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RESUMO

O desenvolvimento de sensores e biosensores Opticos tem sofrido uma grande
expansé&o nos ultimos anos, beneficiando dos avangos nas areas das telecomunicagées,
quimica de materiais, microelectrénica e nanotecnologia. Concretamente na érea
quimica, a maioria dos sensores Opticos existentes baseia-se em principios de
transdugdo como a fluorescéncia ou a absorvancia. Neles, a resposta analitica é
conseguida pela alteragdo das propriedades épticas de um agente de reconhecimento
imobilizado num suporte sélido devido & interac¢do com a espécie a determinar. Apesar
do seu elevado potencial analitico e da simplificacdo do controlo que suscitam em areas
diversas, algumas limitacdes relacionadas com a diversidade da sua oferta, a
estabilidade, sensibilidade e tempo util de algumas unidades, fazem com que a utilizagdo
pratica destes sensores seja ainda restrita. Neste trabalho é descrito o desenvolvimento
de novos sensores Opticos, por imobilizagdo de agentes quimicos e bioquimicos em
filmes sol-gel, e a sua aplicacdo ao controlo farmacéutico e clinico. No que concerne a
obtengéo de suportes rigidos para desenvolvimento de sensores 6pticos, a tecnologia
sol-gel é reconhecida pela sua versatilidade e pelo modo como permite, de forma
simples, manipular a estrutura, composi¢éo e configuragao fisica dos materiais obtidos,
mediante o controlo rigoroso dos parametros reaccionais. Neste sentido, procedeu-se a
um estudo sistematico do processo sol-gel: foram avaliados parémetros como o tipo de
precursor, o catalisador, a quantidade de agua, o tempo de envelhecimento e as
condi¢des de deposi¢do dos filmes finos. Os sensores obtidos, depois de optimizados e
caracterizados, foram acoplados a sistemas de fluxo continuo baseados nos conceitos
de multicomutagdo e amostragem binaria. Estes permitiram o processamento automatico
e flexivel das solugdes, maximizando as caracteristicas de sensibilidade, tempo de
resposta e estabilidade dos sensores. Foram desenvolvidos quatro metodologias
assentes nesta abordagem: um sensor baseado na imobilizagdo de laranja de xileno! foi
aplicado a determinag&o de bismuto em varias formulagdes farmacéuticas; um sensor
Optico obtido pela imobilizacéo de 4-(2-piridilazo)resorcinol foi aplicado & determinagéo
de zinco em insulinas de acgéo lenta; 0 mesmo sensor foi utilizado para determinagao de
cobre na urina; finalmente, a imobilizagdo da enzima anidrase carboénica, associada a um
indicador de pH (vermelho de cresol), resultou num biosensor optico que foi utilizado

para determinacdo de acetazolamida em formulagdes farmacéuticas. As metodologias
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desenvolvidas s&do simples, versateis e econdmicas, constituindo uma alternativa viavel a

procedimentos analiticos mais morosos e dispendiosos utilizados na rotina laboratorial.
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ABSTRACT

The development of optical sensors and biosensors has experienced a great
development in the recent years, instigated by improvements in the fields of
telecommunication  industry, chemistry of materials, microelectronics and
nanotechnology. Most of the optical sensors currently used in the chemistry area are
based on transduction phenomena such as fluorescence or absorbance. The analytical
response is accomplished by a recognizing agent immobilised in a solid support, which
interacts with a species of interest to undergo a change in its optical properties. Despite
the enormous analytical potential these sensors offer, and the simplification of chemical
control that they bring to several areas, their practical application is still restricted, due to
some limitations concerned with the diversity of available sensing devices, as well as
stability, sensitivity and useful lifetime of some sensor units. In this work, the development
of new optical sensors, by means of immobilisation of chemical and biochemical
recognizing agents in sol-gel thin films, and their application to pharmaceutical and
clinical control, is described. As far as preparation of solid supports for development of
optical sensors is concerned, the sol-gel technology is well known for its versatility, and
for providing a simple means of tailoring the structure, composition and shape of the
obtained materials, through strict control of the reaction parameters. Hence, a systematic
study of the sol-gel process was performed: variables such as the type of precursor,
catalyst, amount of water, aging time and thin films deposition conditions were
considered. The obtained sensors, after being optimised and fully characterized, were
coupled to continuous flow systems based on a multicommutation and binary sampling
approach. These systems enabled automatic and flexible processing of solutions,
maximizing the sensitivity, response time and stability of the sensors. Based on this
strategy, four different methodologies were developed: a sensor based on the
immobilisation of xylenol orange was applied to the determination of bismuth in
pharmaceuticals; an optical sensor obtained by immobilisation of 4-(2-
pyridylazo)resorcinol was applied to the determination of zinc in slow-action insulin; the
same sensor was used for the determination of copper in urine; finally, the immobilisation
of the enzyme carbonic anhydrase, together with a pH indicator dye (cresol red),
rendered an optical biosensor that was applied to the determination of acetazolamide in

pharmaceuticals. The developed methodologies are simple, versatile and economical,
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presenting a feasible alternative to more expensive and time consuming routine analytical

procedures.
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RESUME

Le développement de senseurs et bio-senseurs optiques est en grande expansion ces
derniéres années grace aux progrés réalisés dans les domaines des
telécommunications, chimie des matériaux, microélectronique et nanotechnologie.
Concrétement, en chimie, la majorité des senseurs optiques existants se basent sur des
principes de transduction comme la fluorescence et I'absorbance. La réponse analytique
est obtenue par laltération des propriétés optiques d’'un agent de reconnaissance,
immobilisé sur un support solide, par l'interaction avec I'espéce a déterminer. Malgré leur
potentiel analytique élevé et la simplification du contrle qu’ils suscitent dans divers
domaines, diverses limitations connectées avec la diversité de l'offre, la stabilité,
sensibilité et temps de vie de certaines unités, font que leur utilisation pratique est encore
restreinte. Ce travail décrit le développement de nouveaux senseurs optiques par
immobilisation d’agents chimiques et biochimiques en films sol-gel et leur application au
contrdle pharmaceutique et clinique. En ce qui concerne I'obtention de supports rigides
pour le développement de senseurs optiques, la technologie sol-gel est reconnue pour sa
versatilité et pour sa maniére de permettre, de fagon simple, de manipuler la structure, la
composition et la configuration physique des matériaux obtenus, grace a un controle
strict des conditions réactionnelles. Dans ce sens, une étude systématique du procédé
sol-gel a été effectuée: des parameétres comme le type de précurseur, le catalyseur, la
quantité d’eau, le temps de vieillissement et les conditions de déposition des films fins ont
été évalués. Les senseurs obtenus, aprés optimisation et caractérisation, ont été couplés
a des systémes de flux continu basés sur le concept de la multi-commutation et de
'échantillonnage binaire. Ceci a permis la manipulation automatique et flexible des
solutions, maximisant les caractéristiques de sensibilité, temps de réponse et stabilité
des senseurs. Dans cette optique, quatre méthodologies ont été développées: un
senseur basé sur I'immobilisation de 'orange de xylénol a été appliqué a la détermination
du bismuth dans plusieurs formulations pharmaceutiques; un senseur optique obtenu par
limmobilisation du 4-(2-pyridylazo)résorcinol a été appliqué a la détermination du zinc en
insulines d’action lente; ce méme senseur a été utilisé pour la détermination de cuivre
dans l'urine; finalement, I'immobilisation de 'anhydrase carbonique, associée a un
indicateur de pH (rouge de crésol), a donné un bio-senseur optique qui a été utilisé pour
la détermination de [lacétazolamide dans les formulations pharmaceutiques. Les

méthodologies développées sont simples, versatiles et économiques, constituant une
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alternative viable aux procédés analytiques plus complexes et onéreux utilisés en routine

de laboratoires.
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INTRODUCAO

Os seres humanos interagem de forma consciente com o universo que os rodeia
através de mecanismos sensitivos, os cinco sentidos. O desenvolvimento dos 6rgéos
sensoriais teve por base um processo evolutivo lento, que envolveu a sua integragdo
com o cérebro, capaz de processar e armazenar a informagdo. Se uma meihor
consciéncia do meio circundante constituiu uma forga motriz para o processo evolutivo,
pode estabelecer-se um paralelismo com o esforgo levado a cabo pelo Homem para criar
dispositivos e equipamentos que o auxiliem a compreender o mundo com o qual interage
e a ultrapassar as suas proprias limitagdes sensoriais.

O recurso a utilizagdo de dispositivos auténomos, capazes de substituir de forma
continuada os nossos sentidos ou de ministrar informagao & qual estes n3o tém acesso —
0s sensores — abrange areas de grande impacto na sociedade, sendo visivel em quase
todos os aspectos da vida quotidiana. Edificios “inteligentes”, concebidos para responder
a determinados estimulos, ou automoéveis equipados com sensores 6pticos capazes de
actuar como dispositivos de alarme, fazem ja parte do dia-a-dia. Este desenvolvimento
surge como resposta ao notavel aumento da actividade industrial, e & consequente
modifica¢@o da qualidade e do modo de vida actual.

Do ponto de vista analitico, os sensores constituem ferramentas valiosas para fazer
face a crescente exigéncia de informagdo quimica rapida, completa e fiavel, em areas
como a seguranga alimentar, os estudos ambientais, a biotecnologia, a quimica clinica, a
industria quimica e farmacéutica. O controlo ambiental € um dos campos em que esta
necessidade € mais evidente; a interaccdo Homem/meio ambiente tem muitas vezes
resultados nocivos, conduzindo a uma grande preocupag¢do com o controlo da qualidade
da 4gua, do solo e do ar, e a limites cada vez mais restritos de potenciais contaminantes.
A evolugdo da medicina, aliada ao aumento da esperanga de vida média, implica a
necessidade de monitorizagdo continua de varios parametros para um controlo clinico
efectivo dos pacientes, quer em situagdo de internamento quer em ambulatorio. Na
industria, cresce a exigéncia dos mercados por processos mais limpos, econémicos,
eficientes e dotados de controle mais eficaz; o controlo de qualidade tornou-se uma
preocupagédo universal. Na industria farmacéutica este controlo esta presente em todas
as etapas do desenvolvimento e produgdo do medicamento, de forma a garantir a sua
qualidade, eficacia e seguranga. O controlo analitico acompanha todas as fases desde o
desenvolvimento de um novo farmaco até ao produto acabado, passando pelas etapas




de formulagao, fabrico, ensaios de estabilidade, toxicolégicos, farmacolégicos, ensaios
clinicos, e ainda 0 armazenamento e a distribuigdo.

Como resultado destas imposi¢bes, em diferentes areas, pensa-se que todos os dias
s&o efectuadas em todo 0 mundo mais de 10° analises quimicas, prevendo-se uma taxa
de crescimento de 2 digitos." Esta enorme exigéncia actual de informagdo analitica,
exaustiva e, desejavelmente, de acesso imediato, faz com que o proprio conceito de
processo analitico, entendido como um conjunto de etapas que conduzem a obtengao da
referida informag&o, tenha vindo a ser revisto. A tendéncia actual € a substituigdo das
tradicionais medidas de diagnostico, cujo objectivo é a caracterizagdo detalhada do
comportamento de um sistema, por medidas de monitorizagdo, que envolvem a recolha
de informagdo analitica de uma forma dindmica e continuada, de modo que os
resultados possam servir de indicadores em tempo real da qualidade do produto obtido.
Enquanto que uma medida de diagnéstico pressupde uma andlise completa (o que
implica a obtengdo de uma amostra representativa, o seu transporte ao laboratério, a
preparagdo para analise, a aplicagdo do método analitico e por fim a obtengdo de
resultados), a monitorizagao permite uma actuagéo rapida com resultados imediatos, o
que se traduz numa redugéo substancial de custos e num aumento da qualidade e
eficacia. Os sensores, como dispositivos capazes de fornecer informa¢do analitica
directa e imediata, permitindo a determinagdo in situ e em tempo real de diferentes
analitos, enquadram-se totalmente dentro desta filosofia. Ndo s6 podem ser utilizados
como dispositivos de rastreio, contribuindo para uma gestdo mais econémica e racional
dos recursos laboratoriais, como podem constituir alternativas vantajosas a processos
analiticos dispendiosos e morosos tradicionalmente usados, contribuindo ainda para a
resolugdo de problemas inerentes a falta de estabilidade das amostras, ou a alteragdes
das mesmas durante o seu transporte e/ou armazenamento. Assim, o desenvolvimento
de sensores como ferramenta de simplificacdo dos procedimentos analiticos constitui um
dos grandes desafios que se colocam a investigagdo em quimica analitica neste século.

Dependendo do fenémeno de interacgdo/transducdo, existe uma grande variedade
de sensores quimicos, e a sua complexidade pode variar de forma consideravel. Os
sensores Opticos t&m sofrido um grande desenvolvimento nos Ultimos anos, em parte
gragas a associagdo da transdugdo Optica com os avangos tecnoldgicos conseguidos
pela industria das telecomunicag¢des, no campo da transmisséo de informacao por fibras
opticas. Este tipo de sensores apresenta principios de operagdo muito simples, nédo
necessitando de sinal de referéncia, sendo facil a sua utilizagdo em ambientes

agressivos e em meios bioldgicos. O principio subjacente a maioria dos sensores 6pticos

K. Cammann, B. Ross, A. Katerkamp, J. Reinbold, B. Griindig, R. Renneberg, Chemical and Biochemical
Sensors, in Ullman’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, Wiley-VCH Verlag, 2002



é a alteragdo dos parametros o6pticos de moléculas activas imobilizadas em suportes
solidos, devido a interacgbes com parametros quimicos externos. O desenvolvimento de
areas como a quimica de materiais, a microelectrénica ou a nanotecnologia, aliado ao
aparecimento de novos reagentes e configuragbes inovadoras, tem levado a um
crescimento no desenvolvimento e na utilizagdo dos sensores opticos. No entanto, o
elevado potencial analitico destes dispositivos encontra-se ainda insuficientemente
explorado; a sua aplicagdo em procedimentos laboratoriais concretos é ainda
subaproveitada, sobretudo devido a problemas relacionados com a robustez e a
estabilidade. Em areas como o controlo farmacéutico, o nimero de sensores Opticos
disponiveis é ainda reduzido, se comparado, por exemplo, com os electroquimicos, € o
recurso a formas mais recentes de imobilizagdo de reagentes e a novos materiais é
ainda limitado.

Neste contexto, a presente dissertagdo pretende contribuir para o conhecimento e
modo de implementagdo de novas metodologias analiticas baseadas em sensores
opticos de matriz sol-gel, preenchendo algumas das lacunas referidas. Propde-se assim
0 desenvolvimento de sensores e biosensores o6pticos robustos e versateis, de
dimensdes reduzidas, dotados de sensibilidade, selectividade, estabilidade e rapidez de
resposta. Para tal, foram adoptadas metodologias reprodutiveis e de baixo custo para
fabrico dos sensores, através da imobilizagdo de agentes de reconhecimento quimico e
bioquimico em filmes obtidos pela tecnologia sol-gel. Este processo sintético tem sido
crescentemente utilizado na produgéo de sensores Opticos, uma vez que permite obter
materiais com excelentes caracteristicas opticas, inércia quimica, estabilidade mecanica,
elevada area superficial e porosidade confrolada. Permite imobilizar de forma simples e
versatil moléculas sensoras que continuam a poder interagir com o meio circundante. As
propriedades finais dos vidros porosos obtidos, tais como a hidrofobicidade, a
porosidade, a area de superficie e a configuragdo fisica, podem ser facilmente definidas
mediante o controlo das condigdes de sintese.

Adicionalmente, propde-se ainda potenciar o desempenho analitico dos sensores
desenvolvidos através da sua associacdo a procedimentos automaticos baseados em
técnicas de fluxo continuo. Os sensores Opticos permitem compactar a quimica
subjacente a determinacdo analitica no sistema detector, pelo que poderdo contribuir
para a simplificagdo dos médulos analiticos. Por outro lado, as técnicas de fluxo continuo
possibilitam o processamento automatico e flexivel de solugdes, podendo maximizar a
sensibilidade, a reprodutibilidade e o tempo de resposta dos sensores a acoplar. Para
demonstragdo e aplicagdo deste conceito, os sensores opticos desenvolvidos foram
inseridos em célula de fluxo construida para o efeito e acoplada a fibras opticas, e

associados a montagens de fluxo multicomutado. Os sistemas resultantes foram



optimizados e aplicados a anadlise de principios activos em formulagdes farmacéuticas e
também de pardmetros quimicos relevantes no diagnostico clinico. Desta forma, propde-
se associar as caracteristicas vantajosas dos sensores com a precisdo e facilidade de
miniaturizagdo dos sistemas de fluxo, de modo a obter metodologias analiticas simples,

econdmicas, versateis e indcuas do ponto de vista ambiental.

Com o propédsito de enquadrar o conjunto de estudos realizados, a presente
dissertacdo encontra-se organizada em 6 capitulos.

No Capitulo | abordam-se os Sensores Quimicos com Transdugdo Optica. Sdo aqui
apresentados os conceitos fundamentais relativos aos sensores quimicos, bem como a
sua classificagdo, ap6s o0 que o capitulo se debruga em concreto sobre os sensores
opticos. Sédo abordados aspectos relativos a sua classificagdo, vantagens, principios
béasicos de funcionamento, configuragdes e instrumentacdo associada. Sao descritos os
principios de transdugéo Optica e aspectos inerentes a fase reactiva: tipos de interacgao
com o analito, elementos de reconhecimento quimico ou biol6égico e matrizes de suporte
mais usados, e ainda métodos de imobilizagdo. Finalmente, é apresentada uma
perspectiva global das aplicagbes analiticas mais relevantes destes sensores em
diversas areas, dando especial destaque ao controlo farmacéutico.

No Capitulo Il faz-se uma sintese da Quimica Sol-Gel na perspectiva da utilizagao
destes materiais como matrizes de suporte para sensores Opticos. Apdés uma descrigdo
das etapas do processo sol-gel, sdo discutidas as variaveis que o influenciam e é
descrito em particular o processo de preparacdo de filmes finos utilizando esta
tecnologia. Seguidamente, é considerada a obtengdo de sensores 6pticos baseados em
filmes sol-gel, sobretudo no que diz respeito aos diferentes métodos de imobilizagéo de
elementos de reconhecimento (bio)quimico e as interacgdes entre estes e a matriz.
Finalmente faz-se uma revisdo das aplicacdes analiticas de sensores 6pticos baseados
em filmes sol-gel.

No Capitulo Il efectua-se uma descrigdo geral dos procedimentos experimentais
adoptados nos trabalhos experimentais propostos, justificando o enquadramento geral
das etapas que permitiram o desenvolvimento e aplicagao dos sensores estudados.

Nos Capitulos 1V a VI sdo apresentados os trabalhos experimentais realizados, sob a
forma de compilagéo de artigos cientificos redigidos ao longo do periodo correspondente
a realizagdo desta investigagdo. Esta apresentacdo, embora possa parecer menos
exaustiva no que concerne aos diferentes aspectos relativos a caracterizagdo de cada
sensor e respectiva aplicagdo, deve-se ao facto de na sua redaccdo ndo ter sido
descurado nenhum dos aspectos estudados, considerando mesmo a obtengdo de

sensores com desempenho inadequado. No Capitulo 1V é descrito o desenvolvimento de




sensores Opticos para determinacdo de espécies catidnicas em produtos farmacéuticos,
nomeadamente bismuto e zinco, sendo demonstrada a versatilidade das estratégias
propostas para determinagdo de diferentes espécies. Pelas caracteristicas de
selectividade e sensibilidade verificadas nos sensores desenvolvidos, foram de seguida
estudadas aplicagbes que exigem estas caracteristicas, como seja a determinacgéo de
espécies cationicas em amostras biolégicas. Assim, no Capitulo V é proposta a
aplicagdo de sensores opticos de matriz sol-gel a determinagio directa de cobre na
urina. Seguidamente, procurou-se avaliar se o procedimento implementado para
desenvolvimento das membranas sensoras seria extensivel a imobilizagdo de enzimas.
Para tal foi desenvolvido um biosensor dptico, cuja preparagdo, optimizagéo e aplicagéo
a analise farmacéutica é descrita no Capitulo Vi.

A terminar a dissertagdo sdo apresentadas algumas consideragdes finais, onde se

destacam os aspectos mais relevantes do trabalho desenvolvido.
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Sensores quimicos com transducio dptica

1.1
SENSORES QUIMICOS: DEFINICAO E CLASSIFICACAO

Os sensores fazem parte do quotidiano ha mais de 80 anos; dispositivos como o
termémetro de mercurio, o eléctrodo de pH ou o papel indicador s&o ja considerados
como parte da rotina. Mas foi nos ultimos 20 anos que os sensores se tornaram parte
aceite e integrante da Quimica Analitica, vindo ao encontro da crescente necessidade de
dados, obtidos de forma exaustiva e de acesso imediato [1]. Desde entdo, o
desenvolvimento e aplicagdo destes sensores tem sido exponencial em campos
diversos, e abrange hoje todas as areas da vida quotidiana, desde a seguranga dos
cidaddos até a defesa militar, da quimica clinica & quimica ambiental, da indudstria a
robética [2].

Um sensor pode ser definido como um dispositivo capaz de registar de forma directa,
continua e reversivel um parametro fisico (sensor fisico) ou a concentragdo de uma
espécie quimica (sensor quimico). Por outras palavras, um sensor baseia-se na
transformag&o de sinais entre diferentes dominios, de um dominio ao qual ndo podemos
aceder directamente para um que possamos medir. Um sensor deve fornecer informagéo
de forma continua e em tempo real, da mesma forma que o fazem os sentidos do corpo
humano [2,3].

Os sensores quimicos s&o dispositivos que convertem informagdo quimica
(composigdo quimica quantitativa e/ou qualitativa de um sistema) num sinal analitico Util.
A informagéo quimica pode ter origem numa reacgao quimica do determinando ou numa
propriedade fisica do sistema investigado [3,4]. O principio geral de construgdo de um
sensor quimico ¢ ilustrado pela Fig. 1.1. Os sensores quimicos contém duas unidades
funcionais basicas: um elemento de reconhecimento (receptor) e um mecanismo de
transdugéo. O receptor, onde o processo de reconhecimento molecular ou idnico tem
lugar, é a parte mais importante do sensor, j4 que define a sua selectividade. A
superficie do receptor pode ser coberta por uma camada adicional que actua como
elemento protector para melhorar o tempo de vida ou os limites de aplicagdo, ou ainda
para prevenir o acesso de substancias interferentes. O reconhecimento do analito pode
dar-se na superficie do elemento sensor ou, em alternativa, no seio do material. A
informag&o quimica é transformada numa forma de energia mensuravel pelo transdutor.
Este, por sua vez, € um dispositivo capaz de converter a energia, referente a informagao
quimica sobre a amostra, num sinal analitico.



Capitulo |

[4]:

i)

i)
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Figura 1.1. Esquema de um sensor quimico tipico.

O elemento receptor dos sensores quimicos pode basear-se em diferentes principios

fisicos, em que ndo ha uma reacgéo quimica envolvida. Exemplos tipicos sdo os
sensores que se baseiam na medida da absorvancia, indice de refracgao,
conductividade, temperatura ou alteragdo de massa.

quimicos, em gque uma reacgio quimica na qual participa a espécie sob avaliagédo
origina o sinal analitico.

bioquimicos, em que um processo bioquimico constitui a fonte do sinal analitico. Séo
exemplo os sensores enzimaticos ou os imunosensores, que podem ser classificados

como um subgrupo dos sensores quimicos — 0s biosensores.

Os sensores quimicos sdo geralmente classificados com base no mecanismo de

transdugao [3,4] em 4 tipos principais:

1.

Sensores dpticos baseiam-se na medida das propriedades 6pticas do analito, ou das
resultantes de interac¢des deste com o receptor.
Sensores electroquimicos (voltamétricos, potenciométricos e conductimétricos)

baseiam-se no efeito de interacgdo electroquimica a superficie do eléctrodo, ou seja,
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na medida do potencial ou corrente eléctrica que se gera entre diferentes eléctrodos
na presenca do analito. Este efeito pode ser estimulado electricamente ou resultar de
uma perturbagéo espontanea em condigdes de corrente zero.

3. Sensores piezoeléctricos envolvem a geracédo de corrente eléctrica a partir de um
cristal piezoeléctrico em vibragdo. A frequéncia de vibragdo é afectada pela massa
do material adsorvido na sua superficie (efeito piezoeléctrico), que pode ser
relacionada com altera¢gdées numa reaccéo.

4. Sensores térmicos baseiam-se na medida do calor (produzido ou absorvido)
envolvido numa reac¢ao quimica especifica, na qual participa a espécie sob medida.

Os sensores sdo habitualmente concebidos para operar mediante condigbes bem
definidas, para determinandos especificos, em tipos de amostras pré-estabelecidos. Em
condigbes devidamente controladas, o sinal referente a uma espécie pode ser
independente dos demais componentes da amostra, permitindo assim a sua
determinagdo sem recurso a tratamentos prévios significativos. Por outro lado, sensores
inespecificos mas satisfatoriamente reprodutiveis podem ser utilizados em série para
andlise multicomponente, utilizando software de calibragdo multivariada e
processamento de sinal adequado [4].

Os avangos da instrumentagéo, microelectrénica e informatica tornam hoje possivel
o desenvolvimento de sensores baseados em quase todos os principios quimicos, fisicos
e bioldgicos conhecidos que s&o utilizados na quimica. Por outro lado, a utilizagdo dos
sensores quimicos nas suas areas de aplicagdo prossegue de forma lenta, ja que exige
um conhecimento multidisciplinar que abarca areas como a electrénica, 6ptica, quimica
analitica, quimica organica, bioquimica e quimica de materiais. Problemas inerentes a
miniaturizagdo, como robustez insuficiente e reduzida sensibilidade, colocam entraves a
comercializagdo generalizada destes dispositivos [5]. No entanto, inimeros sensores tém
sido desenvolvidos e aplicados com sucesso para monitorizagdo de parametros clinicos,
ambientais e para controlo de processos industriais [6,7].

11
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1.2
SENSORES OPTICOS

Os sensores Opticos e electroquimicos constituem as principais categorias de
sensores utilizados para extrair informagdo quimica, sendo que a importancia relativa
dos sensores Opticos tem vindo a crescer nos ultimos anos [8]. Estudos de mercado
comprovam esta tendéncia, assim como o aumento de publicagdes cientificas
pertinentes a eles dedicadas. A expansédo da investigagdo destinada ao desenvolvimento
destes sensores tem beneficiado do crescente conhecimento em termos de métodos de
analise opticos de uso corrente, aliado aos avangos recentes em areas como a quimica
de interfaces, quimica de materiais, ou mesmo a nanotecnologia. Inicialmente, o uso
destes sensores restringia-se a analise de espécies possuidoras de resposta
colorimétrica ou de fluorescéncia intrinseca. No entanto, o aparecimento de novos
reagentes, que alteram de forma reversivel as suas propriedades 6pticas ao interagir
com o analito, tornou possivel o alargamento do seu campo de aplicagéo a espécies sem
propriedades opticas mensuraveis de modo directo, como o pH, os metais pesados ou
0s gases. Adicionalmente, progressos recentes no campo das telecomunicagées, na
optoelectréonica e nos componentes semicondutores permitiram uma grande variedade
de esquemas de detecgdo Optica que antes ndo eram muito atractivos para o

desenvolvimento de sensores.

1.2.1. Vantagens e classificacao dos sensores opticos

Os sensores 6pticos [9-11], ou optrodos (de “optical electrode”), apresentam varias
vantagens em relagéo aos sensores electroquimicos:

i) N&o requerem um sinal de referéncia.

ii) Nao sofrem interferéncias eléctricas ou electromagnéticas, o que os torna os
sensores de eleigdo para efectuar medidas sob fortes campos eléctricos ou em
atmosferas explosivas.

iii) Como ndo requerem ligagdes eléctricas, ndo apresentam perigos no seu
manuseamento, e sdo mais seguros para monitorizagdo in vivo de parametros de

interesse clinico.

12



Sensores quimicos com transduco dptica

iv) Permitem, através de fibras dpticas de baixo custo, a transmiss&o de sinais opticos a
grandes distancias; a deteccdo remota constitui uma vantagem importante na andlise
de ambientes perigosos, toxicos ou radioactivos, ou em locais de dificil acesso.

v) Séo facilmente miniaturizaveis, o que constitui uma vantagem em termos de
concepgdo de dispositivos portateis e também em situagdes em que se dispde de
volume reduzido de amostra, ou ainda para aplicagées em quimica clinica.

vi) Podem transmitir mais informag&o em paralelo do que um sensor electroquimico; por
exemplo, podem responder a mais do que um analito em simultdneo, usando varios
reagentes imobilizados com resposta a diferentes comprimentos de onda.

vii) Nem sempre implicam o uso de reagentes, o que os torna ideais para serem

aplicados em ambientes bioldgicos.

Teoricamente, 0os sensores 6pticos sdo capazes de medir o pH com maior exactiddo
do que os eléctrodos de vidro, e sdo de resposta mais célere do que estes nos
procedimentos que envolvem titulagbes. Mas também apresentam alguns
inconvenientes:

i) Sofrem interferéncia da luz exterior, o que obriga muitas vezes & modulagao do sinal.

ii) Os reagentes utilizados s&o susceptiveis de sofrer fotodecomposigao e lixiviagao, o
que prejudica o tempo de vida do sensor.

i) O nimero de reacgdes reversiveis é limitado, o que obriga a regeneragdo dos
sensores apos cada medida.

iv) Apresentam um intervalo de resposta analitico limitado (exceptuando os de
transdugdo fluorimétrica) em comparagdo com os sensores electroguimicos —
tipicamente 10%, em oposigéo a 10°-10"? para os eléctrodos selectivos a i5o.

Apesar destas limitagdes, os sensores Opticos apresentam-se como potenciais
alternativas a outros sistemas e tém sido largamente aplicados em véarias areas, que

seréo discutidas ao longo deste capitulo.

A variedade e complexidade de sensores opticos existentes hoje em dia torna a sua
classificagdo uma tarefa por vezes dificil. Existem vérias classificacbes, segundo
diferentes critérios, algumas esquematizadas na Tabela 1.1, e qualquer uma delas

possivel.
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Tabela 1.1. Classificagédo dos sensores opticos.

CRITERIO TIPO DE SENSOR

Natureza da propriedade dptica medida Sensores de absorvancia
Sensores de reflectancia
Sensores de luminescéncia
Sensores de dispersdo Raman
Sensores de onda evanescente
Sensores de indice de refracgéo
Sensores de ressonancia plasmonica de superficie
Sensores interferométricos

Sensores elipsométricos

Configuragdo Sensores 6pticos de radiagdo ndo-confinada

Sensores o6pticos de onda guiada

Funcdo exercida pela fibra optica Sensores passivos ou extrinsecos

Sensores activos ou intrinsecos

Tipo de interacgcdo com o analito Sensores reversiveis

Sensores irreversiveis

Fase reactiva Sensores baseados em fendmenos de superficie

Sensores de matriz polimérica

Um critério importante de classificacao é igualmente aquele que permite agrupar os
sensores Opticos cujo elemento de reconhecimento € um componente biologico activo:
0s biosensores opticos [12-16]. Os componentes bioactivos de um biosensor podem ser
enzimas, acidos nucleicos, anticorpos, células, organelas, microorganismos ou tecidos.
Os biosensores cataliticos usam biocatalizadores, como as enzimas, para reconhecer,
ligar e converter quimicamente o substrato. O recurso a enzimas imobilizadas permite
esquemas de deteccdo muito dificeis de implementar com os indicadores quimicos
convencionais. Os biosensores de afinidade utilizam moléculas receptoras, como
anticorpos, acidos nucleicos e receptores hormonais, para ligar o analito de forma
irreversivel e ndo-catalitica.

O desenvolvimento deste subgrupo de sensores tem suscitado um interesse notavel
na Ultima década, ja que apresentam caracteristicas muito vantajosas em termos de
selectividade e sensibilidade. De facto, este tipo especifico de sistemas tem respondido

com eficacia e rapidez & crescente necessidade de técnicas analiticas rapidas, simples e
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continuas, beneficiando do desenvolvimento da biologia molecular e do aparecimento de
novos materiais [7]. O crescente nimero de dispositivos e aplicacGes, em areas como a
medicina, a industria farmacéutica, o controlo ambiental e a engenharia alimentar, faz

com que sejam destacados como uma subdivisdo especial dos sensores Opticos.

1.2.2, Configuragdes basicas dos (bio)sensores opticos

A construgdo de um sensor Optico pode ser mais ou menos complexa, dependendo
do tipo de sensor, da propriedade 6ptica a medir, do veiculo de transmiss&o da radiagéo
a utilizar e da aplicagdo que se pretende. No entanto, todos os sensores Opticos sdo
constituidos genericamente pelos mesmos componentes basicos, ilustrados pela Fig.
1.2: uma zona de reconhecimento quimico, ou receptor, um elemento transdutor que
transforma a informagédo quimica em 6&ptica, e um sistema de amplificacdo e
processamento de sinal que permite obter os resultados finais nas unidades de interesse
[10].

*
»*

Figura 1.2. Esquema de um sensor éptico. a) Analito; b) Receptor; c)Transdutor; d) Sinal eléctrico;
e) Processamento do sinal.

De uma forma geral, todos os sensores 6pticos operam também segundo o mesmo
* principio. A luz, proveniente de uma fonte adequada, atinge a zona onde interage com o
sistema sob medida, ou com o transdutor quimico. Desta interacgdo resulta uma
modulagéo do sinal éptico, sendo a luz modulada em fungdo da informacgdo quimica
captada pelo detector. Dependendo do tipo de sensor e dos principios Opticos utilizados,
o sinal medido pode ser absorvancia, reflectancia, luminescéncia ou outro. Quanto ao
elemento quimico que interage com o analito, geralmente consiste num reagente
imobilizado.
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A radiagao electromagnética pode ser transmitida até ao sensor e posteriormente ao
detector de forma guiada ou néo, resultando assim em sensores 6pticos de diferentes
configuragdes. Nos sensores dpticos de radiagdo ndo-confinada (Fig. 1.3), a membrana
sensora nao estad integrada fisicamente numa estrutura que circunscreva a radiagdo
(guia de onda). Esta configuragdo ¢ a mais simples de obter, bastando por exempio
colocar uma membrana sensora na célula do préprio detector, mas também mais dificil
de miniaturizar ou de aplicar a medidas in situ; é geralmente utilizada quando se
pretendem medidas rapidas e continuas de rotina, normalmente sob a forma de
escoamento controlado. Como ndo ha necessidade de integrar a fase reactiva em fibras
Opticas, os problemas cinéticos de transferéncia de massa sdo minimizados, e a

regeneracao e renovagéo da camada sensora sdo facilitadas.

Sensor Feixe de luz ndo guiado

Figura 1.3. Configuragdo de um sensor de radiagdo nédo-confinada.

Nos sensores opticos de onda guiada a radiagdo é transportada desde a fonte até a
zona sensora, e desta ao detector, através de fibras opticas. Permitem a obtencdo de
informagéo de forma discreta ou continua (se integrados em células de fluxo) e
apresentam vantagens em termos de versatilidade, facilidade de miniaturizagdo e
obtengdo de medidas in situ e em tempo real. A maioria dos sensores 6pticos descritos
sdo deste tipo, baseados em diferentes tipos de integracdo directa entre a zona
receptora e a guia de onda, diferentes tipos de guias de onda (cilindricas ou planas) e
varios modos de transducéo [15,17-20].

A fibra Ooptica pode desempenhar diferentes fungbes nestes sensores. Na
configuragdo mais simples, a guia de onda apenas transporta a radiagédo
electromagnética desde a fonte até & amostra, e posteriormente conduz a radiagédo
transmitida, reflectida ou emitida pela amostra até ao detector. Estes sensores
designam-se sensores passivos ou extrinsecos e utilizam-se quer para quantificar
espécies que possuem propriedades Opticas caracteristicas, ndo necessitando de

transdutor, quer para analitos que necessitam de sistema de transducgdo 6ptica (fase
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reactiva contendo o reagente). No que diz respeito a interac¢do, estes sensores sio
analogos aos de radiagdo ndo confinada, uma vez que a radiagdo abandona
temporariamente a fibra 6ptica para interagir com o analito. Portanto, a presenca de
fibras épticas ndo é essencial ao principio de funcionamento do sensor, se bem que
oferece claras vantagens em termos de miniaturizagdo e possibilidade de transmissio de
informagé&o a distancia.

Nos sensores activos ou intrinsecos a fibra o6ptica actua simultaneamente como
transdutor e veiculo de transmiss&o da luz. A interac¢éo da radiagdo com a amostra, ou
com a fase reactiva, ocorre dentro da guia de onda ou na sua vizinhanga (onda
evanescente). As caracteristicas da luz transmitida sofrem alteragdo como resultado da
presenga do analito. A fibra Optica pode constituir parte integrante do sensor, como
acontece nos sensores de indice de refracgdo, ou servir-lhe de suporte, como nos
sensores de onda evanescente [18,21].

Na Fig. 1.4 estdo representadas as configuragdes tipicas dos sensores baseados em
fibras pticas, extrinsecos e intrinsecos.
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a)

c)

d)

Fibra dptica

Luz incidente
Luz emitida

Membrana sensora

Membrana sensora

Fibras opticas

Luz incidente———————p» — 9 | DETECTOR |

Fibra 6ptica

Membrana sensora

Luz incidente

Figura 1.4. Configurages tipicas de sensores 6pticos de radiagdo confinada. Os sensores do tipc
a) e b) sdo extrinsecos, em que a fibra serve apenas de meio de condug&o de luz, enquanto que
nos sensores intrinsecos c¢) e d) a zona sensora modifica as propriedades de transmisséo da fibra.
A membrana sensora pode dispor-se no final da fibra (a e b) ou lateralmente (c); parte do
revestimento pode ser extraido para deixar o nlcleo exposto ao meio de interacgdo quimica (d).
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1.2.3. Instrumentacdo e componentes basicos

A instrumentagdo béasica associada aos sensores Opticos é simples e requer
componentes Opticos e electronicos convencionais [10]. Os dispositivos construidos
podem incluir ou ndo fibras opticas, e a sua complexidade varia consoante os objectivos
propostos. O facto de serem geralmente constituidos por componentes isolados
(mddulos), seleccionados individualmente, oferece a vantagem de se poderem projectar
dispositivos com tamanho, portabilidade e compatibilidade adequadas a cada caso
concreto. Por exemplo, os sensores de quimiluminescéncia ndo necessitam de fonte de
radiagéo, ja que se baseiam na emissdo de luz. A Figura 1.5 mostra os elementos

tipicamente associados a um sensor 6ptico.

