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RESUMO

Neste trabalho estudou-se as propriedades Opticas do complexo Eurdpio-
Tetraciclina (EuTc), determinando as melhores condi¢cdes para se obter uma
formacéo eficiente do complexo. Parametros Opticos como absorgao, emissao,
tempo de vida e indice de refracdo foram obtidos. Variacdo da concentracédo de
eurépio no complexo, da temperatura, pH 6timo e tempo de reacédo das solucdes
foram analisados. Um aumento na banda de emissdo do eurépio foi observado
com adicdo de peroxido de hidrogénio (HP) na solugdo. As amostras foram
preparadas com pH neutro e a luminescéncia visivel do lantanideo foi detectada
apés uma incubacdo das amostras por 30 min. Um método direto para
determinacao de perdxido de uréia (PHU) e colesterol, em solugdo, usando a
fluorescéncia do complexo EuTc é descrito. Os resultados mostram que o
complexo é ainda mais sensivel para o peroxido de uréia, aumentando a
intensidade de emisséo em até 40 vezes, do que para o peroxido de hidrogénio,
que proporciona um aumento maximo de 15 vezes, quando comparados ao EuTc
puro. E reportado também, pela primeira vez, que para a determinacdo do
colesterol total, utilizando-se a sonda EuTc, ndo ha necessidade de adicdo de
enzima na solugdo, além de ser capaz de detectar fragbes de colesterol (LDL,
VLDL e HDL), também sem adigdo de outros reagentes. Esse método mostra que
o complexo pode ser usado como biossensor de alta sensibilidade, boa preciséao,
resposta rapida, baixo custo e resultados reprodutiveis para a determinacéo direta
do peroxido de hidrogénio, do peroxido de uréia, de colesterol e LDL e para a
determinacgao indireta da glicose. Uma proposta para a construgdo de um protétipo
de equipamento para medidas de emissao do europio, miniaturizado, portatil, e de
baixo custo, que possa ser utilizado com maior facilidade e rapidez, é

apresentado.

Palavras-chave: Eurdpio. Tetraciclina. Peroxido de Hidrogénio. Peroxido de Uréia.

Colesterol. Glicose. LED. Fotodiodo.



ABSTRACT

In this work was studied the optical properties of Europium-Tetracycline complex
(EuTc), determining the best conditions to obtain an efficient complex formation.
Optical parameters as absorption, emission, lifetime and refractive index were
obtained. Variation of europium complexes concentration, temperature, optimal pH
and solutions time reaction were analyzed. An increase in the europium emission
band was observed with the addition of hydrogen peroxide (HP) in the solution.
The samples were prepared with neutral pH and the lanthanide visible
luminescence was detected after a samples incubation of 30 min. A direct method
to determine urea hydrogen peroxide (PHU) and cholesterol, in solution, using a
fluorescent EuTc complex is described. The results show that the complex is more
sensitive for urea hydrogen peroxide, it is over fortyfold higher, while for hydrogen
peroxide the increasing is fifteenfold higher when compared to pure EuTc complex
emission intensity. It is also reported, for the first time, for the determination of
cholesterol total, using the EuTc probe, the enzymatic reaction is not necessary,
and also is possible to detect cholesterol fractions (LDL, VLDL and HDL), without
the addition of other reagents. This method shows that the complex can be used
as a biossensor of high sensibility, good accuracy, fast response, low cost and
reproducible results to direct determination of hydrogen peroxide, urea hydrogen
peroxide, cholesterol and LDL, and to indirect determination of glucose. A
prototype for the construction of miniaturized equipment, portable, low cost, easier

and faster to be used, is presented.

Keywords: Europium. Tetracycline. Hydrogen Peroxide. Urea Hydrogen Peroxide.
Cholesterol. Glucose. LED. Photodiode.
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INTRODUCAO

O interesse nas propriedades Opticas de complexos de ions lantanideos
teve inicio com Weissman' (1942), quando o mesmo noticiou que a absorgéo de
luz ultravioleta por uma variedade de complexos [(B-dicetonatos resultou em linhas
de emissao caracteristicas do eurdpio.

Vinte anos se passaram até o advento da espectroscopia, quando entéo se
iniciaram varios estudos nesse ramo da ciéncia.

De 14 para ca, os complexos de eurdpio vém sendo extensivamente
utilizados em andlises biomédicas®>. As aplicacdes variam desde sondas
luminescentes para diagndstico clinico até terapia médica para doencgas genéticas
e cancer, entre outras. Varias técnicas vém sendo empregadas, incluindo
alteracdes, aumento ou diminuicdo, da intensidade de emissdo do ion eurdpio,
transferéncia de energia e tempo de vida do complexo.

A luminescéncia do eurdpio em solugdao aquosa € fraca, devido ao baixo
coeficiente de absorgao do ion e as vibragcbes OH do solvente que aumentam o
processo de relaxacdo nao-radiativa de estados excitados de varios lantanideos, o
chamado quenching pela agua. Complexando esses ions na estrutura da
tetraciclina é possivel obter alta luminescéncia do complexo.

A tetraciclina € uma macromolécula que captura o ion da solugéo, absorve
a energia de radiagdo incidente e, através do efeito antena®, transfere essa
energia para o europio. Ela apresenta diversos grupos proton-ativos que oferecem
possibilidades diferentes de complexacéo dos ions de lantanideo, dependendo do
pH*.

Complexos europio-tetraciclina tornaram-se atrativos por aumentarem a
sensibilidade e seletividade em bioanalises devido as particularidades em suas
caracteristicas Opticas: grande deslocamento Stokes; grande intensidade de
fluorescéncia; tempo de decaimento relativamente IongoS'6'7; e foto-clareamento
nao mensuravel.

Os objetivos deste trabalho sdo a sintese e a caracterizagdo do complexo
EuTc em solucdo aquosa, afim de se desenvolver biossensores para analises

clinicas, de baixo custo, baseadas nas propriedades 6pticas do eurdpio.
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Para tal, as propriedades do complexo eurdpio-tetraciclina foram estudadas
a partir de técnicas de absorgao 6ptica, fluorescéncia, tempos de decaimentos dos
estados excitados e indice de refragdo. Alteracdes nessas propriedades oOpticas
decorrentes de variagdes da concentragdo de reagentes, temperatura, pH e
adicao de perdxido de hidrogénio, perdéxido de uréia, glicose, colesterol total e
suas fragdes foram investigadas.

Um aumento significativo na luminescéncia do eurdpio nesses complexos
foi observado na presenca do peréxido de hidrogénio (HP)®. Este efeito pode ser
usado para melhorar os limites de deteccdo na determinacdo da tetraciclina®, e
tem um potencial ainda maior na biomedicina, uma vez que quase todas as
oxidases (enzimas) produzem H,O, durante suas atividades'°.

Foi observado que a luminescéncia do eurdpio também €& aumentada na
presenca de peroxido de uréia'!, colesterol total’? e suas fracdes’.

E a proposta de construgao do protétipo do equipamento miniaturizado e de
baixo custo para as medidas de emissdo do biossensor EuTc foi testada e os
resultados demonstram ser possivel o desenvolvimento do protétipo utilizando um

LED violeta, como fonte de excitagao, e um fotodiodo, como detector.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 BIOSSENSORES

Biossensor € um sistema ou dispositivo analitico usado para a deteccao de
uma molécula ou biomolécula alvo, em conjuncdo com um transdutor fisico-
quimico, que converte o evento de reconhecimento bioldgico em um sinal de saida
utilizavel™. Sao poderosas ferramentas que resultam em respostas rapidas e
sensiveis, combinando a seletividade das reagdes bioquimicas com a simplicidade
operacional e baixo custo.

Em qualquer tipo de combinagao entre o transdutor e o elemento bioldgico,
0 objetivo principal a ser alcangado € a produgdo de um sinal que possa ser
relacionado com a quantidade do analito no sistema.

De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser classificado
como eletroquimico (potenciométrico, amperométrico, condutométrico, eletrodos
ions seletivos (ISE) e transistor de efeito de campo sensivel a ion (ISFET)), optico
(elipsometria, espectroscopia (luminescéncia, fosforescéncia, fluorescéncia,
Raman), fibra optica e guias de onda, interferometria (interferometria de luz
branca, interferometria modal) e ressonancia de plasma de superficie (SPR)),
calorimétricos, piezoelétricos (relaciona a oscilagdo da frequéncia dos cristais de
quartzo com variagdo da massa) e acusticos'®"’.

Dos biossensores eletroquimicos, os amperométricos constituem-se em
dispositivos mantidos em potencial fixo e que propiciam sinais de corrente
proporcionais a concentracdo do analito, em funcédo de processos eletrédicos que
ocorrem na interface eletrodo/solugdo'. Para o sensor potenciométrico, um
equilibrio local é estabelecido na interface do sensor, onde os elétrodos ou
membrana potencial medem o potencial gerado por ions, e a informagao sobre a
composicado de uma amostra € obtida pela diferenca deste potencial entre os
elétrodos’®. Ja os sensores condutométricos estdo envolvidos com a medida de

condutividade.
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Os métodos que empregam sensores Opticos sao baseados nas mudancgas
das propriedades oOpticas no sistema utilizado, por meio de medidas de emissao,
absorgao, reflexdo, disperséo, difusdo de luz, interferéncia, refracdo e difragao.
Quando um destes fendmenos acontece, as mudancgas nas propriedades Opticas
resultam na modulagdo de uma ou mais das seguintes propriedades: comprimento
de onda, amplitude, fase ou polarizagao®.

O biossensor piezoelétrico consiste em um disco confeccionado em cristal
piezelétrico de quartzo revestido por eletrodos de metal (normalmente ouro, prata,
niquel ou cobre)”. Esses eletrodos sdo usados para induzir um campo elétrico
alternado ao cristal, o que produz uma oscilagédo no centro do cristal piezelétrico.
Diretamente ligado ao circuito oscilador aparece um contador de frequéncia
(freqUencimetro) responsavel pelo monitoramento das variagbes na frequéncia de

1!, A medida que o potencial elétrico alternado é aplicado,

oscilagao do crista
promovendo um movimento vibracional no cristal, estabelece-se uma onda
acustica transversa que se propaga através do cristal. Como resultado ocorre um
deslocamento dos atomos do cristal paralelo & sua superficie?'. Desta forma, se
um material € depositado sobre a superficie do cristal ocorre uma redugdo no
movimento de oscilagao, resultando em diminuicdo da freqléncia de ressonancia
do mesmo. Monitorando a frequéncia do cristal € possivel se investigar os
fendmenos interfaciais e superficiais?’.

A fabricacdo desses sensores em micro € nano escala compreendem os
BioMEMS e BioMENS (Biomedical or Biological Micro/Nano-Electro-Mechanical
Systems).

Cronologicamente, Nernst, em 1897, propds o primeiro biossensor
potenciométrico, usando um eletrodo de hidrogénio para medir a acidez de uma
solugao aquosazz, e em 1906, para a mesma finalidade, foi desenvolvido o
eletrodo de vidro, por Cremer?®.

Em 1935, as empresas Beckman e Radiometer comercializaram o primeiro
medidor de pH?. Em 1957 iniciou-se a era dos eletrodos ions-seletivos (ISEs),
com os trabalhos tedricos de Eisenman e Nikolski?. Moody, Oke e Thomas, em
1970, usaram, pela primeira vez, eletrodos de membrana liquida a base de
polimero PVC, o que simplificou bastante a construcéo dos ISEs®.

Clark e Lyons (1962) foram os pioneiros no uso de transdutores

enzimaticos, quando eles planejaram um eletrodo com enzima para detectar

20



21

glicose no sangue de pacientes?®. Eles imobilizaram glicose oxidase na ponta de
um eletrodo de platina sensivel a oxigénio. Quanto mais glicose no sangue do
paciente, mais oxigénio era usado na reagdo enzimatica e consequentemente
menos oxigénio era medido no sangue do paciente’’. Em 1975, a Yellow Springs
Instruments Company comercializou o biossensor de glicose, que foi baseado na
medida amperomeétrica do perdxido de hidrogénio’’.

Guilbaut e Montalvo descreveram o eletrodo enzimatico potenciométrico,
um sensor de uréia baseado na imobilizacdo da urease em um eletrodo de
membrana®. O uso de transdutores térmicos para biossensores foi sugerido em
1974. Lubbers e Opitz usaram o termo optodo para o sensor de fibra éptica com
um indicador imobilizado para a medida de oxigénio ou dioxido de carbono. O
conceito foi expandido para determinacéo de alcool, medidas in vivo de pH, pCO,,
pO,, etc?.

