquosas de TCS para as mesmas concentragoes,
utilizando os sensores descritos anteriormente. Mais uma vez, as medigdes
realizaram-se de forma crescente de concentraces, comecando pela dgua
ultrapura, de seguida dgua ultra-pura e 1% de metanol e terminando nas
solugdes de 4gua ultra-pura com 1% de metanol e com concentracdes de TCS de
1018, 1015, 1012, 10 e 1076 M.

Novamente, como foi referido no ponto 3.2.2, entre cada medicao
realizada com os sensores revestidos por filmes foi efectuada apenas lavagem

com 4gua ultra-pura, de forma a eliminar o risco de danificar os filmes.

4.2.1 Sensor com filme PAH/OG

Nas Figuras 4.4 e 4.5 encontram-se representados, respectivamente, o
espectro de impedancia em funcdo da frequéncia e o espectro de fase da

impedancia em funcdo da frequéncia, obtidos para o revestimento de filme com
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8 bicamadas de PAH e 8 bicamadas de OG, produzido pela técnica de LbL com
spray.
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Figura 4.4: Espectro da impedancia (2) em funcdo da frequéncia (Hz) obtido

com um sensor revestido com filme PAH/OG em agua dopada com TCS
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Figura 4.5: Espectro de fase da impedancia (') em fun¢do da frequéncia (Hz)

obtido com um sensor revestido com filme PAH/OG em agua dopada com TCS

Com o revestimento do sensor verificou-se uma melhoria dos resultados.
Para os valores de frequéncia evidenciados na Figura 4.4 (na ordem dos 10° Hz)
houve um aumento progressivo da impedancia com o aumento da concentragao
de TCS, contrariamente ao que aconteceu para frequéncias mais baixas. Para os
valores de frequéncia evidenciados na Figura 4.5 (entre 10-! e 10° Hz) também foi
possivel observar um aumento dos graus de fase de impedancia com o aumento

da concentracao.

Comparativamente com os valores obtidos para o sensor sem camadas
sensoriais, os valores quer de impedéncia quer de graus de fase de impedéncia
aumentaram ligeiramente, ndo chegando esse aumento a ser de uma ordem de

grandeza.

De forma a analisar a variacdo da impedancia com o aumento da
concentracado, fixaram-se quatro valores de frequéncia. Obteve-se o grafico

representado na Figura 4.6.
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Figura 4.6: Espectro da impedéncia (£2) em func¢io da concentracdo de TCS (M) obtido
com um sensor revestido com filme PAH/OG em dgua dopada com TCS para as frequéncias
6.385x105, 8.038x106, 1.012x10¢ e 1.274x10¢ Hz

Com se pode verificar com o aumento da concentragdo ha um aumento
progressivo da impedancia, sendo esse aumento mais significativo para
concentragdes de TCS mais baixas, principalmente entre 10-18 e 1015 M. A medida
que se aumenta a concentragdo de TCS nas solugdes a variagdo da impedéncia é
menor, sofrendo aumentos menores. A partir de 10° M esse aumento transforma-
se numa diminuigdo, indiciando que o sensor possa perder alguma eficiéncia
para concentragdes superiores a 10 M. Embora o sensor seja lavado varias vezes
com agua ultra-pura entre cada medicdo, é impossivel remover todas as
moléculas de TCS adsorvidas na superficie do sensor. A medida que a
concentracdo de TCS aumenta, maior serd a quantidade de TCS que ficou
adsorvida na superficie do sensor, isto é, quando o sensor é mergulhado nas

solugdes com maiores concentracdes, este ja ndo € tao eficiente.

Do espectro de frequéncias em que foram feitas as medicdes, escolheram-se
frequéncias com ordens de grandeza entre 10> e 10° Hz, por ser neste intervalo
que a evolucdo da impedadncia em funcdo da concentracdo apresentou um
comportamento mais coerente. Concluiu-se que o sensor revestido com o filme
PAH/OG é mais eficiente na deteccio de TCS em condicoes de elevadas

frequéncias.
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4.2.2 Sensor com filme PAH/PSS

Mantendo as mesmas condi¢des experimentais e seguindo o mesmo
procedimento seguido para os ensaios anteriores, fez-se novamente a analise de
solugdes aquosas de TCS para as concentragdes testadas no filme anterior,
utilizando agora um sensor revestido com um filme constituido por oito
bicamadas de PAH e oito bicamadas de PSS.