Monocromador | _~ Fibras opticas ~ Detector
Amplificador
Fonte de
radiagéo
Registador

Figura 1.5. Diagrama da instrumentacéo habitualmente associada a um sensor 6ptico.

Estes componentes podem estar sujeitos a oscilagdes durante o seu funcionamento;
por exemplo, a intensidade da fonte de luz pode variar devido a envelhecimento ou a
flutuagbes na fonte de alimentagdo. O efeito destas variagdes pode ser eliminado
utilizando uma referéncia interna, o que envolve a monitorizagao de radiagdo que néo se
altere durante o processo de medida. Muitas vezes, para a medida da radiagdo sobre
superficies soOlidas recorre-se apenas a ligeiras modificagdes dos espectrofotémetros
convencionais, em que simplesmente se adapta o compartimento da amostra e se alinha
o sistema de fibras 6pticas com o sistema 6ptico do instrumento. No caso dos sistemas
de fluxo, por si s6 muito versateis, geralmente a Unica optimizagdo exigida é a da
configuragdo da célula de fluxo, que deve permitir uma interacgdo maxima entre a
radiacdo e a superficie sensora.
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Os sensores opticos integrados incluem as etapas de amplificagdo e processamento
do sinal no elemento sensor. Apresentam um tamanho muito reduzido e os seus
componentes basicos sdo construidos utilizando técnicas associadas a microelectronica
[22,23].

FONTES DE RADIAGAO

A fonte de luz deve fornecer radiagdo intensa e estavel. Varios tipos de fontes
disponiveis no mercado tém sido utilizadas em sensores 6pticos, tais como: lampadas
incandescentes, diodos emissores de luz (LEDs, light-emitting diodes) e fontes de luz
coerente /faser, convencionais ou de diodo semi-condutor.

As lampadas sdo fontes de baixa intensidade e emitem luz branca, pelo que
requerem o uso de selectores de comprimento de onda. As fontes incandescentes, como
as lampadas de tungsténio e de quartzo-halogéneo, emitem num espectro bastante
alargado de radiagdo éptica, e sdo usadas como fontes de luz ultravioleta e visivel. De
uma forma geral, as lampadas s&8o dispositivos de dificil miniaturizagdo, e cujo
acoplamento a fibras Opticas exige componentes Opticos especiais, pelo que a sua
aplicacéo se restringe aos sensores 6pticos de radiagdo ndo-confinada convencionais.

Os LASERSs (de Light Amplified Stimulated Emission Radiation) s&o fontes Uteis para
a obtencdo de radiagdo muito intensa e coerente, e sdo geralmente utilizados em
sistemas sensores remotos [24,25]. Apesar de facilmente acoplaveis a fibras dpticas,
apresentam um custo elevado e n&o solucionam o problema da miniaturizagdo das
lampadas convencionais. Os lasers de diodo, de baixo custo e dimensdes reduzidas,
constituem uma excepgdo. A par com os LEDs, estes /asers constituem fontes
miniaturizadas de radiagao intensa monocromatica. lrradiam um feixe coerente de luz
com intervalo espectral muito estreito (5-10 nm) e s&o excelentes para transmissdo de
luz em fibras de elevado comprimento.

A grande maioria dos sensores 6pticos recorre ao uso de diodos emissores de luz,
os LEDs, como fontes de radiagdo [26]. Estes dispositivos estdo disponiveis numa
grande variedade de geometrias, formas e tamanhos, cobrindo o intervalo UV-Vis
(aproximadamente 360-900 nm), e tém custo reduzido, ja que se fabricam em grande
escala. Operam a baixa voltagem, com tempo de vida longo e emissédo estavel. Em
termos de eficiéncia de conversdo de energia eléctrica em luminosa, sdo ainda
suplantados pelas lampadas fluorescentes e de halogéneo; a sua grande virtude é a
eficiéncia de producdo de luz num intervalo espectral muito estreito (40-50 nm), cujo

comprimento de onda depende da composigcdo do semi-condutor, e as reduzidas
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dimensdes, que os convertem nas fontes mais adequadas para a instrumentagao portatil.
Os LEDs UV de alta poténcia surgem, em areas como o diagnostico biomédico e
biolégico, como sérias alternativas aos /asers (mais caros) ou as lampadas [27]. LEDs
pulsados, a elevada frequéncia e de forma reprodutivel, permitem medidas de tempos de
vida de fluorescéncia/fosforescéncia. Os LEDs s3o ainda verdadeiros transdutores
bidireccionais, podendo funcionar simultaneamente como fonte de luz e detector [28].
Apesar de serem bastante mais eficientes como emissores do que como fotodiodos,
respondendo apenas a comprimentos de onda abaixo da sua emissdo normal,
consegue-se grande sensibilidade para medidas de luz muito intensa.

Na Tabela 1.2 estdo resumidas as caracteristicas mais importantes de algumas

fontes de radiagdo usadas na construcdo de sensores Opticos.

Tabela 1.2. Fontes de radiagéo utilizadas na instrumentacéo de sensores opticos [11].

TIPO DE FONTE CARACTERISTICAS APLICAGAO

Intensidade moderada
) . . Emite na regido do visivel Absorvéncia
Lampada de tungsténio-halogéneo ) i L
Baixo custo / baixo consumo Reflectancia

Longa duragao

Emite no UV Absorvancia

Lampada de deutério ]
Intensidade reduzida Reflectancia

R L. Espectro de linhas (UV-Vis) L.
Lampada de arco de mercurio Fluorescéncia
Intensidade elevada

Espectro amplo
Lampada de arco de xenon Intensidade elevada ' Fluorescéncia

Tempo de vida curto

Espectro estreito

LED Tamanho reduzido Absorvancia
Intensidade intermédia Reflectancia
Baixo custo
Espectro muito estreito
Fluorescéncia
Laser Alta intensidade e estabilidade

Raman
Custo elevado
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SELECTORES DE COMPRIMENTO DE ONDA E ACOPLADORES OPTICOS

O sinal analitico gerado nos sensores Opticos deve ser distinguido do espectro
continuo emitido pela fonte de radiagdo, ou seja, antes que a radiagdo atinja o detector
0s comprimentos de onda que ndo o da espécie de interesse devem ser excluidos. Para
tal, faz-se a resolugédo 6ptica, por meio de filtros (de absor¢édo e de interferéncia) e
monocromadores de rede. Enquanto que os filiros 6pticos atenuam a luz de forma
significativa, podendo reduzir a sensibilidade do sistema 6ptico, os monocromadores sédo
bastante eficientes e podem ser adaptados a diferentes comprimentos de onda.

Os acopladores dpticos s&o necessarios para focar o feixe de luz a partir da fonte
para a fibra Optica, e também para dirigir a radiacdo da fibra para o detector. E
importante garantir que a maxima intensidade de radiagdo penetra na guia de onda, e
que a intensidade que chega ao detector procedente da fase reactiva seja também
maxima. O acoplamento da luz entre a fonte e a fibra éptica pode ser bastante complexo:
enquanto que um /aser emite um feixe coerente com um didametro quase igual ao da
fibra, o que torna o acoplamento bastante simples, os LEDs e as lampadas
incandescentes irradiam feixes divergentes que requerem o uso de lentes de focagem.
Ja o acoplamento da fibra com o fotodetector é mais facil, uma vez que os detectores
tém geralmente areas de superficie activa bastante grandes e angulos de aceitagéo

elevados.

FOTODETECTORES

Os fotodetectores actualmente utilizados no desenvolvimento de sensores opticos
variam desde pequenos fotodiodos PIN até matrizes de fotodiodos, de ganho mais
elevado, e tubos fotomultiplicadores; também o seu tamanho e custo pode variar, desde
os fotodiodos de poucos mm® e com custos associados de poucos euros, até aos
fotomultiplicadores de grandes dimensdes, com sistemas de arrefecimento, e que podem
custar alguns milhares de euros. Basicamente, o sistema de deteccdo consiste num
dispositivo contador de fotdes, onde os sinais dpticos sdo convertidos em sinais
eléctricos que podem depois ser facilmente amplificados por meios electrénicos. O
fotodetector deve possuir um maximo de sensibilidade no comprimento de onda a que se
efectua a medida, deve gerar o minimo de ruido e deve responder com rapidez a
variagdes de intensidade da luz incidente [29].

Os detectores podem ser divididos em dois grupos: fotoemissores e fotocondutores.

Os detectores fotoemissores baseiam-se no efeito fotoeléctrico, ou seja, na interacgéo
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da radiacgao electromagnética com uma superficie que emite electres. Os mais comuns
sdo os tubos fotomultiplicadores e os fototubos. Apresentam relagdo sinal/ruido
favoravel, resposta rapida e elevada sensibilidade, mas o seu custo elevado e as suas
dimensodes consideraveis fazem com que n&o sejam muito aplicados na construcdo de
sensores miniaturizados, sendo mais usados em espectrofotometros UV/Vis
convencionais.

Nos detectores fotocondutores a absor¢ao de um fotdo num elemento semi-condutor
promove electrdes a estados energéticos em que se conduz electricidade [30,31]. Este
grupo inclui os fotodiodos PIN de polarizagdo inversa, que sdo uma série de diodos p-n
inversamente polarizados, que produzem uma corrente eléctrica quando radiagdo de um
determinado comprimento de onda incide sobre eles. Este tipo de dispositivos, pelas
suas dimensodes reduzidas, elevada estabilidade e resposta rapida num intervalo amplo
de comprimentos de onda, assume uma grande importdncia na construgdo de
equipamentos portateis. Os fotodiodos mais comuns sdo os de silicio (300-1000 nm),
GaAsP (300-600) e InGaAs (800-1100 nm).

Os detectores baseados em séries lineares de diodos (diode arrays) ou em séries de
diodos numa matriz bidimensional (CCD, dispositivos de carga acoplada/charge-coupled
devices) permitem a detecgdo multipla e simultdnea em varios comprimentos de onda
[32,33]). As cargas livres geradas pelos fotbes absorvidos por cada diodo armazenam-se
numa zona determinada de cada um. Para um dado tempo de integragdo aplica-se um
potencial de forma sincronizada, que provoca uma transferéncia de carga sequencial,
lida no final da série.

FiBRAS OPTICAS

Uma fibra éptica € basicamente uma guia capaz de conduzir a radiagdo
electromagnética a grandes distancias, de forma eficiente. As guias de onda foram
inicialmente desenvolvidas pela indistria de telecomunicagbes e sdo hoje em dia
largamente aplicadas no desenvolvimento de sensores 6pticos, gragas as caracteristicas
Unicas que apresentam. Além de terem dimensdes reduzidas, sdo flexiveis, imunes a
interferéncias eléctricas e capazes de conduzir a luz a distdncias consideraveis sem
perdas, sendo ideais para aplicagbes clinicas, controlo de processos, monitorizagdo
ambiental e analises remotas em geral.

As guias de onda para aplicagbes analiticas podem ser fibras cilindricas ou
estruturas planas, com didmetros e geometrias variadas, apropriadas a diferentes

técnicas espectroscopicas, assim como a diferentes matrizes e analitos. A estrutura de
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uma fibra 6ptica em corte longitudinal encontra-se esquematizada na Figura 1.6. E
constituida por dois cilindricos concéntricos de indice de refrac¢édo diferente: o cilindro
interior denomina-se ndcleo, e o exterior revestimento. A fibra pode ainda ser recoberta

por uma camada protectora, que the confere protecgdo térmica e mecanica.

Revestimento

WA

Nucleo \

Figura 1.6. Estrutura de uma fibra 6ptica (guia de onda cilindrica).

As guias de onda planas (Fig. 1.7) sdo estruturas formadas por um ou mais filmes
poliméricos, com aiguns um de espessura e indices de refracgdo adequados,
depositados num substrato de suporte. Para acoplar a luz a estas guias sdo geralmente
utilizados prismas com elevado indice de refracgéo.

prisma

guia de onda

Figura 1.7. Guia de onda plana.
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As fibras Opticas transmitem a luz com base no principio da reflexdo interna total
(TIR) [10,11]. Este fenébmeno ocorre quando a radiagdo que percorre um material de
indice de refracgdo n; elevado (nucleo) atinge a interface de um material de menor indice
de refracgéo, n, (revestimento); parte da radiagdo ¢ reflectida e a outra é refractada. A
relagdo entre o angulo de incidéncia, 6, e o angulo de refracgédo 0, é dada pela Lei de
Snell:

n;sen 6, =n, sen 6,
Tendo em conta que sen n; > n,, deduz-se a que angulo de incidéncia ndo ha refracgio,
ou seja, a que angulo se produz apenas reflexdo:

sen 6;>nq/ny

Para evitar a refracgdo na interface dos dois meios, o dngulo de incidéncia tem que ser
superior a um determinado valor, designado por angulo critico (6¢):

Oc > arcsenn,/n,
Nestas condi¢fes a radiagéo fica confinada no nicleo, propagando-se no seu interior por
reflexdes sucessivas. Por outro lado, os feixes que incidem na interface com angulos
menores que o angulo critico sofrem refracgdo, e portanto ndo se propagam através da
fibra.

Além do angulo critico, as fibras séo caracterizadas pelo angulo limite de entrada da
radiagao:

OLim < arc [sen (n,y/ ng) cos 6¢]
em que B;;,, € 0 angulo limite de aceitagédo e ny € o indice de refracgdo do meio exterior a
fibra (geralmente o ar). Portanto, toda a radiagdo que penetra na fibra com um angulo
inferior a 6, sera transmitida, ja que ndo se produz refracgéo.

Quando a luz sofre reflexdo interna total, a intensidade de luz reflectida ndo cai
abruptamente para zero na interface nicleo-revestimento. Em vez disso, a intensidade
do campo electromagnético decai exponencialmente em fungéo da distancia a interface,
estendendo-se portanto para o meio de indice de refracgdo mais baixo. Este fenémeno é
conhecido como onda evanescente (Figura 1.8), e o campo electromagnético gerado é o
campo evanescente [10,11,18,19]. A sua profundidade de penetragéo, d,, & definida pela
distancia da interface em que decai até uma fracgdo 1/e do seu valor na interface:

d, = A/ 2n [(ns’sen’d - n,)]""
sendo A o comprimento de onda da luz que se propaga na guia de onda, ny € n, 0s
indices de refracgéo do nicleo e do meio circundante, respectivamente, e 6 o angulo do
modo guiado relativamente a interface guia/meio circundante. O angulo de incidéncia 6;

influencia a profundidade de penetragdo. Os valores de d, variam entre 50-200 nm,
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aumentando com a diminuigdo de 6; d, atinge o seu maximo quando 6, esta muito

préximo do angulo critico.

Onda Evanescente

Figura 1.8. Onda evanescente.

As fibras Opticas sdo caracterizadas pelo seu comportamento (atenuagio,
dispersao), pelas suas propriedades fisicas (indice de refrac¢éo) e opticas (intervalo de
comprimentos de onda de propagacgdo) [10,11]. A abertura numérica € um parametro
que indica a quantidade de energia electromagnética que a fibra consegue captar. E
definida pelo angulo limite de aceitagéo, 8., que por sua vez depende das diferengas de
indice de refraccdo e de espessura entre o nicleo e o revestimento. Aumentando a
diferenca, aumenta também o angulo de aceitag8o, pelo que a radiagdo que se pode
reflectir na guia de onda com angulos de reflexado diferentes aumenta. Portanto, existem
diferentes modos de transmissdo que se propagam pela fibra. Desta forma, podemos
distinguir as fibras muitimodo, em que a luz se propaga por mais do que um modo de
transmisséo, das fibras monomodo, em que s6é ha uma forma de transmiss&o. Estas
Gltimas s3o utilizadas na construgdo de sensores interferométricos e de indice de
refraccdo. De um modo geral, as fibras multimodo sdo mais utilizadas no
desenvolvimento de sensores, uma vez que permitem uma boa transmissé@o de luz a
distadncias médias e curtas, e sdo compativeis com numerosos componentes Opticos
comerciais.

A atenuacdo é outro parametro importante na caracterizagdo das fibras opticas. A
radiagdo que é guiada pela fibra sofre reducdo de poténcia como consequéncia de
processos inerentes ao préprio material da fibra, ou por processos extrinsecos
relacionados com impurezas, defeitos de geometria ou curvaturas; a perda total de
poténcia é representada pelo coeficiente de atenuagdo. Quando um impulso luminoso é

transmitido através de uma fibra optica sofre ainda dispersdo temporal, devido a
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diferentes longitudes das trajectérias de cada um dos raios que se propagam pela fibra
(dispersé@o intermodal), e a diferente velocidade com que avanga cada um dos
comprimentos de onda que compdem cada raio (dispersdo intramodal). A dispersdo
temporal produz separagido entre impulsos sucessivos e limita a velocidade maxima
através da fibra. Quanto mais monocromatica for a radiagdo, menor sera a disperséo
intramodal.

Existe uma grande variedade de fibras opticas, com diferentes estruturas e
geometrias (simples, duplas ou mdultiplas), acopladas a lentes ou com extremidades
recortadas, e geralmente fabricadas em pléstico, vidro, silica ou quartzo. O material mais
utilizado no fabrico de fibras 6pticas para aplicagées no intervalo UV-Vis-NIR € o vidro de
SiO,, enquanto que os vidros de fluoretos de Ca, Sr, Ba ou Pb s&o utilizados na zona do
NIR. As guias de plastico, como policarbonato, poliestireno e polimetacrilato, sé
transmitem na zona do visivel, e sdo bastante usadas em aplicagbes médicas. O

diametro das fibras dpticas mais frequentemente utilizadas varia entre 100 e 600 pum.

COMPONENTES OPTICOS ADICIONAIS

Além dos componentes principais descritos, os sistemas 6pticos podem incluir outros
elementos [10]. Os amplificadores lock-in sdo dispositivos Gteis quando se utilizam
sensores de modo aberto a luz ambiente; para uma dada frequéncia de interesse,
convertem a corrente alterna gerada no transdutor num sinal continuo facilmente
mensuravel. Para tomar a radiagdo descontinua, pode fazer-se com que esta atravesse
um modulador mecéanico, que consiste basicamente num disco rotatério com fendas
dispostas a intervalos regulares. Outros elementos, como lentes, espelhos e
polarizadores, podem ser usados para focar, conduzir e polarizar o feixe de radiagéo;
apesar de serem, em geral, bastante econémicos, aumentam a complexidade do sistema
e exigem um alinhamento muito cuidadoso. Assim, a tendéncia actual é o
desenvolvimento de sistemas que contenham o minimo possivel destes componentes.
Por exemplo, a utilizag@o de fibras 6pticas reduz, de forma significativa, a necessidade
de espelhos, uma vez que a flexibilidade que as caracteriza permite a condugéo espacial
da radiagdo. As fontes de luz e os detectores podem ser facilmente acoplados as
extremidades das fibras, eliminando a necessidade de lentes. Além disso, os sistemas
opticos integrados oferecem o potencial de reduzir ainda mais o numero de

componentes Opticos necessarios.
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1.2.4. Principios da transducao optica

Os sensores Opticos monitorizam espécies quimicas através da interacgdo destas
com a luz. O conceito basico da recolha de informagdo &ptica por um sensor esta
esquematizado na Fig. 1.9. A radiagdo electromagnética, proveniente de uma fonte
adequada, interage com o sistema a analisar. O elemento receptor (mecanismo de
transdugao primario) extrai informagao quimica do ambiente circundante, e uma série de
outros transdutores secundarios ajudam a transformar o sinal do receptor em sinais
eléctricos facilmente processaveis. O sinal eléctrico gerado pelo transdutor é geralmente

amplificado por dispositivos préximos a ele, ou mesmo integrados.

a) sinal <4 Analito

b) sinal <+ Transdutor €—— Analito

Transdutor €—— Sistema <4— Analito

(bio)reactivo

c) sinal <

Figura 1.9. Recolha de informagdo Optica pelo sensor. a) Sensor de primeira geragdo. a
informag&o optica é obtida directamente do analito. b) Sensor de segunda geragdo: um elemento
transdutor extrai informagdo optica do analito. ¢) Sensor de terceira geragcdo: um sistema
(bio)reactivo ajuda a converter um analito imensuravel num produto mensuravel. Logicamente, o
tempo de resposta aumenta com a complexidade do sensor.

Dependendo do dispositivo de medida em particular, ou dos principios o6pticos
utilizados, o sinal optico medido pode ftraduzir-se em absorvancia, reflectancia,
luminescéncia ou dispersdo [34-36]. A utilizagdo destes sensores cobre assim diferentes
regides do espectro (UV, Visivel, IR, NIR), e tira partido ndo sé da medida da intensidade
da radiagao electromagnética, como também de outras grandezas fisicas relacionadas,
como indice de refracgdo, variagdes na direcgdo da luz, difracgdo e polarizagdo. A
deteccdo a varios comprimentos de onda e a andlise multicomponente proporcionam
formas adicionais, cada vez mais utilizadas, de quantificar componentes em amostras

complexas.
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SENSORES DE ABSORVANCIA

A absorgédo de radiagéo pelas moléculas ou atomos origina transigcbes nos estados
energeéticos electrénicos, e constitui a base de funcionamento destes sensores. As
radiagbes ultravioleta (190-400 nm) e visivel (400-800 nm) induzem excitagéo
electronica, a radiagdo infravermelha (1-100 um) promove excitagdo vibracional,
enquanto que a radiagéo por microondas (100-1000 um) origina transigdes rotacionais.
Apés interagir com as moléculas, um feixe de luz de intensidade inicial I, é transmitido
pela amostra com uma intensidade reduzida, |. A relagao entre estas duas intensidades
denomina-se transmitancia, e depende dos grupos cromoéforos presentes, da sua
concentragdo e do comprimento de onda. A redugdo da intensidade da luz é
determinada pelo nimero de espécies absorventes presentes no percurso optico, e pode
ent&o ser relacionada com a concentragdo das mesmas pela equagio de Lambert-Beer:

A=logly/l =eb.C
em que A é a absorvancia, b € o comprimento do percurso 6ptico, C representa a
concentragdo da espécie absorvente e ¢ é a absortividade molar, que é caracteristica de
cada substancia a um determinado comprimento de onda.

Pela sua simplicidade, a medida da absorvancia constitui um dos procedimentos
Opticos mais utilizados na quimica analitica tradicional, e foi também o primeiro a ser
aplicado no desenvolvimento de sensores épticos, sendo inimeros os sensores deste
tipo descritos na literatura [37-42]. Apesar de ser a técnica mais indicada quando o
analito apresenta bandas de absorgdo intrinsecas, exibe geralmente intervalos
dindmicos de trabalho curtos e ndo é muito selectiva, ou seja, sofre frequentemente
interferéncias inespecificas da matriz da amostra. Além disso, perde em sensibilidade e

selectividade para outras técnicas como a fluorescéncia ou a luminescéncia.

SENSORES DE REFLECTANCIA

Quando um feixe de radiag¢éo incide sobre uma superficie sélida, plana e opaca, tem
lugar o fendmeno de reflexdo, que pode ser especular ou difusa. No caso da reflectancia
especular, ou regular, que é produzida em superficies polidas, a radiagio néo penetra na
amostra, e os angulos de incidéncia e reflexdo s&o iguais; este tipo de reflectancia ndo
se utiliza em sensores quimicos. A reflexdo difusa produz-se em superficies rugosas,

formadas por particulas empacotadas de tamanho igual ou superior a duas vezes o
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comprimento de onda da radiagdo incidente. A radiag@o penetra no interior da amostra, e
da-se absorgdo, refracgdo, reflexdo e difracgdo, antes de regressar a superficie.

De forma analoga a absorvancia, a reflectancia difusa é dependente da composi¢do
da amostra. Varios modelos foram propostos para expressar esta relagdo, mas o mais
usado é a equacgdo de Kubelka-Munk:

F(R) = (1-R)?/2R = ¢C/S
em que R é a reflectancia, C é a concentragdo do analito, ¢ é o coeficiente de
absortividade molar e S o coeficiente de dispersdo. F(R) é conhecido como a fungéo
Kubelka-Munk. Esta técnica utiliza-se geralmente em combinagdo com fibras épticas e a
sua reprodutibilidade depende basicamente do fabrico do material reflector. Envolve
instrumentagdo mais complexa do que os sensores de absorvancia, mas possui um

intervalo dinamico mais alargado [43-46].

SENSORES DE LUMINESCENCIA

A absorgdo quantificada de energia promove atomos e moléculas a estados
energéticos mais altos. No entanto, a espécie excitada tem um tempo de vida curto e
rapidamente regressa ao estado fundamental, libertando a energia em excesso sob a
forma de radiagdo caracteristica (emissdo luminescente). Se a energia de excitagdo
procede de uma reacg¢do quimica, o fenémeno designa-se quimiluminescéncia; se é
proveniente de uma fonte de energia radiante, chama-se fluorescéncia ou
fosforescéncia. A fluorescéncia € um processo extremamente rapido, que ocorre 1-100
ns apés a excitagdo, enguanto que a fosforescéncia tem um tempo de vida maior (1-
1000 us) e persiste ap6s remogéo da fonte de excitagdo. Nos dois casos, a radiacdo
emitida é de frequéncia diferente da radiag@o excitante, e a sua intensidade, I, depende
da intensidade da excitante, |, € da concentragdo da espécie luminescente, C. Assim,
para determinagdes directas, em que o luminéforo é o proprio analito, a intensidade de
luminescéncia pode ser expressa pela seguinte relagéo:

I =klg¢.e.b.C
em que k é a fracgdo de emissdo que pode ser medida, ¢ € o rendimento quéntico da
luminescéncia (n.° de moléculas que emitem/n.° de moléculas excitadas),e€é o
coeficiente de absortividade molar e b o percurso 6ptico.

Outra possibilidade é a quantificagdo indirecta de espécies presentes no meio (por
exemplo oxigénio) que podem atenuar (quenching) a fluorescéncia de um reagente

luminescente. O tempo de vida médio da espécie activada diminui e a intensidade de
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luminescéncia é reduzida. Neste caso, a intensidade de luminescéncia, |, relaciona-se

com a concentragdo da espécie desactivadora, Cq, através da equacgéo de Stern-Volmer:
°/1.=1+Ksy Cq

em que I° ¢ a intensidade de luminescéncia na auséncia do atenuador, e Kgy a

constante de Stern-Volmer.

A luminescéncia pode quantificar-se também com base na medida do tempo de vida
do lumindforo. Para tal, a amostra é excitada através de um pulso breve de radiagéo e é
medido o decaimento da intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo. O calculo do
tempo de vida segue critérios estatisticos, determinando-se o tempo que a fluorescéncia
demora a cair 63%; o valor obtido & o tempo de vida do luminéforo. Este tipo de
quantificagdo é util para determinandos que modificam o tempo de vida do reagente
luminescente por interaccdo com este no estado excitado (desactivagédo dinamica). A
equacdo de Stern-Volmer modificada demonstra que existe uma relagao linear entre a
concentragédo do desactivador, Cq, e a relagdo t/t;,, em que 1 e 1y S80 0s tempos de vida
do luminéforo na auséncia e na presenga do desactivador, respectivamente:

t/ty=1+ Kgy Cq

Outra forma de luminescéncia que pode ser explorada no desenvolvimento de
sensores Opticos é a que envolve a transferéncia energética extra molecular para uma
segunda espécie, seguida de luminescéncia por parte desta ultima [47]. A intensidade de
luminescéncia da segunda espécie, S, é proporcional a Kq.[L*].[S], em que K, é a taxa
de transferéncia de energia entre as duas espécies, e depende da separagdo entre a
espécie dadora, L*, e a receptora, S. Como a intensidade depende da concentragdo de
L*, os factores que determinam a intensidade da luminescéncia detectada estdo também
directamente envolvidos na intensidade de luminescéncia da segunda espécie S. A
principal vantagem desta técnica é o facto de permitir a distingdo entre a porgdo da
espécie S que se encontra na proximidade de L* da porgdo S dissociada, podendo
portanto ser usada para determinar a quantidade de S em equilibrio competitivo, por
exemplo num imunoensaio.

Os sensores baseados em luminescéncia [48-51] sdo muito mais selectivos que os
sensores baseados em absorvancia, uma vez que sdo biparamétricos, ou seja, baseiam-
se em dois comprimentos de onda (o de excitacdo e o de emiss&o) para a diferenciagio.
S&o também extremamente sensiveis: um s6 fotdo é por vezes suficiente para
quantificar a emiss@o. No entanto, os sensores baseados na medida da intensidade de
fluorescéncia apresentam algumas limitagdes em termos de estabilidade e
reprodutibilidade. S&éo afectados por fenémenos de fotodecomposicédo ou lixiviagdo do
reagente e sofrem variagées de sinal devido a flutuagdes da fonte ou do detector,

exigindo re-calibragéo frequente. Os sensores baseados na medida do tempo de vida de
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fluorescéncia requerem geralmente instrumentagdo mais complexa, mas permitem
ultrapassar a maioria das desvantagens dos sensores de intensidade de fluorescéncia,
sendo ainda mais selectivos, ja que é acrescentado um terceiro parametro adicional [52-
55]. A medida da anisotropia de fluorescéncia pode também ser utilizada, permitindo
determinar mudancgas estruturais ou reorientagdes, nomeadamente para monitorizar
processos que envolvem difusdo rotacional [56,57]. Os sensores baseados em
fosforescéncia apresentam caracteristicas ainda mais vantajosas em termos de
selectividade e sensibilidade, j& que este fendmeno, de tempo de vida mais alargado,
ocorre a comprimentos de onda bastante afastados do de excitagéo [58,59]. Quanto aos
sensores quimiluminescentes, baseiam-se em instrumentagéo muito simples, ja que néo
requerem fontes de radiag&o, exigindo apenas um excesso de reagente imobilizado para

se produzir a reacgao [60-62].

SENSORES DE DISPERSAO RAMAN

A espectroscopia de Raman é uma técnica de emissdo em que a radiagdo
dispersada pelas moléculas apresenta um comprimento de onda diferente da radiagéo
absorvida. Quando uma molécula absorve um fotdo de energia E = hv, passa a um
estado excitado denominado virtual (ndo-quantizado); se regressa ao estado
fundamental emitindo a mesma energia absorvida, E, origina-se a dispersdo Rayleigh,
mas se emite uma energia diferente, correspondente a E + AE (emissdo Stokes e anti-
Stokes), origina-se a dispersdo Raman.

Apesar de a radiagdo Raman ser bastante fraca, o fotdo disperso apresenta uma
energia diferente dos fotdes incidentes, o que confere a esta técnica vantagens sobre a
absorvancia similares as da luminescéncia. A sua principal vantagem é permitir a analise
com base na “impressao digital” vibracional do analito a comprimentos de onda na regi&o
do visivel, podendo assim beneficiar da associagdo com fibras dpticas. Ao contrario do
espectro de IV, que representa a absorvancia de radiagdo que n&o chega ao detector, o
espectro Raman mostra a dispersdo ou emissédo detectada. Nas duas técnicas, quase
todas as vibragdes moleculares originam um sinal, mas com bandas de forma e
intensidade relativa bastante diferentes. De uma forma geral, os grupos simétricos e néo-
polares detectam-se melhor no espectro Raman, enquanto que os assimétricos e polares
se observam melhor no IV. A espectroscopia Raman constitui uma técnica idénea para a
analise de espécies bioldgicas em meios aquosos.

A principal desvantagem desta técnica é a sua baixa sensibilidade, ja que a

intensidade da emissdo Raman ¢é bastante fraca, o que obriga ao uso de fontes de luz de
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alta poténcia, como os /asers, e equipamento sofisticado. A fluorescéncia (4 a 6 vezes
mais intensa que a dispersdo Raman), quer seja emitida pelo analito, quer pelos
componentes da fibra 6ptica, pode assim dissimular o sinal Raman; este efeito pode no
entanto reduzir-se de forma significativa utilizando fibras épticas diferentes para fazer
incidir a luz de excitagdo e para recolher o sinal. Estas limitagdes podem, contudo, ser
bastante melhoradas usando a espectroscopia de Raman com transformada de Fourier,
que recorre a laser de 1.064 um como fonte de luz, e reduz substancialmente o efeito da
fluorescéncia. Desta forma, os sensores baseados nesta técnica tém-se tornado mais
vantajosos, sendo aplicados com sucesso, por exemplo, a8 multi-determinagio em linha

de compostos organicos em bioprocessos industriais [63].

SENSORES DE ONDA EVANESCENTE

Estes sensores baseiam-se no fenébmeno denominado onda evanescente, que se
produz na interface optica entre o nicleo e o revestimento de uma guia de onda (fibra
Optica). Uma guia de onda caracteriza-se por reflexdo interna total da luz transmitida pelo
nucleo da fibra; no entanto, a radiagdo remanescente penetra dentro do revestimento a
uma determinada profundidade, que depende do comprimento de onda da radiagdo
transmitida, dos indices de refraccdo dos dois meios e do angulo de incidéncia. A
intensidade do campo evanescente diminui exponencialmente com a distancia em
relacdo a interface. Os sensores de onda evanescente utilizam a radiagdo do campo
evanescente para interagir opticamente com o material reactivo imobilizado sobre o
nucleo da guia de onda [18]. Esta radiagdo pode ser absorvida, reflectida ou dispersada
pelo reagente, ou mesmo induzir a sua fluorescéncia se se tratar de um composto
luminescente. Posteriormente, a variagdo produzida na transmiss&o da radiagdo através
da fibra é detectada. Os sensores de absorvancia baseados na onda evanescente tém
por base a atenuagéo da luz no campo evanescente, de acordo com a lei de Lambert-
Beer [64,65]. De uma forma geral, sdo pouco sensiveis devido & baixa intensidade da luz
no campo evanescente, mas as suas caracteristicas podem ser melhoradas através do
aumento do comprimento e da espessura da guia de onda, ou pela utilizagdo de guias
cilindricas [66], capilares [67] ou planas [68,69]. Os sensores de onda evanescente
baseados em medidas de fluorescéncia sdo mais complexos, ja que implicam dois
comprimentos de onda diferentes (excitagio e emissdo), mas tém sido aplicados com

éxito na detecgéo de niveis vestigiais de varias substancias quimicas e biol6gicas.
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SENSORES DE INDICE DE REFRACGAO

Um fibra éptica cujo revestimento seja eliminado toma-se sensivel a variagdo do
indice de refracgdo do meio que a rodeia, aiterando-se as caracteristicas de transmissao
através da guia de onda e, consequentemente, a intensidade da radiagao que chega ao
detector. Esta propriedade é utilizada para o desenvolvimento de sensores opticos,
mediante a substituicdo do revestimento por reagentes especificos. Estes sensores
constituem uma forma sensivel, porém inespecifica, de determinar concentragbes de
compostos ou percentagens de misturas de solventes [70,71]. Como principal
desvantagem apresentam a dependéncia térmica, o que fez com que se tenham também

desenvolvido sensores fisicos de temperatura baseados neste fenémeno.

SENSORES DE RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

O conceito de ressonancia plasmoénica de superficie (surface plasmon ressonance,
SPR) é por vezes confundido com a onda evanescente, embora neste Ultimo haja uma
interacgdo directa da espécie a determinar, ou do elemento de reconhecimento, com a
radiacgdo incidente. A SPR baseia-se no registo da reflectédncia da superficie de um filme
de metal que contacta com a superficie sensora, em fungdo do angulo de incidéncia. A
um angulo particular, dependente do comprimento de onda da radiagdo polarizada
incidente e do indice de refracgdo a superficie do filme metalico, ocorre transferéncia
energética ressonante para os plasmdes a superficie do metal, diminuindo a intensidade
do feixe reflectido. Dado que o indice de refracgdo varia com a natureza e concentragao
do material em contacto com o filme, é assim possivel obter informagao analitica. Os
sensores SPR tém sido aplicados & analise de misturas de liquidos e gases, e sobretudo

a monitorizagdo de reacg¢des imunolégicas [72-76].

As possiveis interacgbes da radiagdo guiada no campo evanescente, que estdo na
base dos sensores de onda evanescente, indice de refraccdo e SPR, estéo

esquematizadas na Figura 1.10.
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Figura 1.10. Principios 6pticos basicos de varios transdutores: a) refracgéo; b) onda evanescente;
¢) SPR. n1 e nz: indice de refrac¢do; RR: raio refracto; d: distancia; E: energia do campo eléctrico:
P: plasmao (densidade de carga) a superficie do filme.

SENSORES INTERFEROMETRICOS

Os sensores interferométricos baseiam-se no fenémeno de interferéncia que se
produz ao dividir uma guia de onda em dois ramos paralelos; um dos feixes funciona
como referéncia, enquanto que o outro atravessa a amostra. A interacgéo entre o analito
e o campo evanescente desta (ltima guia causa uma alteracdo na velocidade de
propagacéo da luz neste ramo. Os dois feixes voltam depois a combinar-se, detectando-
se a alteragdo de fase entre as duas ondas. A fibra de referéncia compensa assim
possiveis interferéncias da amostra, o que torna este método muito sensivel. No entanto,
0 seu modo de funcionamento exige um controlo rigoroso da temperatura e a utilizagao
de fibras monomodo. Os interferbmetros Mach-Zehnder, Michelson e Fabry-Perot
constituem exemplos de dispositivos baseados nesta técnica [77]. Basicamente os
sensores interferométricos sdo mais utilizados para determinar parametros fisicos do que
quimicos; ha no entanto alguns sensores interferométricos descritos para determinagiao
de pesticidas [78-81].

SENSORES ELIPSOMETRICOS

Os sensores elipsométricos [82] baseiam-se na mudanga de polarizagéo da luz ao
ser reflectida numa superficie. Trata-se de uma técnica indirecta, vulgarmente utilizada
para medir a espessura de monocamadas ou revestimentos superficiais. A

instrumentagdo complexa e volumosa associada a elipsometria dificulta ainda a sua
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implementagdo no campo dos sensores Opticos, no entanto foram ja descritos

imunosensores e sensores para determinagéo de gases na atmosfera [83].