Com o desenvolvimento do transistor de efeito de campo sensivel a ion
(ISFET), foi possivel a miniaturizagdo e a utilizagcdo dos processos da
microeletrénica na microfabricacdo dos biossensores, permitindo a producido em
massa®.

Em 1999, foi descoberto, por Rakicioglu®, que o complexo EuTc poderia ser
um biossensor de perdxido de hidrogénio. Em 2004, Wolfbeis e colaboradores
usaram o complexo EuTc como biossensor de glicose'®. Em 2005 desenvolvemos
o biossensor de perdxido de uréia'’ e em 2007 o biossensor para colesterol total'?
e suas fracdes'®, a partir do complexo EuTc.

Atualmente os biossensores apresentam aplicacbes nas mais diversas
areas: diagnéstico clinico, monitoramento intensivo da saude, monitoramento em
tempo real, industria de alimentos, controle do meio ambiente, controle de

infeccoes hospitalares, na biodefesa, entre outras.

1.2 LANTANIDEOS

Os ions lantanideos sdo os elementos quimicos dispostos na tabela
periddica com numero atdémico variando de 57 a 71 (lantanio ao lutécio) - também

conhecidos como terras raras (incluindo o escandio (21) e o itrio (39)). O termo



terra rara foi atribuido devido a uma descoberta tardia, no final do século 18, de
um mineral novo e incomum e as dificuldades iniciais na sua separacao. Estes
elementos ndo sdo escassos quando considerados em termos da abundéancia na
crosta terrestre, pois o mais raro, o tulio, esta presente em percentuais proximos
ao da prata®.

Os lantanideos possuem uma estrutura eletrbnica muito particular: apesar
da presencga de trés elétrons nas camadas mais externas, no decorrer da série
ocorre 0 preenchimento dos orbitais internos 4f, obtendo-se a configuragéo
eletrdnica (Xe) 4f" 5s® 5p° (0 < n < 14). Os jons lantanideos sdo na maioria
trivalentes com numeros de coordenagao entre 6 e 12. Alguns lantanideos
apresentam a propriedade de luminescéncia: por exemplo, o eurdpio trivalente
(Eu**) apresenta emissdo mais intensa na regido do vermelho, o térbio trivalente
(Tb>*) na regido do verde e o eurdpio bivalente (Eu®*) na regigo do azul.

As configuragbes eletronicas 4f" dos ions lantanideos possuem varios
niveis energéticos determinados pela combinagcdo de repulsdo inter-eletrbnica,
acoplamento spin-6rbita e o meio coordenante (campo cristalino)?®.

A relaxacao de um estado excitado pode ocorrer por decaimentos radiativos
e/ou nao radiativos. O decaimento radiativo ocorre com uma transicao eletrdnica
de um nivel de maior energia para um de menor energia, sendo esta energia
emitida como radiagdo. Decaimentos n&o radiativos ocorrem através de transi¢coes
vibracionais, com a energia perdida para o ambiente.

Os elétrons do orbital 4f, por serem muito bem protegidos do seu ambiente
quimico pelos elétrons das ultimas camadas, sdo minimamente envolvidos na
interagdo dos lantanideos com os ligantes, por isso as propriedades
luminescentes dos ions sao preservadas, como tempo de vida longo, e bandas de
emissao estreitas. A variacdo do ambiente do ion provoca apenas pequenos
desdobramentos nos niveis de energia e nas intensidades relativas das bandas®’.
As transicées f-f sdo proibidas® e, como resultado dessa proibicéo, o coeficiente
de absorcdo € muito baixo. Como consequéncia, a excitacdo direta do ion de
lantanideo nao é favoravel. A rapida relaxagao térmica da energia de excitagcéo é
um problema quando se utilizam ions lantanideos para sistemas luminescentes®,
Essa relaxacdo nao radiativa pode ocorrer pela interacdo dos niveis eletronicos do
ion lantanideo com os modos vibracionais ressonantes do solvente. Quando o

solvente contém grupos OH na coordenagao do ion lantanideo, ocorre eficiente
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relaxagdo nao radiativa devido ao acoplamento ressonante dos estados
vibracionais dos osciladores OH®.

A eficiéncia do processo de emissdo de radiacdo depende da diferenca
energética entre o estado excitado e fundamental, da energia vibracional do
oscilador e da vizinhanca ao redor do ion?°.

Neste trabalho utilizou-se o ion eurdpio entre os demais lantanideos.

1.2.1 Eurépio

O eurdpio foi descoberto em 1901%°

, ha Dinamarca, tendo como simbolo a
sigla Eu, niumero atémico 63 e peso atémico 151,96 g. E talvez o lantanideo mais
estudado de todos, principalmente quando se trata de sistemas biologicos, devido
as suas propriedades fotofisicas®'. Os niveis de energia envolvidos nas transigdes
eletrénicas sdo ndo-degenerados. Seu estado emissivo mais baixo, Do, & 17.250
cm™' acima do estado fundamental ’F.

A emissao do eurdpio pode sofrer supressao pelos grupos OH, NH e CH do
solvente, o que pode ser reduzido substituindo-se os hidrogénios por outro
elemento. O numero de grupos OH coordenados da agua ou metanol pode ser

estimado por alteragdes no tempo de vida pela equacdo de Horrocks®*>?

, porém
essa relagdo ndao € muito precisa quando o numero de grupos OH na primeira
esfera de coordenacao € pequeno.

O encapsulamento desses ions por agentes quelantes aumenta o
rendimento quantico da emissao e o tempo de vida do complexo comparado com
o ion livre. Além disso, a luminescéncia, mecanismo tipicamente explorado em
ambiente aquoso, aumenta com a diminuigcdo do numero de moléculas de H>O na
coordenac&o do eurdpio apos a complexacdo com o quelante. O Eu®* apresenta
de 8 a 9 sitios de ligagdo com moléculas de agua em sua coordenacgao.

A transferéncia de energia do estado triplete excitado de ligantes
aromaticos ao estado emissivo, °Dy, do eurépio, ocorre em complexos em que o
ligante tenha seu estado triplete logo acima do estado °Do.

Os niveis de energia mostrados a seguir (na Figura 1) relacionam as raias

espectrais do europio:
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Figura 1 - Diagrama de niveis de energia do eurépio (adaptado da Ref. 34).

Apesar de em solugdo aquosa os ions lantanideos apresentarem fracos
coeficientes de absorgcdo, a preparagdo com agentes quelantes ou
encapsuladores de lantanideos resulta em materiais que apresentam forte
luminescéncia’, permitindo que os complexos com lantanideos sejam usados

como sondas fluorescentes em varias aplicagdes biomédicas.

1.3 QUELANTES

Agentes quelantes sdo macromoléculas que sequestram ions de metais
polivalentes formando duas ou mais ligagdes coordenadas ou uma combinagao de
ligagdes coordenadas e/ou idnicas™®.

A complexagdo € uma atragédo eletrostatica entre um ion e um agente
quelante de modo que nao ha transferéncia de elétrons entre estes. Quanto as
cargas, a estrutura final terd como carga a somatéria das cargas individuais de
cada participante do complexo.

O agente complexador a ser explorado nesse trabalho € a tetraciclina.
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1.3.1 Tetraciclina

Tetraciclina (Tc, Figura 2) € um antibiético com um amplo espectro, usado
em tratamento de diversas infecgcbes bacterianas. Embora Tc seja considerada
como relativamente nao-toxica, o uso frequente resulta na acumulagdo de
residuos e resisténcia de bactérias ao antibiotico. Isso também produz um grande
numero de efeitos adversos para individuos sensiveis, como dor na boca, coceira
perineal, vertigem, dor de cabega, diarréia e fotossensibilidade.
Consequentemente, a permissao de residuos de Tc em alimentos é regulada e

monitorada rotineiramente®®>’.

I OH R H™N(CH3)s
‘&C”E. :{ 3
OH

4

Figura 2 - Tetraciclina

As tetraciclinas sdo derivadas de um sistema de quatro anéis de seis
carbonos cada, arranjados linearmente. Esse sistema representa a unido de dois
cromoforos distintos: o anel A e o anel BCD.

Muitas pesquisas tém sido feitas na tentativa de entender a quimica de

coordenagédo das tetraciclinas®®3%4°

com diferentes metais. Esse aspecto da
quimica da tetraciclina € bastante complexo por causa da existéncia de trés ou
mais sitios de ligagcédo e quatro a cinco sitios de dissociagao prototropica em cada
molécula e por causa da afinidade desses sitios com ions dependendo do pH*'.

As tetraciclinas séo fortes agentes quelantes. Os sitios de complexagcao
incluem o sistema B-dicetonatos (posigao 11 e 12) do anel BCD e os grupos enol
(posicdo 1 e 3) e carboxamido (posicdo 2) do anel A**.

A tetraciclina apresenta uma fluorescéncia molecular intrinseca. A formacéao

de um complexo com ions lantanideos, por exemplo, o Eu®, permite a
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transferéncia de energia intramolecular do estado excitado da tetraciclina para o
nivel de emissao do ion de lantanideo.

Os primeiros trabalhos envolvendo o ion eurdpio e a tetraciclina ocorreram
no sentido de utilizar o ion eurdpio como sonda fluorescente na deteccdo de

tracos de tetraciclina no organismo”®.

1.4 COMPLEXO EuTc

O estudo do complexo EuTc iniciou-se em 1982 com Richardson®, quando
ele verificou alteragdes nas bandas de absorg¢ao da tetraciclina na auséncia e na
presenca do ion eurdpio indicando a complexagao do ion. Em 1984, Hirschy et al*
estudaram as propriedades luminescentes do complexo e em um artigo
subseqliente explicaram as propriedades de formagao do complexo*'.

O eurdpio absorve pouco na regiao espectral do visivel e ultravioleta, mas
com a complexagao com a tetraciclina sua eficiéncia € aumentada. A tetraciclina
pode ser usada para excitar o europio pelo mecanismo apresentado na Figura 3.

A emissao de complexos EuTc € o resultado de diversos processos como
mostrado na Figura 3 (diagrama de Jablonski). No estagio da excitagdo, a
tetraciclina absorve a energia fornecida por uma radiagdo externa e é levada ao
primeiro estado singlete excitado (S4) a partir do estado fundamental (Sp) (a
denominacgao de estado eletrdnico singlete esta relacionada com a multiplicidade
de spins eletrdnicos, segundo a equacgao 2S + 1, sendo S a soma dos spins dos
elétrons. No caso dos estados singlete, o valor da multiplicidade é igual a 1, que é
a situacdo mais comumente encontrada para moléculas organicas no estado
eletrénico fundamental, para as quais todos os elétrons ocupam os estados de
menor energia e os elétrons possuem spins desemparelhados*®). A conversdo de
S1 ao primeiro estado triplete, T4, ocorre através do cruzamento intersistema onde
o elétron atinge o estado triplete mediante a inversdo do spin do elétron singlete
(cerca de 75% dos elétrons excitados singlete migram para o estado triplete, que é
mais estavel por possuir menor energia‘”) e a transicdo do T{ ao estado

fundamental é proibida, uma vez que sua taxa de decaimento é lenta®®



(fosforescéncia), e por ser lenta € mais susceptivel a ser desativada através de
processos nao radiativos*®.

Os processos que envolvem estados eletrénicos com mesma multiplicidade
de spin (envolvem estados singlete) sdo sempre permitidos, mesmo aqueles que
sao nao radiativos, enquanto que os que envolvem estados com multiplicidades de
spins diferentes sdo sempre proibidos. E por isso que, exceto em condicdes muito

especiais, N30 se observa a absorgao direta para estado triplete®.
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Figura 3 - Mecanismo de emissao de complexos de Eu®":
So, S1 e T estado singlete fundamental, estado singlete excitado, e estado triplete,
respectivamente [adaptado da Ref. 49].

ApOGs absorver a radiagéo incidente, a tetraciclina, prossegue na conversao
interna e entdo transfere essa energia para o Eu®". A eficiéncia desse processo de
conversao de energia, ou seja, a sequéncia absorg¢do > transferéncia > emisséo,
depende da intensidade de absorgao do ligante, da eficiéncia de transferéncia de
energia ligante-ion e da eficiéncia de luminescéncia do ion°.

Além disso, esse processo de emissdo do complexo EuTc apresenta
multiplas emissdes*® provenientes das varias transicdes eletrénicas do eurdpio:
Dp > Fy(J=0,1,2,3,4 e D1 > Fy(J=1,2, 3,5, 6). As transigdes mais
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intensas s&o °Dy — 'Foe °Dg — 'F4 com emissbes em torno de 610-630 nm e 585-
600 nm, respectivamente®.