Foi possivel obter espectros de capacitancia, espectros de impedancia e
espectros de graus de fase de impedancia em funcdo da frequéncia,

representados, respectivamente, nos graficos das Figuras 4.7, 4.8 e 4.9.
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Figura 4.7: Espectro da capacitincia (F) em func¢io da frequéncia (Hz) obtido

com um sensor revestido com filme PAH/PSS em agua dopada com TCS
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No caso da capacitancia (Figura 4.7), dos 102 Hz até aos 5x103 Hz verifica-
se uma diminuicdo da impedancia de aproximadamente uma ordem de
grandeza, enquanto que no mesmo intervalo de frequéncias a impedancia
(Figura 4.8) diminui aproximadamente cinco ordens de grandeza. Dos 5x10° Hz
até aos 10° Hz a capacitancia diminui cerca de duas ordens de grandeza e a

impedancia diminuiu uma ordem de grandeza.

A evolugdo das trés grandezas em andlise é bastante coerente com o
aumento da concentracdo de TCS. No caso da impedancia e dos graus de fase de
impedancia para os intervalos de frequéncia seleccionados observou-se uma
diminuicdo progressiva com o aumento da concentracdo e no caso da

capacitancia a situacdo inversa.

Comparativamente com os valores para o eléctrodo sem camadas
sensoriais, os valores de impedancia aumentaram e em relagdo aos valores para
o eléctrodo revestido pelo filme PAH/OG os valores da impedéncia diminuiram,

nao sendo essas variacdes muito significativas.

Fixando valores de frequéncia, obtiveram-se os espectros da impedancia e
da capacitdincia em funcdo da concentracio de TCS representados,

respectivamente, nas Figuras 4.10 e 4.11.
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Figura 4.11: Espectro da capacitincia (F) em fun¢ido da concentragio de TCS (M) obtido
com um sensor revestido com filme PAH/PSS em agua dopada com TCS para as frequéncias
102 e 1.012x102 Hz
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Na Figura 4.11 observou-se que a capacitancia diminui com o aumento da
concentracdo da solucdo, sendo essa variacdo muito semelhante,
independentemente da frequéncia em que se fez a medicao. Pelo contrario, a

impedancia aumenta progressivamente com o aumento da concentragao de TCS.

Ao contrario das medigdes obtidas com o filme anterior, neste caso, para
concentragdes mais altas ocorre uma maior variagdo quer da capacitancia quer
da impedancia, sendo que a maior variacdo de ambas as grandezas ocorre

quando se passa de concentracdes de TCS de 10 para 10-¢ M.

4.2.3 Sensor com filme PEI/OG

Mantendo as mesmas condi¢des experimentais e seguindo o mesmo
procedimento para os ensaios anteriores, fez-se a anélise de solucdes aquosas de
TCS, utilizando um sensor com filme (PEI/OG)s. Neste caso, e no caso do filme
seguinte, apresentado no ponto 4.2.4, o valor de concentracdo de 102! M

corresponde a dgua ultra-pura.

Analisando o espectro da impeddncia em fun¢do da frequéncia
representado na Figura 4.12 e comparando com os espectros analisados para os
sensores anteriores, sensor simples, sensor PAH/OG e sensor PAH/PSS
constata-se que houve um decréscimo bastante significativo da impedancia. Por
exemplo, para uma frequéncia de 102 Hz houve uma diminuicdo da impedéncia

de cinco ordens de grandeza em relacdo aos outros revestimentos.

No intervalo de frequéncia de 10-2 a 105 Hz verificou-se progressivamente
uma diminui¢do da impedédncia com o aumento da concentracio de TCS,
havendo um afastamento maior da curva correspondente as medicdes em que
ndo ha TCS dissolvido.

Ao contrério, os graus de fase de impedancia (Figura 4.13) aumentam
progressivamente com o aumento da concentracdo de TCS, sendo também
bastante evidente a passagem de dgua ultra-pura para a primeira solugdo com
TCS dissolvido (10-18 M).
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Pela anélise do espectro da Figura 4.14, para valores de frequéncia fixa,
verificou-se que tanto para frequéncias altas como para frequéncias baixas a
impedancia diminui de forma com o aumento da concentracao, com excepgao do
ponto correspondente a concentracdo 10-1> M. Constatou-se também que esse
afastamento é mais significativo nas frequéncias altas, isto é, o pico de eficiéncia
deste sensor acontece quando as medigdes sdo feitas para frequéncias baixas.
Retirando este ponto de todas as medic¢Oes para cada frequéncia obtemos uma
evolucao da impedancia mais coerente. Também nestas medigdes se verifica uma
menor variacdo da impedancia para concentragdes maiores, tal como no sensor
revestido por PAH/OG. Aparentemente os filmes com OG perdem eficiéncia