1.2.5. A fase reactiva

A concepcgao e construgdo da fase reactiva, ou de reconhecimento quimico, constitui
a etapa chave no desenvolvimento de um sensor Optico. Dela dependem alguns dos
parametros de qualidade fundamentais do sensor, como a sensibilidade, a selectividade,
o tempo de vida ou o intervalo dindmico de trabalho. Construir a fase reactiva envolve a
seleccdo do principio de interacgdo com a espécie a determinar, a eleicdo dos
compostos participantes no processo de reconhecimento e ainda a optimizagéo das

matrizes de suporte adequadas para os mesmos.

1.2.5.1. Interaccao com o analito

Na maioria dos casos, 0 analito ndo possui propriedades épticas intrinsecas que
possibiltem a sua medida, sendo necessaria a utilizagdo de componentes
intermediarios. A funcdo da resposta de um sensor 6ptico depende da forma como o

analito interage com a fase contendo o reagente.

SENSORES REVERSIVEIS

Os sensores o6pticos recorrem frequentemente a espécies quimicas imobilizadas,
que mudam de cor de forma reversivel na presenga/auséncia do analito, podendo reagir
com este de forma directa ou por reacgdo competitiva com uma terceira espécie.

Os indicadores que desenvolvem reacgdes directas reversiveis com a espécie sob
medida sdo geralmente preferidos para integragdo em sensores opticos, uma vez que
possibilitam medidas continuas. A maioria dos sensores directos envolve um equilibrio
entre o analito e o reagente imobilizado. Se a estequeometria for 1:1, a reac¢ido pode ser
representada como:

A+R e AR
em que A é o analito, R é o reagente e AR é o produto final. Neste caso, R ou AR séo

geralmente corados ou luminescentes, e podem portanto ser medidos opticamente. A
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transdugéo quimica baseia-se geralmente no equilibrio estabelecido durante a reacgdo
quimica entre A e R, e este equilibrio pode ser descrito como:
K =[AR]/[A]l.[R]

em que K e a constante de equilibrio. Durante a reacgdo quimica o reagente R é
consumido, e portanto qualquer absorvancia ou luminescéncia que lhe seja inerente
diminui, ou entdo a medida que o produto AR se forma a sua absorvancia ou
luminescéncia caracteristica aumenta. Em qualquer dos casos, a alteragdo nas
propriedades Opticas de R ou AR pode ser relacionada com a sua concentragao, e, por
outro lado, com a concentragédo do analito A.

Se o reagente é consumido durante a reacgdo, a concentracgdo inicial total a um

dado momento é dada por:
Cr=[AR] +[R]
Assim, a concentragdo do analito pode ser expressa da seguinte forma:
[Al = 1/K. (Cr/[R] - 1)

Se o que é medido sdo as propriedades opticas do produto AR, entdo a

concentragdo do analito sera relacionada com a concentragdo de AR:

1/[A] = 1/K . (Cr/[AR] - 1)
A resposta do sensor depende assim da quantidade total de indicador presente.
Qualquer variavel ndo controlada que possa afectar a constante de equilibrio constitui
uma potencial fonte de erro; por exemplo, nas reacgdes envolvendo ides, as variagdes
da forga idnica afectam o valor de K.

Se o parametro Optico medido depende da razdo das concentragdes das duas
formas do indicador, [AR)/[R], a resposta ndo depende da quantidade total de indicador,
mas a dependéncia da constante de equilibrio mantém-se. A resposta em equilibrio do
indicador também n&do depende de transferéncias de massa, ao contrario do tempo de
resposta, ou seja, o tempo necessario para se atingir o equilibrio. Interacgbes reversiveis
gue ndo envolvam reacgdo quimica, como os fendmenos de atenuacao de fluorescéncia,
que se baseiam em transferéncias de energia, apresentam tempos de resposta mais
curtos.

A medida da razdo entre intensidades o&pticas, a dois comprimentos de onda
diferentes, pode ser utilizada para determinar a concentragdo do analito. Esta
abordagem apresenta vantagens, ja que torna os sensores menos sensiveis a flutuagdes
instrumentais ou possiveis perdas de reagente, conferindo-lhes estabilidade a longo
prazo em termos de calibragdo. Desta forma, a concentragdo do analito é dada pela
expressao:

[A] = 1/K . [ARV/[R]
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Sendo a razdo [AR])/[R] independente da quantidade de indicador, é possivel deste
modo desenvolver sensores “pré-calibrados”, baseados na medida da razdo de
intensidades, e a analise pode ser feita directamente. No entanto, AR e R tém que estar
presentes em quantidades suficientes para serem medidos com precisdo adequada, o
que limita o intervalo dindmico.

As condi¢Oes aqui descritas para o funcionamento dos sensores 6pticos reversiveis
diferem das situages analiticas mais comuns, em que sdo necessarias constantes de
equilibrio elevadas e excesso de reagente para que as reacgdes sejam completas. Se
um sensor funcionasse dessa forma, todo o analito seria consumido pelo reagente e este
apresentar-se-ia saturado, perdendo-se a reversibilidade tdo desejavel. Uma vez que a
resposta depende da constante de equilibrio, os sensores Opticos medem apenas a
concentragdo de analito numa forma disponivel para interagir com o reagente.

Os sensores indirectos incluem dois ou mais reagentes imobilizados, cujas
interacgdes variam com a concentragdo do analito. Assim, o ligando L compete com o
analito A para a ligagdo ao reagente R:

L+Re LR
Na auséncia do analito, esta reac¢do prossegue no sentido da formagéo do produto LR.
A medida que a concentragdo do analito aumenta na amostra, a reacgdo anterior
prossegue no sentido inverso, e a reacgdo com o analito da-se no sentido da formagéo
de AR:

A+R o AR
Desta forma aumenta a quantidade de L livre. As propriedades opticas de L podem ser
medidas como uma fungdo da concentracéo de A. Note-se que é essencial que L livre e
LR apresentem propriedades Opticas distintas.

Os sensores baseados neste mecanismo de ligagao indirecta competitiva tornam
possivel a utilizagdo de reacgdes em que ndo se produz directamente uma alteragdo
optica. Apesar de implicarem, geralmente, tempos de resposta superiores, ja que
envolvem maior nimero de equilibrios quimicos, apresentam a possibilidade de variar a
constante de equilibrio global, o que por seu lado determina o intervalo de concentragdes

a que o sensor responde.

SENSORES IRREVERSIVEIS

O recurso a reacgbes quimicas irreversiveis da origem a sensores em que ha
consumo de reagente:
A+R - AR
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Estas reacgbes sdo completas, independentes da constante de equilibrio, e dido a
medida da quantidade total de analito. Obtém-se desta forma sensores descartaveis,
muitas vezes designados por sondas (do inglés probe), como os que se utilizam na
guimica clinica. Quando comparados com os sensores reversiveis, podem ser
extremamente sensiveis e permitem determinar maior nimero de espécies, para as
quais ndo foram ainda desenvolvidos dispositivos reversiveis. Tém que ser preparados
com grande reprodutibilidade, de forma a garantir que a resposta € a mesma de sensor
para sensor.

RECONHECIMENTO BIOLOGICO

Os biosensores utilizam enzimas, que actuam como catalisadores bioldgicos de
reacgbes e substractos especificos. O mecanismo de catalise enzimatica pode

esquematizar-se da seguinte forma:

K1 K
S+E g=——>ES_____ S E+P
K

Km = (K4 + Kp) / Ky

O substrato S reage na presenga de E (enzima, célula ou tecido), resultando o produto
P. A constante de afinidade K, ou constante de Michaelis-Menten, reflecte a afinidade
da enzima para o substrato; valores baixos de K, reflectem elevada afinidade. Esta
constante corresponde numericamente a concentracdo de substrato que determina uma
velocidade de reacgdo intermédia da velocidade maxima, o que significa, na pratica, que
para baixas concentragbes de substrato (S << K,,} a taxa de formagdo de produto é
proporcional & concentracdo de substrato, enquanto que a concentragdes de substrato
mais elevadas (S >> K,,) a formagao de produto atinge o seu valor maximo, e o sinal
relacionado torna-se independente de S. A linearizagdo do sinal pode obter-se para o
intervalo S < K, ou S > K,,, dependendo da aplicagéo especifica.

Este tipo de reconhecimento & vulgarmente utilizado para determinagéo directa do
substrato da enzima, estabelecendo-se uma relagdo entre a quantidade de produto
formado e a quantidade de substrato consumido, mas pode também ser Util para
determinagéo indirecta de activadores enzimaticos. Algumas enzimas requerem a
presenca de co-factores, geralmente ides metalicos, para terem actividade catalitica. Se
o metal for removido (por exemplo, através de um agente complexante apropriado), a

enzima torna-se inactiva, recuperando a sua actividade apenas apés tratamento com
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ides metalicos. Esta reactivagcdo € extremamente sensivel e selectiva em relagdo a
natureza e quantidade do iao metalico. De uma forma semelhante, também os inibidores
enzimaticos podem ser determinados mediante o acompanhamento de reacc¢des de
reconhecimento bioldgico. A exposicdo da enzima a inibidores causa redugdo da

actividade enzimatica, e consequente diminui¢do do sinal analitico.

1.2.5.2. Elementos de reconhecimento (bio)quimico

Grande parte dos ides e moléculas de interesse analitico ndo possuem
caracteristicas opticas que as permitam mensurar com adequada sensibilidade, pelo que
€ necessario utilizar outras espécies que modifiquem as respectivas caracteristicas
espectroscopicas durante o processo de reconhecimento, permitindo assim a sua
determinagéo. Estas ultimas funcionam portanto como transdutor quimico-6ptico.

inimeros reagentes quimicos e bioquimicos (corantes, compostos fluorescentes,
enzimas, anticorpos, entre outros) sdo usados na analise quimica para a determinago
de diferentes espécies. No entanto, para que possam ser transpostos para o
desenvolvimento de sensores Opticos com sucesso, € fundamental que possuam
determinadas caracteristicas. Um requisito essencial é serem suficientemente selectivos
para determinado analito. Devem ainda ser facilmente imobilizaveis numa membrana
sem perderem a sua reactividade, e possuir elevada estabilidade fotoquimica, de forma a
viabilizar o desenvolvimento de dispositivos robustos e de baixo custo. Muitos reagentes
apresentam limitagdes que devem ser avaliadas no momento da sua selecgédo para
implementagdo num sensor: comprimentos de onda pouco favoraveis, necessidade de
reagentes adicionais, funcionamento em condi¢bes extremas de pH, ou simplesmente
nado estarem disponiveis no estado de pureza requerido para a aplicagdo. De um modo
geral, o elemento/sistema quimico de reconhecimento deve ter caracteristicas
compativeis com o uso de fibras opticas, com as condi¢des impostas pelo processo de
imobilizagdo e com a utilizagdo de fontes de luz e detectores de baixo custo (LEDs,
fotodiodos). Outro factor a ter em conta & a facilidade de regeneragdo do reagente.
Finalmente, a quantidade de reagente a imobilizar, que depende fundamentalmente do
tipo de reacgdo envolvida, € um parametro importante a considerar, e que por vezes
coloca igualmente limitagbes praticas. Em reacgbes reversiveis, como as que se
produzem com indicadores acido-base, a concentragdo do reagente na fase sélida é
reduzida; j& no caso das reacgdes irreversiveis € necessario imobilizar uma quantidade
elevada de reagente de modo a dispor de uma reserva consideravel do mesmo, que

possibilite utilizar o dispositivo durante um periodo de tempo consideravel.
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Os sensores opticos descritos na literatura até ao momento envolvem uma grande
variedade de reagentes e moléculas bioldgicas, que cumprem total ou parcialmente os
requisitos enumerados. Por exemplo, o desenvolvimento de sensores de pH tem
assentado na imobilizagdo de indicadores de pH classicos. O pH é talvez o parametro
quimico mais frequentemente monitorizado, por conferir uma utilizagdo vantajosa dos
respectivos sensores Opticos [84]. Alguns dispositivos baseiam-se na co-imobiliza¢ao de
misturas de varios indicadores com zonas de viragem convenientes, obtendo-se
sensores de resposta mais alargada e linear [85,86].

A determinagdo de catibes e anides [87-89] tem sido feita a custa de jondforos,
moléculas orgénicas nao-coradas que formam complexos com ides. O termo engloba os
transportadores idnicos lipofilicos e os agentes quelantes capazes de se ligarem a ides
reversivelmente e transporta-los através de membranas organicas. Até ha pouco tempo
tinham a sua aplicagdo generalizada nos eléctrodos selectivos de ides, sendo um dos
exemplos mais conhecidos a valinomicina, um transportador neutro muito selectivo de
potassio. Vérios esquemas de utilizagdo de iondforos em sensores Opticos s&o
possiveis: introdug&o de grupos cromogénicos ou fluorogénicos para obter os chamados
cromoionéforos ou fluoroionéforos; combinagdo dos ionédforos com indicadores corados
sensiveis; extraccdo de ides para membranas utilizando transportadores i6nicos
(permuta ibnica); extracgdo do ido juntamente com um contra-ido para uma fase
membranar (co-extracgdo). Estes dois Ultimos processos sdo muito aplicados em
sensores com membranas poliméricas hidrofébicas, como as de cloreto de polivinilo
(PVC). Alguns exemplos tipicos destas espécies sdo as porfirinas [37,38], o laranja de
xilenol [44], o 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) e o 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) [45], a
ditizona (difeniltiocarbazona) [90], a difenilcarbazida [91] e o Zincon [92].

A atenuacao dindmica de fluoréforos (quenching fluorophores) é também utilizada
em sensores Opticos, quer em termos de redugdo de intensidade de emissédo, quer de
tempo de vida de fluorescéncia. Os complexos de ruténio e os sistemas porfirinicos de
Pd(ll) e Pt(ll), por exemplo, tém sido muito estudados e aplicados em sensores de
oxigénio [93,94].

De forma a conseguir uma aproximagdo ao elemento de reconhecimento ideal, tém
sido desenvolvidas novas espécies especificamente para aplicagdo em sensores 6pticos.
Por modificacdo quimica dos reagentes colorimétricos e fluorimétricos tradicionais
obtém-se moléculas que podem ser ligadas quimicamente a materiais poliméricos de
suporte, ou com caracteristicas de solubilidade/polaridade melhoradas para a aplicagao
pretendida [95]. A investigagdo neste &ambito concentra-se sobretudo no

desenvolvimento de moléculas para reconhecimento de analitos neutros de forma

41




Capitulo |

reversivel [96,97], de reagentes para zonas do espectro especificas, como o NIR [98,99],

e de indicadores multifuncionais [100].

Os biosensores utilizam componentes biolégicos no processo de reconhecimento do
analito. As enzimas foram os primeiros bio-receptores a serem aplicados em
biosensores, e continuam a ser ainda os mais usados, ja que séo bastante selectivas e
sensiveis, em comparagdo com outros receptores bioldgicos, e podem ser utilizadas em
combinacdo com diferentes técnicas de transducgdo optica [14,16]. Existe um grande
numero de reacgdes com catalise enzimatica, possibilitando assim a detecgdo de uma
vasta gama de espécies (substratos, produtos, inibidores e moduladores da actividade
catalitica). Uma vez que as enzimas transformam um substrato especifico num produto
sem serem consumidas na reacgdo, podem ser faciimente aplicadas a determinagéo
continua de determinados compostos; a estabilidade da enzima imobilizada constitui o
factor que determina o tempo de vida do sensor. Muitas reac¢des com catalise
enzimatica requerem a presenga de outras moléculas, como ides inorganicos (co-
factores) ou moléculas organicas complexas (co-enzimas), que podem sofrer
modificagdo quimica durante o decurso da reacgdo. As alteragbes nas propriedades
opticas dos co-reagentes sdo muitas vezes utilizadas para monitorizar a evolugédo das
reacgdes enzimaticas.

Por vezes o recurso a enzimas nao é viavel, por serem instaveis, dificeis de purificar
ou terem um custo muito elevado. Nestas circunstancias, o recurso a células vivas
(microorganismos, células animais, ou até organelas sub-celulares) em vez dos seus
componentes bioldgicos isolados, apresenta-se como uma alternativa vantajosa [15,101].
As células sdo mais resistentes a mudangas de pH ou temperatura do que as enzimas
purificadas, estando contidas numa s6 célula todas as enzimas e co-factores
necessarios a deteccdo do analito, sem necessidade de os imobilizar separadamente.
Geralmente, este tipo de biosensores ndo requer processos extensos de preparagdo das
amostras, e a actividade catalitica é facilmente regenerada deixando as células crescer
novamente. No entanto, apresentam tempos de resposta mais longos e selectividade
inferior, quando comparados com os biosensores enzimaticos.

Os anticorpos, com a sua capacidade Unica de se ligarem de forma selectiva a um
composto especifico, ou antigénio, constituem o elemento chave no desenvolvimento
dos chamados imunosensores [102]. Estes baseiam-se nos principios dos imunoensaios
de fase sdlida. Quanto maior for a afinidade do anticorpo para o analito, melhor sera a
sensibilidade do biosensor; a selectividade, por seu turno, é uma propriedade especifica
do anticorpo aplicado. Estes biosensores permitem separar componentes individuais de

misturas complexas de biomoléculas, com base na fungéo biolégica ou quimica, através
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de interacgdes de afinidade. Geralmente os anticorpos s&o marcados com radioisétopos,
enzimas, sondas fluorescentes e quimiluminescentes ou marcadores metalicos, de forma
a permitirem a transdugéo 6ptica [103]. Os sensores que utilizam anticorpos sdo muito
selectivos e ultra sensiveis, apresentando apenas a desvantagem de n&o terem efeito
catalitico.

Os neurotransmissores e receptores hormonais geram respostas fisiologicas
amplificadas no organismo, desencadeadas pelas ligagdo de um ligando. Assim, estes
receptores biolégicos tendem a apresentar afinidade para um conjunto de compostos ou
analitos estruturalmente relacionados, o que é uma caracteristica atractiva para a sua
utilizagdo em biosensores [13].

Também os acidos nucleicos tém sido utilizados como elementos receptores para
desenvolvimento de biosensores. O mecanismo de transdugdo mais usado nestes
dispositivos, designados por genosensores, é a detecgdo de oligonucleétidos com
marcagao fluorescente, utilizando um ensaio competitivo [104]. A descodificagdo do
genoma humano promoveu, de forma significativa, a utilizagéo e aplicacdo deste tipo de
biosensores.

O desenvolvimento e sintese de sistemas receptores artificiais, com propriedades de
reconhecimento semelhantes as dos anticorpos, tem suscitado grande interesse nos
ultimos anos, e a sua aplicagdo em biosensores tem dado origem aos sensores
biomiméticos. Nestes, o reconhecimento do analito é feito recorrendo a moléculas
geneticamente modificadas, membranas artificiais ou polimeros com impresséo

molecular (MIP, molecularly imprinted polymer), que mimetizam os bio-receptores [105].

1.2.5.3. Matrizes e suportes para imobilizacdo de agentes de

reconhecimento

Os reagentes utilizados em sensores dpticos imobilizam-se geralmente em suportes
rigidos, que podem ser polimeros ou superficies organicas activadas, a propria guia de
onda, o revestimento de uma fibra éptica, ou um elemento 6ptico.

Nos sensores baseados em fenémenos de superficie, os componentes activos sdo
imobilizados directamente sobre a superficie do elemento 6ptico, ou sobre um suporte
polimérico ou matriz porosa. Este polimero pode ser macroporoso ou microporoso; a
reac¢do de reconhecimento tem lugar apenas na superficie de contacto com o analito.
Apesar de o reagente imobilizado ter mobilidade limitada, os tempos de resposta séo

geralmente curtos, devido a excelente acessibilidade do analito.
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Nos chamados sensores de matriz tridimensional o reagente encontra-se dissolvido
no seio de uma fase imiscivel, suportada sobre uma matriz polimérica inerte (membrana
sensora). O funcionamento destes sensores baseia-se na difusdo do analito a partir da
solugdo para o interior da membrana, originando um sinal éptico. A selectividade rege-se
pelos coeficientes de distribuicdo de ides entre a membrana e a solugdo e pelas
constantes de formagdo dos complexos. O facto de apresentarem uma resposta
baseada num mecanismo semelhante ao dos sensores potenciométricos tem
proporcionado um rapido desenvolvimento, ja que permite a utilizagdo de elementos de
reconhecimento anteriormente utilizados na preparagéo daqueles [106,107].

Além do material de suporte, os sensores Opticos podem ainda incluir uma
membrana protectora, que em muitos casos apresenta caracteristicas de permeabilidade
selectiva. No entanto, nos sensores miniaturizados a distingdo entre membrana e
suporte torna-se complicada, e o indicador & geralmente imobilizado num fiime ou
membrana que |lhe serve simultaneamente de suporte fisico e de protecgéo.

Existe actualmente uma grande variedade de materiais utilizados na construgéo de
suportes € membranas para sensores opticos. A sua escolha depende da afinidade para
com o reagente, da permeabilidade ao analito, da compatibilidade com a amostra e com
outros materiais usados no fabrico do sensor. A matriz de suporte deve ter transparéncia
optica na regido espectral de interesse analitico, deve ser apropriada a imobilizagéo do
reagente, permitindo simultaneamente o acesso rapido do analito, deve ser
mecanicamente estavel e quimicamente inerte. O material polimérico tem um efeito
marcado sobre as caracteristicas do sensor, afectando sobretudo o tempo de resposta e
a selectividade [92]. O facto de poder favorecer, ou ndo, a difusdo de espécies
interferentes, e de constituir uma barreira para o solvente durante as medidas em fase
aquosa, pode influenciar em certa extens&o a selectividade do sensor. Por outro lado,
pode ainda influenciar o tempo de resposta, na medida em que tem que haver
transferéncia de matéria do seio da solugdo para a zona reactiva; sendo o tempo de
resposta ditado pelo coeficiente de difusdo dos gases ou liquidos, pela solubilidade do
polimero, ou ainda pela transferéncia de cargas através de uma membrana, é natural
que a sua presenga possa condicionar este parametro analitico.

Na Tabela 1.3 estido resumidos os materiais poliméricos mais utilizados como

matrizes e suportes de sensores opticos.
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Tabela 1.3. Materiais poliméricos utilizados na construcéo de suportes para sensores opticos.

Tipo DE POLIMERO EXEMPLOS

Cloreto de polivinilo (PVC)

Acetato de polivinilo (PVA)

Acetato de polietilenovinilo (PEVA)
Lipofilicos Polimetacrilato de metilo (PMMA)

Polimeros

Organicos . I
Derivados do poliestireno

Polidimetilsiloxano (PDMS)
Poli(hexil-metacrilato) (PHMA)

Celulose

Quitosano
Hidrofilicos Poliacrilamida

Poliuretano

Poli-glicois

Nafion®

Polianilina

lénicos

Silicone
Polimeros Inorgéanicos Vidro de poro controlado (CPG)

Vidro sol-gel

Os polimeros organicos de caracteristicas hidrofébicas sdo os mais utilizados, ja que
os elementos de reconhecimento mais comuns sdo moléculas organicas. S3o inimeros
os sensores Opticos descritos que usam membranas de cloreto de polivinilo (PVC)
[95,108-112], baseados nos mecanismos de troca-ibnica ou co-extragdo. Outros
polimeros orgénicos lipofilicos utilizados s&o o polimetacrilato (PMMA), o acetato de
polivinilo (PVA) e os derivados do poliestireno [37,113-115]. Estes materiais apresentam
uma elevada temperatura de transigéo vitrea (T,), 0 que os torna frageis e quebradicos;
além disso, a sua elevada rigidez e densidade prejudica a difusdo de ibes e gases para a
matriz polimérica. Assim, sdo geralmente associados a agentes plastificantes, como o
bis(2-etilexil)sebacato, o dibutilsebacato, o dibutilftalato ou o o-nitrofeniloctileter,
habitualmente numa raz&c 2:1 (polimero:plastificante). Apesar de melhorarem a
permeabilidade dos sensores, condicionando a sua selectividade e, logo, a sua resposta,
os plastificantes podem contudo exsudar dos polimeros e constituir uma potencial fonte
de contaminagdo da amostra. Polimeros com baixa T, como o polidimetilsiloxano

(PDMS), o poli-hexilmetacrilato (PHMA) ou o acetato de polietilenovinilo (PEVA), ndo
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requerem plastificantes, mas s&do geralmente apolares, o que os torna maus solventes
para moléculas de reconhecimento polares, e portanto menos Uteis.

Os polimeros orgénicos hidrofilicos sdo caracterizados por um grande nidmero de
fungbes capazes de estabelecer pontes de hidrogénio (hidroxi, amino, grupos
carboxilicos ou sulfo) e fornecem uma matriz que corresponde a um ambiente aquoso.
Os ibes podem assim difundir-se de forma bastante livre, mas a elevada retencdo de
agua (10-100%) pode causar um consideravel aumento de volume do polimero, o que
afecta as propriedades oOpticas dos sensores. A celulose [116-118], o quitosano
[119,120], a poliacrilamida [121], o poliuretano e os poli-glicdis constituem exemplos
tipicos deste tipo de polimeros.

Os polimeros orgénicos ionicos, ou polielectrolitos, apresentam uma grande
quantidade de grupos dissociaveis, sendo também muito aplicados em cromatografia de
troca ibnica. Nos sensores 6pticos, sdo utilizados para troca i6nica do contra-ido pelos
ides do indicador. O Nafion®, por exemplo, é considerado uma alternativa vantajosa a
celulose e as resinas de troca-idnica convencionais no desenvolvimento de sensores
para espécies ibnicas [122-126]. A polianilina, que possui condutividade eléctrica
elevada, boa estabilidade, e sofre variagdo de cor com o pH, oferece também a
possibilidade de construgdo de sensores Opticos com intervalo dindmico alargado
[66,127-129].

Os polimeros inorganicos, como as silicones, possuem excelentes propriedades
opticas e mecanicas para serem utilizadas como membranas em sensores Opticos [130].
Apesar de constituirem o material mais adequado para monitorizagdo de gases, pela
elevada capacidade de difusdo que estes apresentam, as silicones retém as espécies
ibnicas e a sua superficie ndo é facilmente modificavel para imobilizagdo covalente de
reagentes. Além disso, sdo pouco compativeis com outros polimeros e materiais usados
como estruturas de suporte. Os vidros de poro controlado (CPG, controled pore glass)
sdo também suportes inorgénicos muito usados, devido a sua estabilidade mecénica,
transparéncia optica e compatibilidade com as fibras dpticas [131]. Uma alternativa
vantajosa a estes materiais sdo os vidros obtidos através da tecnologia sol-gel, que
associam as propriedades tipicas do vidro a uma grande versatilidade e facilidade de
fabrico [132,133]. O processo sol-gel e as caracteristicas destes materiais serédo
abordados em detalhe no Capitulo 1l, uma vez que foram os suportes utilizados no

trabalho de investigagdo descrito nesta dissertagéo.
O grande desenvolvimento da Quimica de Materiais tem trazido novas perspectivas

ao campo dos sensores [134]; novos polimeros, com caracteristicas melhoradas e mais

compativeis com os mecanismos de transducéo utilizados, estdo hoje disponiveis para o
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desenvolvimento de sensores Opticos. Por exemplo, as zeolites sdo aluminosilicatos
cristalinos microporosos, cujas propriedades estruturais apresentam vantagens em
aplicagdes fotoquimicas [135,136]. Sensores 6pticos baseados em filmes de azul da
Prassia, que funcionam como electrdlitos soélidos, catalisando a oxidagdo de muitas
espécies, tém sido aplicados & analise farmacéutica [137]. Nos Ultimos 10 anos surgiu
um novo tipo de materiais poliméricos, com locais de reconhecimento molecular
especificos, preparados por um processo de impressdo molecular — os MIPs [105,138].
Esta técnica produz polimeros sintéticos estaveis que possuem propriedades de
reconhecimento selectivo, devido a existéncia, na propria matriz polimérica, de locais
complementares, em forma e/ou funcionalidade, ao analito. Portanto, podem
proporcionar selectividade e constantes de afinidade muito elevadas, numa escala
comparavel aos sistemas naturais, resultando nos sensores biomiméticos ja referidos.
De entre os mondmeros mais usados para impressdo molecular destacam-se o acido
metacrilico, a vilpiridina e o dimetilaminometacrilato; os polimeros obtidos s&o robustos,
baratos e, na maioria dos casos, adequados a aplicagdes industriais.

Apesar da recente evolugdo, a grande maioria dos materiais utilizados como
matrizes e suportes de sensores Opticos, e aqui referidos, apresentam algumas
limitagdes. Uma estratégia cada vez mais promissora parece ser o fabrico de polimeros
compostos, combinando diferentes materiais compativeis entre si; desta forma, sio
reunidas as vantagens e minimizados muitos dos problemas, obtendo-se matrizes com

caracteristicas mais préximas das ideais.

METODOS DE IMOBILIZAGAO DE REAGENTES

Os reagentes podem ser imobilizados nas matrizes poliméricas de diferentes formas,
dependendo da estrutura do préprio reagente e do suporte polimérico utilizado, das
caracteristicas da espécie a analisar e do tipo de amostra onde se vai realizar a analise.
No processo de desenvolvimento de um sensor, a selec¢do do método de imobilizagdo
deve ser feita com base nos seguintes critérios: estabilidade da fase reactiva no meio em
analise, simplicidade do processo, reprodutibilidade, custo e, sobretudo, a possibilidade
de obtengdo de uma superficie activa com a actividade pretendida. No caso dos
biosensores, a imobilizagdo de moléculas biolégicas, como as enzimas, permite ndo sé a
sua fixagdo sobre o transdutor optico, facilitando o funcionamento e manuseamento do
sensor, como também, na maioria dos casos, a sua estabilizagdo [139,140]; o método de
imobilizagdo torna-se assim um factor determinante na obtengdo de biosensores com

caracteristicas operacionais melhoradas. Os processos de imobilizacdo podem dividir-se
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em trés tipos: imobilizagéo fisica, imobilizagdo electrostatica e imobilizagdo covalente, e

encontram-se representados de forma esquematica na Fig. 1.11.

a)

Adsorgao Microencapsulagao
- .
00 00 :
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Inclusdo num polimero Inclusdo numa membrana
semi-permeavel
y 00000

++++++++
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) e ——

Ligagdo covalente Ancoragem

Figura 1.11. Métodos de imobilizacdo de reagentes (bio)quimicos em matrizes e suportes. a)
Imobilizagao fisica; b) Imobilizagdo electrostatica; ¢) Imobilizagdo quimica.

A imobilizagéo fisica pode ser feita por adsor¢do do reagente sobre a superficie do
suporte, ou por inclusdo no interior do mesmo. A adsorgdo é o processo mais simples,
no entanto, na maioria dos casos as ligagdes envolvidas sdo fracas, originando sensores
com tempo de vida reduzido. A microencapsulagdo foi o método usado na construgédo
dos primeiros biosensores, e baseia-se na imobilizagdo do reagente entre duas
membranas. Este fica assim protegido de contaminacio e biodegradacao, e estabilizado

em relacdo a factores como temperatura, pH, forca idnica e composi¢do quimica da
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amostra. A inclusdo, ou aprisionamento de reagentes numa fase sélida, & um método
actualmente muito utilizado e consiste em misturar o reagente numa solugdo de
monoémeros, que posteriormente polimerizam, aprisionando o reagente. Este processo
pode ser feito em matrizes variadas, como os geles de poliacrilamida ou os vidros
porosos de silicio obtidos pelo processo sol-gel. E particularmente Gtil no caso de
biomoléculas, como enzimas, j& que mediante este processo as propriedades fisico-
quimicas do reagente n&o séo alteradas. No entanto, o polimero pode causar barreiras a
difusdo do analito, retardando a reacgdo. Esta limitagdo pode ser melhorada controlando
o tamanho de poro do polimero e o grau de interconectividade das suas cavidades
interiores; o processo sol-gel, que permite definir rigorosamente e de forma versatil as
caracteristicas da fase solida final, & assim uma tecnologia muito atractiva e vantajosa
quando se pretende este tipo de imobilizagdo.

A imobilizacdo electrostatica é feita sobre superficies de suporte revestidas de
grupos carregados, positivos ou negativos, capazes de se ligarem a ides de carga
oposta. Os suportes utilizados sdo resinas de troca i6nica com grupos sulfénicos ou
fosforicos, ou com grupos amina ou aménio quaternario. Trata-se de um processo
simples e rapido, em que a acessibilidade do reagente activo em relagéo ao analito é
muito boa. No entanto, a fraca estabilidade das ligagdes ou a deformabilidade do suporte
com as variagbes de forga idnica do meio, podem pér em causa a sua aplicagéo na
pratica.

A imobilizagdo covalente envolve o estabelecimento de uma ligagédo covalente entre
o reagente e a matriz de suporte. Para tal & necessario que este disponha de grupos
reactivos; caso isto ndo se verifique, pode proceder-se a activagdo quimica da superficie,
ou pode recorrer-se a grupos quimicos bifuncionais para fazer a ancoragem do reagente
a matriz. Por exemplo, a introdugédo de grupos amino na superficie de um vidro permite a
posterior ligagéo covalente de enzimas e indicadores [131]; o glutaraldeido é usado com
frequéncia na construgdo de biosensores, servindo de agente de ligagdo de enzimas
[141]. A imobilizagdo covalente é mais estavel e resulta em sensores com tempo de vida
superior, uma vez que a lixiviagdo do reagente é drasticamente diminuida. No entanto,
pode modificar consideravelmente as caracteristicas fisicas e quimicas do reagente. Na
maioria dos casos envolve a modificagdo quimica dos polimeros e dos reagentes, o que

pode também afectar negativamente a selectividade e a sensibilidade.
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1.3
APLICACOES ANALITICAS DOS (BIO)SENSORES OPTICOS

Os sensores e biosensores opticos constituem ferramentas analiticas valiosas e
extremamente versateis, com aplicagdo em varias areas com grande impacto na
qualidade de vida, incluindo a medicina, a agricultura, a inddstria alimentar e
farmacéutica, o controlo ambiental e a biotecnologia [7,142].

Os sensores quimicos baseados em fibras opticas sdo de grande utilidade na area
ambiental, uma vez que permitem a detec¢do remota de contaminantes ambientais, de
forma economica e em tempo real [143-146]. Uma vertente importante destes sensores é
actuarem como dispositivos de alarme, quando nd@o é necessario quantificar de forma
exacta um determinado analito mas apenas efectuar a sua detecg¢éo ou controlo, para
manter o seu valor dentro de determinadas margens de seguranga. Assim, 0S sensores
opticos s&o utilizados na determinagdo de contaminagdes quimicas em aguas
subterraneas e superficiais, nomeadamente compostos organicos, metais pesados,
anides e oxigénio [46,124,126,143,147], no ar (NO, CO, SO,, HCN) [83,123] e no solo
(herbicidas e pesticidas [79-81,131,141]).

Na indUstria alimentar, os sensores 6Opticos representam uma alternativa vantajosa
aos métodos analiticos classicos aplicados no controlo de qualidade, englobando a
cadeia produgdo/processamento/distribui¢&o, ja que podem ser facilmente integrados em
sistemas automatizados e desenvolvidos como equipamentos portateis simples. S&o
extremamente Uteis na identificagéo de potenciais fontes de contaminag&o e na detecgéo
de espécies implicadas na seguranga alimentar [7]. De entre os sensores descritos para
analise alimentar, tém tido aplicagdo mais alargada os destinados ao controlo de vinhos
e outras bebidas [60,148-150]. Os sensores e biosensores opticos tém também uma
aplicagdo muito importante na area da biotecnologia. Podem fornecer medidas rapidas,
selectivas e sensiveis em meios complexos, como o sdo as amostras em fermentacao.
Além disso permitem a monitorizagdo automatizada, remota e em linha, sem sofrerem
interferéncias electromagnéticas [14,63,151]. Recentemente os biosensores adquiriram
grande destaque na area militar, com o desenvolvimento de dispositivos de alerta
capazes de detectar agentes quimicos usados nas chamadas guerras quimicas e
biologicas [142].

A monitorizagdo de metabolitos no sangue, na urina e noutros fluidos biol6gicos é de
extrema importancia para o diagnostico e tratamento de doencgas. A resposta rapida, o

tamanho reduzido e a seguranga inerente (por ndo serem eléctricos) dos sensores
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opticos fazem com que sejam de grande utilidade para aplicagdes na quimica clinica
[1562,153). Desde as décadas de 1970-1980 que se usam sensores Opticos para
monitorizagdo de parametros clinicos, como electrélitos, pH, glucose, ureia, albumina,
colesterol, O, e CO,, em andlises clinicas laboratoriais ou mesmo na monitorizagdo
continua in vivo dos pacientes [48,154-158].

Um ndmero consideravel de sensores opticos desenvolvidos até a data encontra
aplicagdo directa na indastria farmacéutica [142,154,159]; alguns exemplos
representativos encontram-se reunidos na Tabela 1.4. O seu uso mais comum € a
quantificagdo da substancia activa e/ou dos excipientes na forma farmacéutica final; os
sensores e biosensores Opticos permitem medidas exactas e precisas em todas as
formas farmacéuticas tradicionais, desde os liquidos e comprimidos até as pomadas e
pés. A aplicagdo de dispositivos baseados em fibras Opticas apresenta vantagens
sobretudo na determinacdo de perfis de dissolugdo de produtos farmacéuticos com
multicomponentes [160]. Comparados com os métodos discretos, estes procedimentos
s&o rapidos, baratos e permitem a obtencdo sequencial e de forma automatica de um
grande namero de medidas in-situ e em tempo real, por cada ensaio realizado. Obtém-se
assim perfis de dissolugao detalhados, que constituem sem ddvida uma ajuda preciosa
no desenvolvimento futuro de novas formulagdes multicomponentes e com libertagdo
controlada. Em particular, os sensores baseados na radiagdo da zona NIR associados a
andlise multivariada podem ser usados com vantagem no controlo de qualidade
farmacéutico durante o processo de fabrico, em ensaios de tamanho de particula, teor de
humidade, identificagdo e quantificacdo [161,162]. Sensores Opticos nao-invasivos
podem ainda constituir ferramentas valiosas em estudos farmacocinéticos e
toxicocinéticos [159].

Apesar destas vantagens, a aplicagdo de sensores 6pticos no controlo farmacéutico
é ainda reduzida se comparada, por exemplo, com os sensores electroquimicos. Além
disso, de entre os sensores disponiveis poucos se baseiam em materiais inovadores ou
nas formas mais vantajosas de imobilizagdo referidas anteriormente. Assim, o
desenvolvimento de sensores optoquimicos para analise farmacéutica constitui uma area
a explorar, podendo contribuir para melhorar o processo de fabrico e, em ultima analise,
a qualidade dos medicamentos.
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Tabela 1.4. Sensores 6pticos aplicados a determinagao de produtos farmacéuticos.