As trés principais caracteristicas do complexo EuTc** 4% 1

sdo as seguintes:
1) Devido a dissipagdo da energia durante a converséo interna, o cruzamento
intersistema e a transferéncia de energia intramolecular®® a energia do féton
emitido pelo complexo EuTc é significativamente diferente daquela da radiagcéo da
excitacdo, e consequentemente o deslocamento Stokes € grande, cerca de 210
nm*. A excitacdo da tetraciclina é no ultravioleta (~395 nm), e pode ser realizada
tipicamente utilizando-se laser, lampada ou um LED violeta. A linha de emissao
mais intensa do europio é no vermelho (~615 nm). Esse grande deslocamento
Stokes permite a facil discriminagao da luz de excitagao.

2) A emissao do Eurdpio no vermelho é estreita (~10 nm). Isso acontece por causa
da protecdo dos orbitais f pelos orbitais preenchidos mais elevados s e p do
lantanideo®. E a intensidade de fluorescéncia da banda principal do complexo de
eurdpio é muito forte, embora seu rendimento quantico seja geralmente mais baixo
do que aquele dos fluoréforos convencionais. A razdo disso é que a energia
transferida é fortemente emitida por uma banda estreita e bem definida®’.

3) O tempo de decaimento da fluorescéncia é longo (~20 ps). As transi¢oes
eletrébnicas f-f do lantanideo sdo proibidas, conduzindo para longo tempo de
decaimento do estado excitado*®. Os tempos de decaimento de complexos de
europio sao altamente sensiveis ao ambiente do ligante, em especial ao numero
de moléculas de agua que ocupam locais internos da coordenagao do ion*’.

O complexo EuTc tem se mostrado versatil em bioanalise como sensor de:
peréxido de hidrogénio®, glicose', leticina®®, heparina®, fosfato®, albumina de
soro humano®, citrato e outros intermediarios do ciclo do acido citrico®’, entre
outros. A seguir sera descrito com maior profundidade algumas possibilidades de

utilizagdo do complexo EuTc como biossensor.

1.4.1 Peré6xido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio € um dos oxidantes mais versateis que existe,

superior ao cloro, didxido de cloro e permanganato de potassio®. Os peroxidos
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aparecem em muitas reagdes enzimaticas e atmosféricas. Na atmosfera, os
peréxidos fazem o papel de substancias reativas devido a formacao de radicais
pela irradiacdo com luz solar. Estes radicais sdo os provaveis responsaveis pela
degradagédo da camada de ozénio, que protege contra raios UV, na atmosfera®°,

Apesar do poder de reagao, peroxido de hidrogénio € um metabdlito natural
em muitos organismos o qual, quando decomposto, resulta em oxigénio molecular
e agua®®. Mas em processos celulares o H,0- liberado é muito téxico. Além disso,
o peroxido usado em industrias normalmente € liberado no meio ambiente em
grandes quantidades®'. E também importante nas areas envolvidas com
alimentos, medicamentos, monitoramento de processos, entre outras®®,
Conseqguentemente, a determinacédo de baixas concentragdes de peroxidos € um
objetivo importante tanto na bioanalise quanto em analise ambiental®.

Muitos métodos foram desenvolvidos para a quantificacdo de perdxido de

62,63

hidrogénio, como métodos amperométricos®®®®,  potenciométricos® e

condutométricos®®,  quimiluminescéncia®®,  fluorescéncia®’,  volumetria®,
cromatografia liquida®®, entre outros.

O biossensor EuTc foi primeiramente descrito por Rakicioglu®. O limite de
deteccdo do método utilizando o EuTc’® pode ser comparado ao obtido por outros

métodos conforme visto na Tabela 1.

Tabela 1 - Métodos para a determinagéo de H,O,:

Método E_scala Limite cje
Linear Detecgao

Biossensor Amperométrico (carbono vitreo) 0,01 -1,5 mmol.L™" 5 pmol.L”
Biossensor Potenciométrico (eletrodo redox) 1,98 - 9,86 mol.L™" 0,4 pmol.L”
Biossensor Condutométrico (ouro) 5 — 300 pmol.L -
Biossensor de Fibra Optica 0,05 -1,2 mmol.L”" 25 pmol.L™
Quimiluminescéncia (Luminol e Peroxidase) 0,1 —0,3 mmol.L™" 0,67 mmol.L™”
UV-Vis (Ferro e Porfirina) 3,5-70 ymol.L" 1 pmol.L”
Volumetria 41 —200 ymol.L™" 3 pmol.L™
Cromatografia Liquida 0,5-5umol.L™" 0,15 ymol.L™
EuTc 2 — 400 ymol.L" 0,96 umol.L™




A possibilidade da determinagao luminescente do peréxido de hidrogénio é

também promissora para a determinagao indireta da glicose'® 772,

1.4.2 Glicose

A glicose é um dos carboidratos mais importante na biologia e € o principal
combustivel utilizado pelas células para produzir energia e crescimento. A glicose
& um acucar proveniente da dieta’. Uma vez ingerido, & absorvido pelo intestino,
passando a circulagdo sanguinea, onde fica disponivel para as células, porém,
para que as células possam usa-la, faz-se necessario a intervencao da insulina e
quando a quantidade de insulina nao é adequada, a maior parte das células nao
consegue utilizar a glicose, que permanece no sangue, atingindo niveis
excessivamente altos e extremamente prejudiciais a satde’.

Valores normais de glicemia (niveis de glicose no sangue) séo aqueles que
oscilam entre 80 e 110 mg/dL">.

De acordo com dados do Ministério da Saude, aproximadamente 7,6% da
populacdo brasileira entre 35 e 69 anos de idade devem ser portadores de
diabetes. Isso equivale a cerca de 11 milhdes de pessoas, sendo que boa parte
dessas pessoas ignora sua condigdo e, portanto, ndo recebe qualquer tipo de
cuidado”™ ",

Embora se associe o diabetes ao idoso e ao obeso, ele é a principal causa
de doencgas cronicas na infancia. O diabetes € uma sindrome caracterizada pela
presenca de niveis elevados de glicose no sangue.

A determinacgao do nivel glicémico, é de grande importancia em virtude do
papel que desempenha no tratamento de diabetes (hiperglicosuria e
hiperglicemia).

A metodologia de quantificacdo de glicose mais comum consiste na
utiizacdo de uma enzima, glicose oxidase (GOx), que na quebra da glicose
produz H,O,:

Glicose + O, GQ»X D-gluconolactone (1)
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D- gluconolactone + H,O — D-gluconate + H,O, + H*  (2)
Considerando a reagédo enzimatica e a informagao que:

EuTc H EuTc:HP

Emissao fraca / Emisséao forte

E possivel se determinar indiretamente a quantidade de glicose presente
em uma determinada solucdo utilizando o complexo EuTc. Foram publicados
varios trabalhos onde o complexo EuTc foi utilizado como sonda para glicose e
cujos limites de deteccéo s&do os seguintes: considerando medidas de intensidade
de fluorescéncia: Limite de deteccdo de 12,8 mUnid/mL e faixa de linearidade de
12,8 - 27,1 mUnid/mL. Para medidas utilizando diferencas de tempo de
decaimento: Limite de deteccédo de 3,1 mUnid/mL e faixa de linearidade de 3,1 -
27,1 mUnid/mL"".

Além da glicose, e seguindo principio semelhante pelo método enzimatico,
é de grande interesse o acompanhamento dos indices de lactose’ e alcool’?, e a
monitoracdo de processos biotecnoldgicos, tais como a preparacdo de

fermentados, a producao de insulina e antibiéticos'°.

Tabela 2 - Reagdes enzimaticas’".

Substancia Enzima Reacdo Enzimatica

Alcool Alcool oxidase Etanol + O, — Acetaldeido + H,O»

D-Glicose Glicose Oxidase  B-D-Glicose + O,—Acido Glicénico + H,0,

Lactose Galactose oxidase Lactose + O,—Galactose dialdeido + H2O»
L-Lactato L-Lactato oxidase L-Lactato + O, — Piruvato + H,0O,
_ Amiloglicosidase ~ Amido + H,O — B-D-Glicose
Amido Glicose oxidase  B-D-Glicose + 02— Acido Gliconico + Hz02
Invertase Sacarose + H,O — a-D-Glicose + B-DFrutose
Sacarose Mutarotase a-D-Glicose — B-D-Glicose

Glicose oxidase B-D-Glicose + O, — Acido Glicénico + H,0;

Catalase Catalase 2H,0, - 2H,0+0,
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Sao mostradas, na Tabela 2, algumas reacdes que liberam H,O, e por isso
podem ser determinadas através do método enzimatico’®’":7879.8081.82:8384.85
utilizando-se o complexo EuTc. Para determinadas substancias sao necessarias
mais de uma enzima para a produgdo do peroxido de hidrogénio. No caso da
catalase o método é invertido, baseado na fluorescéncia minima em relacdo a

fluorescéncia maxima, ja que ha quebra da molécula de H,O..

Entre as varias substancias capazes de serem detectadas indiretamente,
através do método utilizando o complexo EuTc, encontra-se também o colesterol,

considerando-se que:

COx
Colesterol + O, — Colesterona + H,0> (3)
1.4.3 Colesterol total e suas fracdes

O colesterol é uma substancia complexa do tipo lipidio-esterdide. Na sua
forma pura, € um sdlido cristalino, branco e inodoro. O colesterol € um composto
essencial para a vida, estando presente nos tecidos de todos os animais. Além de
fazer parte da estrutura das membranas celulares, é também um reagente de
partida para a biossintese de varios hormonios® (cortisol, aldosterona,
testosterona, progesterona, estradiol), dos sais biliares e da vitamina D.

E obtido por meio de sintese celular (colesterol endégeno - 70%) e da
dieta (colesterol exdgeno - 30%). O excesso dele no sangue resulta da grande
ingestao de colesterol e gorduras saturadas.

O colesterol enddgeno é sintetizado pelo figado, em um processo regulado
por um sistema compensatorio: quanto maior for a ingestdo de colesterol vindo
dos alimentos, menor é a quantidade sintetizada pelo figado®’.

Como ¢ insoluvel em agua (por possuir apenas um grupo hidroxila, sendo
este a unica parte polar da molécula) e, consequentemente, no sangue, para ser
transportado na corrente sanguinea liga-se a algumas proteinas e outros lipidios

através de ligagbes ndo-covalentes em um complexo chamado lipoproteina.
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Existem diferentes tipos de lipoproteinas, que sao classificadas
dependendo da sua densidade. Uma delas € a Lipoproteina de Baixa Densidade
(LDL — Low-Density Lipoprotein), que € a principal carregadora de colesterol no

plasma®.

O LDL é o "mau" colesterol, estando associado com maior risco de doencas
cardiacas, pois quando depositado na parede das artérias, da inicio ao processo
chamado aterosclerose (acumulo de lipidios dentro e ao redor das células, que
provocam o estreitamento do lumem do vaso). Este fenbmeno é responsavel por
500.000 ataques cardiacos por ano®®. As LDL representam 50% da massa total de
lipoproteinas circulantes. Sao particulas bem pequenas, que mesmo quando em
grande quantidade n&o séo capazes de turvar o plasma. O colesterol representa
metade da massa da LDL. Cerca de 25% séao proteinas e o restante é constituido
de fosfolipidios e triglicerideos. E a lipoproteina que mais carrega colesterol. Tem
a fungao de transporta-lo para locais onde ele exerce uma fungao fisioldgica, como
por exemplo a sintese de esterdides®™. O colesterol LDL mantém uma relacdo
direta com a prevaléncia de enfermidade coronariana, incluindo aterosclerose e
hipertensdo, entre outras®®2. Deste modo, valores elevados de colesterol LDL
estdo associados com risco aumentado dessas doencas. Pesquisas recentes
suportam a idéia de que o LDL oxidado (OxLDL) pode ser um antigeno para a
aterosclerose®. Além disso, as lipoproteinas oxidadas sdo capturadas pelos
macrofagos®®° |

A HDL (Lipoproteinas de Alta Densidade) é o colesterol "bom", pois altas
concentragbes no sangue estdo associadas com um baixo risco de ataque
cardiaco. As HDL sdo pequenas particulas constituidas por cerca de 50% de
proteina, 20% de colesterol, 30% de triglicerideos e tracos de fosfolipidio,
ajudando a remover o colesterol das células do organismo para o figado, para ser
reutilizado, convertido em acidos biliares ou descartado na bile®.

Lipoproteinas de Muito Baixa Densidade - VLDL - sdo particulas grandes
constituidas por 50% de triglicerideos, 40% de colesterol e fosfolipidios e 10% de
proteinas. Tém como fungdo o transporte dos triglicerideos enddgenos e do
colesterol, desde o figado e, em menor quantidade, do intestino delgado para os
tecidos periféricos para serem armazenados ou utilizados como fonte de energiago.