para concentracoes de TCS maiores.
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Figura 4.14: Espectro de impedancia (£2) em func¢ido da concentracao de TCS (M) obtido
com um sensor revestido com filme PEI/OG em agua dopada com TCS para as frequéncias
6.385x104, 8.038x103, 1.274x10-2 e 4.029%10-1 Hz
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4.2.4 Sensor com filme PEI/PSS

Por dltimo, fez-se a andlise de solucdes aquosas de TCS utilizando um
sensor com filme constituido por oito bicamadas PEI/PSS (PEI/PSS)s. Mais uma
vez, foram mantidas as mesmas condi¢des experimentais e seguido o mesmo
procedimento usado para os ensaios anteriores. O comportamento da
impedancia em funcao da frequéncia, representado na Figura 4.15, é semelhante

ao ja analisado nas medicdes realizadas para os filmes anteriores.

Comparativamente com os valores para o eléctrodo sem camadas
sensoriais, os valores de impedéncia ndo apresentam diferencas significativas.
Em relacdo aos valores obtidos para o sensor revestido com PAH/OG houve uma
diminuicao insignificante da impedancia. Em relacdo aos valores obtidos para o
sensor revestido com PAH/PSS a diferenca mais significativa entre os valores da
impedancia verifica-se a uma frequéncia de 10° Hz, em que os valores de
impedancia sdo maiores no espectro obtido com o sensor revestido pelo filme
PEI/PSS. Em relacao ao sensor PEI/OG, tal como se verificou com os sensores
PAH/OG e PAH/PSS, as diferencas sao mais acentuadas, para uma frequéncia
de 102 Hz houve um aumento da impedancia de cinco ordens de grandeza. O
sensor revestido com o filme PEI/OG foi sem davida o que apresentou um
comportamento mais distinto dos restantes sensores e mais coerente com as

variacOes de concentracdo de TCS nas diferentes solugoes.

Para o intervalo de frequéncias seleccionado constata-se que os valores de
impedancia aumentam em concorddncia com o aumento da concentracao de
TCS. A solucdo de dgua ultra-pura e 1% de metanol foi aquela em que o sensor
mediu menores valores de impedéncia, de seguida a solucdao de dgua ultra-pura
com 1% de metanol e 10-18 M de TCS e assim sucessivamente até a solucao de
agua ultra-pura com 1% de metanol e com 10 M de TCS, como representado na
Figura 4.17. O grafico de graus de fase impedéncia (Figura 4.16) apresenta o
comportamento inverso. A medida que a concentracdo de TCS aumenta nas
solucdes os valores de graus de fase de impedancia diminuem. Verifica-se uma

boa separacdo e evolugdo dos pontos correspondentes as diferentes

55



concentragdes de TCS, quer no espectro de impedancia quer no espectro de fase

da impedancia.
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Figura 4.15 Espectro de impedancia (2) funcao em da frequéncia (Hz) obtido

com um sensor revestido com filme PEI/PSS em dgua dopada com TCS
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1.604x102, 1.274x102,1.012x10-2 e 102 Hz

Independentemente do filme com que se revestiu o sensor, o
comportamento da impedancia em funcdo da concentracdo de TCS é sempre
inverso ao comportamento da capacitancia em func¢ao da concentracao de TCS,
embora a capacitancia s6 tenha sido aqui representada para um tipo de

revestimento.

Analisando todos os espectros em que se fixaram valores de frequéncia,
de forma a analisar a variagdo da impedancia/capacitancia em fungdo da
concentracao, verifica-se que o sensor revestido pelo filme PEI/PSS é o mais
eficaz na deteccdo de moléculas de TCS em &gua, uma vez que s6 neste caso foi
possivel representar todas as concentracdes correspondentes as diferentes
amostras analisadas. O revestimento do sensor com o filme PEI/ PSS tornou a sua

capacidade na deteccdo de TCS muito mais eficaz.