ANALITO REAGENTE IMOBILIZADO Principio OpTICO OsBs. REF.

Acido Filme de azul da Prissia Absorvancia/Vis Sensor [163]

ascorbico descartavel

Acido Ferroina imobilizada em Nafion® Absorvancia/Vis SIA [164]

ascorbico

Acido Gel de troca idnica Sephadex Absorvancia/UV FIA [165]

ascorbico QAE A-25

Acido Filme de azul da Prassia Absorvancia/Vis FIA [137]

ascorbico

Acido Filme de polianilina Absorvancia/Vis - [129]

ascérbico

Berberina BBOB imobilizado em Atenuacgao de - [108]
membrana de PVC fluorescéncia

Berberina PBBO imobilizado em Atenuacao de - [109]
membrana de PVC fluorescéncia

Berberina p-ciclodextrina imobilizada em Fiuorescéncia - [112]
PVC

Cisteina Filme de azul da Prussia Absorvancia/Vis FIA [137]

Cloreto Indio(lll) octaetil-porfirina Absorvancia/Vis SIA [166]
imobilizada em filme de PVC

Glucose Filme de azul da Prussia + Absorvancia/Vis FIA [167]
glucose oxidase

Halotano 2,5-difeniloxazol e tris[4,4,4- Fluorescéncia Transferéncia [168]
trifluoro-1(2-tienil)butano-1,3- de energia
diono)eurdpio(lll) imobilizados
em filme de PEG

Halotano tris[4,4 ,4-trifluoro-1(2- Fluorescéncia - [168]
tienil)butano-1,3-
diono)eurdpio(lll) imobilizado em
Carbowax 20M

Halotano Decacicleno imobilizado em Atenuacgéo de Pode ser [130]

membrana de silicone

fluorescéncia

aplicado a O,

BBOB: 1,4-bis(1,3-benzoxazol-2-il)benzeno; FIA: analise por injeccdo em fluxo; PBBO: 2-(4-difenil)-6-

fenilbenzoxazol; SIA: andlise por injecgdo sequencial
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Tabela 1.4. (Continuagao)

ANALITO REAGENTE IMOBILIZADO PRINGiPIO OPTICO OsBs. REF.
Norefedrina Tartaratos e indicador protonado co- Absorvancia/Vis - [169]
imobilizados em membrana de PVC
Paracetamol Gel de troca ibnica Sephadex QAE A- Absorvancia/UV ~ FIA [165]
25
Penicilina Azul do nilo incorporado em Fluorescéncia - [170]
membrana de PVC
Penicilina + Penicilinase e vermelho de fenol Reflectancia/Vis  FIA; Andlise  [171]
Ampicilina imobilizados em filme de poliacrilamida multivariada
Penicilina Penicilinase e acriloilfluoresceina Fluorescéncia - [172]
imobilizadas em hidrogel
Penicilina FITC e penicilinase co-imobilizadas Fluorescéncia FIA [173]
em membrana de Biodyne B
Propanolol Tartaratos e indicador protonado co-  Absorvancia/Vis - [169]
imobilizados em membrana de PVC
Quinino Nenhum Fluorescéncia Aplicadoao  [174]
doseamento
no sangue
Sulfasalazina  Nenhum Reflectancia/NIR  Andlise [161]
multivariada
Sulfametoxazol Nenhum Absorvancia/lUV  Analise (160]
multivariada
Tetraciclinas Antraceno imobilizado em co-polimero  Atenuacéo de Aplicado a [114]
de poli-acrilatos . fluorescéncia comprimidos
e urina
Tetraciclinas 1,4-bis(5,5'-dimetilbenzoxazole-1’,3-il- Atenuacgao de - [175]
2')benzeno incorporado em filme de fluorescéncia
PVC
Trimetoprim Nenhum Absorvancia/UV  Analise [160]

multivariada

FITC: isotiocianato de fluoresceina; PEG: polietilenoglicol
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Tabela 1.4. (Continuagéo)

ANALITO REAGENTE IMOBILIZADO PRINCiPIO OPTICO  OBS.  REF.

Tiamina Resina cationica Sephadex Absorvancia/UV  FIA [176]
CMC-25

Zinco PAN imobilizado em membrana Absorvancia/Vis  FIA [110]
de PVC

Xantinas MIP (polimero de PMMA-EDMA SPR - [177]

(cafeina, teofilina)  com impressao molecular)

PAN: 1-(2-piridilazo)-2-naftol; PMMA: polimetacrilato de metilo; EDMA: dimetilacrilato de etilenoglicol

Apesar do elevado potencial analitico dos sensores 6pticos e das vantagens que
apresentam em areas tdo diversas, sdo ainda pouco numerosos os dispositivos
comercializados. Problemas como robustez insuficiente apds miniaturizagéo, baixa
sensibilidade e selectividade, pouca reversibilidade, problemas de regeneragéo e limites
de detecgdo inadequados, terdo que ser resolvidos para que os sensores 6pticos se
transformem em instrumentos comercialmente vidveis. O desenvolvimento de
dispositivos integrados é sem duvida uma estratégia promissora para se conseguir
melhor desempenho e estabilidade [22,23]. Sensores “inteligentes”, com transdutores e
circuitos para processamento do sinal englobados num unico chip e capazes de auto-
calibracdo automatica, reduzem alteragbes de sensibilidade, oscila¢des, e introduzem
sistemas de alarme em caso de falhas. A produg¢do de unidades sensoras
multifuncionais (microarray sensors), baseados no acoplamento simultaneo de varios
sensores convencionais, de forma a medirem mdltiplos analitos, constituem outra via
atractiva [178]. Podem ser uteis ndo s6 para determinagdo de multiplos analitos, como
também para controlar um processo no seu todo, monitorizando as diferentes variaveis
envolvidas. Apesar das limitagdes demonstradas, os dispositivos desenvolvidos e
aplicados até a data ilustram de forma clara a grande variedade de abordagens e

sistemas possiveis e o imenso potencial desta area.
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A quimica sol-gel

2.1
INTRODUCAO

O vidro possui caracteristicas Unicas para aplicagdo 6ptica, como transparéncia,
homogeneidade, resisténcia mecéanica e elevado indice de refracgdo. No entanto, os
métodos convencionais utilizados na sua preparagdo requerem a fusdo dos precursores
a temperaturas elevadissimas, seguida de arrefecimento rapido e subsequente
vitrificacdo do material. Este procedimento restringe a escolha de moléculas que podem
ser imobilizadas; apenas os 6xidos metalicos e alguns sais inorgénicos resistem a
condigdes tdo drasticas sem sofrerem decomposicdo térmica. Além disso, o processo
tipico de preparagdo do vidro torna extremamente dificil a obtengdo de filmes finos.
Neste contexto, a tecnologia sol-gel constitui uma alternativa verséatil para a produgéo de
materiais ceramicos e vitreos a temperatura ambiente e com caracteristicas melhoradas
em relag&o aos processos convencionais [1,2]. Permite o controlo preciso das condigGes
de sintese e a obtencdo de materiais com elevada pureza, homogeneidade e
propriedades microestruturais. Uma vez que o processo tem inicio a partir de
precursores em solugdo aquosa, é possivel imobilizar substancias de natureza variada,
mesmo téo frageis como as proteinas. Outra caracteristica atractiva desta tecnologia é o
facto de permitir obter materiais com formas diversas, que uma vez activados por
imobilizagdo, impregnagdo ou ligagdo covalente, originam materiais que podem ser
utilizados como sensores, catalisadores, materiais médicos, revestimentos activos e
passivos, ou materiais opticos varios.

O processo em si & conhecido ha mais de um século, no entanto estes materiais s6
ganharam importancia acrescida nas Ultimas décadas. O interesse pelo processo sol-gel
para produgéo de vidros e materiais cerdmicos teve inicio no século XIX. Ebelmen
preparou os primeiros alcoxidos metalicos em 1846, utilizando SiCl, e alcool, e observou
que, apos exposigdo atmosférica, estes quimicos formavam um gel; esta foi a primeira
forma do processo sol-gel tal como é conhecido hoje [2,3]. Estes materiais mantiveram-
se com interesse meramente quimico durante quase um século, uma vez que requeriam
longos periodos de secagem, por vezes superiores a um ano, para evitar que os geles
de silica formassem pés. Sé nos anos 1930 foi reconhecido o interesse tecnoldgico dos
materiais sol-gel, quando Geffcken e Bergen, da companhia vidreira alema Schott,
desenvolveram um processo em escala industrial para produzir camadas delgadas de
Oxidos metalicos com propriedades opticas. Surgiram assim as bases da deposigéo de

filmes por imersdo, ou dip-coating, que esteve na origem da primeira patente baseada no
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processo sol-gel, concedida em 1939 [4]. Os primeiros espelhos retrovisores para a
industria automovel, fabricados segundo técnicas de obtengéo de filmes delgados sol-
gel, apareceram no mercado em 1953. Em 1959 teve inicio a sua produgéo em larga
escala, seguidos de revestimentos anti-reflexo em 1964 e revestimentos com aplicagdes
na arquitectura em 1969 [5,6]. No final da década de 1960 e inicio de 1970, o processo
sol-gel comegou a despertar maior curiosidade, gragas ao crescente interesse da
industria ceramica. Tradicionalmente, vidros e ceramicas eram preparados por
aquecimento da mistura de varios 6xidos metdlicos, nitratos e outros compostos a
temperaturas muito elevadas (1300-2000°C). O processo a baixas temperaturas
conduziu a variadissimas aplicagdes e a materiais com caracteristicas singulares; a
reacgdo controlada mediante o processo sol-gel para a formagdo de vidros
multicomponentes foi desenvolvida nesta altura, de forma independente, por Dislich [7] e
por Levene e Thomas [8].

Actualmente, a quimica sol-gel constitui uma das areas da quimica contemporanea
com crescimento mais rapido. O processo sintético sol-gel é hoje reconhecido e utilizado
em laboratérios e industrias em todo o mundo, com aplicagbes tdo diversas como
sensores, membranas inorganicas, filmes supercondutores, revestimentos Opticos e
protectores, entre outros, tendo o numero de patentes nesta area quase triplicado nos
Gltimos quinze anos [9,10}. Aléem dos inumeros artigos de revisdo [9,11-14], livros
publicados [2,3,15], e de uma revista cientifica exclusivamente dedicada & divulgagao
dos avangos nesta area, o Journal of Sol-Gel Science and Technology, tém-lhe sido
dedicadas vérias conferéncias nos ultimos anos e foi fundada, em Agosto de 2003, a
Sociedade Internacional de Sol-Gel. No entanto, apesar da recente expansdo e do
potencial que apresenta, a implementa¢ao desta tecnologia a escala industrial e as suas
aplicagdes comerciais sdo ainda relativamente limitadas. Apos anos de investigacédo
dedicados a compreensdo e ao controlo dos processos envolvidos, o investimento em
aplicagdes concretas voltadas para a comercializagdo, nomeadamente nos campos em
que a quimica sol-gel apresenta vantagens inequivocas sobre outros materiais, podera

reverter esta tendéncia.
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2.2
O PROCESSO SINTETICO SOL-GEL

O termo sol-gel é usado para descrever uma ampla classe de processos de natureza
fisico-quimica que levam a formagdo de sélidos amorfos a partir de solugdes de
moléculas precursoras, passando pelos estados de sol e de gel. Um sol é uma
suspenséo coloidal de particulas sélidas num liquido; um gel/ € uma rede solida rigida,
porosa e interconectada que inclui uma fase liquida continua. O processo tipico envolve
as reacgbes de hidrolise e condensagéo de um precursor alcdxido metalico para formar
um sol, seguida de gelificagéo, através de reacg¢des de policondensacgéo, das estruturas
quimicas previamente formadas. O gel obtido &€ submetido a secagem e pode ainda ser
densificado a temperaturas elevadas para formar um vidro n&o-poroso. As condigdes
reaccionais sdo suaves, e exceptuando os casos em que é necessaria uma etapa de
densificagéo, a sintese de materiais sol-gel realiza-se a baixas temperaturas, evitando
assim a decomposigédo térmica das espécies imobilizadas e permitindo grande pureza
estequeometrica. A tecnologia sol-gel é extremamente versatil porque permite manipular
de forma simples a textura, estrutura, configuragdo, composigdo e até as caracteristicas
quimicas das matrizes obtidas. O processo permite a producéo de vidros com variadas

formas e configuragbes geométricas: filmes, pds, monolitos, placas, fibras, etc. (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Esquema geral do processo sol-gel e das diferentes vias possiveis.
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2.2.1. Etapas do processo sol-gel

A preparagéo de materiais rigidos pela técnica sol-gel tem inicio com a obtengédo de
uma solugdo de todos os componentes envolvidos; a mistura bem sucedida dos
reagentes implica uma consideravel homogeneidade da solugdo a nivel molecular, que
se for retida na subsequente conversdao em 6xidos origina também produtos altamente
homogeéneos. Podem ser utilizados varios tipos de materiais precursores, sendo que
todos eles devem ser sollveis em solventes organicos e facilmente conversiveis no
6xido correspondente, preferivelmente por hidrdlise, ou alternativamente por reacgado
quimica ou decomposicéo oxidativa [6]. Habitualmente, recorre-se a sais metalicos ou
espécies organicas (alcdxidos metalicos) como matérias-primas.

Os sais metalicos usados no processo sol-gel tém férmula geral M,,X,,, em que M é o
metal, X & um grupo aniénico e m e n sdo os coeficientes estequeométricos [2]. Estes
sais constituem uma alternativa conveniente ao uso de espécies organometalicas dos
elementos dos grupos | e |1, cujos alcoxidos sdo solidos, ndo-volateis, muitas vezes
pouco sollveis e dificeis de obter na forma pura [6]. Utilizam-se vulgarmente sais de
nitrato e de acidos organicos, em particular acetatos, formatos, citratos ou tartaratos.
Quando em solugdo aquosa, os catibes metalicos sd3o solvatados pelas moléculas de
agua. Dependendo das transferéncias de carga parcial entre o metal e a agua, é
estabelecido um equilibrio entre trés tipos de ligandos presentes: aquo, M-(OH,),
hidroxo, M-OH, e oxo, M=0O. Aumentando o pH, os ligandos aquo sdo convertidos em
hidroxo ou oxo, num processo designado como hidrélise. Pela alteragio da concentragédo
do sal, do pH ou da temperatura da solugdo obtém-se precipitados, soles estaveis ou
geles. A via sol-gel inorgénica, ou método ndo-alcoxido, ndo sera objecto de discussdo
detalhada nesta dissertagéo. No entanto, pode acrescentar-se que constitui um método
econémico, quer em termos de equipamento quer de reagentes, que possibilita a
obtengéo, a baixas temperaturas, de micro ou nano cristais de formas e fases variadas.
Por outro lado, apresenta varias desvantagens quanto ao seu uso mais genérico. A
quimica dos ides metalicos de transi¢do, em solugdo aquosa, é geralmente bastante
complexa, devido a formagdo de um grande numero de espécies oligoméricas,
dependendo do estado de oxidag&o, do pH ou da concentragio. O efeito do anido, que
determina a microestrutura e a morfologia dos precipitados ou geles obtidos,
coordenando os ides metalicos e consequentemente influenciando as vias de hidrélise e
condensagéo, é por vezes impossivel de prever; também a remocéo destes anides do

produto final pode constituir um problema. Finalmente, este processo restringe-se a
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sistemas monometalicos, ja que é bastante dificil obter homogeneidade satisfatGria em
sistemas multimetalicos.

O processo sol-gel por via orgédnica recorre a alcoxidos metalicos e é o mais
utilizado, uma vez que permite obter materiais com grande homogeneidade e pureza. Os
produtos finais sdo materiais de elevada porososidade, com larga distribuigéo de
tamanho de poro e superficies com areas de varias centenas de metros quadrados por
grama. A sequéncia de processos desde o precursor até ao xerogel ou ao vidro
densificado engloba uma série de etapas sequenciais [2,11], esquematizadas na Fig.
2.2.

1200 < 1 Mistura dos precursores
4 2 Hidrdlise e condensagédo
1000 4 3 Gelificagao

4 Envelhecimento

g 1 5Secagem

g 800 ¢ Estabilizagdo
% 4 7 Densificagdo
s 600

Q

E -

D

F 400

Tempo

Figura 2.2. Etapas do processo sol-gel.
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HIDROLISE E CONDENSAGAO

A grande maioria dos materiais sol-gel obtidos por via organica s&o sintetizados por
hidrélise e condensagéo de precursores monoméricos tetrafuncionais de baixo peso
molecular, os alcéxidos metalicos, utilizando um acido mineral ou uma base como
catalisador. Como a agua e os alcoxisilanos s&o imisciveis, é adicionado um solvente
comum (geralmente um alcool), que funciona como agente homogeneizador. No entanto,
é possivel preparar geles a partir de misturas alcdxido-4gua sem adi¢do de co-solvente,
uma vez que o alcool gerado na propria reacgédo de hidrélise pode, em alguns casos, ser
suficiente para garantir a homogeneizagéo do sistema de duas fases inicial. O processo
pode ser representado pela seguinte reacgdo global, utilizando um alcéxido de silicio
como exemplo:

Si(OR), + (4-x)H20 — SiOx(OH)4.0¢ + 4ROH
em que R € um grupo alquilo, e é geralmente descrito com base em trés reacgdes:

(1) Hidrolise Si(OR)4 + nH20 — Si(OR)4.4(OH), + nROH
(2) Condensagao silanol-silanol ~ (OR)3SiOH + HOSi(OR);" — (OR);3Si-0O-Si(OR)4' + H,0
(3) Condensaggo silanol-éster ~ (OR),;SiOH + Si(OR), — (OR);Si-O-Si(OR);" + ROH

Na primeira etapa (eq. 1) da-se a hidrolise do alcoxido: os grupos OR s&o
substituidos por grupos hidroxilo (OH) e é libertado o alcool (ROH). De seguida, os
grupos silanol polimerizam por condensagéo (silanol-silanol e silanol-éster), formando
estruturas tridimensionais unidas por ligagdes siloxano (Si-O-Si) e libertando agua (eq. 2)
ou alcool (eq. 3). Nesta fase obtém-se um sol, ou seja, uma suspensdo de aspecto
similar a uma solugédo, em que os polimeros tém dimensées coloidais.

A sequéncia reaccional & consideravelmente mais complexa do que a representagéo
das equagbes 1, 2 e 3 pressupde. As reacgdes de condensagdo tém geralmente inicio
ainda antes de a hidrdlise terminar; dependendo das condigdes, uma ou todas estas
reacgbes consecutivas podem néo ser completas, deixando grupos alcoxi ou hidroxilo
por reagir. As variaveis de maior importancia sdo o pH, a quantidade de agua, a natureza
e concentracdo do catalisador. Também a temperatura e a natureza do solvente
produzem efeitos, embora em menor escala [11,16-18]. A cinética das reacgbes de
hidrolise e condensagdo, que determina a estrutura final do gel, é igualmente

influenciada por vérios factores que serdo discutidos em detalhe de seguida.
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GELIFICAGAO

A medida que as reacgbes de hidrolise e condensagédo evoluem, os monémeros
reagem entre si de forma irreversivel através dos seus grupos terminais, formando
macroparticulas e agregados de tamanho e complexidade crescente. Estes colidem e
interligam-se para formarem cadeias e redes que se estendem através do meio liquido,
formando-se um agregado de dimensdes macroscépicas, o gel. O ponto ou tempo de
gelificagéo, te, corresponde ao momento da reacgdo em que um ndmero critico de
monodmeros interligados é excedido e a massa total sélida se encontra interligada [19]. A
transicdo de sol para gel € irreversivel, e o liquido passa a um sistema de duas fases: o
gel final é constituido por particulas amorfas de dimensdes variaveis, com uma fase de
liguido intersticial.

O processo tem inicio com a formagdo de agregados ou estruturas fractais, que
crescem e se ligam entre si, de acordo com a teoria da percolagdo (modelo matemético
de propagagdo em meios aleatorios) [2,11,19,20]. As ligagdes que contribuem para a
formagdo do gel estabelecem-se de forma aleatéria entre agregados proximos quase
estacionarios (polimeros ou agregados de polimeros), formando-se uma rede. O ponto
de gelificagdo corresponde a transigdo de percolagdo: um uUnico agregado (o gel),
incapaz de expans&o adicional, coexiste com a fase do sol contendo, eventuaimente,
alguns agregados mais pequenos. A gelificagdo pode ocorrer ap6s o sol ser depositado
num molde, tornando assim possivel a obtengdo de objectos com formas determinadas.
Se o gel final tem dimensdes superiores a alguns milimetros é designado por monolito;
alternativamente, a gelificagdo pode ocorrer por evaporagéo rapida do solvente, como
acontece na preparagéo de filmes finos ou fibras. Portanto, a estrutura final do gel é
definida na etapa de gelificago, e os processos subsequentes, como envelhecimento,
secagem, estabilizagdo ou densificagdo, vdo ser condicionados pela estrutura do gel
formado nesta etapa.

A gelificagdo é caracterizada por uma alteragdo dramética nas caracteristicas
reologicas do material, cuja avaliagéo é frequentemente usada para identificar o ponto de
gelificagdo [19,21,22]. Gradualmente, @ medida que as reacgbes de hidrolise e
condensagdo prosseguem e se da o crescimento dos polimeros, o gel adquire
propriedades elasticas e a viscosidade aumenta. No entanto, estas propriedades
apresentam grandes variagdes em fungéo das condigdes de preparagéo do sol-gel, pelo
que os valores obtidos s&o muitas vezes incorrectos ou apenas aproximados,
traduzindo-se em valores de ty, meramente empiricos ou qualitativos. Além disso, o
ponto de gelificagdo n&o ¢ uma propriedade intrinseca do sol e depende do tamanho e

da forma do recipiente em que a reac¢do é conduzida [11,23].
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ENVELHECIMENTO DO GEL

Na realidade, as reacg¢des envolvidas na formagdo do gel ndo terminam
imediatamente apés o ponto de gelificagédo, conforme anteriormente referido. Nesta fase
existem ainda oligdbmeros livres para se difundirem e reagirem, e a rede sélida contém
ainda a fase liquida continua que permite um transporte rapido de moléculas no seu
interior; portanto, o gel rettm mobilidade interna suficiente para permitir a progressdo
mais lenta dos processos fisico-quimicos de agregac¢ao, pelo que as suas propriedades
continuam a sofrer alteragbes apds a gelificacdo. Este processo & conhecido como
envelhecimento do gel, e resulta em modificagdes estruturais ao longo do tempo, em
fungdo da temperatura, do solvente e das condigbes de pH, que podem ser
categorizadas em trés tipos: polimerizagdo, crescimento de particulas e transformacao
de fases [2,24].

A polimerizagdo deve-se ao prosseguimento das reacgdes de condensagdo no gel
durante longos periodos apés a gelificagdo, ja que os grupos terminais livres (OH e OR)
podem entrar em contacto nas zonas de maior densidade polimérica, e resulta num
aumento da conectividade da rede devido a promogédo de algumas ligagbes cruzadas
adicionais. Como consequéncia, ocorre retraccdo de volume da rede polimérica e
expulsédo de liquido dos poros; este processo € conhecido por sinérese ou
macrosinérese.

O crescimento de particulas consiste num processo de maturagéo por redissolugio e
precipitagéo, conduzido por diferengas de solubilidade entre superficies com diferentes
raios de curvatura (Fig. 2.3). Particulas com curvatura positiva dissolvem-se mais
prontamente do que superficies com curvatura negativa; também quanto menor for a
particula, maior € a sua solubilidade. Assim, as particulas pequenas tendem a
redissolver-se e a precipitar sobre as particulas maiores. Por outro lado, as fendas e
intersticios entre as particulas tém raios negativos e, logo, baixa solubilidade, o que leva
a acumulagdo de material.
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Transporte de particuias

Figura 2.3. Formacao de raios de curvatura positivos e negativos. O raio do espago intersticial, rp,
€ negativo porque o centro da curvatura se encontra fora da fase sélida: o raio da particula, rp, é
positivo. O colo que se forma por deposi¢éo das particulas fortalece o gel [2].

Como resultado do processo de redissolugdo-precipitagdo, a curvatura da fase sélida
¢é reduzida: as particulas pequenas desaparecem e os poros menores sdo preenchidos,
diminuindo a area interfacial e aumentando o tamanho médio de poro. Formam-se colos
entre as particulas e aumenta a resisténcia e rigidez do gel. Factores que favoregam a
taxa de solubilidade, como o aumento da temperatura e/ou do pH, ter&o como
consequéncia o aumento do volume dos poros e a perda da microporosidade.

Durante o processo de envelhecimento ocorrem ainda varios tipos de transformacéo
de fase, como a separagdo do gel em zonas de densidade polimérica alta e baixa, a
criagdo de interfaces sélido/liquido e ainda fendmenos de cristalizagdo. A microsinérese
é um processo de separagdo de fases em que a fase liquida se separa da sélida numa
escala localizada, devido ao facto de os polimeros terem maior afinidade entre si do que
para com o liquido presente nos poros.

As mudangas estruturais que ocorrem durante a etapa de envelhecimento do gel tém
um efeito muito importante no processo de secagem. A pressdo capilar desenvolvida
durante a secagem € proporcional a area interfacial do gel; se esta for reduzida por
crescimento de particulas, a pressdo maxima gerada durante a secagem sera inferior.
Por outro lado, quanto mais rigido e forte for o gel, melhor suportara a pressao capilar, e
portanto um gel envelhecido apresenta menos tendéncia para a fractura e menor

redugdo de volume durante a secagem [25].
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SECAGEM

O processo de secagem envolve a remogdo da fase liquida do gel, constituida pelo
co-solvente e pelos sub-produtos de baixo peso molecular originados pelas reacgdes de

hidrélise e condensagdo (4gua e élcool), e pode ser dividido em quatro etapas
sucessivas, esquematizadas na Fig. 2.4.

CONDIGOES INICIAIS

Menisco plano liquido/vapor

" Liquido nos poros

Fase solida

PONTO CRITICO

Evaporagao
_’

Retracgao
volume

Poros vazios

Raio minimo de curvatura

Figura 2.4. Etapas da secagem [2,24].

Na primeira fase, designada por periodo de velocidade constante, da-se uma
redugéo de volume do gel equivalente ao volume de liquido perdido por evaporagao, e a
interface liquido-vapor permanece na superficie exterior do material. O volume reduzido
de liquido expande-se de forma a cobrir a superficie soélida e evitar a criagdo de

interfaces solido-vapor de maior energia; esta tensdo exercida no liquido é suportada
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pela rede do gel, provocando a sua contracgédo [26]. A compressdo da rede promove
condensagdes adicionais, uma vez que os hidroxilos terminais reactivos se aproximam.
Eventualmente, a rede em confracgdo torna-se suficientemente rigida, resistindo a maior
compactacdo. Nesta fase, denominada ponto critico, a redugdo de volume cessa e a
tensdo capilar € maximizada (Fig. 2.4). Qualquer evaporacao posterior de liquido leva ao
retrocesso do menisco em direc¢do ao interior do gel. Inicia-se assim a terceira etapa, ou
primeiro periodo de velocidade decrescente, em que o liquido se move através dos
poros parcialmente vazios. A medida que o ar invade os poros, um filme continuo de
liguido suporta o fiuxo para o exterior, de modo que a evaporagéo continua a ocorrer a
partir da superficie do gel. Finalmente, o liquido restante fica isolado em cavidades e a
secagem da-se apenas por evaporacgio do liquido dentro do sélido e difusdo do vapor
para o exterior; esta é a etapa final da secagem, ou segundo periodo de velocidade
decrescente.

A eliminagdo do solvente no gel a temperatura ambiente resulta na formag&o de um
material vitreo chamado xerogel, ou alcogel se o liquido contido nos poros for
maioritariamente alcool. Na pratica, o termo xerogel é aplicado a qualquer gel que sofre
secagem durante varios dias, mesmo a baixas temperaturas; contudo, quando a
secagem e o envelhecimento séo efectuados a temperatura ambiente, os sélidos podem
conter percentagens variadas de solvente residual. Os geles obtidos por este processo
apresentam uma grande retracgédo de volume (de 2 a 10 vezes), resultante da formagéo
de ligagbes ou da contracgdo induzida pela atracg&o entre particulas, assim como da
evaporagédo do liquido dos poros; exibem tipicamente uma area de superficie muito
elevada (> 400 m? g} e um didmetro médio dos poros muito pequeno (< 10 nm) [2].

A redugdo de volume da rede soélida no ponto critico da secagem determina o
volume e o tamanho final dos poros, assim como a area de superficie do xerogel [26,27].
Logo, a porosidade destes materiais pode ser definida mediante o controlo da extenséo
da contracgdo durante a secagem; esta depende do balan¢o entre a magnitude da
presséo capilar, responsavel pelo colapso do gel, e a rigidez da matriz, que Ihe confere
resisténcia ao colapso. Este balango, por seu turno, depende da durag¢édo do processo de
secagem. No caso dos geles monoliticos, os longos percursos do fluxo de evaporagéo e
difusdo envolvidos requerem secagem lenta (horas ou dias); nos filmes finos a
evaporacao sobrepde-se ao processo de deposigcdo, como serd discutido adiante, e em
poucos segundos o0 sol é seco e concentrado de modo a formar um filme soélido
extremamente delgado. Também a estabilidade dos filmes sol-gel em solugdes aquosas
¢é altamente dependente da durag¢do da secagem e da humidade relativa do ambiente em
que o filme é seco [28]. Filmes submetidos a periodos adicionais de secagem extensos,

em condi¢cdes de humidade relativa baixa, exibem estabilidade superior.
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O controlo do processo de secagem é também vital para evitar a ocorréncia de
fracturas. A medida que a secagem prossegue, alguns dos poros maiores s&o
completamente esvaziados, enquanto que os poros mais pequenos continuam
preenchidos com solvente. Num capilar cilindrico de raio r, parcialmente preenchido com
um liquido de angulo de molhabilidade 6, a diferenga de pressdes na interface liquido/ar
€ expressa pela equagéo de Young-Laplace:

AP =2ycosfO/r

em que y representa a tenséo superficial. Assim, aos diferentes raios dos poros estdo
associadas diferengas de pressdo diversas, susceptiveis de criar gradientes de presséo
sobre a malha polimérica. Se estes gradientes excederem localmente a forga da rede
polimérica do gel, da-se a fractura [29]. Este mecanismo de tens&o superficial € também
responsavel pela ruptura dos vidros sol-gel apdés imersdo em agua. Uma vez que a
pressé@o capilar € inversamente proporcional ao tamanho de poro, a preparagdo de
estruturas com poros de maiores dimensdes conduz a diminuicdo da ocorréncia de
fracturas. O envelhecimento do gel antes da secagem provoca o fortalecimento da rede
polimerica, reduzindo também o risco de fractura [24,25]. A incorporagdo de surfactantes
diminui a tensdo superficial e a retrac¢do de volume no ponto critico, tendo assim um
efeito benéfico na permeabilidade do gel e contribuindo para a redugéo dos gradientes
de presséo [2,30]. Tém sido usados para este efeito Triton-X e compostos de aménio
quaternario, como o brometo de cetiltrimetilaménio ou o brometo de cetilpiridinio. No
entanto, estes compostos podem prejudicar a transparéncia do xerogel, devido as
bandas de absorgéo caracteristicas dos compostos de aménio, o que constitui uma
desvantagem importante quando se objectivam aplicagdes Opticas. Outra estratégia
muito utilizada para tornar a secagem mais rapida e reduzir a tendéncia para a fractura é
a adigdo dos chamados agentes quimicos para controlo da secagem (Drying Control
Chemical Additives, DCCA), como a formamida, a dimetilformamida e o acido oxalico
[2,31-34]. Estes actuam modificando a tensdo superficial dos liquidos intersticiais,
reduzindo assim o valor de AP da equacgdo acima referida. Finaimente, o tratamento do
gel a altas temperaturas para remocgéo rapida do liquido dos poros representa uma
alternativa viavel, desde que ndo comprometa a estabilidade de agentes de
reconhecimento imobilizados na matriz sol-gel [2].

O liguido contido nos poros pode ainda ser eliminado através de um processo de
secagem supercritica. Nestas condi¢cdes obtém-se uma estrutura altamente porosa e de
baixa densidade, sem que haja redugdo de volume nem colapso dos poros, designada

por aerogel [35]. Um aerogel pode atingir porosidades da ordem dos 98% e densidades
de 80 Kg m™.
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TRATAMENTO A ALTAS TEMPERATURAS E DENSIFICAGAO

O gel, depois de seco, contém ainda uma concentragéo razodvel de grupos hidroxilo
a superficie dos poros. O tratamento a temperaturas no intervalo 500-800°C promove a
remogao desses grupos, reduzindo o angulo de contacto e a susceptibilidade do gel a
processos de re-hidratagdo, o que se traduz na obtencdo de um sdélido ulira-poroso
quimicamente estabilizado [36].

O gel pode ainda ser submetido a densificagdo, a temperaturas superiores (1000°C),
adquirindo as propriedades de um vidro; os poros sédo eliminados e a densidade final
obtida é equivalente & do quartzo ou da silica fundida [2,37]. Este procedimento é
adoptado quando se pretende obter materiais com boa conductividade eléctrica ou
estrutura cristalografica determinada, mas ndo é indicado para a imobiliza¢do de
moléculas organicas, devido a possibilidade de estas sofrerem decomposigdo a altas
temperaturas.

2.2.2. Factores que influenciam o processo sol-gel

O processo sintético sol-gel permite o confrolo rigoroso da homogeneidade e das
caracteristicas estruturais dos materiais obtidos mediante a escolha criteriosa das
condicbes da reacgdo. Factores como o tipo de precursor, o pH, a natureza e
concentragdo dos catalisadores, a razdo molar H,O:Si, o tipo de co-solvente, a
temperatura, o método e extensdo da secagem, a presenca de dopantes e até a
natureza quimica da superficie do recipiente onde se da a reacgéo, influenciam de forma
marcada caracteristicas como a porosidade, a area de superficie, o indice de refracgao,
a espessura e as propriedades mecénicas. Assim, uma completa compreenséo de todos
os processos quimicos envolvidos torna possivel alcangar os materiais desejados, pela
simples modificacédo do protocolo de polimerizacéo.

As variaveis envolvidas no processo estdo interligadas, pelo que se torna quase
impossivel discuti-las isoladamente. Ainda assim, nos pontos que se seguem procurou-
se esquematizar, de forma o mais légica e clara possivel, os factores considerados mais
importantes no processo sol-gel, e é discutida a sua influéncia nas reacgbes de hidrolise

e condensacgao e no processo de gelificagéo.
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2.2.2.1. Tipo de precursor

Os precursores mais utilizados no processo sol-gel sdo os alcéxidos metalicos, que
possuem grupos organicos ligados a atomos de metais. A sua estrutura pode ser
representada por M(OR)z, em que M & um metal ou semi-metal (como Si, Ti, Vn, Zr, Al
ou B), R & um grupo alquilo CyH.1 € Z representa a valéncia do estado de oxidagado do
metal. Em geral, os alcdxidos metalicos reagem prontamente com a &gua, sendo
rapidamente hidrolisados e originando o hidréxido ou oxido correspondente. Refira-se
que a extraordinaria reactividade da maioria dos alcoxidos metdlicos pode representar
uma limitagdo, ja que os torna extremamente sensiveis a humidade e ao oxigénio,
exigindo que sejam manuseados em condigbes rigorosamente controladas. Os alcoxidos
de silicio e fésforo constituem no entanto duas excepgbes a esta regra: os
trialquilfosfatos s&o muito dificeis de hidrolisar, o que exclui 0 seu uso na preparagdo de
materiais sol-gel, e os alcoxidos de silicio apresentam velocidade de hidrélise muito
lenta, requerendo geralmente um catalisador acido ou basico [2,6].

A natureza e a reactividade do metal (M) do alcdxido precursor € um dos factores
com mais impacto nas reac¢des envolvidas no processo sol-gel. O mecanismo de
reaccdo na quimica sol-gel envolve a formacdo de um complexo penta-coordenado,
segundo um mecanismo de substituigdo nucleofilica bimolecular Sy2 envolvendo 4
grupos ligados a um &tomo central [2]. A facilidade com que o complexo penta-
coordenado se forma depende das condigbes reaccionais, mas sobretudo da natureza
quimica do atomo central. Na Tabela 2.1 s3o listados alguns alcoxidos metalicos usados
no processo sol-gel e as respectivas electronegatividades, nimeros de coordenacgéo e
graus de insaturagéo. A sequéncia de reactividade dos alcoxidos metdlicos pode ser
expressa como: Zr(OR),, AI(OR); > Ti(OR), > Sn(OR), >> Si(OR), [38].

Tabela 2.1. Electronegatividade (x), numero de coordenagdo (N) e grau de insaturagdo (N-Z) de
alguns alcoxidos metalicos [39].

ALcOXIDO X N N-Z
Si(OR)4 1.90 4 0
Sn(OR)4 1.96 6 2
AI(OR)4 1.61 6 3
Ti(OR)4 1.54 6 2
Zr(OR)4 1.33 7 3
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Apesar de os alcoxidos de aluminio, vanadio e titanio serem bastante referidos e de
a sua quimica estar bem caracterizada [40,41], os precursores mais frequentemente
utilizados sdo os alcdxidos de silicio [2,6]. Estes sdo liquidos e monoméricos, em
contraste com os alcdxidos baseados noutros metais de numero de coordenagédo
superior a 4, que sdo geralmente oligoméricos e cuja condensagdo completa origina
oxidos particulados e compactos. O silicio tem nimero de coordenacéo preferencial 4, e
¢ também substancialmente mais electronegativo, o que o torna menos susceptivel ao
ataque nucleofilico e, logo, mais estavel. Estes factores tornam a cinética da hidrdlise e
condensagado consideravelmente mais lenta e, portanto, facil de controlar. Os exemplos
mais comuns de tetralcoxisilanos usados na quimica sol-gel sdo o tetrametoxisilano ou
TMOS, Si(OCHs,)s, e o tetraetoxisilano ou TEOS, Si(OC,Hs)s.