O excesso de colesterol no sangue é um dos principais riscos de

desenvolvimento de doencas cardiacas, incluindo aterosclerose e hipertensao,
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entre outras®"%?. De acordo com a American Heart Association, niveis normais de
colesterol total sanguineo encontram-se abaixo de 200 mg/dL, enquanto que
concentragbes acima de 240 mg/dL sao fatores de alto risco para doencgas
coronarianas®. Por essas razdes o colesterol se tornou um dos principais
parametros a ser determinado em diagndstico clinico de rotina. Varios esquemas
tém sido propostos, na literatura, para a determinagcdo de concentragcbes de
colestero|®":98:99.100

Em geral, a determinacdo de colesterol € baseada em espectrofotometria,
mas esse método requer procedimentos complicados e de alto custo, devido a
utilizagdo de enzimas caras em varias etapas do ensaio''. Hoje, o complexo
eurdpio-tetraciclina pode ser utilizado como biossensor de colesterol total'? e de

suas lipoproteinas'.

1.4.4 Per6xido de Uréia

Perdxido de uréia (PHU), ou peréxido de carbamida, em seu nome
obsoleto, € uma forma estavel do H,O, e um potencial agente citotoxico'.
Problemas renais e cardiacos estao relacionados a niveis alterados de PHU no
sangue'®.

E assim como o HP, o PHU apresenta efeitos nocivos a varias células'®,
incluindo as do coragdo e as dos rins. Niveis renais e cardiacos de PHU sao
préximos da concentragdo de pentosidina da Reacdo Maillard'® e por essa razéo
€ importante o controle de niveis de PHU no corpo. Sabendo-se que a
insuficiéncia renal crénica esta relacionada com o aumento do PHU, e com o
processo de glicoxidagdo da matriz renal e cardiaca, € possivel administrar essas
toxinas para retardar danos funcionais do coracdo e a destruicdo dos rins em
pacientes em pré-dialises ou para melhorar os tratamentos pelo desenvolvimento
de procedimentos mais efetivos para pacientes antes da dialise'*.

A uréia ligada ao peroxido de hidrogénio da origem ao peréxido de uréia. A
uréia € produzida primeiramente no figado e secretada pelos rins e € o principal
produto final do metabolismo animal. E o veiculo preliminar para a remocao da

amonia toxica do corpo. A determinagao da uréia € muito util para que o médico



avalie a fungao do rim dos pacientes. Em geral, aumentos no nivel da uréia sdo
associados a nefrite, isquemia renal, obstru¢cdo do aparelho urinario, e
determinadas doencgas extra renais, doencas de figado e diabetes. Os niveis
diminuidos indicam a insuficiéncia hepatica aguda'®.

Até agora a determinacao de niveis de PHU era feito por métodos muito
indiretos, com varias etapas e reagentes'®. O EuTc pode ser um sensor para
PHU, tornando a determinacdo da concentracdo do peréxido em fluidos

corporeos, além de simplificada, precisa e rapida, também barata e direta.
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2 METODOLOGIA

Nesse capitulo serao abordados os materiais e os métodos adotados para a
preparagcao das amostras e para as medidas realizadas. Toda a instrumentacao
utilizada encontra-se localizada no Centro de Lasers e Aplicagdes (CLA) no
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN)/USP, exceto o refratbmetro
de Abbé, o qual esta locado na Faculdade de Tecnologia de Sao Paulo (FATEC-
SP).

2.1 SOLVENTES E REAGENTES

Cloridrato de Eurdpio Hexahidratado

Cloridrato de Tetraciclina

Acido propanesulfénico 3 (N-Morpholino) - MOPs
Peréxido de Hidrogénio (HP)

Peréxido de Uréia (PHU)

Colesterol total

Colesterol Oxidase

LDL, VLDL, HDL

Glicose

Glicose Oxidase

Cloreto de Sédio

YV V.V V V V V V V VYV V

Todos os sais inorganicos usados apresentavam pureza analitica e foram
obtidos da Sigma Aldrich e Molecular Probe. Todas as solugbes foram preparadas
em 10 mmol.L™ de acido propanesulfdnico 3 (N-Morpholino) - MOPs (da Carl Roth,
Germany). A tetraciclina-HCI usada era padrdo secundario obtido pela Industria
Farmacéutica Bunker Ltda. Usou-se peroxido de hidrogénio 30%, da Lafan,
Quimica Fina Ltda e como perdxido de uréia usou-se uma composicao de 98% de
peréxido de uréia, da Sigma. Os Kits enzimaticos da glicose e do colesterol foram

gentilmente fornecidos pela LaborLab.
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2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Preparacao das solucdes

Tomando-se os devidos cuidados com cada reagente (utilizando assim,

luvas, avental, capela, etc), preparou-se as seguintes solugdes:

Solucdo I: misturou-se 2,09 g de MOPs (Figura 4) a 1000 mL de agua bi-
deionizada e ajustou-se o pH para 6.9 adicionando NaOH, pois a solugéo

encontrava-se muito acida pelo fato do MOPs ter pH 3,5.

o
Y -
{g/\ Y 7 &oH

Figura 4 - MOPs
Formula: C4;HgONC3HgSOsH

Solucéo II: variagdo da concentracéo de Eu®

a) 21 pmol.L™" solugdo de Eu**; 0,79 mg de EuCls.6H,O em 10 mL solugao .

b) 31,5 umol.L™" solugéo de Eu®**; 1,16 mg de EuCls.6H,0 em 10 mL solug&o |.
c) 42 ymol.L™" solugdo de Eu®**; 1,50 mg de EuCls.6H,0 em 10 mL solugao I.
d
e) 63 pmol.L™" solugdo de Eu**; 2,29 mg de EuCl3.6H,0 em 10 mL solugao .
f) 73,5 umol.L™" solugéo de Eu**; 2,71 mg de EuCls.6H,0 em 10 mL solugéo I.

g) 84 umol.L™" solucédo de Eu*; 3,10 mg de EuCls.6H,0 em 10 mL solug&o I.

)
)
) 52,5 ymol.L™" solugdo de Eu®*; 1,98 mg de EuCls.6H,0 em 10 mL solugao |.
)

Solucéo I1I: 21 pmol.L™" de cloridrato de tetraciclina em 10 mL da solug&o |.

Solucéo IV: solugédo EuTc , que corresponde a mistura da solucéo Il e da solugao

[ll, completada com MOPs a um volume de 100 mL.

Solucdo V: HP diluido: 1mL de HP puro diluido em 10 mL de agua destilada

(solugéao A).
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50 pL da solugao A diluidos em 100 mL de agua destilada.

Solucéo VI: PHU diluido: 0,001g de peréxido de uréia diluido em 100 mL de agua

destilada.

Solucédo VII: 1 mL de EuTc acrescida de variadas concentragdes de HP (solugao
V) ou PHU (solugdo VI), conservando-se um volume fixo (completado com a

solucdo MOPs).

Solucéo VIII: EuTc-Colesterol — 1 mL da solugéo IV com x yL (x = 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100) da solugéo de colesterol (200 mg/dL).

Solucéo IX: EuTc:LDL e EuTc:OxLDL — 1 mL da solugdo IV com 10 yL LDL (0,7;
1,5; 3,0; 5,6 € 7,7 mg/mL) ou OxLDL (0,7; 1,5 e 3,0 mg/mL). E EuTc:HDL e EuTc:
VLDL.

Solucdo X: EuTc-Glicose — 1 mL da solugéo IV com x pL (x = 10, 20, 40, 100, 150,
200 e 250) da solugao de Glicose (100 mg/dL), acrescentando-se MOPs para
completar o volume total da solugdo em 1,5 mL.

Solucéo XI: EuTc-Glicose-GOx — Solugéo IX acrescida de 5 uL de GOx.
Foram preparadas seis solugdes contendo 1 mL de EuTc e 5 uL de GOx
cada, e variadas concentragbes de glicose (10, 30, 50, 70 e 100 L), fixando o

volume total em 1,15 mL (adicionando-se MOPs, quando necessario).

2.2.2 Obtencéo das lipoproteinas

As amostras foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Magnus A. Gidlund e o
procedimento foi realizado por sua aluna Andréa M. Monteiro do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Coletou-se
sangue de doadores voluntarios saudaveis normolipidémicos em jejum (12h). O

plasma foi obtido apds centrifugagcéo a 103g, a 4°C, por 15 minutos. Depois disso



foi adicionado, ao plasma, benzamidine (2 mM), gentamicina (0.5%), cloranfenicol
(0.25%), PMSF (fenil-metil-sulfonil-fluoreto) (0.5 mM), e aprotinina (0.1 unid/mL).
As lipoproteinas do plasma foram entdo isoladas por ultracentrifugacao
sequencial. Para isolamento sequencial a densidade do plasma foi ajustada para
VLDL d < 1,006 g/mL, LDL d = 1.030-1.063 g/mL e HDL d = 1.063-1.21g/mL e
entdo centrifugado a 105g, a 4°C, por 20 horas, usando rotor 75 Ti (Beckman
Instruments). Imediatamente apos a obtengao, as lipoproteinas foram dialisadas
durante 48h (PBS-EDTA 0,01%) e filtradas (0,22 ym de didmetro, Millipore®). A
concentragdo de proteinas foi quantificada utilizando o kit BCA (PIERCE) de
acordo com as instrugdes do fabricante.

Oxidagao das lipoproteinas por ions cobre: As amostras também foram
gentilmente fornecidas pelo Dr. Magnus A. Gidlund e o procedimento foi realizado
por sua aluna Andréa M. Monteiro do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Para obtencdo de LDL oxidada por ions
cobre (OxLDL), a lipoproteina foi dialisada de um dia para o outro em PBS, sem
EDTA, seguida de incubagdo com CuSQO4, 20 mM/mg de proteina da LDL, a 37°C,
de um dia para o outro. Obteve-se uma completa oxidacdo das lipoproteinas
definida por uma fase platd, medida pelo ensaio de TBARS. O processo de

oxidacao foi finalizado pela adicao de 1 mM de EDTA.

2.2.3 Obtencéo dos espectros de absorcao

Os espectros de absorcdo de todas as amostras foram medidos em
temperatura ambiente na escala de 200nm - 2200nm usando um espectrOmetro

Varian Spectrometer Cary 17 D.

2.2.4 Obtencéo dos espectros de emissao

Os espectros de emissado foram obtidos excitando as amostras com uma

lampada Xenbnio de 300 Watts. As emissdes das amostras foram analisadas com
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um primeiro monocromador de 0,25 m (Jarrel-Ash) e um segundo monocromador
Spex de 0,5 m, fixando-se, nesse caso, o primeiro monocromador em 405 nm e
variando o segundo. A detecg¢ao do sinal foi realizada com uma fotomultiplicadora
EMI de catodo S-20. O sinal foi amplificado com um EG&G 7220 lock-in, que se
utiliza da mesma frequéncia do modulador para que sinais externos como, por

exemplo luz ambiente, ndo sejam detectados, e, entdo, processado por um

Radia%

onocrom

L]
Leitura ou
l—.. -
Processam,

Amostra

computador.

Detecto

Monocromador

Figura 5 - Diagrama de montagem para medidas de emisséo.

Algumas medidas de emissao foram realizadas a temperatura ambiente, no
espectrometro de fibra da Newport, série OSM, com visor LCD, utilizando como
fonte de excitacdo um LED violeta.

Para as medidas de emissdo as solucdes foram colocadas em uma cubeta
de caminho optica de 1 mm. A luz de excitacdo foi sempre focalizada fora do
centro da cubeta e préxima a sua borda e a luz emitida foi sempre coletada a 90

graus com a excitagao.

2.2.5 Variagao da temperatura



41

Para a variagado da temperatura utilizou-se o equipamento Thermolyne, tipo
17600 Banho Seco, agregando a ele, um termdémetro para a marcacao da

temperatura, a qual variou de 22°C (temperatura ambiente) a 85°C.

2.2.6 Obtencéo do tempo de vida

Para determinar os tempos de vida foi usado um sistema de excitacdo que
consiste em um oscilador paramétrico optico ajustavel (OPO de OPOTEK)
bombeado pelo segundo e terceiro harménicos de um laser Nd-YAG Q-switched
da Quantel. Este sistema laser entrega pulsos de 20 mJ com duragao de tempo de
4 ns e taxa da repeticdo de 10 Hz, e pode ser ajustado de 0,41 ym a 2,0 ym. Os
tempos de vida da luminescéncia dos lantanideos foram detectados por uma
fotomultiplicadora S-20 e analisados usando um signal-processing boxcar
averager (PAR 4402), e osciloscopio digital de 200 MHz Tektronix TDS 410. Os
erros relativos nas medidas da emissao foram estimados < 5% enquanto que os

erros nas medidas do tempo de vida sdo <10%.