Verificou-se que independentemente da frequéncia escolhida ocorreu uma
diminui¢do da impedancia com o aumento da concentragao de TCS. Em todos os
graficos os pontos correspondentes as concentragdes 10-27, 10-24, 10-21, 10- e 10
M tém valores muito semelhantes entre si e muito afastados dos pontos
correspondentes as concentragdes 10-18, 1015 e 10-12 M. Para além de um possivel

problema da falta de contacto encontrado no conector de ligacdo dos cabos, este
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afastamento pode ser explicado, no caso das concentragdes 10-%7, 1024, 1021 M, a
auséncia de TCS no leite e no caso das concentracdes 109 e 10 M a elevada

concentragao de TCS, que conduziu a saturagao do sensor.

Os espectros obtidos revelaram ser reprodutiveis e de um modo geral, as
parcelas revelam que todos os sistemas de dispositivos sensores sdo capazes de
distinguir a presenca de TCS e sdo sensiveis a sua concentracdo. Observe-se que
aimpedancia e a capacitdncia foram representadas numa escala logaritmica, para
enfatizar as mudangas. Pode-se entao concluir que todos os dispositivos podem
distinguir claramente as concentragdes de TCS em praticamente todas as faixas

de frequéncia.

4.2.,5 Aplicacao de PCA aos dados obtidos com filmes LbL

Os resultados obtidos com os diferentes filmes finos foram tratados pelo
método de PCA. A figura 4.18 a) mostra a representacao das componentes
principais PC1 e PC2 obtidas pelo método de PCA a partir dos espectros de
impedancia em funcdo da frequéncia medidos nos sensores com os elétrodos
revestidos pelos filmes LbL, para as concentra¢des de 1018 M a 10 M de TCS e
que em conjunto explicam 97,13% da variancia total dos dados, a variancia da
PC1 tomou o valor de 71,98% enquanto a PC2 o valor de 25,15%. Este grafico
mostra a distincdo entre as diferentes concentracdes, mas nenhuma das
componentes principais nos da uma evolucdo com a concentragao de TCS. Estes
resultados também indicam que uma escolha optimizada dos sensores pode

resultar numa discriminagdo mais acentuada da concentragao de TCS.
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Figura 4.18: a) Representacao das componentes principais PC1 e PC2 obtidas pelo
método de PCA a partir dos espectros de impedancia em funcao da frequéncia com o sensor
de eléctrodos revestidos pelos filmes LbL, para as concentracdes de 1018 M a 10-° M de TCS,
que em conjunto explicam 97,13% da varidncia total dos dados. b) Representacdo das
componentes principais PC1 e PC2 obtidas pelo método de PCA a partir dos espectros de
impedancia em funcao da frequéncia com o sensor de eléctrodos revestidos pelos filmes LbL
preparados com PEI/OG, para as concentracdes de 10-® M a 10 M de TCS, em que a
componente principal 1 contribui com 99,98% da varidncia total quando os dados
considerados sdo obtidos com os filmes de PEI/OG. c¢) Componente principal 1 obtida por PCA

em fungdo da concentracdo de TCS em agua a partir dos resultados obtidos em b).

Numa tentativa de se verificar que a escolha dos sensores pode levar a
uma boa descriminacdo, os dados de impedancia obtidos com os filmes de
PEI/OG foram caracterizados pelo método de PCA, tal como mostra a figura 4.18
b), e os resultados indicaram que a componente principal 1 e que a componente
principal 1 contribui agora com 99,98% da variancia total. Nestas condices, o
valor calculado de PC1 evolui assimptoticamente com a concentracdo de TCS,
indicando que o conceito de LE pode ser ttil no desenvolvimento de um sensor

que permita detectar baixas concentragdes de TCS.
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4.3 Caracterizacdo dos espectros de impedancia dos
eléctrodos interdigitados sem camadas sensoriais em

leite dopado com TCS

A analise espectral das emulsoes de leite com TCS foi efectuada segundo
os mesmos procedimentos aplicados as solucdes de TCS, com excepcdo de que
neste caso foi usado leite em vez de agua ultra-pura. As medigdes foram feitas,
novamente, por ordem ascendente de concentracdes, isto é, comecou-se por
analisar a 4gua ultrapura, de seguida analisou-se o leite, seguido de leite com 1%
de metanol e em seguida as emulsdes de leite e TCS com concentracoes de 1018,
10-15,10-12, 109 e 10 M. Também neste caso previne-se que uma medigdo anterior
perturbe os resultados da medicao seguinte, dado que a quantidade de molécula-
alvo que podera ficar adsorvida no sensor seja menor a quantidade medida em
seguida. Entre cada medicao o sensor foi lavado cinco vezes com dgua ultra-pura,
cinco vezes com alcool e novamente cinco vezes com agua ultra-pura, como

descrito no ponto 3.2.2. Para cada amostra foram feitas 3 medicdes consecutivas,

com lavagem do sensor entre medicdes.