A co-polimerizagdo de TEOS ou TMOS com alcoxisilanos alquil(aril)-substituidos e
organofuncionalizados resulta em hibridos organicos-inorgénicos, designados por
silicatos organicamente modificados (ORMOSILs, ORganically MOdified SiLicates)
[12,39,42,43]. Precursores contendo uma ligagdo Si-C ndo hidrolisavel, de estrutura
geral R'4..Si(OR),, em que R representa o reagente ou grupo funcional desejado e x=1-4,
sdo frequentemente adicionados para reduzir a funcionalidade do alcoxido precursor
(i.,e., o numero de locais de formagdo de ligagdes Si-O-Si), para conferir caracter
orgénico ou ainda para alterar as caracteristicas da rede polimérica. Os substituintes
orgénicos mais utilizados incluem CHs, C,Hs, CgHs, (CHz)iNH. e (CH;).SH, que
permanecem incorporados no produto final, uma vez que as ligagbes Si-C nestas
moléculas sio estaveis nas condigBes suaves em que se processa a quimica sol-gel. A
escolha do substituinte organico (R’) permite controlar caracteristicas como a
hidrofobicidade, porosidade, flexibilidade, reactividade e estabilidade da matriz. Estes
sistemas admitem um ndmero quase ilimitado de modificagdes quimicas e estruturais,
facilitando assim o desenvolvimento de materiais com caracteristicas melhoradas para
inumeras aplicagées [43-47].

A classe mais simples de hibridos organicos-inorganicos é formada a partir de
precursores como os diorganodialcoxisilanos (R',Si(OR);) e os organotrialcoxisilanos

(R'Si(OR);), cujos exemplos mais comuns séo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Organoalcoxisilanos mais utilizados como precursores no processo sol-gel.

NoMmE FORMULA
Metiltrietoxisilano (MTES) MeSi(OEt)s
Metiltrimetoxisilano (MTMS) MeSi(OMe)s
Etiltrietoxisilano (ETES) EtSi(OEt);
Feniltrietoxisilano (PTES) FeSi(OEt)s
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) H2N(CH2)3Si(OEt)s

Os trialcoxisilanos alquil-substituidos, como MTES ou ETES, sdo muito utilizados
como modificadores de matriz, para conferirem propriedades especificas a rede
inorganica. A sua polimerizagéo (isolados ou em associagdo com um tetra-alcéxido)
origina materiais estabilizados e com caracteristicas hidrofobicas, uma vez que a sua
superficie surge coberta de grupos SiR em vez de SiOH [48]. A presenga de um nimero
controlavel de grupos terminais CH; nédo hidrolisaveis reduz o grau de polimerizagdo e
origina estruturas mais porosas, enquanto que a redugdo do numero de grupos silanol
livres na parede dos poros minimiza a ocorréncia de condensagdes adicionais e a
contracgéo de volume apo6s a gelificagéo [49,50]. Se o grupo organico for polimerizavel,
como um epoxido, é possivel formar uma rede organica juntamente com a inorganica,
podendo obter-se, por exemplo, estruturas opticamente activas. Os grupos organicos
introduzidos na matriz podem ainda ser utilizados como moide para obtengdo de
estruturas com porosidade rigorosamente controlada; a eliminagdo dos grupos por
tratamento a temperaturas acima do seu ponto de fusdo deixa na matriz do xerogel
cavidades com dimensdes similares as da molécula-molde [26,51]. Este processo pode
ainda ser utilizado para mimetizar o tamanho e forma de uma molécula-alvo especifica,
conferindo a matriz especificidade de reconhecimento molecular ou fungéo catalitica.

A estrutura tridimensional da molécula precursora e o caracter doador ou aceitador
de electrdes dos substituintes organicos ligados ao atomo de silicio, exercem uma
influéncia marcada sobre a cinética das reacgbes de hidrélise e condensagdo. O
alongamento da cadeia, e particularmente a ramificagao dos ligandos do alcéxido, causa
uma diminuigéo drastica na velocidade da reacgo (efeito estérico) [2,52]. Assim, TMOS
apresenta velocidade de hidrolise superior a TEOS, uma vez que apresenta grupos
alcoxi de cadeia mais curta; pela mesma razéo, o ponto de gelificagdo é também atingido
consideravelmente mais depressa do que com outros alcoxidos [53]. Os efeitos indutivos

estdo relacionados com o facto de o mecanismo de reacgdo em condigdes acidicas e
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béasicas envolver estados de transi¢do de carga positiva € negativa, respectivamente, e
sdo evidentes no mecanismo da hidrolise dos metiletoxisilanos [54]. O grupo metil € um
dador de electroes fraco, se comparado com 0s grupos etoxi que sdo aceitadores de
electrdes moderados. No caso do MTES, a substituicdo de um grupo etoxi por um grupo
metil diminui a carga positiva no atomo de Si, aumentando a carga negativa no oxigénio,
ou seja, ha um aumento do grau de protonagéo dos atomos de oxigénio que rodeiam o
atomo de Si [50]. Assim, em condi¢des acidicas a taxa de hidrélise aumenta com o grau
de substituicdo dos grupos alquil, dadores de electrdes, enquanto que em condi¢des

béasicas se observa a tendéncia inversa [2,11,55].

2.2.2.2, Efeito do pH

A quimica dos alcdxidos de silicio varia com o pH mas, independentemente deste, a
hidrélise ocorre por ataque nucleofilico do oxigénio da molécula de agua ao atomo de
silicio. A taxa de hidrélise aumenta de forma linear com a concentragdo de protdo em
meio acido, e com a concentragdo de OH™ em meio alcalino [56], de acordo com o perfil

esquematizado na Fig. 2.5.
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Figura 2.5. Perfil da hidrolise do y-glicidoxipropiltrialcoxisilano com a variagdo do pH [2].

Por outro lado, a hidrélise e a condensag¢éo nao sao reac¢des separadas no tempo,
mas ocorrem em simultaneo. A presenca de H;O" na solugcdo aumenta a taxa relativa de
hidrodlise, enquanto que os ibes OH aumentam a reacgéo de condensagéo.

Uma vez que os oligdbmeros de silica sdo ricos em grupos silanol, o pH tem uma

grande influéncia na cinética de aglomeragéo e na estrutura final do gel. Como ja foi
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descrito anteriormente, a polimerizagdo com formacao de ligagdes siloxano pode ocorrer
por reacgao de condensacgdo com produgéo de alcool ou agua. Foi demonstrado que a
sequéncia tipica dos produtos da condensagio é a seguinte: monémero, dimero, trimero
linear, trimero ciclico, tetrdmero ciclico e outros anéis de ordens superiores [2,11]. Esta
sequéncia de condensagéo requer abertura de anel e disponibilidade dos monémeros
que se encontram em solug8o, em equilibrio com as espécies oligoméricas. A extensdo
das polimerizagdes por abertura de anel e das reacgdes de adigdo de monémeros
depende do pH e esta relacionada com a taxa de dissolug&o [56], de acordo com a Fig.
2.6. O processo de polimerizagdo pode assim ser dividido em trés dominios de pH: pH <
2, pH 2-7 e pH > 7 [2]. O valor de pH 2 surge como limite inferior porque a carga se anula
e, devido ao ponto isoeléctrico, a mobilidade das particulas também é reduzida. O valor
de pH 7 ¢ referido como limite superior porque a solubilidade é maxima acima deste pH,
e também porque as particulas de silica se apresentam consideravelmente ionizadas, de
forma que o crescimento de particulas poderd ocorrer mesmo sem gelificacdo, para

valores de pH muito elevados.
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Figura 2.6. Influéncia do pH na taxa de dissolugdo e no tempo de gelificagdo [2].

Abaixo de pH 2, a extensdo das reacgdes de condensagdo é proporcional a
concentragdo de [H]. Uma vez que a solubilidade da silica é bastante reduzida, a
agregagdo de particulas primarias ocorre em simultdneo, de modo indistinto com a
polimerizagdo. Pelo mesmo facto, a maturagédo da rede polimérica contribui muito pouco

para o crescimento das particulas acima dos 2 nm de diametro [2].
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Para valores de pH compreendidos entre 2 e 6, é aceite que a extensdo da
condensagdoc € proporcional a concentragdo de OH. A condensagédo ocorre
preferencialmente entre espécies mais condensadas, de caracteristicas mais acidicas.
Isto sugere que a dimerizagao € um processo lento mas, contudo, assim que os dimeros
se formam, estes reagem mais rapidamente com os monémeros para formar trimeros,
que por sua vez reagem com os monémeros para formar tetrdmeros. A ciclizagio ocorre
devido & substancial deple¢do da populagdo de monémeros e ao maior afastamento
espacial dos locais carregados, devido & desprotonag¢&@o. O crescimento adicional ocorre
por adicdo de espécies de peso molecular mais baixo a espécies mais altamente
condensadas, e por agregagao das espécies condensadas para formar cadeias e redes.
-~ Dado que a solubilidade da silica neste intervalo de pH é ainda baixa, o crescimento
cessa quando as particulas atingem 2-4 nm de diametro.

Acima de pH 7, a polimerizagéo ocorre da mesma forma que no intervalo 2-6. Assim,
na fase inicial, de poucos minutos, o crescimento ocorre preferencialmente por adi¢éo de
monomeros as particulas condensadas. No entanto, devido a maior solubilidade das
particulas de silica que se apresentam carregadas, estas crescem relativamente mais
em dimensdo e decrescem em numero, & medida que as pequenas particulas mais
soliveis se redissolvem e se precipitam sobre as particulas maiores, menos solaveis. O
crescimento para quando a diferenga de solubilidade entre as particulas maiores e as
menores deixa de se distinguir. Este processo é designado maturagdo de Ostwald. O
tamanho das particulas ¢ dependente sobretudo da temperatura, sendo que altas
temperaturas produzem particulas maiores, e a taxa de crescimento depende da
distribuigdo do tamanho das particulas [2]. Na Fig. 2.7 apresentam-se de modo

esquematico as estruturas que se formam em diferentes condigdes de pH.
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Figura 2.7. Sequéncia de polimerizagédo da silica em solugdo aquosa. Em solugdes alcalinas (B)
as particulas crescem em tamanho e decrescem em numero; em solugdes acidas ou na presenga
de sais (A) as particulas agregam-se em redes tridimensionais, formando o gel [2].

De uma forma geral, o tempo de gelificagdo é reduzido por factores que aumentam a
taxa de condensagéo. A influéncia do pH na gelificagdo pode ser descrita por um grafico
pH vs. ty de forma sinusoidal (Fig. 2.6), ou seja, a gelificagdo pode ser quase
instanténea para valores muito acidicos ou préximos da neutralidade. O valor de pH 2
representa uma regido metastavel, em que os tempos de gelificagdo sdo muito elevados.
Entre pH 2 e 6, t,, decresce de forma constante, voltando a aumentar a partir de pH 7.
Em condi¢gdes mais alcalinas a condensacéo prossegue sem que ocorra gelificacdo; as
particulas atingem um tamanho critico e inibem a gelificagdo, devido a efeitos de
repulsdo mutua.

2.2.2.3. Natureza e concentracao do catalisador

A hidrélise pode ocorrer sem adigdo de catalisadores, mas € mais rapida e completa
quando estes s&o utilizados. Os catalisadores minerais, como o HCI, e a amoénia s&o os

mais usados, mas também se podem utilizar acido acético, KOH, aminas, KF e HF. A
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extensdo da reaccdo de hidrélise € muito influenciada pela forca e concentragcdo do
catalisador acido ou basico [16,57]. De uma forma geral, os acidos fortes comportam-se
de forma similar, enquanto que acidos fracos requerem tempos de reacg¢éo mais longos
para se atingir igual extensdo da reacgdo. Esta, cujo mecanismo é apresentado na Fig.
2.8, é de primeira ordem em relag@o a concentragéo de acido.

+
—§i—OR + HY ——= —Sli—Q-R
| ®
"
| = RN/ H
___sli—g-R + HOH - H/Q_Si.___oCs me———= S OH + RoH + H'

Figura 2.8. Mecanismo da hidrélise catalisada por um acido.

Em condicdes acidicas, um grupo alcdxido é protonado numa primeira etapa muito
rapida. A densidade electrénica é desviada do atomo de silicio, tornando-o mais
electrofilico e, logo, mais susceptivel ao atague da agua. Isto resulta na formagéo de um
estado de transicdo penta-coordenado com caracter Sy2 significativo. Com o ataque da
molécula de agua, que adquire carga parcial positiva, a carga do alcéxido protonado é
reduzida de forma correspondente, tornando o alcool um melhor grupo abandonador. O

estado de transicdo decai por deslocagéo do alcool e inversao do tetraedro de silicio [2].

Em condigdes alcalinas a reacgdo de hidrolise &€ também de primeira ordem em
relagdo a concentracdo de base. No entanto, aumentando a concentragéo do monémero
precursor, a reaccdo desvia-se para uma reacgdo de segunda ordem mais complexa.
Bases fracas, como hidréxido de amonio ou piridina, originam velocidades de reacgao
comparaveis as bases fortes em concentragbes superiores. Em comparacac com a
catalise acida, a cinética da hidrélise € mais fortemente influenciada pela natureza do
solvente quando se utiliza um catalisador alcalino. A reacgdo de hidrolise & também mais
lenta do que a catalisada por acido, para uma concentragéo equivalente de catalisador
[16]. De facto, os oxigénios mais basicos do alcdxido tendem a repelir o nucledfilo, HO".
Contudo, assim que ocorre a hidrolise inicial, as reac¢des seguintes dao-se de forma

sequencial, sendo que cada grupo alcoxido subsequente &€ mais faciimente removido do
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mondémero que o anterior. Assim, os factores estéricos relacionados com a estrutura
tridimensional do precursor tém mais influéncia na reac¢do do que os factores indutivos.
O mecanismo de reacgdo na presenca de um catalisador alcalino tem inicio com
uma primeira etapa rapida, em que a agua se dissocia para produzir anides hidroxilo,
que tém tendéncia para atacar o atomo de silicio. Mais uma vez é proposto um

mecanismo do tipo Sy2, em que —OH substitui ~=OR com inverséo do tetraedro de silicio
(Fig. 2.9).

o =—> "+ oy

v

—3i—0R + 6H- = | R~-0—8§i—0-H | s=—" R—O—Si-—O_H = |R-0—5—0-H | =——= —&—-0H + RO‘

Figura 2.9. Mecanismo da hidrélise catalisada por uma base.

Tal como a hidrolise, a condensagio ocorre sem catalisador, mas o seu uso nos
organosiloxanos € altamente vantajoso. S&o utilizados catalisadores do mesmo tipo,
geralmente compostos com caracteristicas acidas ou basicas. As reacgbes de
condensacgdo s&o acido e base especificas. Em condicbes mais alcalinas o tempo de
gelificacéo aumenta e a reacgdo de condensagdo prossegue sem que a gelificagio
tenha inicio [16]. Portanto, catalisadores que determinem um valor especifico de pH no
meio determinam o tipo de particula de silica que é produzida, & semelhanga do que foi
discutido anteriormente a propésito da influéncia do pH.

Como nos sistemas aquosos de silicatos o tempo de gelificagéo diminui abaixo do
ponto isoeléctrico da silica, é aceite que o mecanismo de condensagéo catalisada por

acido envolve espécies silanol protonadas (Fig. 2.10).
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=5i-OH + H' =5i-07
HO OH
+ fH 8:515
=6i—-0] + =S8i-0H =—— HO-5i- o =Si-0-Si=+ HO"
H 5‘0\
H 'H

Figura 2.10. Mecanismo da condensacéo catalisada por um &cido.

A protonagdo do silanol torna o atomo de silicio mais electrofilico e, logo, mais
susceptivel ao ataque nucleofilico. As espécies silanol mais basicas (contidas em
mondémeros ou oligbmeros pouco ramificados) séo mais faciimente protonadas. Portanto,
as reacgles de condensagdo ocorrem preferencialmente entre espécies neutras e

silandis protonados localizados em monémeros ou grupos terminais {2,17,58].

A reacco de condensagao catalisada por uma base envolve o ataque de um silanol
desprotonado nucleofilico a um acido silicico neutro (Fig. 2.11). Este mecanismo envolve
intermediarios de silicio penta ou hexa coordenados, de forma similar ao mecanismo tipo
Sa2 [2,17].

—Si—0H + —5i—0~ s——= _—E§i-0-8Si— + OH

Figura 2.11. Ataque nucleofilico envolvido na condensacéo catalisada por uma base.

A luz destes mecanismos de reacgéo, facilmente se compreende que a natureza do
catalisador influencia a estrutura final do gel obtido (Fig. 2.12). Utilizando como
catalisador um acido, os grupos terminais Si-OR s&do os mais reactivos do ponto de vista

estérico e indutivo, levando a formacédo de cadeias longas. Obtém-se assim soles
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poliméricos ramificados que originam geles homogéneos e densos, de grande area de
superficie (cerca de 1000 m? g”'). Com um catalisador alcalino, devido & elevada
velocidade de condensagédo, resultam soles condensados particulados, que se
aglomeram em geles de silica muito porosos, sendo a velocidade de gelificacdo muito
rapida [2].

CATALISE ACIDA
Polimeros lineares ramificados

CATALISE ALCALINA
Agregados poliméricos ramificados

Figura 2.12. Tipo de gel obtido em fungéo do catalisador.

A catalise acida € utilizada com mais frequéncia na produgéo de materiais sol-gel
para sensores oOpticos, ja que os produtos finais apresentam maior homogeneidade,

durabilidade e s&o menos susceptiveis a lixiviagao (dada a sua menor porosidade).

2.2.2.4. Razdo molar H,0:Si (R)

Para que as reaccbes de hidrélise e condensagdo convertam de forma completa o
alcoxido de silicio em SiO, s&o necessarias duas moles de agua por cada mole de Si, ou
seja, um valor de R = 2 ¢ teoricamente suficiente para que a hidrélise e a condensagao
sejam completas. No entanto, devido & formagdo de espécies intermediarias, sdo
geralmente necessarios valores superiores, e este excesso de agua presente tem
influéncia na progresséo das reacgdes e nas estruturas finais obtidas [2]. O aumento do
valor de R produz um aumento da taxa de hidrélise, quer se utilize um catalisador acido
ou basico; valores mais altos de R fazem com que a hidrélise dos monémeros seja mais
completa antes que ocorra condensagédo significativa [2,11]. No entanto, quando R
aumenta, mantendo-se a razdo solvente/silicato constante, a concentragéo de silicato

diminui, o0 que, por seu turno, reduz as taxas de hidrélise e condensagao, traduzindo-se
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num aumento do tempo de gelificagdo (Fig. 2.13). Uma vez que a agua é um dos
produtos da reacgdo de condensagdo, valores muito elevados de R promovem a
hidrélise das ligagGes siloxano formadas, ou seja, revertem a reac¢do. Em solugbes
catalisadas por &cidos, o aumento da quantidade de agua produz geles com area de

superficie e porosidade superiores.

Tgel (dias)

Figura 2.13. Variag&o do tempo de gelificagdo em fungéo da razdo molar H,O:Si (R) [11].

Para valores muito baixos de R (<2), um aumento da quantidade de agua da
hidrolise resulta em tempos de gelificagdo baixos, apesar do efeito de diluicdo. Para
quantidades de agua elevadas, o tempo de gelificacdo aumenta com a quantidade de
agua.

2.2.2.5. Efeito do solvente

Como os dois reagentes envolvidos no processo sol-gel, a dgua e o alcodxido
metélico, sdo imisciveis, a homogeneizagdo é promovida pela adigdo de um solvente
organico comum, na presenga do qual a hidrélise é facilitada. Os solventes s&o
adicionados para prevenir a separagdo de fases durante as etapas iniciais da hidrolise e
para controlar as concentragfes de silicatos e agua, que irdo influenciar a cinética da
gelificagdo. Os mais utilizados s8o o etanol e o metanol, e em menor escala o
tetrahidrofurano e o dioxano. A presenca de solvente em excesso diminui a tendéncia
para a agregacdo, aumentando a porosidade do produto final; também a sua natureza
pode influenciar as reacgbes de hidrolise e condensacdo, exercendo um efeito

significativo no tempo de gelificagéo e nas propriedades finais do gel [2].
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Na Tabela 2.3 encontram-se resumidos os tempos de gelificagdo verificados para
TMOS hidrolisado na presenga de diferentes solventes.

Tabela 2.3. Tempos de gelificacdo para TMOS hidrolisado em diferentes co-solventes [2].

SOLVENTE TeeL (HORAS)
Metanol 8
Formamida ' 6
Dimetilformamida 28
Acetonitrilo 23
Dioxano 4

A reacgéo de hidrdlise é afectada pela polaridade do solvente, que determina a
selectividade relativamente & solvatagdo das diferentes espécies em solugéo, e pela
presenca de atomos de hidrogénio labeis, capazes de estabelecer pontes de hidrogénio.
Uma vez que a hidrélise dos alcoxisilanos pode ser catalisada quer por ides H;O" quer
por OH', pontes de hidrogénio entre estas espécies e o solvente traduzem-se numa
redugdo da actividade catalitica e, consequentemente, redugdo da taxa de hidrolise.
Solventes préticos tém um efeito favoravel sobre a hidrélise catalisada por acidos,
originando ides H;O' mais electrofilicos, enquanto que os solventes nao-préticos
aceleram a hidrélise com catdlise alcalina, tornando os ides OH™ mais nucleofilicos. A
etapa de condensagdo é também influenciada de forma diferente pelo solvente,
dependendo do pH. Os solventes préticos promovem a condensagdo em condigdes
acidas, uma vez que estabelecem pontes de hidrogénio com os grupos desprotonados, e
0 mecanismo catalisado por 4cido ocorre entre grupos silanol protonados. Um efeito
oposto €& observado para os solventes apréticos. Por outro lado, os solventes préticos
podem participar na alcodlise de dimeros ou espécies mais altamente condensadas,
retardando assim a condensacdo [2]. A etapa de gelificagdo é influenciada sobretudo
pela estrutura tridimensional da molécula do solvente: quanto maior e mais longa for,
maior é o tempo de gelificagdo [11]. Nos sistemas hibridos orgénicos-inorganicos
desenvolvem-se interacgdes adicionais com a fase organica da matriz, o que faz com
que os efeitos do solvente nas propriedades dos hibridos sol-gel possam ser diferentes
dos observados nos sistemas inorganicos puros [59].
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Juntamente com o solvente homogeneizador, podem adicionar-se os agentes
quimicos para controlo da secagem (DCCA), usados para facilitar a secagem rapida de
monolitos sem fracturas. Estes tém também uma influéncia significativa na cinética das
reacgdes e no tempo de gelificagdo. Por exemplo, a adigdo de formamida reduz a taxa
de hidrolise mas aumenta ligeiramente a condensacéo, o que pode ser atribuido a sua
constante dieléctrica elevada e a capacidade de formar ligagdes de hidrogénio com
hidroxilos e protdes em condi¢des basicas ou acidicas, respectivamente, reduzindo a
actividade catalitica efectiva [31]. Além disso, possui viscosidade elevada, o que pode
comprometer a capacidade de reorientagdo dos ligandos a volta do nucleo e reduzir os
coeficientes de difusdo das espécies reactivas na solugdo [2]. O tempo de gelificagéo é
reduzido devido a estabiliza¢do dos oligbmeros; na presenca deste agente a propagagéo
da rede polimérica ndo se faz de forma aleatéria, mas sim de uma forma organizada,
originando assim ligagdes mais fortes e geles menos sensiveis as pressoes envolvidas
na secagem [60,61]. A policondensagdo continua a ocorrer apés a gelificagéo, originando
razbes tempo de reacgéo/ ty, relativo reduzidas [62].

Como alternativa a utilizacdo de um co-solvente, o processo sol-gel pode ser
conduzido por exposicdo da mistura alcoxido-agua a irradiagédo ultrasénica intensa,
obtendo-se um produto final designado por sonogel [63]. A auséncia de solvente
adicional no sistema de reaccao e, sobretudo, os efeitos da cavitagdo ultrasénica, geram
um ambiente particular para as reacg¢des do processo sol-gel, originando materiais com
propriedades especificas: elevada densidade, textura refinada, estrutura homogénea,
distribuicdo de tamanho de poro muito estreita e razéo superficie/volume duas a trés
vezes superior aos geles preparados em solugdes alcodlicas. As ondas ultrasénicas
promovem o inicio das reac¢des através da mistura répida e eficaz do sistema, e geram
a cavitagdo, que por sua vez aumenta a taxa de hidrdlise, pelo aumento da area de
contacto entre o alcoxido e a agua. Os produtos da hidrélise (alcool e silanol) ajudam a
dissolugdo mutua, causando um aumento adicional da taxa de hidrolise, até esta atingir
um valor maximo e decrescer depois em fungdo do consumo de reagentes [64]. O tempo
de gelificagéo, t, sofre uma redugdo drastica em comparagdo com as tecnicas
classicas que utilizam um alcool como co-solvente; a temperatura constante, o tempo
necessario para a gelificagdo ocorrer diminui com o aumento da dose de estimulagéo

ultrasénica [63].
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2.2.3. Preparacao de filmes pelo processo sol-gel

Um dos aspectos mais interessantes do processo sol-gel é o facto de o sol fluido,
antes de sofrer gelificagéo, permitir a preparagéo de filmes finos de uma forma simples e
econémica, sendo possivel o controlo preciso da microestrutura do filme depositado,
nomeadamente do volume e tamanho de poro, da espessura e da area superficial. Os
filmes finos (de espessura geralmente < 1 um) sdo a configuragéo tecnologicamente
mais importante, constituindo uma éarea chave nas aplicagbes do processo sol-gel pelas
suas inumeras utilizagées na 6ptica, na electronica e no desenvolvimento de sensores
[65-68]. Podem ser processados rapidamente, a partir de quantidades reduzidas de
matérias-primas, e apresentam forte adesdo, resisténcia mecanica e menor
susceptibilidade de quebrar devido a pressées internas do que os mondlitos
(particularmente quando expostos a liquidos), ultrapassando assim as principais
desvantagens do processo sol-gel. No que diz respeito ao desenvolvimento de sensores
Opticos, os filmes finos apresentam varias vantagens importantes sobre outras
configuragbes: possibilitam maior transparéncia e exibem tempos de resposta mais
curtos, ja que a difusdo dos analitos € também mais rapida. Podem ser facilmente
combinados com fibras opticas ou guias de onda planas, produzindo sensores
intrinsecos de onda evanescente [69]; sdo também mais faceis de miniaturizar e

permitem a preparagé@o de sensores com varias camadas sobrepostas [66].

A preparagédo de filmes sol-gel é afectada por diversos parametros independentes,
relacionados com a quimica da solug&o, as caracteristicas do suporte fisico e o processo
de deposicdo [70]. A estrutura e as caracteristicas quimicas dos substratos poliméricos
sobre os quais é depositado o filme determinam a reactividade da superficie e devem
portanto ser considerados aquando da definigdo da composigéo do sol. No processo sol-
gel tradicional, o principal mecanismo de ades&o entre o filme e o substrato é a
condensagéo entre grupos hidroxilo (presentes, por exemplo, no vidro); quando se
utilizam substratos que n&o possuam estes grupos, a ades3o tera que ocorrer por outros
mecanismos, determinados em larga escala pela composigdo do sol. A utilizagdo de
precursores com grupos orgénicos pode possibilitar mecanismos adicionais de ligago.
O pH e o tempo de envelhecimento do sol antes da deposigéo influenciam igualmente o
numero de grupos hidroxilo disponiveis para condensagdo com o substrato. O co-
solvente deve também ser escolhido de forma a permitir uma boa molhabilidade do
suporte; o etanol cumpre esse requisito e & por isso um dos solventes mais

frequentemente usados para a obteng&o de filmes.
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As técnicas mais utilizadas para deposicdo de filmes sol-gel sdo a imerséo, ou dip-
coating, e a rotagdo controlada, ou spin-coating. Em ambos os casos, a microestrutura
do filme depende da dimens&o e da extensdo da ramificagdo das espécies em solugéo
antes da deposicgéo, e das velocidades relativas de condensagéo e evaporagéo durante
a deposigdo do filme. Portanto, o controlo destes factores permite o controlo da
porosidade da matriz polimérica obtida.

A técnica de imersao (dip-coating) € um processo em que o substrato é removido
verticalmente do sol, a uma velocidade definida e constante [65,71,72]. Este processo
pode ser dividido em 5 etapas: imersdo, ascenséo do substrato, deposigéo, drenagem e

evaporacgao (Fig. 2.14).

Imerséo Ascensido Deposicédo e drenagem

Evaporagdo Drenagem

Figura 2.14. Etapas do processo de imers&o ou dip-coating [2].

Quando o substrato é removido lentamente do sol, que contém espécies poliméricas
ou coloidais em suspensao, um filme de liquido fica agarrado a superficie (Fig. 2.15). O
filme torna-se mais fino por drenagem gravitacional, capilaridade e, sobretudo,
evaporagao, culminando numa linha de secagem bem definida, atras da qual vai ficando

um filme quase seco. A evaporagdo preferencial do alcool causa o enriquecimento do
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filme em agua, que seca posteriormente. Entretanto, as particulas dispersas no filme
sofrem concentragdo rapida [71,73].

Filme depositado
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Figura 2.15. Processo de deposi¢do por imers&o no estado estacionario [2,72].

A espessura do filme obtido depende da competig&o entre seis forgas diferentes: 1) a
forga que arrasta a solugéo, devido ao movimento do substrato; 2) a for¢a da gravidade;
3) a forga resultante da tensdo superficial no menisco de curvatura céncava; 4) a inércia
da camada de liquido que chega a regido de deposigdo; 5) o gradiente de tensdo
superficial, 6) a pressdo de separagdo (ou de jungdo), importante para filmes de
espessura inferior a 1 um [2,72]. A espessura final do filme depende ainda da
concentragéo e da viscosidade do liquido, da velocidade de evaporacgéo e da velocidade
de extracgdo do substrato, factores que tém que ser cuidadosamente controlados para
se obterem filmes homogéneos e reprodutiveis em termos de espessura, estrutura e
propriedades. Quanto mais lento for o movimento do substrato, mais finos serdo os
flmes obtidos, e as etapas de deposicdo e drenagem sobrepdem-se. Uma vez que a
condensagdo continua durante a formagdo do filme sol-gel, as velocidades de
condensacéo e de evaporagéo ditam o grau de interligagdo da rede durante as etapas de
deposicdo e drenagem, e logo a porosidade.

As maiores vantagens desta técnica séo o elevado grau de uniformidade obtido e a

forma simples como permite o controlo da espessura. E também adaptavel a substratos
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de dimensdes e formas variadas. Permite ainda a preparagdo de revestimentos com

varias camadas.

Na técnica de rotagdo controlada (spin-coating) o filme é depositado por drenagem
centrifuga e evaporagdo; para tal, o substrato roda a volta de um eixo perpendicular a
area de revestimento. Este processo pode dividir-se em quatro etapas: deposicéo,
rotacdo, centrifugagdo e evaporagédo (Fig. 2.16), sendo que esta Ultima se sobrepbe as
restantes [2,72].

3
-~ duwjdt 2 0

Deposigdo Rotagao

%m) O/< > L
o — 3t S
m

\\§

Centrifugagao

Evaporagao

Figura 2.16. Etapas do processo de rotagao controlada ou spin-coating [2].

Na primeira etapa é depositado um excesso de liquido sobre o substrato que,
guando a rotagdo tem inicio, é conduzido de forma radial pela forga centrifuga. Durante o
periodo de centrifugagdo, o excesso de liquido flui até ao perimetro e € eliminado sob a
forma de goticulas. A medida que o filme se vai tornando mais fino, a velocidade de
perda do liquido por centrifugagdo vai diminuindo, uma vez que a resisténcia ao fluxo se
torna maior, e também porque a concentragdo dos componentes ndo volateis (e, logo, a
viscosidade) aumenta. Durante a ultima etapa a evaporagdo torna-se o principal
mecanismo pelo qual o filme se torna mais fino.

A principal vantagem desta técnica € o facto de o filme liquido ter tendéncia a tornar-
se uniforme, em espessura, durante a centrifugagao, e posteriormente tender também a

manter-se, desde que a viscosidade ndo varie ao longo do suporte. Este comportamento
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deve-se ao balango entre duas forgas: a forga centrifuga, que conduz o fluxo radialmente
para fora, e a fricgdo, que actua radialmente para dentro. A espessura e a qualidade do
filme obtido dependem dos parédmetros reoldgicos do liquido depositado e da velocidade
de rotagao.

Além das técnicas de imersdo e de rotagdo controlada, outras tém sido referidas,
embora sejam menos utilizadas, como por exemplo a aplicagdo da solugdo no substrato
sob a forma de um aerosol (spray coating) [74], que é usada a nivel industrial para
revestimento de suportes fisicos com formas irregulares. O dip-coating pode também
sofrer variagfes, como nos casos em que o substrato € mergulhado no sol num
determinado angulo, diferente de 90° (cuja amplitude determina a espessura do fime),
Oou nos processos em que o substrato permanece fixo e o nivel da solugdo baixa a
velocidade constante [2].

A escala temporal limitada do processo de deposicdo de filmes faz com que haja
algumas alteragées em relagdo ao processo sol-gel classico descrito anteriormente. A
sobreposi¢do da deposigdo e da evaporagdo estabelece uma “competicdo” entre as
reacgbes de condensagdo (que endurecem a estrutura, aumentando a resisténcia a
compactagéo) e a evaporagdo (que compacta a estrutura). Enquanto que um sistema em
solugdo pode demorar meses a gelificar, a transigdo de sol para gel completa-se em
cerca de 30 segundos durante a deposi¢cdo por rotagdo. A gelificagdo pode mesmo
ocorrer mediante um processo fisico, por concentracdo dependente da viscosidade, em
vez de se dar por processos quimicos. Para um sol constituido por particulas repulsivas
ha também pouco tempo disponivel para a sua organizagdc a medida que sofrem
concentragdo no filme. Uma vez que os filmes sd0 menos condensados do que os geles
monoliticos, s&o mais facilmente compactados, inicialmente por evaporagdo e
posteriormente por pressdo capilar exercida na etapa final do processo de deposicédo
[72]. A curta duragdo da deposicdo e da secagem faz com que os filmes sofram um
envelhecimento consideravelmente inferior, 0 que geralmente resulta em estruturas mais
compactas. Por vezes o sol é submetido a envelhecimento antes da deposigéo, o que
resulta num aumento da viscosidade antes do revestimento [2]; a evaporacdo de
solvente durante o envelhecimento, aliada a fortes interacges entre a fase inorganica e
o polimero, originam perdas menores durante a centrifugagédo e, logo, aumento da
espessura do filme. Uma vez que a extensédo da polimerizagdo antes da deposigdo é
determinada pelo envelhecimento, este determina também a textura porosa do filme
obtido (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4. Efeito do envelhecimento de um sol antes da deposi¢do na textura porosa dos filmes
resultantes [77].

DIAMETRO MEDIO DE AREA DE
ENVELHECIMENTO (t/t;)  POROSIDADE (%) 2
PORO (Nm) SUPERFICIE (m°/g)

0-0.15 - <0.4 1-2

0.15 16 3.0 146

0.33 24 3.2 220

0.66 33 3.8 263

1 52 6.0 245

A medida que o filme seca, sofre uma redugdo de volume, & semelhanga do que foi
descrito para os geles monoliticos. Como o filme se encontra ligado ao substrato e é
incapaz de se contrair nessa direc¢do, a redugdo de volume é totalmente suportada por
uma redugdo em espessura. Apesar dos gradientes de pressdo gerados nesta fase, os
filmes ndo sofrem fractura desde que a sua espessura se encontre abaixo de um valor
critico, compreendido entre 0.5 e 1 um [2]. Quando este valor é excedido surgem
fracturas, cujas formas e distancias relativas podem relacionar-se com a espessura
[29,75]. Assim, a preparagdo de filmes com espessuras consideraveis requer geralmente
sobreposicdo de multiplas camadas ou a obtencdo de estruturas com menor grau de
interligagdo, por exemplo incorporando monémeros com substituintes orgénicos. As
estratégias para evitar a ruptura dos filmes durante a secagem envolvem, além da
redugdo da espessura dos filmes, a adicdo de tensioactivos e a redugdo da fracgdo de
volume de solvente no ponto de solidificagéo [72].

Além dos parametros relacionados com a técnica de deposicdo, a quimica da
solugdo tem também grande influéncia nos filmes obtidos. A microestrutura final dos
filmes depende da estrutura das espécies inorganicas contidas no sol e da respectiva
reactividade. As proporgdes entre o alcdxido precursor, o solvente e a agua tém uma
grande influéncia na viscosidade e nas propriedades fisicas do sol, e também na
qualidade dos filmes obtidos [76,77]. Um conteudo reduzido em precursor produz
solugdes com baixa viscosidade, originando filmes muito finos e influenciando tambem a
concentragdo final de possiveis reagentes imobilizados no filme. Aumentando a
quantidade de precursor produzem-se solugdes muito viscosas, que originam filmes
espessos e com maior concentragdo de dopante, mas com resposta mais lenta e maior

susceptibilidade a fractura.
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Em contraste com os geles de grande volume, para os filmes sol-gel 0 aumento da
quantidade de agua resulta em menor porosidade, redugdo da espessura e maior
densidade; a reducdo de volume dos filmes submetidos a tratamento térmico é também
diminuida [78]. Esta diferenca de comportamento pode ser atribuida ao facto de a
polimerizag&o dos filmes ocorrer em grande parte na auséncia de uma fase liquida, e a
curta duragdo das etapas de gelificagdo, envelhecimento e secagem. O aumento do
valor de R, que resulta numa reaccéo de hidrélise mais completa, é portanto desejavel,
uma vez que conduz a obtengdo de filmes com maior qualidade, homogeneidade e
uniformidade de superficie, e melhora substancialmente a sua facilidade de
processamento, excepto quando se deseja obter porosidade consideravel [79].

Filmes sol-gel preparados por reacgbes catalisadas por acido ou por base exibem
superficies com morfologias distintas. Os filmes obtidos a partir de solugdes catalisadas
por uma base mostram uma rede de particulas empacotadas, sugerindo que a
polimerizagdo se processa por formagéo inicial de globulos de silica seguida da sua
agregacao. Os filmes em que o catalisador € um acido apresentam uma superficie muito
mais regular. Também a susceptibilidade a degradagio e a saida de moléculas
imobilizadas fisicamente varia com o catalisador, sendo superior quando este é uma
base.