2.2.7 Obtencéao do indice de refracao

No refratbmetro de Abbé (Figura 6) se mediu o angulo limite de reflexdo
total. Os principais componentes do aparelho sdo o prisma de medicdo, que
trabalha em uma faixa de indice (para o equipamento de laboratério de 1,300 < n
< 1,700), a objetiva de focalizagéo e o circulo graduado de cristal com microscopio

de leitura.
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Muito alto Muito baixo Correto

Figura 6 - Refratdbmetro de Abbé, e visdo da amostra através das lentes do refratémetro.

Na medida por transmissao, a luz passa através da amostra sobre a face
medidora do prisma de medi¢do. Parte da luz incide rasante (A = 589,26 nm)
chega a se refletir abaixo do angulo limite da reflexdo total e se observa na ocular

como uma linha limite entre o campo escuro e claro.

2.3 ESQUEMA DO PROTOTIPO DO EQUIPAMENTO

2.3.1 Fonte de excitacao

LED violeta
Foi montado o circuito para o LED, com a resisténcia, o potenciébmetro e a
fonte estabilizada, para serem efetuados os testes preliminares.
Para os testes com o LED, que sdo mostrados a seguir, nos resultados, foi
utilizado um espectrometro de fibra da Newport, que permite resultados rapidos e

sensiveis.

2.3.2 Detector

Sensor optico
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Como detector foi escolhido um sensor 6ptico conversor de luz em tensao
(TSL251R-LF): que ¢é composto por um fotodiodo com amplificador de
transimpedancia em silicio monolitico.

A tensdo de saida é diretamente proporcional a intensidade de luz no
sensor optico.

Na Figura 7 é representada a vista frontal do sensor 6ptico, onde GND € o

terminal Terra, OUT é a voltagem de saida e VDD a voltagem de alimentag&o.

Pt

—h

2 3
GND Vpg OUT

Figura 7 - Visualizagao frontal do sensor 6ptico.

Na Figura 8 é mostrado o grafico da resposta espectral do sensor 6Optico,
comprovando que ele abrange a regidao do comprimento de onda utilizado nesse

estudo, justificando por tanto sua escolha.
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Figura 8 - Resposta espectral do sensor optico.
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Para testar se o detector escolhido apresentava a sensibilidade necessaria
para captar o sinal emitido pela amostra, foi construido um circuito com uma
bateria de 9V e um regulador de tenséo, para a tensdo no fotodiodo ser sempre de
5V, e utilizando-se do conversor USB 6009 da National Instruments os sinais de
tensdo detectados pelo fotodiodo sdo transmitidos ao notebook e analisados

através do software LabView.

2.3.3 Prot6tipo do equipamento

Abaixo (Figura 9) é apresentado o esquema do protétipo do equipamento,

para a medida da intensidade do sinal emitido.

Cubeta

Filtro

Fotodiodo |
\/ ATy
ki

LED

Leitura

Bateria

Figura 9 - Esquema do protétipo do equipamento de medida da intensidade do sinal emitido.

O filtro utilizado foi um filtro de banda passante (Oriel, 10BPF10-610) em

610 = 2 nm, com largura de banda de 10 nm.



3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma caracterizagdo do complexo EuTc, tanto sozinho quanto na presenca
de peroxido de hidrogénio (EuTc-HP), peroxido de uréia (EuTc-PHU), colesterol
(EuTc-Colesterol), LDL (EuTc:LDL), HDL (EuTc:HDL), VLDL (EuTc:VLDL) e
glicose (EuTc-Glicose), foi realizada através do estudo da absorgdo e emissao
dos reagentes, variagdo das concentragdes, do tempo de reacdo e da ordem de

preparagao das solugdes, e € mostrada a seguir:

3.1 CARACTERIZACOES DO COMPLEXO

3.1.1 Absorcéao

A absorgéao optica das solugdes | a V, de 200 — 2200 nm, (Figura 10) mostra
que o MOPs né&o apresenta absor¢ao, comprovando a pureza do sal. O MOPs é
utilizado uma vez que uma solucdo tampao €& necessaria para que o pH da
solugdo permanecga constante independente da reagdo que houver entre os
reagentes (liberagdo ou consumo de H*). E necessario que seja um sal que ndo
interfira no resultado do composto, reagindo com o eurépio e/ou a tetraciclina, por

exemplo. Isso torna a calibragao reprodutivel.

O ion eurdpio apresenta baixo coeficiente de absorgéo, resultado das
transicoes proibidas f-f e alta probabilidade de relaxacdo nao radiativa devido a
interagdo dos niveis eletrénicos do fon com os modos vibracionais do solvente?®,
por isso nao se verifica nenhuma banda de absor¢ao no espectro correspondente
ao ion europio.

A tetraciclina apresenta bandas largas de absorgéo, em 247, 274 e 358 nm.
Na presenca do ion eurdpio um deslocamento para maiores comprimentos de

onda € observado para a segunda e terceira (~ 400 nm) bandas, e um
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deslocamento da primeira banda para aproximadamente 230 nm, demonstrando
que efetivamente a complexagao ocorre.

As bandas, em todos os espectros, em torno de 1450 nm e 1950 nm,
referem-se a absorcao da agua'®.

O espectro do peroxido de hidrogénio também é mostrado e as unicas
alteragcbes em relacdo a absorcdo da agua € uma segunda banda em
aproximadamente 2000 nm e a verificagdo da absorgédo do HP na regido abaixo de
350 nm.

Essas observagdes podem ser melhor vistas na ampliagédo da regiao de

absorgao entre 200 e 500 nm, plotada na Figura 11.
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Figura 10 - Absorgéao optica de todos os reagentes utilizados no complexo — MOPs, Eu, Tc, EuTc e
HP.

A seguir, na Figura 12, é possivel observar que a tetraciclina, sem o
europio, em solugao, nao é estavel e possivelmente sofre uma oxidagao gradativa,

que é identificada também pela alteragdo na coloragdo da solugdo com o passar

dos dias.
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Figura 11 - Ampliagao da regido de absorc¢ao de 200 a 500nm, da Figura 10.
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Figura 12 - Absorgao optica da solugao de tetraciclina com e sem eurépio. Tc Nova representa a
cinco meses.

solucao de tetraciclina que fora preparada no mesmo dia da medida e Tc Antiga, a solugéo

preparada cinco meses antes. Eu Antigo é a solu¢ao de eurdpio em MOPs preparado também ha
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A banda em 358 nm (Tc Nova) apresenta uma significante diminuicdo da
intensidade e no comprimento de onda, deslocando-se para 315 nm (Tc Antiga).
Quando se adiciona a solugdo de eurdpio a solugdo Tc Nova, ocorre a
complexacdo e ha o deslocamento para 400 nm, ja com a Tc Antiga ha um
deslocamento da banda de 315 nm para 325 nm.

A solugcao EuTc é estavel por varios meses.

3.1.2 Emisséao

A tetraciclina, em MOPs, emite luz em torno de 520nm, ou seja, 19.230cm™,

quando excitada em 360 nm, como pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13 - Emiss&o da tetraciclina excitada em torno de 360 nm.
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Porém, quando a tetraciclina esta complexando o eurdpio, a energia
absorvida pelo quelante é transferida ao ion lantanideo que emite esta radiacao
com suas caracteristicas préprias (Figura 14).

A intensidade de luminescéncia do eurdpio, cujos niveis de energia sao
mostrados na Figura 1, origina-se da transferéncia de energia intramolecular
através do estado excitado da tetraciclina ao nivel de emissdo do Eu**. Como o
europio tem seu nivel de emissado, °Do, na mesma faixa de energia em que ocorre
a emissao da tetraciclina (19.230 cm™), isso significa que a absorcdo do Eu** tem
muita ressonancia com a emissao da Tc; por outro lado o proximo nivel de energia
do eurdpio, 'Fg, esta distante o suficiente para que haja uma grande probabilidade
da energia ser emitida em forma de féton, ou seja, ocorrer uma transigao radiativa.

A transicdo do eurépio com maior intensidade, °Dy — ‘F,, apresenta
energia de aproximadamente 16.210 cm™ (617 nm), ou seja, menor que a da Tc,
permitindo assim a ocorréncia da conversao interna na molécula para a posterior

transferéncia de energia através do cruzamento intersistemas.

Amplitude (u.a.)

590 600 610 620 630
Comprimento de Onda (nm)

Figura 14 - Emissdo do complexo EuTc, quando excitado em 405 nm.
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3.1.3 Variagéo do pH

Como ja é sabido a complexagao do ion a Tc depende do pH da solugao®.
Afim de se verificar qual o melhor pH, foi realizado um estudo onde se adicionou
volumes controlados de NaOH a solugcdo IV e obteve-se a medida de

fluorescéncia (Figura 15) a cada variagao.

7
- pH 3
6_ _O_pH4
pH 5
i —o—pHG6
5 —w—=pH7
S | pH 8
3 4L
©
©
E R
= "
= 3
< B
2
1
0 ;tfffrﬁg?quqa@ . 1 \ 1 \ 1 \

600 605 610 615 620 625 630
Comprimento de Onda (nm)

Figura 15 - Efeitos do pH na intensidade de emissdo dos complexos EuTc. Cada ponto representa
uma adicao de 0,1 mL de solucéo alcalina na anterior.

A deprotonacdo da tetraciclina com a variacgdo do pH aumenta a
capacidade de complexacado do eurdpio @ molécula®’.

Em pH>7,5 ocorre a precipitacao de Eu(OH); ocasionando uma diminui¢cao
na luminescéncia®’.

O melhor pH é o neutro, o que facilita a utilizacado do complexo em analises

clinicas.
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3.1.4 Tempo de vida

Assim como pela absor¢do e emissao, o complexo EuTc também pode ser
estudado a partir do seu tempo de vida, ou seja, o tempo que o sistema demora

para retornar ao estado fundamental, quando excitado.

O tempo de decaimento da amostra EuTc €& mostrado na Figura 16.
Geralmente sistemas complexos podem apresentar multiplas espécies
fluorescentes, e sendo assim, o perfii de decaimento da intensidade de
fluorescéncia ndo pode ser ajustado por uma fungdo exponencial simples. Dessa
forma, foi ajustado por uma exponencial dupla com a eq. (4), onde o eixo y
representa a intensidade do sinal (u.a.) e o eixo x representa o tempo (us), 1 € 12

s30 os tempos de decaimento e A; e A, sdo as amplitudes do sinal™®.

—X

G N

No caso de decaimentos com multiplas exponenciais, a média do tempo de
vida (tay), qQue € proporcional a area total abaixo da curva de decaimento da

fluorescéncia', é definida por:

_ ziAiTiZ

(5)
Zi AT,

av

Os parametros obtidos no ajuste sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros do ajuste das eq. (4) e eq. (5) para os dados experimentais da Figura 16.

Complexo Parametros  Erros(+) Amplitude(%) Tav(us)
A1 216.57996 15.0014 (17.7%) Chi*2
EuTe W 348728E-6 3.9547E-7 235.86443 00.85
A, 1006.3940 14.5471 (82.3%) RA2 ’

1, 2.08547E-5 2.3851E-7 0.99666
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Figura 16 - Perfil do tempo de vida da emissao do Eu no complexo EuTc.

3.1.5 Variacdo da concentracao de eurdpio na solucao

Para a determinagcdo da melhor concentragcéo de eurdpio para a formagao
do complexo EuTc foram preparadas 7 solugbes EuTc, com variadas
concentracdes micro-molares de eurdpio: 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4, para uma
concentracao fixa de 1 ymol de tetraciclina.

Na Figura 17, o espectro de absorgao dessas solugcdes, mostra que nao ha
alteracbes apreciaveis, exceto um pequeno deslocamento da banda dos 400 nm
para comprimentos de ondas maiores, uma divisdo da segunda banda nas
solugdes que contém concentracdes de eurdpio entre 1 — 2,5 ymol para 1 umol de
Tc, mas quando temos concentragdo acima de 3 pmol de Eu** ha somente uma
banda larga, e o aumento da intensidade da banda em torno dos 230 nm. O
deslocamento da segunda banda sugere a complexagdo no anel A e o
deslocamento da terceira banda para comprimentos de onda mais longos sugere a

complexagéo do cromdforo BCD (B dicetonatos)*'.
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Figura 17 - Absorgao 6ptica do complexo EuTc, para variadas concentragées de eurdpio (1:1;
1,5:1; 2:1; 2,5:1; 3:1; 3,5:1 e 4:1).