Obtiveram-se os espectros de impedancia e de tangente do grau de fase de
impedancia (Tg(0)) em funcdo da frequéncia que podem ser observados, nas

Figuras 4.19 e 4.20, respectivamente.

Analisando o espectro da impedéancia em fungdo da frequéncia (Figura
4.19) em comparacdo com o espectro obtido para o mesmo sensor, mas em
solucoes aquosas (Figura 4.1), constata-se que em ambos 0s casos a concentracao
de TCS que se afastou mais do esperado foi a de 10-18 M, que no gréfico da Figura
4.1 ndo esta representada. Em relagdo as outras concentragdes de TCS, é possivel
observar, no intervalo de frequéncias evidenciado, que a impedancia aumenta

progressivamente com o aumento da concentracao de TCS no leite.

No gréfico da Figura 4.20 verifica-se que o minimo da Tg(6) diminui
progressivamente com o aumento da concentracdo de TCS no leite, a excepcao
da amostra de concentracdo 10¢ M para a qual se esperavam valores de Tg(d)

menores que os obtidos.
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O facto de ter sido substituida a 4gua por leite nao alterou de forma muito
significativa os resultados obtidos, pelo menos para os espectros de impedancia.
Comprou-se que mesmo em leite o sensor com eléctrodos interdigitados sem

qualquer revestimento continua a detectar a presenca de TCS em diferentes

concentracoes.
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Figura 4.19: Espectro de impedancia (2) em funcio da frequéncia (Hz)

obtido com um sensor sem revestimento em leite dopado com TCS
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Figura 4.20: Espectro da tangente do grau de fase de impedancia em fun¢ao
da frequéncia (Hz) obtido com um sensor sem revestimento em leite dopado com
TCS

Para um valor de frequéncia fixo (2.542x107 Hz) obtiveram-se os espectros
de impedancia (Figura 4.21) e de Tg(0) (Figura 4.22) em funcdo da concentracdo

de TCS, ambos para as 3 medigdes realizadas.
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Figura 4.21: Espectro de impedancia (2) em func¢ao da concentracao de TCS (M)

obtido com um sensor sem revestimento em leite dopado com TCS para uma
frequéncia de 2.542x107 Hz
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Figura 4.22: Espectro da tangente do grau de fase de impedéincia em fung¢io da

concentracao de TCS (M) obtido com um sensor sem revestimento em leite dopado com TCS

para uma frequéncia de 2.542x107 Hz
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Como se pode constatar para a frequéncia em andlise os valores de
impedancia aumentam com o aumento da concentragao de TCS, a excepgdo da
concentragdo de 1018 M que para as medicdoes 1 e 2 apresenta valores de

impedancia maiores do que a amostra de concentracao 10-15 M.

Comparando com o espectro obtido para solugdes aquosas utilizando o
mesmo sensor (Figura 4.3) verifica-se que em solu¢des aquosas a evolucdo da
impedancia com o aumento de TCS apresenta um comportamento mais linear do
que o observado no espectro representado na Figura 4.21. Essas diferencas sao
perfeitamente aceitdveis, uma vez que o leite, embora seja uma emulsdo

homogénea, tem uma grande e variada quantidade de moléculas dissolvidas.

Também os valores de Tg(d) (Figura 4.22), para a frequéncia em anélise,
aumentam progressivamente com o aumento da concentracdo de TCS, a
excepgdo da concentragao 1012 M para a medicdo 3, que decresceu em relacdo a

amostra menos concentrada medida anteriormente (1015 M).