2.2.3. Vantagens e aplicagdes da tecnologia sol-gel

Os materiais sol-gel apresentam caracteristicas altamente favoraveis para
aplicagdes analiticas, combinando rigidez fisica, resisténcia a abrasao, estabilidade e
versatilidade. Os parametros estruturais, a polaridade ou a capacidade de troca iénica
séo facilmente controlados pela simples modificagéo do protocolo de polimerizagéo, e é
possivel obter materiais com formas e configuragdes variadas, como filmes finos, fibras,
monolitos, discos, esferas ou pés. Além de matrizes inorganicas, o processo sol-gel
permite a produgdo de materiais hibridos orgénicos-inorganicos. Em comparagdo com
outras matrizes poliméricas, o vidro sol-gel apresenta vantagens interessantes para o
desenvolvimento de membranas para aplicagbes opticas [2,80,81], das quais se
destacam as seguintes:

i) A matriz sol-gel é transparente para comprimentos de onda acima de 250 nm,
permitindo a maioria das aplicagdes Opticas; além disso, possui fluorescéncia
intrinseca muito baixa.

ii) O vidro sol-gel possui estabilidade quimica, fotoquimica, térmica e mecanica, sendo

apropriado para utilizagdo em condi¢des hostis.
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iii) O vidro & quimicamente inerte, ndo-alergénico e biocompativel.

iv) Os materiais sol-gel sdo formados em condigées quimicamente suaves e a baixa
temperatura, podendo assim ser usados para a imobilizag&o de inimeros agentes de
reconhecimento quimico e bioldgico, incluindo moléculas relativamente frageis.

v) O processo sol-gel permite a producdo de filmes finos de forma simples e

reprodutivel.

Apesar destas vantagens, os vidros sol-gel apresentam algumas limitagdes, como a
relativa fragilidade, o facto de sofrerem hidrélise em condi¢cdes de pH muito elevado e a
grande capacidade de troca i6nica devido & presenga de grupos silanol na superficie.
Outra desvantagem é a sensibilidade em relagdo a humidade, o que resulta em
variagdes de viscosidade e espessura dos filmes com as condigdes ambientais. No
entanto, a maioria destes problemas s&o ultrapassados pela prépria flexibilidade do
processo, que permite o controlo da policondensagéo e a alteragdo da quimica das
solugdes. Da aparentemente desfavoravel complexidade do processo sol-gel, que
envolve varias etapas, estados intermediarios e variaveis, surge o seu maior potencial:
produzir um leque alargado de novos tipos de materiais, com propriedades especificas,

dificeis ou mesmo impossiveis de obter por outras vias.

Esta tecnologia abrange varios dominios das necessidades modernas, sendo
numerosas as aplicagbes dos materiais obtidos pelo processo sol-gel {2,3,10,14,43-46].
Os filmes e revestimentos representam a aplicag8o comercial mais antiga, sendo usados
em componentes electronicos, épticos e opto-electrénicos [2,3,15]. Os revestimentos
anti-reflexo sdo também usados na industria automével e na construgdo de edificios.
Mondlitos e filmes sdo utilizados como lentes, espelhos, filtros 6pticos, lasers € sensores
quimicos [80-84]. P6s de dimensdes submicrométricas sdo produzidos para aplicagdes
estruturais, electronicas, biomédicas e em medicina dentéria; poés compostos tém sido
patenteados para uso como materiais agro-quimicos e herbicidas. Membranas para
processos de separacao e filtragdo, materiais cromatogréficos e catalisadores constituem
outro exemplo de aplicagbes comuns. Pela sua biocompatibilidade, os materiais sol-gel
sdo ainda usados como materiais de substituicio 6ssea e como revestimentos de
implantes [85,86]. Mais recentemente, tém sido estudadas aplicagdes em biotecnologia,
em que biomoléculas incorporadas em matrizes sol-gel encontram potenciais aplicagdes
na monitorizagdo de processos, testes ambientais, processamento alimentar e na

modulag3o da libertacéo de farmacos [87].
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2.3
SENSORES OPTICOS BASEADOS EM FILMES SoL-GEL

Pelas caracteristicas anteriormente enumeradas, a matriz sol-gel pode ser
considerada como um suporte proximo do ideal para o desenvolvimento de sensores e
biosensores optoquimicos. A silica pode ser preparada pelo processo sol-gel de forma a
ter transparéncia para uma vasta gama do espectro UV-visivel e porosidade controlada,
permitindo que os reagentes imobilizados se mantenham firmemente retidos na matriz
mas, contudo, expostos & interacgdo com as moléculas da amostra que se possam
difundir para o interior dos poros. A facil manipulagdo das propriedades fisico-quimicas
dos materiais sol-gel permite, por variagdo do precursor ou das condi¢cbes da reacgéio,
optimizar de forma racional os sensores obtidos, tendo em conta os parametros criticos
para o seu desempenho: estabilidade, reversibilidade, tempo de resposta e selectividade
[88].

Neste contexto, é fundamental garanti-se a completa estabilizagdo da
microestrutura da matriz antes da utilizagéo do sensor, caso contrario qualquer alteragao
que ocorra afectara a sua estabilidade e reversibilidade. Por exemplo, alteragbes da
espessura dos filmes ou da porosidade da matriz ao longo do tempo reflectem-se
necessariamente na resposta do sensor, e podem ser facilmente evitadas através de
modifica¢gdes no tipo de precursor ou na quantidade de agua [89]. Por outro lado, a
estabilidade de um sensor, e consequentemente o seu tempo de vida util, s&o
determinados em grande escala pela ocorréncia de lixiviagdo dos reagentes
imobilizados. A perda progressiva de quantidades consideraveis da molécula sensora
origina irreprodutibilidade de resposta, e a frac¢édo restante (que n3o se difunde para a
solugdo) pode ndo ser suficiente para produzir uma resposta mensuravel ou para
fornecer um intervalo de resposta suficientemente dindmico. Varias estratégias tém sido
propostas para reduzir a lixiviagdo: adoptar métodos de imobilizagdo que envolvam a
ligagdo covalente das moléculas sensoras a matriz [90], estabelecer periodos de
acondicionamento prévio, de forma a estabilizar a lixiviagdo antes da aplicagdo analitica
dos sensores [91], ou ainda ajustar as condi¢gdes da reaccéo de forma a reduzir o
tamanho dos poros [92], podendo neste caso penalizar o tempo de resposta devido a
redugdo da permeabilidade. Outras alternativas envolvem o aumento do tamanho da
molécula através da sua ligag&o a um transportador macromolecular inerte [93,94] ou, no
caso de reagentes fluorescentes, efectuar medidas baseadas no tempo de atenuagao da
fluorescéncia em vez da intensidade [95].
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O tempo de resposta do sensor é associado ao tempo de difusdo do analito através
da matriz sol-gel e as interacgdes electrostaticas entre a matriz e analitos carregados ou
polares. Assim, a espessura dos filmes, a porosidade e a concentragdo de grupos silanol
a superficie (definida pelo tipo de precursor utilizado) devem ser consideradas e
optimizadas de forma a obter tempos de resposta convenientes [96]. A modificagéo da
porosidade e da hidrofobicidade da matriz podem influenciar também o grau de
susceptibilidade do sensor a espécies interferentes, se este se relacionar com

discriminagdo de tamanho das moléculas ou com interacgdes de carga [88].

2.3.1. Imobilizacao de elementos de reconhecimento (bio)-

quimico

As condicdes suaves em que se processa a quimica sol-gel e a natureza
quimicamente inerte dos materiais obtidos tornam estas matrizes ideais para a
imobilizacdo de numerosas moléculas organicas, organometalicas e biologicas. As
propriedades do material resultante sdo determinadas pela natureza da molécula
imobilizada. De uma forma geral, um método de imobilizagdo adequado deve preencher
alguns requisitos importantes: além de simples e rapido, deve ser nao-especifico, ou
seja, deve poder ser utilizado para vérios tipos de agentes de reconhecimento; deve
ainda produzir reagentes imobilizados estaveis e que n&o lixiviem do substrato e,
sobretudo, que retenham a sua reactividade quimica ou bioquimica [81]. O processo sol-
gel permite a imobilizagdo de reagentes no interior ou a superficie das matrizes sélidas
através de varios processos, em diferentes etapas da formagédo do gel [80,81,97,98].
Além das técnicas de imobilizagéo fisica por adsorgdo, da imobilizagdo covalente (que
tira partido da grande reactividade dos grupos silanol presentes a superficie) e da co-
polimerizagdo de reagentes modificados, o processo sol-gel tornou possivel a
generalizag@o da encapsulagao fisica de agentes de reconhecimento.

As técnicas de impregnagédo incluem a ligagdo electrostatica e a adsorgao fisica ou
quimica dos reagentes ao suporte poroso. Para tal, este & exposto a uma solugdo
concentrada do reagente num solvente orgénico, que é posteriormente eliminado por
evaporagdo. Este processo é muito versatil e econémico, j& que o mesmo protocolo,
envolvendo instrumentagdo e solventes comuns, pode ser aplicado a imobilizagdo de
reagentes diferentes em matrizes de composi¢cdo variada. No entanto, a ades&o do
reagente ao suporte é fraca, originando sensores com tempos de semi-vida baixos, o

gue exclui aplicagdes in vivo e limita a sua utilizagdo pratica. As moléculas adsorvidas
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sé@o facilmente removidas por lixiviagdo e as moléculas ancoradas & superficie s3o
susceptiveis de sofrer quebra da ligagdo, o que faz com que estes métodos s6 se
apliquem a dispositivos descartaveis ou renovaveis, ou a situagdes em que a tendéncia
para ocorrer lixiviagdo € muito baixa, como nos sensores de gases ou para uso em
ambientes ndo-aquosos.

A imobilizagdo covalente baseia-se no estabelecimento de uma ligagdo quimica
directa dos agentes sensores ao suporte de silica e foi inicialmente aplicada em
materiais para cromatografia. Os grupos silanol na superficie do xerogel constituem os
locais para ligagéo covalente de moléculas organicas ou proteinas, podendo também
proceder-se a activagdo prévia da superficie com agentes silanizadores ou utilizando
glutaraldeido como agente de ligagdo. As moléculas imobilizadas por ligagdo covalente
apresentam tempos de vida superiores em relagdo as que sdo apenas adsorvidas a
superficie, mas por vezes esta técnica resulta numa diminuigdo da resposta, devido a
formag&o das ligages com o suporte e ao reduzido grau de liberdade dos reagentes
imobilizados [90]. Este tipo de imobilizagdo, muitas vezes moroso e complexo, é
altamente especifico, de modo que as condigdes da reacgdo e os precursores tém que
ser definidos para cada caso, tornando-se por isso mais dispendioso e de utilizagdo em
massa limitada.

A co-polimerizagdo de reagentes modificados envolve a sintese de alcoxisilanos
monomeéricos contendo o reagente de interesse ligado covalentemente, e 0 seu uso
subsequente como precursor no processo sol-gel. Este método é menos aplicado que os
restantes, ja que é mais caro e requer a sintese prévia do precursor, mas permite obter
sensores modificados e sem lixiviagdo.

A técnica de encapsulagdo & um método simples e o mais utilizado, de tal forma que
é referido como imobilizagdo sol-gel de forma generalizada. As moléculas organicas,
inorgénicas ou biolégicas a imobilizar sdo misturadas com os precursores e, a8 medida
que a rede polimérica se forma e ocorre a retracgdo de volume, o reagente é firmemente
aprisionado no seio da matriz sol-gel, mantendo-se porém estericamente acessivel a
moléculas e ides suficientemente pequenos para se difundirem na estrutura porosa. Uma
vez que a polimerizagdo pode ser conduzida a temperatura ambiente, em condi¢ées
neutras e usando um processo que ndo envolve a formagéo de radicais livres, este
meétodo é conveniente para incorporar compostos organicos delicados e até proteinas
activas ou entidades biolbgicas sensiveis. Para estas Ultimas, o protocolo de
encapsulagéo € geralmente levado a cabo em duas fases, de modo a assegurar
condigbes de pH, forga ibnica e temperatura biocompativeis, e também minimizar
solventes e espécies orgénicas reactivas ou téxicas [97,99-101]. Numa primeira etapa o

percursor & parcialmente hidrolisado, na presenca de um catalisador acido ou basico.
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Nesta fase, o uso de co-solventes polares deve ser muito reduzido, ou mesmo eliminado
(substituindo-os por agitagdo ultrasénica, por exemplo), uma vez que podem levar a
desnaturagdo e precipitagdo irreversivel das proteinas, com perda da actividade
biolégica. Posteriormente, os elementos biolégicos a imobilizar s&o adicionados ao
oligbmero liquido, sob a forma de solugdes ou suspensbes tamponadas de forma
adequada. A condensagio ocorre de forma rapida e a rede de silica forma-se a volta das
biomoléculas, que ficam encapsuladas no gel poroso, originando um material bioactivo.
Assim, a encapsulacdo ¢ um método compativel com varios tipos de reagentes; o
mesmo procedimento, apenas com ligeiras modificagdes, pode ser aplicado a uma vasta
gama de agentes de reconhecimento quimico ou bioquimico, que mantém a respectiva

reactividade e especificidade depois de imobilizados.

A encapsulagéo ultrapassa a maioria das limitagdes dos outros processos e reune
um conjunto de caracteristicas vantajosas: ‘

iy Cada molécula é aprisionada num poro, ndo apresentando liberdade translacional;
evita-se assim a desactivagdo das moléculas por colis&o.

iy A encapsulagéo contribui para o aumento da pureza do reagente e exerce sobre este
um efeito protector: as moléculas aprisionadas na matriz sol-gel ndo ficam em
contacto directo com o meio externo, sendo isoladas de impurezas iniciais que
possam intervir em processos fotodestrutivos, e de produtos de fotodecomposigéo
que possam promover decomposigdes adicionais.

i) A lixiviagdo é muito reduzida, em comparagdo com a imobilizagdo a superficie, e
pode mesmo ser eliminada através da manipulagéo da porosidade da matriz.

iv) A natureza rigida da matriz sol-gel limita em grande escala as rotagbes internas das
moléculas, evitando perdas de energia ndo-radiante.

v) O isolamento das moléculas entre si permite atingir elevadas concentrages de
reagente imobilizado sem que haja alteragdes do microambiente local em termos de
caracteristicas quimicas ou de processos de desactivagdo (por exemplo, por
agregagao ou colisdo entre as moléculas).

Estas vantagens Unicas foram inicialmente demonstradas para a rodamina 6G [102],

e desde entdo inimeras moléculas organicas foram imobilizadas, ndo s6 com o objectivo

de obter materiais com propriedades Opticas e aplicagbes especificas, como também

para estudar os processos envolvidos na quimica sol-gel [103-110]. Desta forma, sabe-

se hoje que, apesar de a quimica classica das solugbes poder ser transposta para o

ambiente heterogéneo do vidro poroso sol-gel, muitas vezes as interacgdes fisicas e/ou

quimicas estabelecidas entre as moléculas imobilizadas e a matriz resultam em

alteragbes em relagdo ao seu comportamento em solugdo. Nalguns casos, esta
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interacgdo pode trazer vantagens em termos de sensibilidade/selectividade,
fotoestabilidade a longo prazo e reducdo de dimerizagdo molecular, e ser utilizada para
influenciar as propriedades das moléculas sensoras [111-113]. Dois aspectos distintos
devem ser considerados: a quimica dos poros preenchidos com solvente e as
interacgbes entre a molécula imobilizada e a prépria matriz. De uma forma geral, a
natureza, pH, polaridade e viscosidade do solvente no interior dos poros poderdo
influenciar a molécula; interacgdes com a parede dos poros (geraimente contendo
grupos reactivos SiOH) devem também ser consideradas, e podem incluir colisGes,
efeitos de estreitamento, estabelecimento de liga¢des electrostaticas ou covalentes e
pontes de hidrogénio. Quando a molécula permanece incorporada em regides
intersticiais muito estreitas, rodeada por uma estrutura rigida, as interacgGes a
considerar serdo forcosamente diferentes das anteriores [114,115].

A imobilizagdo de reagentes organicos em matrizes sol-gel conduz frequentemente a
um aumento de fotoestabilidade, que pode ser atribuida a dois factores: a diminuicédo de
mobilidade intramolecular e intermolecular, causada pelo aprisionamento da molécula
em poros de pequenas dimensdes, e a reduzida foto-oxidagdo. Uma molécula com
liberdade de movimentos limitada participa em menor nimero de interacgdes favoraveis
a fotodegradacio; por outro lado, a rigidez do gel depois de seco limita a permeabilidade
ao oxigénio, o que diminui a ocorréncia de foto-oxidagdo [110]. A matriz porosa pode
ainda influenciar as interacgdes quimicas envolvidas na reacgdo da molécula imobilizada
com o analito. As limitagbes fisicas impostas as moléculas, devido as reduzidas
dimensdes dos poros, podem alterar a sua estrutura electronica; as interacgbes dos
ligandos e do préprio analito com as paredes dos poros podem afectar a entalpia de
complexag¢do; a estrutura dos solventes pode ser alterada, causando efeitos
termodindmicos nas constantes de ligagédo; o isolamento de ligandos em poros de
pequenas dimensdes pode causar alteragbes de estequeometria [116]. Estes factores,
associados a disfribuigdo ndo-homogénea da porosidade, conduzem, por exemplo, a
alteracdes do pK, e alargamento da zona de viragem de indicadores de pH imobilizados
[107,117], ou a diferencas de selectividade, estequeometria e constantes de
complexagdo para indicadores de metais [112,116]. Mais uma vez, a simples
modificagcdo do protocolo de polimerizagdo e das variaveis fisico-quimicas envolvidas
possibilita manipular a extensdo e a natureza das interacgdes com as moléculas
imobilizadas, permitindo assim obter sensores com caracteristicas controladas e até
melhoradas.

As enzimas e outros elementos biologicos encapsulados em materiais sol-gel
mantém a sua actividade e selectividade nativas, permitindo assim a obtencdo de

biosensores. No entanto, o microambiente local da matriz influencia a funcdo e a
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conformagdo das proteinas imobilizadas [118,119]. De um modo geral, as enzimas
imobilizadas exibem maior estabilidade, sendo necessarias temperaturas superiores ou
condicbes quimicas mais agressivas para que ocorra desnaturagdo, e mantém-se
activas durante periodos superiores em relagdo ao verificado em solugédo. Por exemplo,
foi demonstrado um aumento de actividade apds exposicdo a temperaturas elevadas
para a enzima creatina cinase imobilizada [120], e a encapsulagdo em materiais sol-gel
da enzima catalase provoca um efeito estabilizador face & presenga de metanol [121]. A
semelhanga do que se verifica para os reagentes organicos, o aumento de estabilidade
das biomoléculas é explicado pelo efeito protector da matriz porosa e pela limitada
mobilidade das proteinas dentro dos poros. Apesar de a difusdo do substrato através dos
poros implicar cinéticas de reacgdo mais lentas do que se verifica quando as enzimas
estdo em solugdo, a estrutura porosa limita também o contacto da enzima com
substancias externas passiveis de causar desnaturagdo, ao mesmo tempo que fornece
um microambiente similar ao do meio bioldgico. Por outro lado, a restrigdo de
movimentos causada pelo aprisionamento das proteinas em poros aproximadamente do
seu tamanho pode prevenir deformagdes estruturais irreversiveis. Ainda que mantendo a
capacidade de sofrer as mudangas conformacionais necessarias para a ligagdo ao
substrato, a cinética de desdobramento das cadeias proteicas é retardada pela matriz
sol-gel, limitando em grande escala as conformagdes possiveis; 0os movimentos
translacionais sdo geralmente eliminados mas a mobilidade rotacional € mantida
[122,123]. O efeito estabilizador da encapsulagdo pode assim resultar da capacidade da
matriz de silica em restringir a flexibilidade conformacional da proteina e em promover
rigidez estrutural no meio interno.

Os efeitos acima descritos podem por vezes ser anulados pelo estabelecimento de
interac¢des electrostaticas entre locais da superficie da silica e locais criticos de carga
contraria da superficie da enzima, podendo mesmo causar desactivagdo enzimatica.
Como as paredes dos poros de silica (cujo ponto isoeléctrico é 2.1) se encontram
carregadas negativamente no intervalo de pH requerido pela maioria das enzimas, a
matriz é atraida para a superficie da enzima imobilizada. Para a glucose oxidase, por
exemplo, esta interacgéo ndo é prejudicial, uma vez que o seu centro activo é neutro: as
cargas positivas do canal activo sdo contrabalangadas internamente pela presenca de
residuos de carga negativa préximos. Pelo contrario, a lactato e a glicolato oxidases,
cujos centros activos sao positivos, véem a sua estrutura desestabilizada, a menos que
sejam pré-complexadas com polimeros protectores de carga contraria [124,125].
Também o envelhecimento da matriz sol-gel pode induzir desnaturagdo lenta das
proteinas e perda da integridade conformacional. Estudos efectuados com a albumina

sérica humana [126] mostram desdobramento parcial de frac¢des da proteina
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imobilizada devido a alteragdes da composigéo do solvente interno (por perda de agua) e
as subsequentes interacgdes entre as proteinas e a silica. No entanto, a presenca de
aditivos como o polietilenoglicol (PEG), que revestem a silica, reduzindo a adsorgéo das
proteinas e analitos as paredes dos poros, pode reduzir este efeito. Estes polimeros
podem ainda diminuir a retrac¢do de volume da matriz sol-gel, uma vez que funcionam
como um material de preenchimento dos poros, prevenindo estericamente o seu colapso
[118,127].

2.3.2. Aplicacdes analiticas
SENSORES DE PH

A maioria dos sensores 6pticos baseados em filmes sol-gel desenvolvidos até a data
séo sensores de pH. Este sdo obtidos de forma simples pela incorporagdo de
indicadores acido-base na matriz porosa [30]. S&o faceis de caracterizar e apresentam
tempos de resposta curtos, devido a rapida difusdo dos protées na matriz sol-gel. Varios
indicadores de pH classicos tém sido imobilizados em filmes sol-gel para obtengéo de
sensores de radiagdo ndo-confinada, baseados em medidas de fluorescéncia ou

absorvancia (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Indicadores &cido-base imobilizados em filmes sol-gel para desenvolvimento de
sensores de pH de radiagdo nao-confinada.

INDICADOR COMPOSIGAO DO FILME INTERVALO RESPOSTA (PH) REF.
Amarelo de dimetilo  TEOS + MTES 29-40 [128]
Aminofluoresceina TMOS + PTMS 40-9.0 [90]
Cianina eriocormo TMOS 6.0-8.0;10.0-12.0 [129]
Verde de bromocresol TEOS + MTES ° 7.0-10.0 [130]
Verde de bromocresol TEOS + MTMS / BTMS / PTMS 5.0-8.0 [131]
Vermelho de cresol TEOS + MTMS / BTMS / PTMS 7.0-11.0 [131]
Vermelho de fenol TEOS + PTES 6.0-12.0 [132]
Vermelho de metilo TMOS 6.7 -10.0 [133]
Vermelho de metilo ®  TEOS 8.0-14.0 [134]

(a) Tratamento posterior da superficie com solugao alcalina.
(b) Aplicado a monitorizagéo da acidez ambiental, em meio liquido e gasoso.
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Além dos indicadores acido-base de uso comum, outras abordagens permitiram
obter sensores com caracteristicas melhoradas. A determinagdo do pH através da
transferéncia de energia de ressonancia foi demonstrada por Bambot et al. [95]. O
sensor desenvolvido baseava-se na transferéncia de energia de um dador nio-sensivel
ao pH (hidrazida de vermelho do Texas) para um aceitador sensivel ao pH (azul de
bromotimol), sendo a medida dos tempos de fluorescéncia do dador relacionada com o
pH. Nguyen et al. [135] imobilizaram em fiimes sol-gel um indicador fluorescente
(carboxifluoresceina) pré-encapsulado em lipossomas. Desta forma obtiveram um sensor
com excelente estabilidade em termos de lixiviagdo, elevada reprodutibilidade e
sensibilidade a aproximadamente 0.01 unidades de pH, com resposta linear para valores
de pH situados no intervalo 6.0-7.5. O tempo de resposta obtido, da ordem dos sub-
segundos, indicou que a difusdo de protdes através da bicamada lipidica nédo retardava a
resposta do sensor, que se mantinha dependente apenas da espessura do filme sol-gel.
Malins e colaboradores [136] demonstraram a utilizagdo de complexos protonaveis de
polipiridil ruténio(ll), imobilizados em filmes sol-gel, como sensores de fluorescéncia para
monitorizagdo do pH. Obtiveram sensores com resposta linear no intervalo de pH 3.0-
9.0, capazes de detectar alteragées de pH abaixo de 0.1 unidades e com interferéncia
minima por parte do oxigénio. Lobnik et al. [137] desenvolveram um sensor de pH com
caracteristicas interessantes, baseado na co-imobilizagdo de azul de bromotimol e
complexos luminescentes de eur6pio em filmes sol-gel. O sensor apresentou resposta ao
pH no intervalo 5.0-9.0, sem lixiviagdo e com excelente fotoestabilidade. A utilizagdo de
complexos luminescentes de eurdpio e térbio, incorporando um cromdforo aromatico,
para obten¢do de sensores de pH foi demonstrada por Blair et al. [138]. A imobilizagao
dos complexos em filmes sol-gel resultou em sensores estaveis, robustos, com tempo de
resposta de 100 segundos e apropriados para utilizagdo no intervalo de pH 6.0-8.0. Num
trabalho recente, Ertekin et al. [139] estudaram as propriedades de um derivado da
azlactona, a 4-(p-N,N-dimetilaminofeniimetileno)-2-fenil-5-oxazolona (DPO), como
indicador fluorescente de pH imobilizado em materiais sol-gel. Verificaram um aumento
da sensibilidade apos imobilizagdo, com resposta linear no intervalo de pH 3.0-7.0 e pK,
de 5.1.

A facilidade de acoplamento dos filmes sol-gel a fibras Opticas ou guias de onda
planas conduziu ao desenvolvimento de sensores de pH intrinsecos, apresentados na
Tabela 2.6.
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Tabela 2.6. Sensores de pH baseados em filmes sol-gel associados a fibras Opticas.

INDICADOR COMPOSIGAO DO FILME INTERVALO DE RESPOSTA (PH)  REF.
Azui de bromofenol TEOS + Triton X-100 20-120 [140]
Azul de bromofenol TEOS 50-7.0 [141]
Azul de bromofenol TEOS + MTES 3.0-80 [66,92]
Azul de bromofenol TEOS 3.0-6.0 [142]
Azul de bromofenol TEOS 40-75 [143]
Azul de timol TEOS 8.0-12.0 [144]
SNARF-1C TMOS 6.8-8.0 [145]
Fluoresceina TEOS 40-8.0 [146]
Fluoresceina TEOS 3.0-10.0 [147]
Fluoresceina N&o indicado 7.0-11.0 [148]
Fluoresceina (FITC) TEOS + APTES + PDMS 45-8.0 [149]
Catalise alcalina
HPTS TEOS + APTES + PDMS 6.0-85 [150]
Catalise alcalina _
a-naftolftaleina TMOS + CTAB . 4.0-11.0 [151]
Purpura de bromocresol MTES » 45-82 [91]
Vermelho de cresol TEOS | 6.5-11.0 [143]
Vermelho de fenol TEOS 7.5-11.5 [143]

CTAB: brometo de cetiltrimetilaménio; FITC: isotiocianato de fluoresceina; HPTS: acido
hidroxipirenetrisulfonico; PDMS: polidimetilsiloxano; SNARF-1C: carboxilato de 1-seminaftor-odamina

Estes sensores apresentam resposta a intervalos de pH alargados e tempos de
resposta reduzidos, em relagdo aos que néo utilizam fibras opticas. O sensor descrito
por Suah et al. [140], baseado na imobilizagéo de azul de bromofenol em filmes sol-gel e
na utilizagdo de redes neuronais para processamento do sinal, apresenta intervalo
dindmico de resposta ampliado (2.0-12.0 unidades de pH, em vez de 3.0-5.5 para o
mesmo indicador em solugdo) e tempos de resposta compreendidos entre 15 e 150
segundos, dependendo do valor do pH e da quantidade de indicador imobilizado. O
mesmo reagente, imobilizado em membranas sol-gel depositadas sobre fibras 6pticas de
plastico por Alvarado-Méndez e colaboradores [141], apresentou tempo de resposta de
aproximadamente 10 segundos, sendo necessario utilizar apenas 2 cm da fibra dopada

para medir o pH de um fluido em tempo real. A associagéo a fibras 6pticas facilita ainda
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a realizagdo de determinagdes in situ e in vivo. Por exemplo, o sensor de SNARF-1C
referido por Grant e Glass [145] foi desenvolvido especificamente para avaliagdo do pH
no sangue e posterior integragdo num cateter, para monitorizagdo de pacientes vitimas
de enfarte. O sensor miniaturizado desenvolvido por McCulloch e Uttamchandani [147],
baseado na imobilizagdo de fluoresceina na ponta de uma fibra éptica submicrométrica,
foi aplicado a monitorizagdo do pH em meios biolégicos.

A utilizagdo de misturas de indicadores acido-base imobilizados no mesmo filme sol-
gel levou & obtengdo de sensores com resposta linear em intervalos de pH alargados, de
calibragdo simples e com sensibilidade e precisdo constantes em todo o intervalo. Ding
et al. [152] co-imobilizaram pUrpura de bromocresol e verde de bromocresol num filme
sol-gel depositado numa fibra 6ptica. Obtiveram um sensor com resposta linear para
valores de pH compreendidos entre 3.0 e 9.0 e tempo de resposta de poucos segundos.
Gupta e Sharma [153] desenvolveram um sensor de pH de onda evanescente com
resposta alargada (4.5 a 13.0 unidades de pH), mediante a imobilizag&o de uma mistura
de trés indicadores de pH (vermelho de cresol, azul de bromofenol e vermelho de
clorofenol) na superficie do nicleo de uma fibra 6ptica, utilizando a tecnologia sol-gel. Lin
e Liu [154] utilizaram uma estratégia similar, desenvolvendo adicionalmente um método
para calcular as razdes 6ptimas entre as concentragdes dos indicadores co-imobilizados,
tendo em conta a sua cor e os valores de ApK,. Um sensor preparado desta forma pela
mistura de quatro indicadores (verde de bromocresol, purpura de bromocresol, vermelho
de fenol e azul de timol) produziu resposta linear num intervalo de 4.5 unidades de pH
(de 4.3 a 8.8), enquanto que com uma mistura de trés indicadores (verde de
bromocresol, purpura de bromocresol e vermelho de fenol) se obteve resposta linear
entre 6.3 e 9.8, ou seja, 3.5 unidades de pH. Lee e colaboradores [155] associaram
fibras opticas a revestimentos sol-gel contendo uma mistura de purpura de bromocresol,
verde de bromocresol e vermelho de cresol, obtendo um sensor de pH com resposta
alargada, de 3.0 a 11.0 unidades de pH. Os mesmos autores demonstraram uma
estratégia alternativa para obter sensores de pH mais robustos e com sensibilidade
superior [156]: depositando sobre o ntcleo de fibras 6pticas varias camadas sobrepostas
de filme sol-gel contendo o indicador de pH imobilizado, conseguiram sensores de onda
evanescente com sensibilidade aumentada em 70%. Esta configuragéo foi testada para
os indicadores puarpura de bromocresol e verde de bromocresol, tendo-se obtido
intervalos de resposta a pH entre 7.5-10.5 e 6.5-9.5, respectivamente. Nos dois casos
verificou-se um aumento do tempo de resposta proporcional ao niumero de camadas sol-

gel, desde 5 segundos para sensores monocamada até 30 segundos para trés camadas.
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A imobilizagdo de indicadores acido-base em filmes sol-gel tem sido também
utilizada para desenvolvimento de sensores Opticos destinados especificamente a
determinagdo de valores elevados de acidez. Estes sensores encontram aplicagdo em
processos industriais que envolvem elevadas concentragdes de acidos fortes, de grande
poder poluente e corrosivo, constituindo uma alternativa rapida e econémica as
titulagdes classicas. Allain et al. [157] imobilizaram purpura de bromocresol em filmes
sol-gel depositados sobre laminas de vidro Pyrex, que foram utilizados para
determinagéo de concentragbes de HCl entre 1 e 11 M, com tempo de resposta de 1
segundo. Noiré et al. [158,159] desenvolveram um sensor optico de onda evanescente
para monitorizagdo de HNO; (1-10 M) em sistemas de reprocessamento de combustivel
nuclear, baseado na imobilizagédo de cianina cromoxano R em membranas sol-gel
depositadas sobre fibras 6pticas. Shamsipur e Azimi [160] utilizaram os indicadores
rodamina B e safranina T, imobilizados em filmes sol-gel porosos, para implementagéo
de sensores Opticos sensiveis a HCl e HNO;, entre 1 e 9 M. Um sensor construido pela
imobilizagdo de vermelho de fenol em filmes sol-gel hibridos (TEOS co-polimerizado com
PTES), depositados por spin-coating em suportes de vidro, foi proposto por Wang et al.
[161] para monitorizagdo de HCl em solugdo e/ou em fase gasosa, com limite de
detecgéo inferior a 12 ppm, resposta linear no intervalo 0.01-6 M, tempo de resposta de
40 segundos e tempo de vida superior a um ano.

Recentemente, Carmona e colaboradores [162] demonstraram a aplicag&o deste tipo
de sensores na monitorizagdo da acidez ambiental, como uma ferramenta na
conservagéo de objectos historicos € na prevengdo da sua deterioragdo e degradagéo.
Sensores Opticos baseados na imobilizagédo de vermelho de clorofenol em filmes sol-gel
foram aplicados a detecgdo de variagdes atmosféricas do pH e da concentragdo de SO,
até 10 ppm. Garcia-Heras e colaboradores [163] desenvolveram também sensores
optoquimicos para monitorizagdo da acidez do ar. O indicador, acido 2-[4-
(dimetilamino)fenilazolbenzéico, foi imobilizado em filmes sol-gel, que foram
posteriormente testados em varios locais da cidade de Cracévia, na Polbnia, tendo-se
estabelecido uma relacéo entre a concentracdo de SO, atmosférico e a resposta dos

sensores.

Outros sensores de pH tém sido optimizados especificamente para monitorizagédo de
amonia em fase gasosa, ou dissolvida em fluidos varios. Lobnik e Wolfbeis [164]
imobilizaram aminofluoresceina em filmes sol-gel hibridos, preparados a partir da co-
polimerizagdo de TMOS com difenildimetilsiloxano, e aplicaram o sensor obtido a
determinagdo continua de amoénia dissolvida, no intervalo 1-20 ppm. Malins et al. [165]
desenvolveram um sensor de onda evanescente a partir da imobilizagdo do indicador
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purpura de bromocresol em filmes de TEOS e MTES depositados sobre o nuiclec de

fibras dpticas; este sensor destinava-se a monitorizagdo de aménia gasosa.

SENSORES DE OXIGENIO E OUTROS GASES

O desenvolvimento de sensores 6pticos para oxigénio e outros analitos gasosos com
base na tecnologia sol-gel tem atraido atengdo consideravel, uma vez que estes
sensores sdo tipicamente rapidos, baratos e dificimente sofrem contaminagéo [166]. A
maioria dos sensores de oxigénio existentes baseiam-se na atenuac&o da fluorescéncia
de espécies quimicas apropriadas, como 0s complexos luminescentes dos metais de
transicdo. Os complexos de ruténio sdo extensivamente utilizados, devido as suas
caracteristicas favoraveis: os seus estados de transferéncia de carga metal-ligando sédo
caracterizados por emissGes elevadas, possuem semi-vida de fluorescéncia alta e
exibem forte absorgdo na regido azul-verde do espectro. Neste ambito destaca-se o
trabalho pioneiro de McDonagh, McEvoy e MacCraith que, em colaboragdo com outros
autores, desenvolveram um sensor baseado no complexo Ru(ll)-tris(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina), ou Ru(dpp); (cuja fluorescéncia & atenuada na presenca do oxigénio)
imobilizado em filmes sol-gel associados a fibras opticas [66,96,167-172]. O sensor foi
aplicado a determinagdo do oxigénio dissolvido (DO) e em fase gasosa. O longo periodo
de fotoluminescéncia (aproximadamente 6us) do complexo de ruténio, aliado a
optimizagdo da microestrutura do sol-gel (nomeadamente da hidrofobicidade e da
porosidade da matriz) traduziu-se num sensor de elevada sensibilidade, com limite de
detecgdo de 6 ppb, e tempo de resposta inferior a 5 segundos. A associa¢édo do sensor a
componentes microelectrénicos de baixo custo resultou num dispositivo portatil com
potencial comercial e passivel de ser aplicado em situacdes varias, desde o controlo
atmosférico até a monitorizagao da poluicdo de rios, por exemplo. Posteriormente, outros
autores exploraram este e outros complexos de ruténio, nomeadamente o
tris(bipiridilruténio(ll) ou Ru(bpy)s, assim como outros compostos orgénicos
luminescentes para desenvolvimento de sensores sensiveis a oxigénio.

A tecnologia sol-gel tem sido também aplicada ao desenvolvimento de sensores
Opticos para outras espécies em fase gasosa, como CO,, CO e NO,. Na Tabela 2.7
encontram-se resumidos os sensores para gases produzidos até & data com base em

filmes sol-gel.
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Tabela 2.7. Sensores Opticos para detecgéo de gases baseados na tecnologia sol-gel.