Continuando o estudo da melhor concentragdo de eurdpio em relacdo a
tetraciclina, excitou-se as amostras com uma lampada Xenbnio e um
monocromador em 405 nm. Na Figura 18 & apresentado o espectro de emisséo
das solugdes com relacdo molar do Eu:Tc de 1:1; 1,5:1; 2:1; 2,5:1; 3:1; 3,5:1 e 4:1.
Como pode-se observar, a composicdo estequiométrica que apresentou maior
intensidade no espectro de emissao € 1:1. Isto esta de acordo com o estudo de

outros autores'?’,
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Figura 18 - Espectro de emisséo obtido excitando em 405 nm as amostras com diferentes
concentragdes molares de Eu no complexo Eu:Tc (1:1; 1,5:1; 2:1; 2,5:1; 3:1; 3,5:1 e 4:1), sem
peréxido de hidrogénio.

3.2 PEROXIDO DE HIDROGENIO (HP)

O HP foi estudado tanto sozinho (Figura 10) quanto adicionado
separadamente a cada reagente:

Quando adicionado a tetraciclina (Figura 19) se observam algumas
alteragdes no espectro: ha um maior espalhamento de luz nas amostras contendo
HP; o pico principal e a largura das bandas sao preservados, embora haja uma
diminuicdo na intensidade dos mesmos, ainda mais expressiva na banda de
absorgcdo em aproximadamente 358 nm na amostra onde foi adicionado HP puro,
indicando uma alteracéo na molécula de tetraciclina.

Adicionando-se concentragdes variadas de HP a solu¢ao de eurdpio nao ha

alteragdes no espectro (grafico ndo incluso).
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Figura 19 - Espectro de absor¢ao da tetraciclina com adigdo de concentragdes variadas de
peroxido de hidrogénio. MHP refere-se a solugéo de 3 mL de HP puro em 7 mL de MOPs. HP puro
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Figura 20 - Espectro de absorgao da tetraciclina (linha cheia) do complexo EuTc (circulo) e do
complexo EuTc quando adicionado 10 yL de HP a solugao (quadrado).
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Na Figura 20 é mostrado o que ocorre quando se adiciona HP a solugao
EuTc: uma pequena diminui¢do na intensidade da banda, porém sem efeitos mais
consideraveis que comprovem uma oxidagdo da molécula. Mesmo fendémeno

observado para a Tc sozinha.

Um fato interessante a ser observado é que dependendo da ordem de
adicdo dos reagentes (tetraciclina, europio e peroxido de hidrogénio) pode haver
ou ndo a formagdo do complexo EuTc (Figura 21). Quando o perdxido de
hidrogénio (10 uL) é adicionado a 1 mL da solugdo de eurdpio (EuHP), o HP
provavelmente substitui moléculas de agua na coordenacédo do europio, 0 que
impede a subsequente ligacdo do eurdpio a tetraciclina, ao misturar-se a solugéo
de tetraciclina a solugdo EuHP. Para os demais casos, tetraciclina com HP (TcHP)
mais europio, ou EuTc mais HP, ndo s6 ocorre a complexagdao como a ordem de

adicao dos reagentes nao interfere no resultado.

0,6
TcHP + Eu
A —==—FEuTc +HP
—O=—EuHP +Tc
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Figura 21 — Absorgao 6ptica das amostras em fungédo da ordem de adigdo dos reagentes —
tetraciclina, eurépio e HP - na solugao.

Quando se faz a variacdo da concentracdo de eurdpio em relagdo a

tetraciclina, na presenga de HP (400 pyM) a melhor relagdo molar do Eu:Tc deixa
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de ser 1:1 (como ocorre na auséncia de HP (Figura 18)), e passa a ser 3:1 (Figura
22).

A intensidade, normalizada, da emissao do complexo EuTc-HP (400 uM de
peréxido de hidrogénio)/(1:1; 1,5:1; 2,5:1; 3:1 e 4:1) EuTc em funcdo da
concentracdo de Eu®* é mostrada na Figura 23. Nesse caso, a intensidade de
fluorescéncia das concentragdes 3:1 e 4:1 sdo quase equivalentes, entdo foi
considerada a estequiometria 3:1 (3Eu:1Tc) a melhor composigéao para quantificar
HP nos experimentos, o que além de estar de acordo com estudos anteriores'®,

ainda possibilita uma menor utilizagao de reagentes, o que reduz custos.
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Figura 22 - Espectro de emissado das amostras com diferentes concentragdes molares de Eu no
complexo Eu:Tc (1:1; 1,5:1; 2,5:1; 3:1; e 4:1), com perdxido de hidrogénio (400 uM).

Na Figura 24 é apresentado o aumento da intensidade de emissédo do
europio com o aumento da concentragao de HP, solugéo V (10, 50, 100, 200 e
400uM), na solugao 3Eu:1Tc.



EuTc-HP / EuTc

0 T T T T T T T T T T T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

n[Eu] /1Tc

Figura 23 - Intensidade, normalizada, da luminescéncia do complexo EuTc-HP (solugao peroxido
de hidrogénio de 400 uM) em fungdo da concentracdo de Eu®* (1:1;1,5:1; 2:1; 3:1 e 4:1).
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Figura 24 - Espectro de emissao da solugdo 3Eu:1Tc acrescida de 10, 50, 100, 200, e 400 uM de
HP (solugao V).



A divisdo (splitting) da banda da transicdo °Dy — F, no espectro sugere
que o eurdpio ocupa sitios diferentes na molécula organica, na presenga do HP,
uma vez que com o peréxido de hidrogénio cada molécula de tetraciclina é capaz
de complexar trés ions Eu®*. Sem o peroxido, independente da concentracéo de
Eu, observa-se apenas uma banda (Figura 18), indicando que o eurdpio tem um
sitio preferencial de ocupacao no ligante.

O aumento da luminescéncia € devido a substituicdo de moléculas de agua
na coordenacgao do eurépio pelo HP. Além disso, o H,O, é conhecido por ser um

forte agente oxidante que leva a uma oxidacdo do ligante'®

, provado pela
alteragdo da coloragdo da solugdo de amarelada para transparente alguns dias

apods a preparacado do complexo EuTc-HP.

As amostras quando preparadas tém um tempo de reacdo, de
aproximadamente 12 minutos, para a estabilizagdo entre o HP e a agua na
coordenacao do ion até que as moléculas de agua sejam substituidas pelas do
peroxido e entdo a emissdo do complexo alcance a intensidade maxima. Esse

tempo de reac&o pode ser observado na Figura 25.
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Figura 25 - Tempo de estabilizagdo do HP no complexo EuTc.
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Abaixo, na Figura 26 e na Tabela 4 pode ser visto que a adicdo de HP a
solugdo EuTc também aumenta o tempo de vida do complexo, de ~21 us (sem
HP) para 48,5 ps (com HP).

100000
] —=—EuTc
i —o—EuTc + 200uM HP
10000
“S 4
S 1000 -
o 3
©
2
-E- 4
< ‘100—E
10

Tempo (us)

Figura 26 - Tempo de vida da solugéo de EuTc sozinha e acrescida de 500 pL da solugcéo de HP
(200 pM).

Tabela 4 - Pardmetros do ajuste das eq. (4) e eq. (5) para os dados experimentais da Figura 26
(amostras EuTc e EuTc-HP).

Complexo Parametros  Erros (¥)  Amplitude (%) Tav(HS)
EuTc A,y 216.5799 15.0014 (17.7%) Chi*2/DoF
11 3.487E-6 3.9547E-7 235.86443
A, 1006.394 14.5471 (82.3%) RA2 20,8
1, 2.0855E-5 2.3851E-7 0.99666
EuTc-HP A1 4741.678 193.39799 (52,7%) Chi*2/DoF
11 3.887E-6 3.0412E-7 86449.2257
A2 11624.72 173.49638 (47,3%) RA2 48,5

1, 0.00003 4.462E-7 0.99612
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3.3 PEROXIDO DE UREIA (PHU)

Na condicédo de pH ideal foi observado, um aumento na luminescéncia do
eurépio com adicdo do perdxido de uréia na solugdo'’. Na Figura 27 é mostrada a
dependéncia da intensidade do sinal de luminescéncia do eurdpio com alteragao
da solucéo EuTc, acrescentando-se peréxido de uréia.

90+ —=—EuTc
]l —o—EuTc+5uL PHU s
EuTc + 10uL PHU EA
754 —s— EuTc+20uL PHU | \\ I
] EuTc + 50uL PHU [ 5 yvv_v*\
—<— EuTc +100uL PHU /V/Wv\ WA
60 - EuTc +200uL PHU AR \
S —+— EuTc + 300uL PHU j % 7 K
3 1 —o— EuTc+400uL PHU - \
2 45 EuTc + 500uL PHU I
2 —a— EuTc + 1000uL PHU j W \
g— 1 —v— EuTc + 2000uL PHU j - \A\w\
< 59|  —*—EuTc+3000uL PHU [ EhG Vil

Comprimento de Onda(nm)

Figura 27 - Dependéncia da intensidade do sinal de luminescéncia do eurdpio com alteragdo na
solucdo de EuTc acrescentando-se variadas concentracdes de perdxido de uréia.

Observando-se a largura, a intensidade da banda e sua area, foi possivel

ajustar o grafico da Figura 28. Estes trés parametros podem ser utilizados para a
quantificacdo de perdxido de uréia em solucéao.
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Figura 28 - Dependéncias da area, intensidade e a largura da banda em fungéo da concentragao
de perdxido de uréia na solugao.

A concentracdo de PHU também pode ser determinada pela medida do
indice de refragdo da solugdo, como mostrado na Figura 29.

Para estudar a dependéncia do indice de refragcdo com a concentragédo do
peroxido foi utilizada a solugdo |V, adicionando-se concentracbes variadas de
PHU. Pode-se observar, para o indice de refragdo, uma dependéncia linear com a

concentracdo do PHU. Este comportamento linear pode ser explicado



considerando que o aumento da concentragao de PHU promove um aumento da
densidade da solucéo e, consequentemente, uma diminuigdo da velocidade da luz

no meio, aumentando, assim, o indice de refracao.
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Figura 29 - Alteragdes no indice de refragdo com o aumento da concentragdo de PHU na solugao
EuTc.

Na presencga do peroxido de uréia ndo ocorre a degradacao da molécula da
tetraciclina. Esse fato é confirmado pela estabilidade e a mesma coloracdo da

solugédo EuTc-PHU por varios meses (amarelada).

N Figura 30 e na Tabela 5 € mostrada a correlagcdo dos tempos de

decaimento do eurdpio com alteragao da solucdo EuTc, adicionando-se PHU.

Observa-se que a amostra que contem o peréxido apresenta um tempo de

vida mais longo, mesmo fenbmeno observado para o EuTc na presenga do HP.
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Figura 30 - Tempo de vida de complexos EuTc e EuTc-PHU.

Tabela 5 - Parametros dos dados experimentais, da Figura 30 para o ajuste das eq. (4) e eq. (5).

Complexo Parametros  Erros (+)  Amplitude(%) Ta(lis)
EuTc A, 216.57996 15.0014 (17.7%) Chi*2/DoF
11 3.48728E-6 3.9547E-7 235.8644
A, 10063941 145471 (82:3%) RAo 20,8
1, 2.0855E-5 2.3851E-7 0.99666
EuTc-PHU A1 16740.101 464.1959 (51,1%) Chi*2/DoF
741 0.00007 1.5905E-6 86449.225
A2 67284540 44481586 (19:9%) 7 645
1o 0.00002 1.4195E-6 RA2

0.99612




Da mesma forma que o perdxido de hidrogénio, acredita-se que o aumento
da luminescéncia do complexo EuTc na presenca de peroxido de uréia € devido a
substituicdo de moléculas de agua na coordenagédo do eurdpio pelo peroxido de

uréia.

3.4 COLESTEROL

Como ja fora mencionado, € possivel determinar a quantidade de peréxido
de hidrogénio liberado na solu¢do apds a reagcdo enzimatica do colesterol com a

enzima colesterol oxidase (eq. (3)).
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1% Colesterol
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Figura 31 - Espectro de absorgéo do colesterol, EuTc e EuTc + Colesterol.

Para esse estudo do colesterol, primeiramente, a absor¢do do EuTc foi
verificada na presenca do lipidio. Na Figura 31 € mostrado o espectro de absor¢ao

do EuTc sozinho, do colesterol puro e da solucdo EuTc-Colesterol com diferentes
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concentracdes do lipidio. Nesse grafico € observado que o colesterol sozinho nao
apresenta absor¢cdo na regiao de 300 nm — 500 nm. A adigdo de colesterol a
solugdo EuTc néo traz alteragdes significativas nem a forma e nem a posigao da
banda do EuTc, em aproximadamente 400 nm.