Posteriormente fez-se a representacdo das componentes principais PC1 e
PC2 a partir dos espectros de capacitancia em funcdo da frequéncia para o sensor
com os eléctrodos sem nenhum filme depositado, bem como a representacao da
componente principal 1 em func¢do da concentracao de TCS em leite, como se

pode observar na Figura 4.23.
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Figura 4.23: a) Representacio das componentes principais PC1 e PC2 obtidas pelo
método de PCA a partir dos espectros de capacitincia em fun¢ao da frequéncia para o sensor
com os eléctrodos sem nenhum filme depositado, para as concentra¢cées de 0 M a 10° M de
TCS, que em conjunto explicam 99,83% da varidncia total dos dados. b) Componente principal
1 obtida por PCA em funcio da concentragao de TCS em leite. Estes resultados foram obtidos

a partir dos espectros de capacitincia em funcao da frequéncia.

66



44 Caracterizacdo dos espectros de impedancia dos
eléctrodos interdigitados revestidos pela técnica de

impressao molecular em leite dopado com TCS

A andlise espectral realizada com o sensor revestido por MIPs em emulsdes
de leite com TCS dissolvido foi realizada seguindo os mesmos procedimentos
aplicados no ponto 4.3, a excepcdo do sensor, que neste caso foram revestidos os
eléctrodos interdigitados. As concentracdes de TCS usadas foram as mesmas e as
medicoes foram feitas pela mesma ordem, com lavagem do sensor apenas com
agua ultra-pura entre cada medicdo. De forma a proteger o revestimento do

sensor, ndo foi usado alcool na lavagem deste entre cada medicao.

Os espectros obtidos de impedéncia e de Tg(6) em funcdo da frequéncia

encontram-se representados nas Figuras 4.24 e 4.25.
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Figura 4.24: Espectro de impedancia (£2) em func¢io da frequéncia (Hz) obtido com

um sensor de eléctrodos revestidos com MIPs em leite dopado com TCS
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Figura 4.25: Espectro da tangente do grau de fase de impedancia em fung¢ao da
frequéncia (Hz) obtido com um sensor de eléctrodos revestidos com MIPs em leite
dopado com TCS

No espectro representado na Figura 4.24 constata-se que as curvas
correspondentes as concentracdes de TCS de 109 e 10-* M sdao muito semelhantes
as obtidas com o sensor sem qualquer revestimento para as mesmas emulsoes
(Figura 4.19), com uma pequena diminui¢do dos valores de impedancia. Por
outro lado, as curvas correspondentes as concentragdes 10-18, 101> e 1012 M
apresentam valores de impedancia completamente diferentes, varias ordens de
grandeza inferiores, entre as frequéncias 102 a 1 Hz. Para o intervalo de
frequéncias evidenciado, na ordem dos 10* Hz, observa-se uma diminuigdo da
impedancia com o aumento da concentracdo de TCS, com excepgdo da
concentragao de 1012 M, que apresenta valores de impedancia superiores a todas

as concentracdes analisadas.

Também no espectro de Tg(d) representado na Figura 4.25 hd um claro
afastamento das curvas correspondentes as concentracdes de TCS 10 e 10 M
em relacdo as restantes concentracdes, ndo sendo evidente que tipo de relacdo

existe entre a Tg(d) e a concentracdo de TCS. Nao é possivel estabelecer uma
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comparagdo com o espectro obtido na seccdo 4.3 (Figura 4.20), uma vez que a
evolugdo dos valores da Tg(d) com o aumento da frequéncia sdo completamente

diferentes.

Por dltimo, fixaram-se quatro valores de frequéncia para os quais se
representaram os espectros de impedancia e de Tg(d) em funcao da concentragao

de TCS, tal como é observado nas Figuras 2.26 e 2.27, respectivamente.
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Figura 4.26: Espectro de impedancia (£2) em func¢do da concentragio de TCS (M) obtido
com um sensor de eléctrodos revestidos com MIPs em leite dopado com TCS para as
frequéncias 1.274x107, 1.604x107, 2.019x107 e 2.542x107 Hz
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Figura 4.27: Espectro da tangente do grau de fase de impedancia em funcio da
concentracio de TCS (M) obtido com um sensor de eléctrodos revestidos com MIPs em leite
dopado com TCS para as frequéncias 5.072x103, 2.019x10%, 1.012x105 e 2.542x10° Hz