ANALITO REAGENTE OBs. REF.
CcoO Nanocristais NiO Redugdo da abs. Vis-NIR das nanoparticulas na [173]
presenga de CO
CO, Piranina - [174]
CO2 HPTS Filme sol-gel recoberto por outro filme n&o- [150]
dopado, hidrofébico
CO2 HPTS Aplicavel & monitorizagdo da embalagem de [175]
alimentos
CO;  Azul de timol - [176]
H.S  Tionina - [177]
I2 - Complexos de transferéncia de carga entre |; e [178]
grupos fenil do sol-gel modificado, depositado
em guia de onda plana
NO Cobalto-tetrakis(5- - [179]
sulfotienil)porfina
NO, Azobenzeno - [180]
NO2  Ru(bpy)s Interferéncia do O; [181]
NO,  Acridina + reag. Saltzman Irreversivel [181]
0O, Ru(dpp)s - [66]
(o)} Pireno - [182]
(o)) Platina octaetilporfirina Tempo de resposta 5s; estabilidade 5 meses [183,184]
0O, Complexo ciclometalado - [185]
de Pt(Il)
02 Al(ferron)s FIA + fibras opticas; dispositivo portatil para DO [186]
em rios, aguas residuais e de torneira
0, Ru(bpy)s Regeneragao com N, gasoso [187]
0O, Ru(dpp)s Tempo de resposta< 10 s [188]
02  Ru(dpp)s - [189]
0, Eritrosina B Resposta linear para DO até 9.1 mg I [190]
0, Eritrosina B - [191]
02 Ru(bpy)s Aplicagdo in vivo em RMN [192]
02 Ru(bpy)s FIA; determinagao de Oz em solventes orgénicos [193]

Al(ferron)s: quelato de aluminio e &cido tris(8-hidroxi-7-iodo-5-quinoleinosulfonico)
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SENSORES PARA ESPECIES IONICAS

Os filmes sol-gel t&ém sido utilizados para desenvolvimento de sensores épticos que
respondem a ides metalicos, baseados na formag&o de complexos corados com diversos
ligandos imobilizados (Tabela 2.8). A matriz sol-gel permite geralmente realizar estas
determinagdes com sensibilidades muito elevadas, devido & sua natureza dupla: actua
simultaneamente como elemento pré-concentrador, pela sua grande area de superficie,
e realiza as reacgdes de detecgdo. O sucesso destes sensores implica que os ligandos
imobilizados possuam um grau relativamente elevado de liberdade para se moverem ou

reorientarem nos poros da matriz de modo a formarem complexos.

Tabela 2.8. Sensores 6pticos para determinagdo de metais, baseados em indicadores imobilizados
em filmes sol-gel.

METAL REAGENTE ZONA DE LINEARIDADE  LiMITE DETECGAO REF.
A® Morina 4.0-2.0 ppm - [194]
Cd**  Acido 8-hidroxiquinolina-5-sulfénico - < ppm [195]
Cd* TMPyP 10 - 10" mol I - [196]
Ccu**  Eriocromo cianina R - 0.1 ppm [194]
Hg** TPPS - 2ugl? {1971
Hg®> TMPyP 10°-10" mol I'* 10%mol I"  [196)
Pb*  Laranja de xilenol 50 nM - 50 mM 5.0 nM [91]
Po®*  TMPyP 10° - 107 mol I - [196]

TMPyP: 5,10,15,20-tetra(4-N-metildipiridii)porfirina; TPPS: 5,10,15,20-tetra(p-sulfonatofenil )porfirina

Ertekin e colaboradores [198] propuseram a imobilizagdo de compostos do grupo
das esquarainas em filmes sol-gel para desenvolvimento de sensores sensiveis a
potassio. O composto escolhido foi o fluoroionéforo bis[4-N-(1-aza-4,7,10,13,16-
pentaoxacilclo-octadecil)-3,5-diidroxifenillesquaraina, e o sensor obtido revelou intervalo
dindmico de resposta para concentragdes de K" entre 10° e 10° M, reversibilidade e

tempo de resposta de 2 minutos.

Se bem que em menor escala, o processo sol-gel tem sido também aplicado ao

desenvolvimento de sensores 6pticos para determinagdo de espécies anidnicas. Um

112



A quimica sol-gel

sensor de cianeto foi desenvolvido por Dunuwila et al. [199] através da encapsulagéo de
ferro(lll)porfirina num filme de carboxilato de titanio obtido pelo processo sol-gel. O
reagente difenilcarbazida foi aplicado, imobilizado em filmes sol-gel, a determinagéo de
cromato, com limite de detec¢do de 1 ppb [200]. No entanto, este sensor apresentou
tempo de resposta muito longo (varios minutos), uma vez que a reacgdo envolvida
requeria a preé-extracgdo do cromato pelo brometo de cetilmetilaménio incorporado no
filme sol-gel, redug&o de Cr(VI) a Cr(lIl) pela difenilcarbazida, e s6 depois a formagao de
um complexo de cor purpura. Jiwan e Soumillion [201] desenvolveram um sensor para
halogenetos (CI, Br e I') baseado na encapsulacdo de um fluoréforo hidrofdbico, N-
dodecil-6-metoxiquinolinio, num filme sol-gel depositado num substrato de vidro. A
hidrofobicidade do reagente permitiu obter um sensor com lixiviagdo muito reduzida,
capaz de medir concentracbes de CI' nos niveis fisioldgicos (100 mM), com tempo de
resposta inferior a 1 segundo.

SENSORES PARA DETERMINAGAO DE SOLVENTES

A tecnologia sol-gel tem sido utilizada para o desenvolvimento de sensores que
permitem a monitorizagéo continua de solventes varios, com potenciais aplicages na
industria quimica, no controlo ambiental e na industria alimentar.

Sensores O6pticos para solventes misciveis com a agua tém sido referidos na
literatura como alternativa aos métodos de espectrometria de massa. Simon et al. [202]
investigaram a utilizagé@o de indicadores solvatocrémicos (amino-N-metilftalimida e verde
de malaquite) imobilizados em filmes sol-gel para desenvolvimento de sensores Opticos
para determinagé@o de etanol em agua. A interaccdo reversivel com o etanol causava
alteragé@o das propriedades fluorescentes dos indicadores, com resposta linear entre 0-
50% (vol.) de etanol, limite de detecgéo de 0.6% (vol.) de etanol em agua e tempo de
resposta de 5 minutos. Skrdla et al. [203] propuseram em 2002 um sensor integrado para
determinagéo de alcool isopropilico em meio aquoso, baseado em guias de onda planas
revestidas com um filme sol-gel contendo vermelho de metilo encapsulado. Este
dispositivo revelou potencial para monitorizagdo em linha, uma vez que apresentava
tempos de resposta e de regeneracgdo inferiores a 1 minuto e boa sensibilidade, com
limite de detecgéo de 0.7% (v/v) e resposta linear de 1 a 100% (v/v) de alcool isopropilico
em agua. '

Os materiais obtidos pelo processo sol-gel tém sido também aplicados no
desenvolvimento de sensores épticos para solventes organicos nao-polares, em solugéo

e em fase gasosa. Lu et al. [204] propuseram um sensor para detectar baixas
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concentragdes de benzeno em agua, baseado na reflecténcia total atenuada e na
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR). Para tal
depositaram sobre uma guia de onda um filme sol-gel hidrofébico e mesoporoso, que
extraia o analito da solugdo aquosa e o concentrava no seu interior, possibilitando
grande sensibilidade e eliminando a interferéncia das bandas espectrais da agua.
Wallington et al. [194,205] imobilizaram p-ciclodextrina marcada com um fluoréforo em
suportes sol-gel porosos. A ciclodexirina actua como um receptor molecular, contendo o
fluoréforo na sua cavidade lipofilica; na presenga de moléculas dos solventes n&o-
polares, como o ciclo-hexano ou o tolueno, o grupo fluoréforo é deslocado, verificando-
se uma redugdo da intensidade de fluorescéncia proporcional & concentracdo dos
vapores do solvente, no intervalo 40-100 ppm. O sensor respondeu de forma irreversivel
e néo-selectiva a diferentes solventes ndo-polares, permitindo contudo discrimina-los dos
solventes polares, como a acetona, que ndo produziram resposta. Abdelghani e
colaboradores [206] desenvolveram um sensor para detecgdo de vapores de
tricloroetileno, tetracloreto de carbono, cloroférmio, diclorometano, propano, butano e
hexano, com limites de deteccdo de 0.6, 1.5, 1.7, 4, 25, 10 e 5%, respectivamente. O
sensor baseava-se na deposicao de filmes sol-gel porosos em secgdes de fibras épticas
com o revestimento previamente removido; para um angulo de incidéncia fixo, verificava-
se variagdo da intensidade da luz transmitida através da fibra devido a adsorgdo a
superficie da camada sol-gel das moléculas do vapor a detectar. Filmes sol-gel
modificados com grupos fenil e associados a fibras épticas foram utilizados por
Abdelmalek e colaboradores [207] para detec¢do de vapores de compostos aromaticos e
alcanos. O sensor desenvolvido mostrou-se eficaz na monitorizagdo de xileno, benzeno,

tolueno e hexano.

BIOSENSORES

A tecnologia sol-gel permite imobilizar de forma estavel varios tipos de elementos de
reconhecimento biolégico (proteinas, enzimas, anticorpos, células), pelo que tem sido
bastante utilizada para desenvolvimento de biosensores, com aplicagdes potenciais em
areas como o diagnostico, a monitorizagdo de pardmetros in vivo, a industria alimentar, o
controlo ambiental e a biotecnologia [101,208,209]. Na Tabela 2.9 sdo apresentados
exemplos significativos de biosensores opticos desenvolvidos por bioencapsulacio de

moléculas bioldgicas em filmes sol-gel.
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Tabela 2.9. Biosensores oOpticos baseados em elementos de reconhecimento bioldgico

imobilizados em filmes sol-gel.

ELEMENTO BioLOGICO ANALITO REF.
Acetilcolinesterase e Organofosfato Organofosfatos [210]
hidrolase

Acetilcolinesterase + FITC-dextrano Acetilcolina e neurotoxinas organofosforadas [211]
Citocromo ¢ NO e CO [212]
Citocromo ¢ NO [213]
Citocromo cds nitrito reductase Nitrito [214]
Colestero! oxidase + Peroxidase Colesterol [215])
Colinesterase + Purpura de bromocresol Carbaril e dichlorvos [216]
Concavalina-A marcada com FITC Endotoxinas bacterianas [217]
E. coli recombinante DDT, aldicarb e malatido [218]
Glucose oxidase Glucose [219]
Glucose oxidase marcada com derivado da  Glucose [220]
fluoresceina

Glucose oxidase + Ru(dpp) Glucose [221]
Glucose oxidase + DPO Glucose [222]
Glutationa S-transferase + Verde de Atrazina [223]
bromocresol

Hemoglobina NO e CO [212]
Lactato desidrogenase L-lactato [224]
Lactato desidrogenase Piruvato [225]
Mioglobina NOe CO [212]
Nitrato reductase Nitrato [226]
Peroxidase H202 [227]

FITC: isotiocianato de fluoresceina; DPO: 4-[p-N,N-dimetilamino)benzillideno}-2-feniloxazol-5-ona

Os materiais sol-gel, pela sua biocompatibilidade e inércia, constituem matrizes Uteis
para a concepgao de sensores destinados & monitorizagéo de entidades biolégicas. Por
exemplo, Kishen e colaboradores [228] desenvolveram um biosensor éptico destinado a
monitorizagéo de streptococci mutans na saliva humana. O sensor utilizava um indicador

de pH, azul de bromofenol, imobilizado num filme sol-gel poroso depositado sobre o
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nicleo de uma fibra éptica, que permitia acompanhar em tempo real a alterag&o do pH

resultante da reacgdo com a sacarose mediada pelas bactérias.

OUTROS SENSORES

Além dos grupos mais representativos apresentados, o processo sol-gel tem servido
de base ao desenvolvimento de sensores Opticos com potenciais aplicagcbes em areas
diversas. Por exemplo, Lobnik e Cajlakovic [229] desenvolveram um sensor Optico
sensivel a perdxido de hidrogénio, com possivel aplicagdo em processos industriais. O
sensor baseava-se ha imobilizagdo do indicador azul de meldola em filmes sol-gel e
exibiu boa selectividade, reversibilidade, tempo de resposta de 120 segundos e resposta
linear para concentragdes de perdxido de hidrogénio compreendidas entre 10% e 107 M.
Wen-xu e Jian [230] propuseram a monitorizagdo continua do antibiético adriamicina in
vivo, utilizando um sensor de fibras Oopticas. O indicador fluorescente 4-(N,N-
dioctil)amino-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol, cuja fluorescéncia é atenuada pelo antibiotico,
foi imobilizado num filme sol-gel depositado na ponta de uma fibra Optica de 100 um.
Esta foi inserida por meio de um cateter na artéria carétida de coelhos, permitindo a
determinagédo continua de adriamicina no sangue, com limite de detecgéo de 0.057 g
mi"'. Recentemente, Janotta et al. [231,232] demostraram a aplicagéo de filmes sol-gel
organicamente modificados no desenvolvimento de sensores de onda evanescente na
zona do infravermelho médio, para detecgdo de compostos aromaticos aminados em
meio aquoso. Os dispositivos obtidos foram aplicados com sucesso a determinagéo dos
pesticidas paratido, fenitroina, paraoxdo e nitrobenzeno em aguas de rios, em
concentragbes inferiores a ppm e com boa selectividade. Pela estabilidade e
reprodutibilidade demonstradas, estes sensores sdo propostos pelos autores como uma
alternativa viavel aos biosensores para detecgdo de organofosfatos em analise

ambiental.

O grande numero de aplicagbes analiticas aqui referidas, muitas delas bastante
recentes, ilustra bem o crescente interesse na tecnologia sol-gel para o desenvolvimento
de sensores 6pticos. A investigagdo nesta area coloca um énfase cada vez maior nos
parametros criticos para o desempenho dos sensores, como a estabilidade, a
reversibilidade, o tempo de resposta e a selectividade, ndo se limitando a simples

demonstragdo do potencial sensor. Para a grande maioria dos sensores referidos €
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descrita a optimizagdo em termos de estabilidade microestrutural, difusdo, lixiviagéo e
influéncia da humidade ambiental, entre outros pardmetros. Novas configuragdes, como
dispositivos miniaturizados e sensores integrados baseados em guias de onda planas,
sdo cada vez mais utilizadas e permitem alargar o leque de aplicagbes destes sensores.
O uso de biosensores Opticos baseados no processo sol-gel é também cada vez mais
relevante, com vantagens claras em relagdo a outros suportes poliméricos, que se
reflectem no crescente nimero de aplicagées referidas na literatura.

No entanto, alguns problemas criticos tém ainda que ser resolvidos, de forma a
tornar viaveis a produgédo em massa e a comercializagdo dos sensores Opticos sol-gel.
Grande parte dos dispositivos que aqui foram referidos apresentam uma ou mais
limitagbes que inviabilizam o seu uso de modo continuo, e a maioria deles, salvo os
casos em que tal foi especificado, ndo foi aplicado a amostras reais ou a situagdes
praticas. Muitos apresentam dados escassos sobre o desempenho analitico,
apresentando apenas informag&o sobre a optimizagcdo e resultados preliminares.
Portanto, parece haver ainda um longo caminho a percorrer. Apds décadas de estudos
fundamentalmente teéricos, dedicados a compreensdo do processo sol-gel, a
investigagdo nesta area ter4 agora que se direccionar para aplicagbes especificas, de

modo a explorar devidamente todo o seu potencial.
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Aspectos globals da parte experimental

3.1
OBJECTIVOS

O desenvolvimento de sensores Opticos sofreu uma grande expansio nas (ltimas
décadas, explorando novas configuragdes e materiais inovadores. No entanto, a
generalizagdo da sua utilizagdo pratica e a obtengdo de dispositivos comercialmente
viaveis é ainda limitada pela necessidade de melhoramentos ao nivel da fiabilidade,
robustez, estabilidade, dimens&o, custos e facilidade de miniaturizagéo. Neste contexto,
o recurso aos materiais sol-gel como matrizes de suporte, particularmente sob a forma
de filmes finos, tem revelado vantagens CUnicas, discutidas no capitulo anterior.
Adicionalmente, a associagéo a sistemas automaticos que permitam simplificar de modo
significativo os procedimentos analiticos pode potenciar o desempenho destes sensores.

O trabalho de investigacdo que integra esta dissertacdo, e que é descrito em
pormenor nos capitulos seguintes, consistiu no desenvolvimento de novos sensores
opticos e sua aplicagdo no controlo farmacéutico e em quimica clinica. Tendo em conta

estes objectivos, o trabalho realizado pode ser dividido em trés etapas complementares:

1. Imobilizagéo de agentes de reconhecimento (bio)quimico em filmes sol-gel;

2. Estudo da morfologia dos filmes obtidos e respectiva optimizagdo, com vista ao
desenvolvimento de sensores com caracteristicas 6ptimas;

3. Incorporagdo dos sensores desenvolvidos em sistemas de fluxo continuo e
implementacdo de procedimentos analiticos para andlise de amostras farmacéuticas e

biolégicas.

Neste capitulo sdo abordados todos os procedimentos laboratoriais gerais utilizados
na preparagéo de sensores Opticos, bem como as linhas de orientagdo seguidas na sua
optimizagéo e as metodologias de avaliagdo da qualidade dos sensores obtidos. E ainda
descrita a montagem base utilizada para implementagao de sistemas automaticos de
fluxo continuo integrando os sensores, e sido referidos os estudos conducentes a
avaliagédo do desempenho das metodologias propostas.
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3.2

DESENVOLVIMENTO E OPTIMIZACAO DE SENSORES
OPTICOS BASEADOS EM FILMES SOL-GEL

O desenvolvimento dos sensores Opticos propostos nesta dissertagdo envolveu a
imobilizacdo de agentes de reconhecimento (bio)quimico em filmes sol-gel, tendo-se
procedido ao estudo sistematico das variaveis que influenciam esta tecnologia, de forma
a adquirir a compreenséo necessaria dos processos quimicos e assim produzir sensores
com caracteristicas melhoradas. Os protocolos gerais propostos e estudados para a
preparac¢do das membranas sensoras encontram-se esquematizados na Fig. 3.1 e sédo

descritos em detalhe nos pontos seguintes.

a) Precursor b) Precursor
Co-solvente Catalisador
Reagente organico Agua
Catalisador Tensioactivo
Agua
Agitagdo
ultrasdnica
Envelhecimento
T ambiente - N
SOL pré-hidrolisado
SOoL
Deposigao Deposicédo
Secagem Secagem
Caracterizagao Caracterizagao
\ 4 l
APLICAGAO ANALITICA APLICAGAO ANALITICA

Figura 3.1. Protocolos de preparacdo de fiimes sol-gel para aplicagdo como sensores Opticos,
baseados em: a) imobilizagdo de um reagente orgéanico; b) imobilizagéo de uma enzima.
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Aspectos globais da parte experimental
3.2.1. Preparacgao de solugoes sol-gel

No decurso de todo o trabalho conducente a preparagéo dos filmes sol-gel foram
utilizados reagentes de qualidade analitica ou equivalente, sem qualquer tratamento de
purificagdo adicional. Todas as solugdes aquosas foram preparadas com &agua bi-
desionizada, de resistividade igual ou superior a 18 MQ.cm, obtida a partir de um sistema
da marca Millipore, modelo MilliQ-RG. Na medigéo rigorosa de volumes até 5 ml foram
utilizadas pipetas automaticas da marca Gilson, modelos P20, P100, P1000 e P5000. As
pesagens de reagentes solidos foram realizadas numa balanga analitica Mettler Toledo,
modelo AG285, com sensibilidade de 0,00001 g. Para agitagéo ultrasoénica foi utilizado
um banho de ultrasons J.P. Selecta, modelo Ultrasons-H. Todo o material empregue no
processo de preparagdo dos filmes sol-gel foi alvo de tratamento prévio de
descontaminagdo por imersdo em solugdo de &cido nitrico 10% (v/v), seguido de
lavagem adequada com &gua desionizada. Para preparagdo de solugbes de
concentragao rigorosa foi utilizado material de vidro de classe A ou similar, enquanto que
as reacgbes de hidrolise e condensagdo dos mondmeros foram levadas a cabo em

recipientes de teflon, de modo a evitar a reacgdo entre o sol-gel e a superficie de vidro.

IMOBILIZAGAO DE REAGENTES ORGANICOS

Nos Capitulos IV e V sé@o apresentados sensores para determinagdo de espécies
cationicas em amostras farmacéuticas e biologicas, desenvolvidos com base na
imobilizagéo de agentes susceptiveis de formar complexos corados com metais. No
Capitulo VI é descrito um biosensor que utiliza como transdutor éptico um filme sol-gel
dopado com um indicador de pH. Para imobilizago destes indicadores organicos foi
adoptado um protocolo geral, que consistiu na mistura de um precursor (alcoxido de
silicio) com um catalisador em solugdo aquosa e um co-solvente, contendo dissolvido o
indicador a imobilizar. Este sol inicial foi submetido a um periodo de envelhecimento, a
temperatura ambiente e com agitagdo mecanica constante, apés o que foi efectuada a
deposi¢ado dos filmes num suporte fisico inerte.

Durante o desenvolvimento dos sensores propostos foram utilizados diferentes
alcoxidos precursores, quer isolados quer em combinagéo, como se indica na Tabela
3.1.
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Tabela 3.1. Precursores utilizados para a preparagao de filmes sol-gel, e respectivas propriedades
fisicas: peso molecular (PM), densidade (d), ponto de ebuli¢ao (PE) e indice de refracgéo (np).

PRECURSOR FORMULA PM d(g cm'3) PE (°C) np
TEOS CgH2004Si 208.33 0.933 163 - 167 1.381
TMOS C4H12048i 152.22 1.032 120 - 122 1.368
MTES C7H1503Si 178.31 0.895 141 1.383
APTES CgH23NO;Si 221.40 0.946 217 1.423

As reacgdes de hidrolise e condensagéo destes alcoxisilanos foram promovidas pela
adicdo de um catalisador apropriado, em solugédo aquosa. Para avaliar a influéncia do
tipo de catalisador na microestrutura e no desempenho analitico dos sensores
desenvolvidos, foram testadas solugdes diluidas dos acidos mais frequentemente
referidos na preparagédo de materiais sol-gel: HCI, HNO; e H,SO,. Foi também utilizado
um catalisador alcalino, hidréxido de tetrametilamonio (TMAOH), em solugdo aquosa a
25% (viv). Foram preparadas solugdes cuja razdo molar H,O:Si variou entre 2 e 4, de
forma a obter diferentes graus de porosidade e assim optimizar as membranas em
termos de lixiviagdo. Como co-solvente utilizou-se etanol, numa razéo molar Si:solvente
de 1:12, que permitiu reduzir a viscosidade do sol, aumentar o tempo de gelificagéo e

obter boa molhabilidade do substrato para deposi¢do dos filmes.

Para imobilizagdo por encapsulagdo nos filmes sol-gel foram seleccionados
reagentes organicos de elevada absortividade molar e com viragem de cor evidente
(Tabela 3.2). Estes foram adicionados ao sol inicial dissolvidos no co-solvente, e a
respectiva concentracdo final foi optimizada de forma a se obterem sensores com

sensibilidade maxima, sem prejudicar contudo a qualidade dptica.
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Tabela 3.2. Indicadores organicos imobilizados em filmes sol-gel [1].

NOME ESTRUTURA CARACTERISTICAS

Laranja de xilenol Indicador para titulagbes com EDTA em
meio acido. Em condigdes acidicas forma
quelatos com varios ides metalicos, e
pode ser usado para determinar Ca, Cd,

Pb e Zn em condicdes alcalinas.

PAR @N Forma complexos soltiveis de cor
i . ey % oH vermelho-violeta com ides metalicos. Em
4(@-pirdlazo)resorcinol " Q H2S0x 0.5-0.05 M é sensivel a Cu, Bi, Ti,
HO Zr, Pd e Ti(lll); em meio acetato (pH 3-6):
Zn, Cd, Co, Ni, Hg, U, Pb, Ga.

Vermelho de cresol 7 Indicador de pH.
%Ej}} Zona de viragem: pH 7.2 — 8.8; abaixo de
o 7.2 é amarelo, acima de 8.8 vermelho.
o m{;:ébva

IMOBILIZAGAO DA ENZIMA ANIDRASE CARBONICA

O desenvolvimento de um biosensor, descrito em pormenor no Capitulo VI, envolveu
a imobilizacdo da enzima anidrase carbénica num filme sol-gel, que foi por sua vez
depositado sobre outro filme contendo um indicador de pH (vermetho de cresol). Dado
que o protocolo de imobilizagdo anteriormente descrito para os indicadores orgénicos se
processava em condigbes passiveis de causar a desnaturacdo da enzima,
nomeadamente elevadas quantidades de etanol e valores de pH extremos, foi adoptado
um procedimento diferente, em duas etapas, para a imobilizacdo da anidrase carbénica.

Numa primeira fase o precursor (TMOS) sofreu hidrélise prévia na presenga de um
catalisador acido (HCI 0.05 M); foi ainda adicionado polietilenoglicol 6000 (PEG, solucéo
aquosa 2.0 g I'") ao sol para aumentar a homogeneidade da matriz e reduzir as
interacgdes desta com a proteina a imobilizar [2). Para conseguir homogeneizacio do
sistema de duas fases alcoxido-agua, recorreu-se a agitacdo ultrasdonica em substituicdo
do etanol; para retardar a ocorréncia de gelificagdo e garantir transparéncia éptica, o sol
foi sonicado em banho de gelo, durante 30 minutos (o periodo necessario para se formar
uma solugdo limpida e homogénea). Na segunda etapa, o sol pré-hidrolisado foi
misturado com uma solugdo tamponada contendo a enzima, numa razdo 1:1 (v/v),
procedendo-se de imediato a deposicdo dos filmes. As solugdes referidas foram
mantidas em banho de gelo durante todo o processo.
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3.2.2. Protocolo de deposicao dos filmes sol-gel

Como suportes fisicos para deposigdo dos filmes sol-gel foram utilizadas lamelas de
vidro de dimensdes 18 X 18 mm. Antes da deposigdo, as lamelas foram tratadas com
acido nitrico concentrado e etanol, e posteriormente lavadas com agua bi-desionisada e
secas em estufa a 100°C. Este tratamento prévio teve como objectivo a remogé&o de
poeiras e outras impurezas e ainda assegurar uma boa ades&o do filme sol-gel ao
suporte; a activagdo da superficie do vidro, por exposi¢éo dos grupos silanol a superficie,
favorece a formagdo de ligagdes Si-O-Si com os grupos silanol dos precursores
hidrolisados do sol-gel.

A deposicdo dos filmes foi feita pelos dois métodos mais comuns, descritos no
capitulo anterior: imers&o directa, ou dip-coating, e rotagdo controlada, ou spin-coating.
Para a realizagio do dip-coating recorreu-se a um dispositivo simples, que viabilizou o
controlo da velocidade de imersédo e emersédo do suporte na solugéo sol-gel (Fig. 3.2).
Utilizou-se uma bomba peristaltica convencional, modelo Minipuls 3 da marca Gilson, a
qual foi adaptado um fio de teflon com um gancho na extremidade para fixagéo do
suporte de vidro a mergulhar. Para cada velocidade da bomba peristaltica, a
correspondéncia com a respectiva velocidade de emerséo foi estabelecida pela medida

da distancia percorrida pelo substrato, na vertical, em fung&o do tempo.

/V Fio

<>

PR —» Cilindro

Substrato
a revestir

Bomba
peristaltica

Figura 3.2. Diagrama esquematico do dispositivo utilizado para deposig&o por imers&o directa.

A deposicdo por spin-coating foi inicialmente levada a cabo colocando os substratos
de vidro no centro do rotor de uma centrifuga Centromix S-549, da marca J.P. Selecta.
Posteriormente, utilizou-se um dispositivo construido para o efeito [3], baseado numa
ventoinha de computador convencional, de velocidade regulavel, fixada num suporte

horizontal, sobre a qual eram colocados os substratos para deposicéo.
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Nas duas técnicas, a microestrutura do filme obtido depende da dimensdo e da
extensdo da ramificagdo das espécies em solugdo antes da deposigdo (determinadas
né@o sb pela composigéo inicial do sol mas também pelo tempo de envelhecimento), e
ainda das velocidades relativas de condensagéo e evaporagéo durante a deposicdo do
filme. Assim, quer o tempo de envelhecimento quer as condigdes de deposicdo foram
optimizadas de forma a se obterem filmes de reduzida espessura, aspecto homogéneo e
sem fracturas. Procedeu-se entdo a avaliagdo de diferentes velocidades de emersdo do
substrato na técnica de dip-coating, e no caso da rotagdo controlada foram testados
varios volumes de sol depositado, bem como diferentes tempos e velocidades de
rotagéo.

Apoés a deposigéo, os filmes foram submetidos a secagem a temperatura ambiente
durante varios dias.

3.2.3. Metodologias de caracterizagao dos filmes sol-gel

No decurso do desenvolvimento dos sensores apresentados na presente dissertacéo
foram utilizadas diferentes metodologias de caracterizagio e avaliagdo dos filmes sol-gel
obtidos. Inicialmente, procedeu-se a caracterizagdo espectrofotométrica dos sensores, a
avaliagéo da actividade catalitica do biosensor (Capitulo V1) e ainda & determinacdo da
extens&o da lixiviagdo dos agentes imobilizados. Avaliou-se a espessura dos sensores
sensiveis a bismuto descritos no Capitulo IV (4.1), e efectuou-se a andlise da
porosidade, area de superficie especifica e volume total de poros dos sensores descritos
nos Capitulos IV (4.2) e V. Fez-se ainda a caracterizagdo microestrutural dos mesmos,

através da andlise de imagens topogréficas dos filmes, obtidas a grande ampliagéo.

CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA E AVALIAGAO DA LIXIVIAGAO

As restricoes de mobilidade impostas as moléculas imobilizadas e as interacgdes
estabelecidas com a matriz podem causar alteragbes das propriedades fisicas e
quimicas dos reagentes, tal como foi discutido no capitulo anterior. Estas traduzem-se
em modificagbes das caracteristicas espectroscopicas, pelo que a caracterizagéo
fotoquimica do reagente, depois de imobilizado, permite avaliar a sua estabilidade e
eventuais altera¢des de reactividade.

Para caracterizagdo espectroscopica dos filmes sol-gel utilizou-se um
espectrofotémetro UV/Vis Lambda 45, da marca Perkin-Elmer. Para os sensores
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baseados na imobilizagdo de laranja de xilenol e PAR (Capitulos IV e V) foram obtidos

espectros de absorvancia dos filmes num determinado intervalo de comprimentos de

onda da zona UV/Vis, na presenca e na auséncia do analito, e em varias condi¢des além
das descritas como ideais para estes reagentes em solugdo: no caso do laranja de
xilenol em concentragdes crescentes de acido, e a diferentes valores de pH para o PAR.

A andlise destes espectros e a comparagdo com os obtidos para os mesmos reagentes

em solugéo permitiu:

i) Avaliar se o reagente manteve a sua reactividade caracteristica depois de
imobilizado;

i) Controlar os diferentes equilibrios produzidos na membrana, seguindo a
diminuicdo ou aumento dos picos de maxima intensidade e o aparecimento de
novos picos a diferentes comprimentos de onda;

iii) Determinar as condigdes Optimas de reacgdo para o reagente imobilizado; a
distribuicdo n&do-homogénea da porosidade e a redugdo da mobilidade
intramolecular e intermolecular conduzem frequentemente a diferengcas de
selectividade e estequeometria dos indicadores de metais, que podem também ser
previstas nesta fase.

Para os filmes obtidos por imobilizagdo de vermelho de cresol (Capitulo VI) foram
obtidos espectros a diferentes valores de pH, e comparados com os do mesmo indicador
em solugdo. Tal como foi descrito no capitulo anterior, a imobilizagdo de indicadores de
pH em matrizes sol-gel resulta frequentemente em desloca¢des da zona de viragem e
alteragdes de pK,, que podem ser determinadas por analise espectroscopica. O tragado
de curvas pH vs. absorvancia possibilitou assim a definicdo do intervalo dindmico de
resposta do sensor. Tal como nos casos anteriores, procedeu-se ainda a analise
qualitativa dos espectros. Estes apresentam geralmente dois picos intensos, que
correspondem as formas protonada e desprotonada do reagente; a obtengdo destes
picos caracteristicos demonstra a estabilidade da molécula na matriz sol-gel. Uma outra
caracteristica é a existéncia de um determinado ponto isosbéstico, em que a absorvancia
ndo depende do pH. Este surge claramente definido nos casos ideais, em que apenas é
produzido um equilibrio acido-base, e demonstra que as alteragbes no espectro s&o
produzidas por esta reacgdo e n&do por outros processos, como a agregagédo ou a
exsudagédo do corante para a solugéo.

A espectrofotometria foi também a técnica utilizada para avaliagdo da actividade da
enzima, imobilizada no biosensor, cuja apresentacdo se faz no Capitulo VI. Seleccionou-
se uma reacgdo enzimatica facilmente monitorizavel, pela formagdo de um substrato
corado, cuja absorvancia foi registada ao longo do tempo, obtendo-se uma curva cinética

que indicou se a enzima manteve a sua actividade caracteristica apés imobilizagéo.
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A ocorréncia de lixiviagdo do indicador imobilizado constitui um problema a
considerar no fabrico de sensores 6pticos, uma vez que limita o seu tempo de vida e,
logo, a sua aplicabilidade analitica. Considerando que num vidro sol-gel, ndo densificado
e dopado com uma molécula de dimensdes fisicas comparaveis ao didmetro dos poros,
uma fracgéo do dopante pode difundir-se para a solugdo, a extens3o da lixiviagdo dos
filmes obtidos foi avaliada de modo a prever em que medida esta poderia comprometer a
utilizagdo continua dos sensores. O ensaio de avaliagéo da lixiviagéo foi conduzido em
condig¢des similares as adoptadas na aplicagéo analitica dos sensores, de acordo com as
conclusdes retiradas da analise prévia dos espectros de absorvancia. Os filmes sol-gel
foram mergulhados repetidamente, em intervalos sucessivos de 2 minutos, numa
solugdo aquosa correspondente ao meio reaccional 6ptimo, e apés cada intervalo o
sensor foi removido da solugéo e foi registada a absorvancia no comprimento de onda de
maxima absorvéncia para a molécula em quest&o. Este ensaio foi conduzido ao longo de
2 horas, e permitiu obter um perfil de lixiviagdo vs. tempo. Segundo este método foi
ainda possivel acompanhar a fotodegradagdo dos reagentes e fazer uma avaliagio

qualitativa prévia da porosidade dos filmes.

ANALISE SUPERFICIAL: POROSIDADE, AREA SUPERFICIAL E ESPESSURA

A porosidade e a area superficial sdo aspectos directamente dependentes das
condicbes de preparacdo dos filmes. A sua caracterizagdo reveste-se de extrema
importancia, uma vez que determinam nZo s6 diferengas na acessibilidade dos analitos
ao elemento de reconhecimento (velocidade de resposta), como também o tempo de
vida atil do sensor (ja que condicionam a facilidade de exsudagdo do reagente
imobilizado).

Para avaliagdo destes parametros podem utilizar-se diferentes técnicas, sendo as
mais usadas as que se baseiam na variagdo do indice de refracgfio e as que envolvem a
adsorgdo de um gas inerte. Estas ultimas fornecem apenas uma medida da porosidade
acessivel ao gas [4], enquanto que as técnicas que utilizam a variagdo do indice de
refraccdo permitem estimar a porosidade total. Deste ponto de vista, a informagao
fornecida pelos métodos baseados na adsorgéo de gas parece ser mais objectiva, ja que
nao considera os poros em que o elemento de reconhecimento imobilizado se encontra
inacessivel ao analito; por seu turno, a determinagdo da porosidade total implica a
densificagdo do material, afectando todos os poros, o que em termos praticos resuita
numa sobre-avaliagdo da porosidade [5]. Assim, por viabilizar uma medida da

porosidade “Util’, considerou-se a técnica de adsorgdo de gas como a mais conveniente
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para caracterizacdo dos filmes desenvolvido, tendo-se recorrido a um laboratério
especializado para a realizagao das medidas.

O método convencional baseia-se na medida volumétrica ou gravimétrica da
guantidade de gas (geralmente azoto) adsorvido pela superficie sélida [4]. Quantidades
determinadas de azoto sdo sucessivamente introduzidas num compartimento contendo a
amostra, seca e desgaseificada, a presséo controlada. Ap6s cada etapa, a presséo de
equilibrio € medida, e a quantidade de azoto adsorvida (ou desorvida) é calculada,
obtendo-se uma isotérmica de adsorgdo que representa a quantidade de gas adsorvido
em fungéo da pressao relativa. No presente trabalho foi utilizado um analisador de area
superficial ASAP 2000, da marca Micromeritics. A area de superficie e o volume total de
poros foram calculados directamente com base na massa de adsorvente vs. pressdo. O
diametro médio de poro foi calculado como sendo {4 X volume / area especifica}. Além
dos valores numeéricos concretos para estes trés parametros (apresentados nos
respectivos capitulos), verificou-se que aos filmes obtidos por catalise acida
correspondiam  isotérmicas compostas, geralmente associadas a materiais
microporosos-mesoporosos mistos {Fig. 3.3). No caso dos filmes menos porosos, a
curva de dessorcdo cruzou a de adsor¢do e foram registados volumes adsorvidos

negativos a baixa pressao.

Quantidade,

Figura 3.3. Isotérmica de adsor¢éo tipica de sé6lidos microporosos-mesoporosos mistos [4]: a) nos
solidos mesoporosos (poros de 2 a 50 nm) ha adsorgcédo de varias camadas, ou mesmo a sua
condensacdo sobre a monocamada; b) nos materiais microporosos (poros < 2 nm) da-se a
formagao de uma monocamada de gas adsorvido.

A espessura dos filmes sol-gel € um dos factores que influenciam o tempo de
resposta dos sensores obtidos, implicando uma difusdo mais ou menos rapida do analito
para o interior da matriz, e pode ser relacionada com as condigbes de deposi¢cdo e com a
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viscosidade do sol antes da mesma ser executada, nomeadamente com o tempo de
envelhecimento. Para avaliagdo deste parametro recorreu-se & técnica de perfilometria,
tendo sido utilizado para o efeito um perfilbmetro Alpha-Step 200, Tencor Instruments. O
dispositivo dispde de uma micro-agulha que se desloca sobre os sensores, realizando

um perfil da superficie e a medida do “degrau” entre o filme e o suporte de vidro.

CARACTERIZAGAO MICROESTRUTURAL

A caracterizagdo microestrutural permitiu a recolha de informag&o qualitativa sobre a
homogeneidade e porosidade dos filmes produzidos, e ainda relacionar estas
caracteristicas com o protocolo de sintese adoptado, nomeadamente com o tipo de
catalisador. Para o efeito foram utilizadas duas técnicas que permitem obter imagens
com elevada resolugdo espacial, a microscopia electronica de varrimento e a
microscopia de forga atémica.