Na Figura 32, o espectro de emissdo da solugdo EuTc-Colesterol+COx,
obtido pela excitagdo em 405nm, mostra um aumento da emiss&do em 618 nm, em
relacdo a solugcdo do EuTc sozinho. Esse aumento € uma consequéncia direta da
reacao enzimatica esquematizada na eq. (3). As moléculas de H,O; liberadas na
solugdo substituem as moléculas de agua na coordenagdo do ion Eu®*,
aumentando sua emissédo. Uma vez que a quantidade de peréxido de hidrogénio &
proporcional a quantidade de colesterol, a monitoragdo do aumento da emissao do
europio pode ser usada como método para a determinagao das concentracdes de

colesterol.
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1 —2— EuTc + 50uL Colesterol
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Figura 32 - Espectro de emissdo do EuTc, EuTc-Colesterol e EuTc-Colesterol+COx obtidos pela
excitagdo do complexo em 405nm.

Durante o estudo realizado variando-se a quantidade de colesterol e da
enzima colesterol oxidase (COx) na solugao EuTc, foi observado que o colesterol
por si s6 ja provocava um aumento na intensidade da luminescéncia da sonda

EuTc, dependendo da concentracdo do mesmo na solugdo (Figura 32). Este fato
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demonstra ndao ser necessario a utilizagado de enzima para a determinagao indireta

de colesterol, o que reduz custos e torna a medigdo mais precisa por ser um

método direto.

a)
L oy 1000uL EuTc + X L. Colesteral e
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Figura 33 - Aumento da emissao do EuTc na presencga do colesterol. a) Espectro de emissdo em
fungdo da concentracao do colesterol. b) Dependéncia da intensidade de emissdao em 618 nm com
a concentragao de colesterol. A funcao linear foi plotada como curva de calibragéo.

Na Figura 33.a) o espectro de emissédo para todas as concentragcbes de
colesterol da solucéo VIII comprova ser possivel a determinagdo da concentragao
direta do colesterol, sem a necessidade da enzima. Uma curva de calibragao foi
obtida ajustando a intensidade de emissdo em 618 nm em fungdo da
concentragao de colesterol, e os resultados sdo mostrados na Figura 33.b). Nesse

grafico observa-se que a intensidade aumenta linearmente com a concentracéo de
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colesterol até uma variacdo maxima de 90 pL de colesterol (8,3% de colesterol). E
importante mencionar que o aumento da emissdao nao é instantaneo, levando
aproximadamente 1000s para estabilizar, como pode ser visto na Figura 34.

O tempo de vida da transi¢do °Dy—'F» do eurdpio das solugdes IV e VIII foi
medido pela excitacdo pulsada em 420 nm, e os resultados sdo expostos na
Figura 35. O tempo de vida da emiss&o do eurdpio (ajustados com as eq. (4) e eq.
(5)) aumenta com a adi¢ao de colesterol na solugao, de ~ 21 ps, para a solugao de

EuTc pura (IV), para 83 ps, para a solugao EuTc - Colesterol (VIII).

Para explicar o principio do aumento da luminescéncia do eurdpio no
complexo EuTc, devido a presenga do colesterol, € sugerido que as moléculas de
agua na solugdo EuTc-Colesterol sao agrupadas ao redor do grupo polar da
molécula de colesterol, isolando, dessa forma, o ion conectado a tetraciclina,
diminuindo assim a perda da energia adquirida pelo Eu®*, através da transferéncia
de energia pela tetraciclina, para a agua. E ainda, as moléculas de colesterol
podem se auto-arranjar ao redor do EuTc impedindo o seu contato direto com o
solvente. Dessa forma ha o aumento tanto da luminescéncia do ion quanto do

tempo de vida do complexo.

Nesse estudo também fora fracionado o colesterol de amostras de sangue
humano em HDL, LDL e VLDL e as medidas sdo mostradas a seguir (Figura 36).
Como pode ser observado, todas as solugdes que contém lipoproteinas
apresentam um sinal mais intenso, como seria esperado. O principio do aumento
da luminescéncia do eurdpio no complexo EuTc, na presenca de HDL, LDL e

VLDL, € o mesmo ja descrito acima, para o colesterol total.

Devido a grande importédncia do LDL e do OxLDL e sua relacdo com
doencas cardiovasculares, foi realizado um estudo, mais aprofundado, dessa
lipoproteina, tanto em sua forma nativa (LDL), quanto oxidada (OxLDL), e os
resultados sdo mostrados a seguir:

Na Figura 37.a) é mostrado o espectro de absor¢do da solugdo aquosa de
LDL e de OxLDL indicando que a banda de maior importancia aparece em torno
de 275 nm. Na Figura 37.b) mostra-se o espectro de absor¢do do EuTc puro, do

EuTc: LDL e do EuTc: OxLDL, as trés solugcbdes apresentam espectros similares.
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Figura 34 - Dependéncia da intensidade de emissdo em 618 nm com o tempo, mostrando uma
estabilizagao apés 1000s.
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Figura 35 - Tempo de Vida das solugdes EuTc e EuTc-Colesterol (IV e VIII, respectivamente)
obtidos pela excitagdo pulsada em 420 nm com laser OPO.
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Figura 36 - Emissdo da solugéo EuTc acrescida de 5 yL de HDL, VLDL e LDL.
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Figura 37 - Absorgao 6ptica de a) LDL (7,7 mg/mL) e OxLDL (~ 6 mg/mL); b) EuTc, EuTc:LDL e
EuTc:OxLDL.



Um estudo da fluorescéncia das solucbes de EuTc com diferentes
concentragcdes de LDL e OxLDL, separadamente, foi realizado: um volume fixo de
10 pL da solugéo LDL (ou OxLDL) com 0,7; 1,5; 3,0; 5,6 e 7,7 mg/mL de LDL (ou
0,7; 1,5 e 3,0 mg/mL de OxLDL), foi adicionado a 1 mL de EuTc. As
concentracdes de LDL e OxLDL foram escolhidas porque essas variagbes sao
tipicamente encontradas em plasma humano. Os resultados sdo mostrados na
Figura 38 e Figura 39. Em ambos os casos ha um aumento da fluorescéncia do

eurépio com o aumento da concentragao da lipoproteina.
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Figura 38 - a) Espectro de emiss&o das solugdes EuTc e EuTc:LDL com diferentes concentragdes
da lipoproteina; b) Area integrada (S) do espectro de emissao em fungédo da concentragao de LDL.
A linha sélida corresponde ao ajuste linear dos dados experimentais.
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E interessante mencionar que a taxa desse aumento para as amostras de
LDL difere da das amostras que contém OxLDL. Para uma investigacao
quantitativa, a integragcdo das areas das bandas do espectro de fluorescéncia foi
calculada e plotada na Figura 40, em fungéo das concentragdes de LDL/OxLDL.

Os resultados plotados sdo razoavelmente bem descritos por uma fungao
linear (y = a + bx) entre 0 a 3 mg/mL tanto para as amostras de LDL quanto
OxLDL, onde x € a concentragao de lipoproteina. Os valores experimentais de a e
b em ambas as solucdes (LDL e OxLDL) sdo: aip. = (4,85 + 0,27) x10™* e byp. =
(1,98 + 0,15) x10™* (mL/mg); aox = (4,94 + 0,30) x10™ e boy = (2,31 + 0,18) x10™*
(mL/mg), respectivamente. O limite de deteccdo é, em ambos os casos, 0,23
mg/mL (definido como 3o/inclinagdo, onde o é a incerteza da medida do

parametro b).
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Figura 39 - a) Espectro de emiss&o das solugdes EuTc e EuTc:OxLDL com diferentes
concentragdes da lipoproteina; b) Area integrada (S) do espectro de emissdo em fung¢ao da
concentragao de OxLDL. A linha sdlida corresponde ao ajuste linear dos dados experimentais.
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Figura 41 - a) Aumento da luminescéncia do eurépio com a variagao da concentragéo de LDL
(83mg/mL) na solugéo EuTc. b) Dependéncia da area da banda de emissdo do complexo, com a

variagao de LDL.
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Em relacdo ao tempo de vida do complexo na presenca de LDL e OxLDL,
como mostrado na Figura 43, ha um aumento no tempo de decaimento para as
amostras que contém lipoproteinas. As médias do tempo de vida para as amostras
sdao ~ 21 pus, 89 us e 34 us para o EuTc, EuTciLDL e EuTc: OxLDL,
respectivamente. Essa diferengca entre o tempo de vida das amostras que
contém LDL e as que contém OxLDL pode ser devido a algum processo de
transferéncia de energia ocorrendo entre os ions Eu e Cu, ou mesmo devido a

modificacdo da lipoproteina durante o processo de oxidacao.

Tabela 6 - Parametros para o ajuste das eq. (4) e eq. (5) com os dados experimentais da Figura
43.

Complexo Parametros Erros (+)  Amplitude (%) ¢, (us)

EuTc A 21657996  15.0014 (17.7%)
1, 3.48728E-6 3.9547E-7
A, 10063941 145471 (82:3%) 20,8
1, 2.0855E-5  2.3851E-7

EuTc:LDL A1 10463 63 (58,7%)
1, 10,0E-6 2,0E-7
A2 7369 63 (41.3%) 89
2 100,0E-6 1,0E-7

EuTc: A1 6018,1 0,1 (48,1%)

oxLDL © 10.0E-6 1,0E-6 519%) "
A2 6490,8 0,1 ’ ’
1, 40,0E-6 1,0E-6

O processo € muito simples, rapido e de baixo custo. A determinagdo do
colesterol, seja total ou fracionado (muito importante em andlises clinicas, na
industria quimica e alimenticia), é feita simplesmente pela adigdo da amostra das
fracdes de colesterol a solugao EuTc.
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3.5 GLICOSE

Pelas eq. (1) e eq. (2) verifica-se que é possivel a determinagao de glicose
pela sonda EuTc. Em vista disso, realizou-se um estudo com esses reagentes,

apresentados nas figuras a seguir.

Na Figura 44 €& mostrado que a presenga de glicose ndo proporciona
aumento na intensidade de emissdo do eurdpio na solugcdo, porém quando se
adiciona GOx, com a quebra da molécula e a subsequente liberacdo de HP na
solucao, possibilita, assim, uma intensidade muito maior da emissao do complexo
(Figura 45), além, de dividir a banda em duas (Figura 47), como ocorreu na
presenca de HP e PHU. No estudo realizado foi considerado que a melhor
concentragdo de GOx na solugdo € 5% da concentragdo de glicose utilizada
(Figura 45), pois com 100 pL de glicose para 5 yL de GOx ja ha um aumento
consideravel e para maiores concentragdes de glicose, para a mesma quantidade

de GOx, o aumento é pouca coisa maior, o que nao justifica a utilizagdo de mais

reagente.
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Figura 44 - Emisséo do complexo EuTc com adi¢do de Glicose.
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Figura 46 - Perfil de decaimento do tempo de vida das solugdes de EuTc contendo variadas
concentragdes de glicose e 5 yL de GOx.



Os tempos de vida dessas solugdes também foram medidos (Figura 46) e
mostram que ha um tempo de decaimento mais longo para maiores concentragdes
de glicose, pois ha uma maior liberagdo de HP e dessa forma mais moléculas de
agua sao substituidas na coordenacgéo do eurdpio. Na Tabela 7 é apresentado o

tempo de vida total, de cada uma das solucgdes.

Tabela 7 - Tempo de vida total das solugdes de 1 mL EuTc + X uL glicose + 5 uL GOx.

Complexo Tempo de
EuTc Vida

0 uL Glicose + 5 uL GOx 20,8 us
10 pL Glicose + 5 yL GOx 61,6 us
30 uL Glicose + 5 uL GOx 70,5 us
50 uL Glicose + 5 uyL GOx 76,6 us
70 uL Glicose + 5 uL GOx 78,8 us
100 uL Glicose + 5 pL GOx 82,9 us
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Para verificar qual a melhor temperatura de utilizagado do biossensor para a
determinacao de glicose, foram preparadas sete solugdes de 1 mL de EuTc
adicionando-se 100 pL de glicose e em seguida, misturou-se 5 yL de GOx, em
cada. Assim que esse ultimo reagente foi adicionado, a solugao foi levada para o
equipamento de variagao de temperatura e nele permaneceu por 10 minutos. Para
cada solucgao foi escolhida uma das temperaturas: 22°C; 25,5°C; 32°C; 37,5°C;
39°C; 51°C ou 85°C. Observa-se, na Figura 47, que a melhor temperatura para os
testes de Glicose + GOx é 32°C.