No gréfico representado na Figuras 4.26 verificou-se que, para as
frequéncias em andlise, a impedancia aumenta a medida que a concentragdo de
TCS aumenta, sendo esse aumento muito mais acentuado quando se aumenta a
concentracao de TCS de 10-18 para 1015 M. Para concentragdes mais elevadas o
aumento da impedéncia é quase imperceptivel, verificando-se uma diminuigao,
para todas as frequéncias, quando se aumenta a concentracdo de TCS de 10 (ndo
representada na Figura 4.26) para 10-¢ M. Conclui-se que para concentragdes mais
elevadas o sistema sensorial concebido através da técnica de impressao
molecular atinge a saturagdo, ndo sendo possivel a deteccao de TCS a partir de
concentragdes da ordem dos 1012 M. A técnica de impressao superficial usada
para revestir os sensores permite a formagdo, na superficie do substrato, de locais
de reconhecimento de alta afinidade as moléculas de TCS. Quando estes locais
estdo todos preenchidos pelas moléculas de TCS, o sensor deixa de ser eficiente
e a sua capacidade de deteccdo é muito baixa, chegando a um ponto de saturacao

em que ja nem sequer se ha detecgdo.

O espectro da Tg(0) em funcdo da concentracdo de TCS (Figura 4.27)

apresenta uma evolugao mais coerente que o espectro de impedancia. O aumento

70



da concentragao de TCS traduz-se num aumento progressivo da Tg(d), obtendo-
se melhores resultados para frequéncias maiores. Neste caso, o aumento da Tg(d)
é mais significativo quando se aumenta a concentracao de TCS de 1012 M para
10 M, voltando a ser menos acentuado da concentracdo de 10 para 10 M, tal

como se verificou para o caso da impedancia.

A deteccao de TCS em leite usando um sensor revestido pela técnica MIPs
nao se reflectiu numa melhoria significativa em relacdo as medicoes feitas com o
sensor sem qualquer revestimento para as mesmas amostras. Nos sensores
revestidos com filmes pela técnica de pulverizacdo provou-se que o filme de
PEI/ PSS é o mais eficaz na deteccdo de TCS. No futuro, seria interessante adaptar
este revestimento de forma a poder ser usado em medic¢des no leite, uma vez que

s0 foi testado em solugdes de dgua ultra-pura.
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Conclusao e Perspectivas Futuras

Esta dissertacdo descreve o trabalho de investigagdo realizado no ambito
do desenvolvimento de um sensor de TCS em leite materno, usando o conceito
de lingua electrénica e, portanto, usando um conjunto de sensores com camadas
sensoriais obtidas pela técnica LbL, por pulverizacdo, e por impressao molecular

de polimeros (MIPs).

Concluiu-se que os sensores com camadas sensoriais obtidos pela técnica
LbL por pulverizagao sdo mais eficazes na deteccao das moléculas de TCS do que
o sensor simples sem qualquer revestimento em agua. Ficou provada para ambos
os tipos de sensor, com e sem revestimento dos eléctrodos, a capacidade de
deteccdo de diferentes concentra¢des de TCS e a melhoria na eficacia de detecgao

com o revestimento dos eléctrodos interdigitados através da técnica LbL.

Em relacdo as medicdes realizadas nas amostras de leite provou-se a
capacidade de deteccdo de TCS em diferentes concentracdes quer com sensores
de eléctrodos interdigitados sem qualquer revestimento quer com sensores de
eléctrodos interdigitados revestidos por MIPs, embora no segundo caso nao
tenha sido evidente a melhoria da capacidade do sensor na deteccdo de
moléculas de TCS. Contudo, dada a reprodutibilidades dos dados, a capacidade
de deteccdo de diferentes concentracdes de TCS em leite ficou comprovada para

ambos os tipos de sensores usados (com e sem revestimento).
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No caso das medigdes realizadas com eléctrodos interdigitados revestidos
pela técnica de impressao molecular, o facto de nado ter sido verificada uma
melhoria significativa dos resultados podera residir nas emulsdes preparadas,
por exemplo, devido a contaminagao por alguma substancia indesejada, presente
nos materiais usados; por mau contacto no conector de ligacao dos cabos; ou por

anomalias no revestimento.

Em estudos futuros devem ser contempladas medigdes em solugdes
aquosas com o sensor revestido por MIPs, de forma a ser possivel estabelecer
uma comparagao entre as medicdes em agua e em leite. Medi¢Oes em leite s6
devem ser feitas depois de ser comprovada a reprodutibilidade nos dados e a
melhoria na capacidade de deteccao do sensor em solugdes aquosas com
diferentes concentra¢des de TCS. Neste estudo, devido a falta de tempo nao foi
possivel seguir o procedimento que agora se recomenda, uma vez que grande

parte do tempo foi despendida em tentativas na producao do polimero MAGA.
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