Sabendo-se a melhor temperatura, foi proposto o estudo da variacdo do
tempo de reacdo para a solugao EuTc + Glicose + GOx a 32°C. Verifica-se que
tanto a intensidade do sinal quanto a area da banda principal do espectro

apresentam um aumento quase linear até aproximadamente 20 min. (Figura 48).
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Figura 48 - Curva de calibragao de intensidade e area do sinal em fungédo da Temperatura (32°C)

para variados tempos de reacao da solucdo EuTc:Glicose + GOx.

3.6 BIOSSENSOR EuTc

Na Tabela 8 € mostrado o resumo dos resultados das medidas de perdéxido

de hidrogénio, perdxido de uréia, colesterol, LDL e OxLDL, e glicose, utilizando o
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biossensor EuTc. A intensidade relativa representa a intensidade maxima medida
para cada substancia / intensidade de emissao do complexo EuTc puro.

Pode-se verificar que ndo ha uma relacao direta entre 0 aumento no tempo
de vida e na intensidade de emissdo da solugdo, embora a variagdo no sinal,
dependendo da concentragcdo da substancia em questdo presente na solugao,

possa ser analisada tanto pelo tempo de vida quanto pela emissao.

Tabela 8 — Resumo dos resultados obtidos para o biossensor EuTc.

Complexo Intensidade Limite de Tempo de

Relativa Deteccgao Vida

EuTc 1 - ~ 21 us

EuTc - HP 5,75 0,331 mg/mL 48,5 us

EuTc — PHU 43,07 0,115 mg/mL 64,8 us
EuTc - Colesterol 5,56 0,101 mg/mL 83 us
EuTc - LDL 6,76 0,234 mg/mL 89 us
EuTc - OxLDL 5,56 0,234 mg/mL 34 us

EuTc - Glicose 116,1 1,07 mg/mL 82,9 us

3.7 MONTAGEM E TESTES DO PROTOTIPO DO EQUIPAMENTO

Foi proposto o desenvolvimento de um protétipo de um equipamento
miniaturizado, e de baixo custo, para a realizacdo das medidas de emissdo. Esse
equipamento € composto de uma fonte de radiagcdo: o LED violeta, um filtro de
banda passante e um detector: fotodiodo com amplificador (sensor Optico).
Eventualmente podem ser adicionadas lentes para focalizar o feixe incidente ou a

radiacdo emitida e filtro para barrar a luz em outros comprimentos de onda.
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3.7.1 Testes do LED

Foram testados dois LEDs montados em dois tipos de arranjos diferentes.
O primeiro LED (LED ajustavel) permitia o ajuste da intensidade luminosa e o
segundo LED (LED fixo) tinha uma intensidade fixa.

Uma caracterizagéao dos dois arranjos foi realizada utilizando-se o complexo
EuTc:PHU e um espectrémetro de fibra da Newport. Na montagem do LED
ajustavel foi construido um circuito utilizando-se um potencidmetro para verificar
se a intensidade do LED interferia no resultado. Verificou-se que com o aumento
da intensidade do LED, maior é o sinal detectado (Figura 49.a), e o sinal da
solucdo EuTc-PHU é proporcionalmente mais intenso também.

Na Figura 49.b é mostrado o espectro obtido do LED fixo, construido com a
menor resisténcia permitida, para obter-se a maior intensidade de luz. Podemos
observar que no LED ajustavel o comprimento de onda da luz € de 407 nm,
enquanto no outro € de 403 nm; como a absor¢gdo do complexo EuTc é em
aproximadamente 396 nm, o LED com comprimento de onda mais préoximo a esse
€ 0 mais indicado para ser usado no estudo que se segue.

Na Figura 50, é mostrada a diferenca entre as intensidades de emissao do
europio, para a mesma solu¢ado EuTc-PHU, no caso da utilizagdo dos dois LEDs ja
mencionados acima (o LED fixo e o LED ajustavel (na intensidade maxima)).
Aquele que apresenta excitagcdo em 403 nm possibilita uma maior intensidade
devido a maior ressonancia com a banda de absor¢do do complexo.

E por ultimo, pode ser observada a variacdo da concentracdo de PHU na
solugéo EuTc (Figura 51), obtidos nos testes preliminares com o LED fixo.

Como visto na Figura 52, a fibra 6ptica do detector é colocada a 90° em
relacdo ao LED, para que seja coletada somente a radiacdo emitida e nédo a
incidente. Entre eles é posicionada a cubeta que recebe a solucdo em estudo. No
caso em questdo, a solucdo era EuTc-PHU. E possivel verificar uma emissdo no
vermelho, e comprova-la pelo espectro mostrado no visor do detector. Na Figura

53 é mostrada a lateral da cubeta em detalhe.
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Figura 49 - LEDs com variadas intensidades e comprimentos de onda. E em pontilhado é mostrada
a curva de absorg¢ao do complexo EuTc.
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Figura 51 - Espectro obtido com o LED do protétipo do equipamento montado: variagao de PHU na
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Figura 52 - Testes preliminares do LED para o protétipo do equipamento de emisséao.
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Figura 53 - Em detalhe, a lateral da cubeta com o complexo EuTc sendo excitado pelo LED violeta.

3.7.2 TESTES FOTODIODO (SENSOR OPTICO)

Para testar o sensor 6ptico foi utilizado o Conversor USB 6009 da National
Instruments e o software LabView. Os componentes (LED, cubeta, filtro e detector
(fotodiodo)) foram posicionados na mesma geometria da figura acima (a fonte de
excitacdo a 90° do detector). Os resultados mostram que o sensor O6ptico
apresenta sensibilidade nao so6 para detectar o sinal emitido pelo complexo EuTc
na presenga do PHU, mas também para distinguir as variadas concentragdes do
peroxido através da intensidade de luz emitida pelo eurdpio, convertendo-a em

voltagem (Figura 54).
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Figura 54 - Testes preliminares do sensor 6ptico: Concentragéo de PHU x Tens&o.

As figuras a seguir mostram o esquema montado para os testes com o

sensor optico.

Na Figura 55 observa-se o arranjo com o LED violeta (1) excitando a
solugdo na cubeta (2), a luz emitida juntamente com a luz de excitagcdo chegam ao
filtro (3), o qual deixa passar a luz emitida, que chega ao sensor 6ptico (4) sendo

convertida em tensdo (volts).

A Figura 56 mostra a lateral da cubeta, detalhando a emisséo (vermelho) da

solucdo EuTc na presenca de 500 uyL de PHU.

Na Figura 57 é mostrado o arranjo completo montado para os testes do
sensor Optico com o circuito montado para o fotodiodo e o conversor USB 6009 da

National Instruments.
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Figura 55 - Testes do sensor 6ptico: (1) LED, (2) Cubeta, (3) Filtro, (4) Sensor Optico.

Figura 56 - Vista lateral da cubeta, mostrando em detalhe a emissao do Eu no complexo EuTc na
presenga do PHU.



Figura 57 - Montagem completa para o teste do sensor 6ptico.

O circuito apresenta uma bateria de 9V, um regulador de tenséo para 5V, o
sensor optico e o conversor digital. Quanto ao LabView, sdo usadas VIs expressas
que reconhecem o conversor da National Instruments e fazem a leitura do sinal.
N&ao fora usado nenhum filtro do LabView (o que poderia ser feito para suavizar o
sinal), demonstrando que tanto a montagem do circuito quanto do programa é

muito simples.
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudado um complexo do lantanideo eurdpio, o
complexo Eurépio-Tetraciclina (EuTc), com o principal objetivo de utilizar os
resultados destes estudos no desenvolvimento de um biossensor o6ptico de
peréxido de hidrogénio. No decorrer deste estudo constatou-se a possibilidade de
utilizagcao do material para a quantificacao também de perdxido de uréia, colesterol
total, fragdes de colesterol e glicose. Desta forma o complexo EuTc € um sistema
ou dispositivo analitico usado para a detec¢éo de perdxido de hidrogénio, peréxido
de uréia, glicose, colesterol e suas fragdes, em conjungdo com um transdutor
optico, que converte o evento de reconhecimento biolégico, no caso a
fluorescéncia do ion eurdpio, em um sinal de saida utilizavel.

O complexo EuTc foi estudado e apresentou as seguintes caracteristicas:
grande deslocamento Stokes, picos de absor¢do em ~400nm e emissao em
~615nm, tempo de vida longo (~21 pus) e forte luminescéncia em pH neutro.

A estequiometria do complexo de eurdpio com a tetraciclina foi investigada
e o complexo 1,0Eu:1,0Tc apresenta maior sinal. Na presenca de peréxido de
hidrogénio o sinal de maior intensidade ocorre na proporgéao 3,0Eu:1,0Tc.

O aumento da emissao do eurdpio com a adigdo de perdxido de hidrogénio
e peroxido de uréia na solugdo EuTc ocorre devido a substituicdo de moléculas de
agua na coordenacgao do eurdpio e a oxidagao da Tc pelo peréxido, que permite a
complexacéo de mais ions Eu®* nos sitios da tetraciclina.

O perodxido de uréia proporciona uma intensidade até 40 vezes maior que a
do eurdpio sozinho na Tc, enquanto que o perdxido de hidrogénio aumenta em até
15 vezes. Isso significa que a sonda EuTc é ainda mais sensivel para o PHU,
permitindo a determinagdo de uma grande variedade de concentragées do
peroxido na solugcdo, sendo possivel a utilizacdo dessa sonda em analises
clinicas. Isso torna a determinagdo mais precisa, rapida e barata por ser um
meétodo direto.

Foi observado, pela primeira vez, que o colesterol puro também aumenta a
intensidade de emissao do eurdpio, sem a necessidade da adicdo de enzima para
a liberagdo de H,0,. A intensidade cresce linearmente com a concentracdo de
colesterol até uma variagao maxima de 90 pL de colesterol total. O tempo de vida

da emisséo do eurdpio aumenta de 21 ps (EuTc) para 83 us apos a adigao do



89

colesterol puro (solugdo EuTc-Colesterol). As fracdes de colesterol (LDL, VLDL e
HDL) também podem ser determinadas por esse método, sem a necessidade de
utilizagado de outros reagentes, sendo de rapida e barata analise. Um estudo mais
aprofundado foi realizado com a Lipoproteina de Baixa Densidade tanto em sua
forma nativa (LDL) quanto oxidada (OxLDL) devido a grande importancia da
mesma em analises clinicas, visto que ela esta diretamente relacionada a doengas
coronarias. Esse método, pela primeira vez proposto, simplifica a determinacéo de
LDL e OxLDL.

O complexo EuTc se mostrou eficiente na detecgdo de glicose, sendo
nesse caso, necessario a adicao de glicose oxidase (GOx) para a liberacdo do
peréxido de hidrogénio, pois a glicose sozinha nao altera a resposta do complexo
EuTc. Na presengca de GOx, ha um aumento na intensidade de emissdo e no
tempo de vida do Eu, diretamente proporcional a concentracao de Glicose e GOx
na solugdo. A temperatura de 32° C se mostrou a mais adequada para a
ocorréncia da reagcao enzimatica.

O desenvolvimento do protétipo do equipamento, miniaturizado, de baixo
custo para as medidas da emissao do Eurdpio(lll) se mostrou possivel de ser
realizado com um LED violeta, como fonte de excitagdo, um filtro de banda
passante em ~610nm e um sensor Optico, atuando como detector. O fotodiodo
apresenta sensibilidade para ser usado como sensor de colesterol total e suas
fracbes, glicose, perdéxido de hidrogénio e perdxido de uréia, convertendo a
intensidade de luz emitida pelo eurdpio, na presenca desses reagentes, em
tensdo. O prototipo montado é de facil portabilidade, rapidez nos resultados, 6tima
sensibilidade e acuracia, e baixo custo.

Como trabalhos futuros vislumbra-se a melhora do protétipo do
equipamento para medida da emissao utilizando um LCD e um microcontrolador
para torna-lo independente, e ndo mais ser necessario um notebook (com
LabView ou outro software) para leitura do resultado das medidas, e diminuindo os
custos para a fabricagdo do mesmo. Além disso, pode-se desenvolver o
equipamento usando fibra éptica, guia de ondas (para medidas evanescentes),
CCD e etc. Também um sistema sem fio (wireless) transferindo os dados para um
palm, por exemplo, € uma outra opcao.

E como trabalhos futuros com o biossensor, pretende-se analisar amostras

de sangue de pacientes diabéticos.
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