A utilizagéo de radiagdo de pequeno comprimento de onda, como a radiagdo
associada a um feixe de electrdes, permite obter imagens mais detalhadas do que as
alcangadas com um microscopio 6ptico. Na microscopia electronica de varrimento
(Scanning Electron Microscopy, SEM) [6] faz-se incidir um feixe de electrdes sobre a
amostra a analisar. A energia comunicada a amostra por esses electrbes é suficiente
para que esta, por sua vez, emita electrées secundarios. As caracteristicas dos electrdes
emitidos pela amostra traduzem um conjunto de caracteristicas da zona de incidéncia
dos electrées do feixe primario, tais como a estrutura e os detalhes topograficos.
Fazendo deslocar o feixe de electrdes ao longo da amostra (“varrimento”) e,
simultaneamente, registando num computador a informagéo recolhida, com o auxilio de
um detector de electr6es secundarios ou de um detector de electrées retrodifundidos, é

possivel construir uma imagem da amostra (Fig. 3.4).

Feixe de electroes
—

R

Amostra Imagem

Figura 3.4. Representagédo do modo de funcionamento do microscépio electronico de varrimento.
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Na caracterizagdo dos filmes sol-gel obtidos utilizou-se um microscépio electronico
de varrimento JEOL JSM-6360. Antes da observagdo, os filmes foram devidamente
limpos com ar comprimido e cobertos, sob vacuo, por uma pelicula finissima de carbono.
Este procedimento conferiu as membranas sol-gel propriedades condutoras, o que €
necessario para eliminar ou reduzir as cargas eléctricas que surgem rapidamente num
espécimen nao-condutor quando varrido por um feixe de electrdes de alta energia.

Na Fig. 3.5 s&o apresentados alguns exemplos do tipo de imagens obtidas utilizando
esta técnica.

ZBkU. X, 088 ipm :

4. BEG P

Figura 3.5. Fotografias de filmes sol-gel obtidas por SEM. A) Filme dopado com laranja de xilenol,
catdlise acida; B) Filme dopado com PAR, catdlise alcalina; C) Vista transversal de um filme
contendo laranja de xilenol imobilizado, catélise &cida; D) Pormenor de uma fractura do filme
anterior.
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A microscopia de forgca atémica (Atomic Force Microscopy, AFM) permite estudar a
topografia e as propriedades mecéanicas de superficies, tais como atrito, rugosidade,
dureza, rigidez, elasticidade e resisténcia [7]. O seu principio de funcionamento & muito
simples e baseia-se na medida de forgas atractivas ou repulsivas entre uma ponta de

prova e a amostra, de acordo com o esquema da Fig. 3.6.

Figura 3.6. Componentes de um microscopio de forca atomica. 1) laser; 2) espelho; 3)
fotodetector; 4) amplificador; 5) registador; 6) amostra; 7) ponta de prova; 8) haste.

A ponta de prova é montada numa haste que pode girar livremente. Na parte
superior da haste € colocado um espelho que reflecte a luz de um feixe de /aser. Apos a
reflex&o, a luz do /aser passa por uma lente e incide sobre um fotodetector, provocando
o aparecimento de uma diferenga de potencial nas suas extremidades. Esta depende da
area iluminada pelo feixe, que por sua vez depende da altura da ponta de prova. A
posicéo da ponta de prova varia conforme o relevo da superficie em estudo, e assim a
diferenca de potencial gerada pelo fotodetector traduz os deslocamentos durante o
varrimento. Desta forma, € possivel fazer o mapeamento de uma superficie em escala
atomica, obtendo-se uma imagem topogréfica tridimensional de areas muito reduzidas.

Na analise dos filmes sol-gel utilizou-se um microscopio de forga atémica Topometrix

Discover TMX2010 AF, e o tipo de imagens obtidas ¢ ilustrado pela Fig. 3.7.
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Figura 3.7. Imagens obtidas por AFM; filme sol-gel dopado com PAR, catélise alcalina.

3.2.4. Caracteristicas dos sensores desenvolvidos: parametros de

qualidade

No Capitulo | apresentou-se a definigdo de sensor quimico como “um dispositivo
analitico que responde de forma directa, reversivel e continua a variagédo da
concentragdo de uma espécie quimica ou bioquimica presente numa amostra™. A partir
deste conceito podem definir-se as propriedades genéricas de um sensor [8]. Algumas
coincidem com caracteristicas comuns a qualquer instrumento analitico (exactid&o,
precis&o, sensibilidade e selectividade), enquanto que outras se relacionam directamente
com o seu desempenho (reversibilidade, possibilidade de regeneragéo, tempo de
resposta e tempo de vida). Caracteristicas relacionadas com a fiabilidade,
nomeadamente a simplicidade de construgdo e de utilizagéo, a robustez, o custo ou a
facilidade de miniaturizagéo, devem também ser tidas em conta. Dependendo do tipo de
sensor e da aplicagdo pretendida, algumas destas caracteristicas podem ser
consideradas indispensaveis, enquanto que outras serdo apenas desejaveis.

Para avaliagdo da qualidade dos sensores Opticos desenvolvidos no presente
trabalho foram consideradas como pardmetros chave as seguintes caracteristicas:
selectividade, sensibilidade, reversibilidade/possibilidade de regeneragéo, tempo de
resposta, tempo de vida e reprodutibilidade.

A selectividade refere-se & extensdo com que um procedimento pode ser utilizado
para determinar um analito particular numa mistura ou matriz complexa, sem sofrer
interferéncia de outros componentes de comportamento similar [9]. E geralmente
expressa como uma medida que compara a concentragdo da substancia interferente
respectiva com a concentragdo de analito que produz o mesmo sinal. Este factor € obtido

dividindo a sensibilidade do sensor para a substancia interferente pela sensibilidade para
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o analito. Para avaliagdo da selectividade dos sensores desenvolvidos, foram
considerados como provaveis interferentes outras espécies, além do analito de
interesse, capazes de reagir com o elemento de reconhecimento imobilizado, assim
como substancias presentes em concentracdo consideravel na amostra, tais como os
excipientes nas formulagbes farmacéuticas. Foram realizadas determinagdes do analito
na presenga de cada um dos possiveis interferentes, adicionados em quantidade 50
vezes superior, e verificou-se a variagdo de sinal (em percentagem) em relagdo ao
registado para o analito isolado. Neste calculo utilizou-se a média de 5 medidas para
cada interferente estudado. Considerou-se que uma dada espécie ndo constituia fonte
de interferéncia sempre que a variagdo de sinal obtida fosse inferior a 5%, tendo em
conta ainda a probabilidade de esta se encontrar na amostra a analisar, na concentracéo
utilizada neste estudo.

A sensibilidade de um sensor é definida como o sinal que este gera, expresso em
unidades de concentragdo da substancia medida. Corresponde ao declive da curva de
calibracdo, quando a substancia em causa é o analito, ou a chamada curva de resposta
para os interferentes [8,10]. Tendo como objectivo maximizar a sensibilidade dos
sensores oOpticos desenvolvidos neste trabalho, foram seleccionados para imobilizagéo
reagentes com elevada absortividade molar, e o efeito da respectiva concentragdo foi
avaliado durante a preparagéo dos filmes. Para estimar a sensibilidade obtida para os
diferentes sensores, fez-se a determinagdo do analito em solugdes de concentragéo
crescente, preparadas num intervalo alargado (de modo a abarcar as zonas de resposta
linear e ndo-linear). Para cada solugéo foi considerada a média de 5 sinais obtidos pelo
sensor, e tragada a respectiva curva de calibragdo, correspondendo o declive obtido a
sensibilidade do sensor.

A reversibilidade é a caracteristica que determina se um sensor pode ou ndo ser
utilizado de forma continua, sendo definida pelo tipo de interacgéo entre o analito e fase
reactiva. No presente trabalho, foram imobilizados reagentes organicos que formavam
complexos extremamente estaveis com os analitos, o que implicou a necessidade de
proceder a regeneragdo dos sensores desenvolvidos. Para cada sensor foram
seleccionados diversos agentes com afinidade para a espécie a determinar, que
pudessem remover o analito da ligagdo estabelecida com o reagente imobilizando,
promovendo assim a regeneragdo da unidade sensora. Para avaliar cada um destes
agentes, comegou-se por registar o sinal analitico na auséncia de analito (linha de base),
ap6s o que o sensor foi colocado sucessivamente em contacto com o analito e com a
espécie em estudo. Este ensaio foi conduzido para 3 concentragbes de analito,
abrangendo todo o intervalo de resposta linear do sensor, e foi considerada a média de

10 determinag¢des para cada estudo realizado. Cada potencial agente regenerador foi
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testado em concentragbes e valores de pH crescentes, de modo a encontrar as
condigbes Optimas de regeneragdo. Para cada sensor desenvolvido, a substancia que
possibilitou a regeneragdo completa e rapida, com linha de base estavel ao longo do
tempo, e sem prejudicar o tempo de vida util ou o tempo de resposta do sensor, foi
seleccionada como agente de regeneragéo.

O tempo de resposta de um sensor é quantificado pela medida do tempo necessario
para se atingir 66% ou 90% (dependendo do critério) do sinal maximo obtido [8], e &
determinado pela transferéncia de matéria da solugéo para a fase sélida e pela cinética
de reacgdo com o elemento de reconhecimento. Para avaliagéo do tempo de resposta
dos sensores desenvolvidos, mediu-se o intervalo de tempo compreendido entre a
colocagéo do sensor em contacto com a solugdo de analito, a diferentes concentragdes,
e a obteng&o de um sinal estavel, considerando-se o valor médio do ensaio de 5 filmes e
a média de 5 ensaios para cada um deles.

O tempo de vida de vida de um sensor estd directamente relacionado com a
estabilidade da fase reactiva [8]. Enquanto que alguns sensores podem ser regenerados
quando as suas caracteristicas de funcionamento se comegam a deteriorar,
apresentando tempos de vida de anos, outros, como € o caso dos biosensores,
apresentam tempos tradicionalmente mais curtos. O tempo de vida Util dos sensores
desenvolvidos neste trabalho foi avaliado em termos de nimero de determinagdes
possibilitadas pelo sensor sem ocorrer redugdo significativa do sinal analitico; para o
efeito, registou-se o sinal obtido em 500 determinagdes sucessivas de uma solugéo
contendo o analito, numa dada concentragdo. Além do tempo de vida em utilizag&o, foi
avaliada a estabilidade dos sensores em condigcdes de armazenamento. Ao longo de
varios meses foram realizadas calibragdes periodicas dos filmes, armazenados a
temperatura ambiente, utilizando-se solugées de calibragdo idénticas em todos os
ensaios e considerando-se a média de 5 sinais analiticos para cada solugédo de
calibragdo. O declive das respectivas curvas, assim como o tempo de resposta e o valor
absoluto dos sinais analiticos obtidos nos varios estudos periédicos, foram comparados
entre si, permitindo assim avaliar também a adequagdo das condigbes de
armazenamento. Acrescente-se ainda que os resultados obtidos na avaliagdo do tempo
de vida dtil dos sensores desenvolvidos foram correlacionados com os dados
provenientes da avaliagéo da lixiviagdo (descrita anteriormente), confirmando que esta
constitui o principal factor limitante do tempo de vida. Assim sendo, as condigbes do
processo sol-gel, nomeadamente a quantidade de agua e o catalisador, foram ajustadas
no sentido de diminuir a porosidade, e dessa forma controlar a lixiviagdo. Tendo em

conta que uma redugdo drastica da porosidade pode traduzir-se num aumento do tempo
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de resposta e até numa diminuicdo da sensibilidade, as condi¢des finais adoptadas
resultaram de uma solugéo de compromisso entre todos estes parametros.

A reprodutibilidade dos sensores foi estimada em termos de repetibilidade; o mesmo
sensor foi aplicado a 20 determinagbes consecutivas de uma dada concentragdo de
analito e foi determinado o desvio padrao relativo dos resultados. A reprodutibilidade do
processo de construgéo, ou seja, a variagdo de resposta entre sensores, nio foi
mensurada, uma vez que em todos os trabalhos descritos foram sempre utilizados varios
sensores, tendo-se verificado n&o haver diferengas significativas de comportamento.
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3.3

ACOPLAMENTO DE SENSORES OPTICOS A SISTEMAS DE
FLUXO CONTINUO

A integracdo de sensores opticos em sistemas de fluxo continuo foi inicialmente
proposta por Ruzicka e colaboradores [11] como um meio automatico e reprodutivel de
testar o seu desempenho analitico. O reconhecimento de que a combinagéo destas duas
tecnologias permitia ultrapassar algumas limitagdes importantes dos sensores &pticos
conduziu a sua aplicagdo na realizagédo de andlises quimicas convencionais [12-14].

Os sensores optoquimicos podem ser faciimente acoplados a sistemas de fluxo,
tirando partido das varias configuragbes que podem assumir. Por exemplo, o material
sensor pode ser colocado na proépria célula de fluxo ou na extremidade de uma fibra
o6ptica ligada ao detector, reconhecendo de forma especifica uma espécie (bio)quimica
introduzida directamente no percurso analitico. Desta forma, sdo detectadas as
propriedades épticas do sensor, € ndo as do analito ou de um produto de uma reacgéo
guimica com um reagente, sendo os processos de detecgéo e/ou separagao integrados
no sistema de detecg¢do. Para que possa ser associado a um sistema de fluxo continuo
com o desempenho esperado, um sensor deve ser reversivel (ou faciimente regeneravel)
e deve possuir um tempo de resposta curto. O reagente imobilizado deve ser estavel no
meio reaccional e quer o suporte soélido quer a fase reactiva deverdo ser compativeis
com o sistema de deteccéo.

Esta abordagem oferece um conjunto interessante de vantagens mutuas [14,15]. A
possibilidade de efectuar determinagbes continuas da amostra sem adi¢cdo de reagente
traduz-se em procedimentos analiticos mais econémicos, simples e limpos. Os sistemas
de fluxo s8o simplificados e a manipulagdo de solugdes é reduzida, com consequente
diminuicdo dos erros inerentes. Entre as vantagens do acoplamento sobressaem o
aumento da sensibilidade, pois o transporte conveccional do analito promove a sua
difus&o no interior do filme, diminuindo igualmente o tempo de resposta. Este transporte
esta ausente quando o sensor & simplesmente mergulhado na solugédo, onde apenas
ocorre difusdo por gradiente de concentracdo. Por outro lado, a programacéo flexivel e
reprodutivel do fluxo das solugbes traduz-se noutras melhorias das caracteristicas
analiticas dos sensores, nomeadamente em termos de reprodutibilidade de resposta e
estabilidade. Sensores irreversiveis mas reutilizaveis podem ser facilmente regenerados
de forma automatica, por insergdo dos reagentes apropriados, € a calibragdo é

simplificada; factores como a forga i6nica, a capacidade tampao, o pH ou a pressdo
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parcial de oxigénio podem faciimente ser mantidos constantes. Por Ultimo, saliente-se
gue os sistemas analiticos resultantes podem ser facilmente adaptaveis a monitorizagéo
de processos em linha.

3.3.1. Multicomutacdo e Amostragem Binaria

Tal como a analise por injecgdo sequencial (SIA), a multicomutagdo associada a
amostragem binaria [16] foi introduzida como técnica de automatizagdo onde se
colmatam as limitagdes de versatilidade, decorrentes da auséncia de controlo por
microprocessador, dos sistemas baseados na analise por injec¢gdo em fluxo [17]. A
utilizagé@o de dispositivos de comutacgéo individuais, as valvulas solendides de trés vias,
controlados por software adequado, permite a insergio sequencial, e programada para
cada procedimento analitico, de pequenos segmentos de amostra e reagente
directamente no percurso analitico, formando sequéncias binarias. A introdugdo da
amostra e do reagente pode ser efectuada por aspiragéo através de um canal Gnico, que
inclui o detector, e por activagdo das respectivas valvulas (Fig. 3.8); o volume de cada
aliquota é determinado pelo tempo de funcionamento das valvulas e pelo caudal de
aspiragao.

Figura 3.8. Representacdo esquematica do sistema de fluxo multicomutado utilizado nos trabalhos
realizados. V) valvulas solendides, responsaveis pela insergdo de amostra (a), solugédo
transportadora (t) e reagente (r); (-) corresponde a posicdo fechada e (---) 4 posigédo aberta. R)
reactor; D) detector; B) sistema de propulsdo; E) esgoto.
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Durante o transporte até ao detector, os pequenos segmentos interdispersam-se,
quer como resultado do transporte convectivo em regime de fluxo laminar, quer por
dispersao radial e axial promovida por gradientes de concentragéo (Fig. 3.9). A adopgao
de um caudal de aspiracdo e de tempos constantes de activagdo de cada valvula
garante a reprodutibilidade da extensdo da dispersdo que ocorre até a realizagéo da

medida.

Figura 3.9. Processos de dispersao interfacial que ocorrem no interior de um sistema baseado na
multicomutagéo: a) por convecgdo; b) por gradiente de concentragdo. Para simplificagéo do
esquema separaram-se 0s processos de dispersdo em duas zonas de amostra, embora eles
ocorram simultaneamente, para cada segmento inserido, independentemente da sua natureza -
amostra, reagente ou fluido transportador.

A multicomutagdo apresenta uma série de vantagens que contribuiram para a
expans&o do potencial analitico dos métodos de fluxo continuo nos dltimos anos [18,19].
A possibilidade de controlar individualmente as valvulas solendides torna possivel a
manipulagdo de diferentes solugdes, ou a modificagéo das variaveis que influenciam os
perfis de dispersdo, sem necessidade de alterar a montagem analitica. As valvulas s&o
baratas e apresentam grande rapidez de comutagéo, permitindo a inser¢do de amostra e
reagentes sem interrupgdo do escoamento. A multicomutagcdo caracteriza-se também
por uma redugdo drastica do consumo de amostras e reagentes em relagéo a outros
métodos, uma vez que permite a introdu¢do precisa de volumes da ordem dos
microlitros, correspondentes a tempos de insergdo de fracgdes de segundo. Por outro
lado, o tamanho reduzido das valvulas e das interfaces electronicas favorece o
desenvolvimento de sistemas miniaturizados e de dispositivos portateis para analises in

situ.
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3.3.2. Componentes e optimizacao das montagens de fluxo
multicomutado

Os sistemas de fluxo apresentados no presente trabalho foram utilizados como
ferramentas para diluigdo e manipulagdo das amostras, e também para regeneragéo dos
sensores. Nas montagens propostas, caracterizadas por grande simplicidade (ja que foi
eliminada a insercdo de reagente), as valvulas solendides foram dispostas em
configuragdo de estrela, de forma similar ao esquema apresentado na Fig. 3.8. Este
arranjo implica habitualmente a inclusdo de um ponto de confluéncia, mas apresenta
maior versatilidade e temporizagdo mais simples do que os sistemas com configuragéo
em linha. Embora apresentando algumas caracteristicas de funcionamento particulares,
remetidas aos respectivos capitulos, as diferentes montagens desenvolvidas apresentam
componentes e recursos basicos comuns, ilustrados na fotografia da Fig. 3.10, e cuja

descrigdo se apresenta de seguida.

Figura 3.10. Fotografia da montagem experimental tipica utilizada.
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- Sistema de insergédo

Para insergéo das diferentes solugdes foram utilizadas vélvulas solendides de 3 vias
(uma entrada / duas saidas) modelo 161 T031 da NResearch Inc. Estes dispositivos
tém duas posi¢des possiveis, aberta (ON) e fechada (OFF); duas das trés saidas estao
sempre ligadas. A insergdo da amostra é efectuada por comutagéo das valvulas para a
posigdo ON, onde permanecem durante o intervalo de tempo previamente definido, ou
tempo de amostragem, que define, em fungdo do caudal de aspiragdo, o volume
inserido. O funcionamento das valvulas, esquematizado na Fig. 3.11, é condicionado
pela direcgdo da pressdo exercida sobre uma membrana de teflon que define o

percurso das solugdes.

Figura 3.11. Esquema de uma valvula solenéide de 3 vias e do seu ciclo de funcionamento.

O accionamento do nucleo do solendide empurra a membrana, estabelecendo um dos
percursos; apds desligar a valvula, uma mola helicoidal coloca a membrana na sua

posigao inicial, estabelecendo o percurso alternativo.

- Sistema de propulséo e transporte

Como dispositivo responsavel pelo movimento (no presente caso aspiragdo) das
amostras foi utilizada uma bomba peristaltica Gilson, modelo Minipuls 3, equipada com
tubos de propulsdo da mesma marca. Esta foi colocada apés o detector, de forma a
tornar as montagens mais simples: as solugdes foram aspiradas por um Unico canal e
os volumes gastos foram reduzidos.

O percurso analitico através do qual se processou o transporte das solugbes foi
construido com tubagem de teflon (PTFE) da marca Omnifit, de didmetro interno 0.8
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mm. Foram ainda utilizados pequenos tubos de silicone para ligag@o entre tubagens e

uma confluéncia de perspex.

- Sistema de detecgéo

Como detector nas montagens desenvolvidas foram utilizados componentes da marca
WPI: fibras opticas de plastico (FOP1-ST) ligadas a uma fonte luminosa baseada no
uso de LEDs (digital colour wheel modelo FOCWDIG) e um detector de fotodiodos de

silicone, modelo VISD, acoplado a um amplificador PDA1.

- Sistema de controle e aquisi¢do de dados

Como unidade central de aquisi¢do de dados e de controlo dos componentes do
sistema foram utilizados microcomputadores equipados com software VisiDAQ 3.1
Standard ou QuickBasic 4.5. A comunicagéo entre o computador e os componentes das
montagens, homeadamente as valvulas solendides, o detector e a bomba peristaltica,
foi efectuada através de interfaces PCL-711S e PCL-818L da Advantech.

Para acoplamento dos sensores Opticos as referidas montagens construiu-se uma
célula de fluxo a partir de dois blocos de perspex, unidos com parafusos, e um separador
de borracha de silicone. Esta célula, esquematizada na Fig. 3.12, permitiu a utilizagdo de
dois filmes sol-gel em simultaneo.

Entrada
de fluxo Saida Entrada
|| de fluxo Saida
Fibra Fibra .
dptica optica l T

Fonte de

radiagao — Detector

Sensor

Separador
(borracha de silicone)

Figura 3.12. Configuragéo da célula de fluxo.

Nas figuras que se seguem sdo apresentadas fotografias detalhadas dos
componentes descritos.
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Figura 3.13. Montagem de fluxo utilizada, incluindo o sistema de propulsdo e transporte (bomba
peristaltica), o sistema de insergdo da amostra (valvulas solendides) e a célula de fluxo acoplada
ao detector e ao sistema de fibras dpticas.

Figura 3.14. A esquerda, fotografia do sistema de detecgao (detector e fotoamplificador) e da fonte
de radiagao. A direita, pormenor do detector.
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Figura 3.15. Detalhe das valvulas solendides dipostas em configuragéo de estrela, da tubagem de
teflon e da confluéncia.

e

Figura 3.16. A esquerda, componentes da célula de fluxo. A direita, célula de fluxo acoplada as
fibras dpticas e ao detector.
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A optimizacdo das variaveis (fisicas e quimicas) que afectam o desempenho das
montagens analiticas foi efectuada segundo o método univariado, utilizando como
parametro de medida o sinal analitico registado. Cada variavel foi optimizada de forma
rigorosa, mantendo-se as outras constantes, até se estabelecer a melhor relagéo entre
os diversos pardmetros. Além de factores como a gama de concentragbes a analisar e
as caracteristicas do detector, no processo de optimizagdo foi privilegiado o maximo
desempenho do sensor. Tornou-se necessario por vezes encontrar solugbes de
compromisso entre diferentes variaveis do sistema, prejudicando por exemplo o ritmo de
amostragem em favor do tempo de vida do sensor. Para determinagdo das espécies a
quantificar fez-se a interpolagdo em curvas de calibragdo previamente tracadas,
utilizando-se a regressdo entre os valores de absorvancia e de concentragdo pelo
método dos minimos quadrados dos desvios [10].

3.3.3. Avaliacao da qualidade dos resultados obtidos

A qualidade dos resultados obtidos esta relacionada com as caracteristicas dos
sensores desenvolvidos, e também com o desempenho dos procedimentos automaticos,
pelo que estes foram caracterizados em termos de limite de deteccéo, intervalo de
resposta linear e ritmo de determinacéo.

O limite de deteccdo é definido como a concentragdo mais baixa de amostra que
pode ser detectada porque, para um nivel de confianca de 99.7%, produz um sinal
analitico que se distingue do branco [10]. Para o seu célculo foram efectuadas 20
determinagbes consecutivas do branco, e o desvio padréo obtido foi multiplicado por 3 e
dividido pela sensibilidade (declive da recta de calibragao).

O intervalo de resposta linear foi avaliado pela determinag¢éo de solugbes com
concentracdo crescente de analito, considerando-se a média de 5 sinais analiticos
obtidos para cada solugdo, e tragando-se depois a respectiva curva de calibragdo. A
zona de concentragdes em que a curva pode ser descrita como linear foi estabelecida
por inspeccdo visual e estabelecimento da respectiva equagéo de grau um.

O ritmo de determinagdo corresponde ao niumero de sinais analiticos registados por
hora, e esta relacionado com o tempo de amostragem, com o caudal de aspiragéo, e
ainda com o tempo de resposta total do sensor (resposta ao analito seguida de

regeneragao).
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Os resultados fornecidos pelas metodologias propostas foram avaliados quanto a
preciséo e exactidao [10].

A precisdo foi expressa em termos de repetibilidade, ou seja, a precisdo obtida por
ensaio repetido de uma ou mais amostras durante um processo analitico [10]. Para tal,
foram realizadas dez determinagbes consecutivas de uma amostra, com nivel de
concentragdo situado aproximadamente a meio da zona de linearidade, e foi
determinado o desvio padrao relativo.

A exactiddo foi demonstrada pela analise de amostras reais e comparacgio dos
resultados obtidos com os viabilizados por metodologias de referéncia; no procedimento
descrito para a determinacdo de cobre na urina (Capitulo V) foi também analisada uma
amostra de referéncia certificada. Os pares de resultados obtidos foram submetidos a
dois tipos de tratamentos estatisticos:

i) determinou-se o erro relativo (ER), expresso pela equagio
ER (%) = (Cy-Cr)/Cr X 100
em que Cy corresponde a concentragéo obtida pela metodologia proposta e Cg ao valor
obtido pelo procedimento de referéncia;
ii) aplicou-se o teste de t-student emparelhado, testando-se a hipétese nula para um

nivel de significancia de 95%.

No caso do procedimento proposto para determinagdo de cobre na urina (Capitulo
V), procedeu-se ainda ao tragado de uma recta de correlagéo, admitindo como variavel x
os resultados fornecidos pelo método de referéncia e como variavel y os resultados
obtidos pelo procedimento em andlise. Obteve-se uma relagao linear do tipo [Cy=a + b
Ck] entre os pares de valores; quanto mais proximos da unidade fossem b (declive) e R
(coeficiente de correlagdo), e a (ordenada na origem) de zero, mais concordantes eram

considerados os resultados obtidos pelos dois métodos.
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DESENVOLVIMENTO DE SENSORES
OPTICOS PARA DETERMINAGAO DE
ESPECIES CATIONICAS EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS



Sensores épticos para determinacdo de espécies catidnicas
em produtos farmacéuticos

4.1

DETERMINACAO COLORIMETRICA DE BISMUTO EM
PRODUTOS FARMACEUTICOS UTILIZANDO UM SENSOR
OPTICO ACOPLADO A UM SISTEMA DE FLUXO
MULTICOMUTADO

Colorimetric Bismuth determination in pharmaceuticals using a xylenol orange
sol-gel sensor coupled to a multicommutated flow system
Analytica Chimica Acta 504 (2004) 235-241

Um novo sensor sensivel a Bi(lll) foi desenvolvido pela incorporagdo de laranja de
xilenol (XO) em filmes sol-gel, de espessura inferior a 1 pm, depositados sobre lamelas
de vidro. Produziram-se varias solugdes sol-gel, com o objectivo de avaliar o efeito de
diferentes pardmetros reaccionais nas caracteristicas finais do sensor. Verificou-se que
os filmes baseados em tetrametoxisilano (TMOS) como precursor, acido nitrico como
catalisador, raz&o molar agua:alcéxido de 2 e concentragéo de XO imobilizado de 1.5 g I
', eram os mais adequados para serem utilizados como sensores de Bi(lll). Nas
condicbes de trabalho propostas, apresentaram boas caracteristicas de sensibilidade,
reversibilidade e estabilidade, lixiviagao reduzida e tempo de resposta rapido.

Estes sensores foram acoplados a um sistema de fluxo multicomutado para
determinagdo de Bi(lll) em produtos farmacéuticos. A absorvancia do complexo
estabelecido entre Bi(lll) e XO imobilizado foi monitorizada a 515 nm. O ido CI, que
forma complexos estaveis com Bi(lll) e inibe de forma selectiva a formagao do complexo
com XO, foi utilizado para regeneragéo dos sensores. Obteve-se resposta linear para
concentragdes de Bi(lll) compreendidas entre 125.0 e 875.0 ug I, com limite de
detecgdo de 7.0 ug I, frequéncia de amostragem de 45 amostras por hora e RSD <
0.8%. Os resultados obtidos na andlise de amostras reais foram comparados com os
obtidos pelo método de referéncia da Farmacopeia Britanica (método titrimétrico com
EDTA), tendo-se obtido erros relativos inferiores a 5%.
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Abstract

A new sol—gel Bi(lll) sensor was developed by incorporating xylenol orange (XO) into sol-gel thin films (<] wm thick) coated on glass
slides. Several sols were produced in order to evaluate the effect of different processing parameters on the final characteristics of the sensor.
Sensor films based on tetramethoxysifane {TMOS) as precursor, nitric acid catalysis, water:alkoxide ratio of 2 and XO concentration of
1.5g 1" were found to be the most suitable to be used as Bi(Ill) sensors. They presented good sensitivity, reversibility and stability, low
leaching and fast response time in the proposed working conditions. These sensors were coupled to a multicommutated fow system for the
determination of Bi(lIl) in pharmaceutical produets. The absorbance of the Bi([ID-immobilized XO complex formed was monitored at 515 nm.
The regeneration of the sensor was accomplished by flowing a CI™ jon solution through the flow cell containing the sensor membranes. The
procedure enables a relative standard deviation of results better than 0.8%, an analytical concentration range between 125.0 and 875.0 pglt,
a detection limit of 7.0 pg 1”? and a sampling frequency of 45 samples per hour. The results obtained on real samples analysis were compared

with those obtained by EDTA titrimetric method (British Pharmacopocia). with relative deviation errors inferio to $%.

© 2003 Elsevier B.V. Al rights reserved.

Keywords: BI(IH) optical sensor; Sol-gel films: Multicommutated flow analysis; Pharmacentical fonnufations

1. Introduction

The sol-gel technology has been widely used in the
preparation of sensors and biosensors since it provides a
simple means to incorporate, at low temperature, organic
and biological recognizing elements in an optically clean,
mechanically and thermally stable inert support {1,2]. Typ-
ically. a sol is first formed by mixing a liquid alkoxide
precursor, water, a co-solvent (usually ethanol or methanoh)
and a catatyst (acid or base) at room temperature |3}
Through continuous monomer hydrolysis and condensation
reactions, a porous gel network is obtained. Afterwards, gel
aging and drying can be conducted under controlled condi-
tions in order to obtain densified sofid matrices. During the
steps of hydrolysis, condensation or aging, the sensor recog-
nizing elements can be easily added and become entrapped
in the support net, yet remaining sterically accessible to

* Corresponding anthor. Fax: +351-2-22004427.
E-mail address: anaraujo@mail ff.ap.pt (AN. Aratjo).
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small analytes that diffuse into the pore network. A major
advantage of sol-gel technology results from the process
ability to tatior the network structure, thickness, pore size,
and pore distribution by appropriate control of the variables
of the preparation procedure {4,51,

When sensor optical transduction is intended flow cells
using wave-guide coated sol-gel sensor films are commonty
resorted due to their short response time and good optical
transparency. By coupling sensing devices to automated
continuous flow techniques mutual advantages can be ob-
served [6]. First, simpler manipulation of solutions, simpli-
fied manifolds, reagent economy, and cleaner determination
procedures are feasible. Moreover, sensor performance
characteristics such as selectivity improvement, reduced
response time, suitable regeneration. and stable extended
use of sensors are obtained through their use as detectors in
flow manifolds. This is the case of sensors towards metal
tons, in which adequate selectivity is difficult to attain [7].
This paper reports on the development of a new Bi(lil)
optical sensor based on the immobilization of xylenol or-
ange (XO) in a sol—gel thin film. The sensor was included
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in a flow through cell, coupled to a multicommutated flow
system (8,9] and successfully applied to the determination
of bismuth in pharmaceutical products.

Bismuth compounds have been used orally for their as-
tringent and antidiarthoeal properties in a wide range of
gastrointestinal tract disorders. Certain salts have antibacte-
rial effects against H. pylori and are used particularly for
ulceration and peptic gastritis. Bismuth has also been ap-
plied topically in skin disorders and ancrectal disorders such
as haemorrhoids [10]. Although bismuth intestinal absorp-
tion is low, toxicity is possible with excessive overinges-
tion and is related with neurotoxicity, encephalopaty, and
kidney damage [10,11]. Numerous procedures have been
reported for the assessment of bismuth in pharmaceutical
products. Official methods are based on EDTA titration with
several indicators; xylenol orange is used in the current
British Pharmacopoeia method [12]. Several spectrophoto-
metric methods have been repotted {13-22] and some of
these include flow jection procedures [15,17,21,22]. Most
of them are based on previous liquid-liquid extraction pro-
cedures [13,14,16-21], which are time consuming and re-
quire controlled reaction conditions. The method proposed
in the present work is based on the reaction of Bi(llD with
immobilized XO in strongly acidic medivm to form a red
colored XO-Bi(lID) complex which is monitored colorimet-
rically at S13nm. CI™ ion, which forms stable complexes
with BifIIT}, is used for regeneration of the sensors.

2. Experimental
2.1. Reagents ard solutions

Analytical grade chemicals were used without further pu-
rification. Milli-() (Millipore) de-ionized water was used to
prepare all solutions.

Tetramethoxysilane (TMOS, product no. 87680); fetra-
ethoxysilane (TEOS, product no. 86578); methyltriethoxysi-
lane (MTES, product no. 69435); polyethylene glycol 6000
(PEG, product no. 81253); and unitric acid (product no.
84385) were from Fluka. Xylenol orange tetrasodium salt
(product no. 108677), ethanol, sodium chloride, chioridric
acid, and sulphuric acid were purchased from Merck.

A stock standard solution containing 1.00 g1 Bi(111) was
prepared by digsolving 0.2321 g of bismuth(I1l) nifrate pen-
tahydrate (product no. 24,859-2, Aldrich)in 50.0ml HNO3
1:1 (viv) and water to 100.0ml. Working bismuth solution
(1000.0 g1 was obtained by dilution of this stock stan-
dard with 7.0mol 1™} HNOs.

Four pharmaceutical products available in the Portuguese
market (PyloridTM, Gastrimuto® and De-Nol® tablets and
Synalar® Rectal ointment) were used as samples. Five tablets
of each tablet sample were weighed, ground in a mortar and
homogenized. From each powdered sample and from the
ointment an accurately weighed amount was taken (corre-
sponding to ca. 5.0mg of bismuthyand 4.0m! of 14.0mol 11
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HNOy were added. The mixture obtained was evaporated
nearly to dryness on a sand-bath [22]. This procedure was
repeated three times to ensure complete removal of possibly
existing €1~ ions in the form of volatile HCL The residue
was dissolved in 100.0ml of 7.0mel 17! HNOs and filtered
if necessary. From this solution, 2.0m} were taken and dis-
solved again in 100.0ml of 7mol 11 MNO;.

2.2, Apparatus

Conventional absorbance measurements for sensors char-
acterization were performed in a Lambda 45 UV-Vis spec-
trophotometer (Perkin-Elmer, Shelton, CT, USA). Thickness

profilometer (KLA/Tencor Instruments, Milpitas, CA).

The flow manifold comprised four NResearch 161
TORL three-way solenoid valves (Stow, MA, USA) and a
Gilson Minipuls 3 peristaltic pump (Villiers-le-Bel, France)
equipped with isoversinic pump tube of the same brand.
Flow lines were built using PTFE 0.8 mm i.d. tubing. For
absorbance measurements in the flow system plastic optical
fibers (FOP1-ST) connected to a digital color wheel source
(FOCWDIG), a silicon photodiode detector (VISD), and a
photodetector amplifier (PDA1Y from World Precision In-
struments (WPI, FL, USA) were used. The manifold devices
control and signal acquisition were accomplished through a
home-made QuickBasic 4.5 software prograni, using a com-
puter equipped with a PCL 711 $ Advantech interface card.

2.3. Preparation of sol-gel thin films

Square glass slides (18 mm « 18mum) were used as sub-
strates for flm deposition. Prior to film coating, the sub-
strates were treated with concentrated nitric acid, ethanol,
andrinsed with distilled water, followed by drying at 100°C,
in order to activate the silanol groups on the surface of the
glass, Ten different types of sol-gel thin films were pre-
pared to evaluate the effect of different reaction parameters
on the final characteristics of the sensor. Water:alkoxide ra-
tio, pH, type of acid used as catalyst and typs of precursor
(TEOS, TMOS, and MTES), concentration of immobilized
XO and the addition of a surfactant (PEG 6000) were stud-
ied. The compositions of the sols, their aging times, as well
as the concentration of XO and the molar ratio of acid wa-
ter to alkoxide precursor (R} are summarized in Table 1. All
the sol-gel solutions were prepared in Teflon vials and al-
lowed to gelate at room temperature. They were mechani-
cally stirred during all aging process prior to coating. Films
1-8 were deposited by dip-coating (3 em min™'); films 9and
10 were ottained. by spin-coating (80 pl of solution coated
at 3000 mpm for 15s). After coating, all films were dried at
room temperature for several days.

2.4. Procedures

First of all, triplicate thickness measurements for each
type of film were obtained by profilometry in order to
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Table 1
Composition of sols for preparation of sensor thin films

F1 2 F3 ¥4 FS Fé F? 22 ¥9 F1o
TMOS (ml) 4.0
TEOS (ml 38 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
MTES (ml) 9.0 04 - - - - - - - -
Ethanol {ml} 9.0 16.0 1.0 16.0 16.0 16.0 16.0 16.0 16.0 16.0
X0 (mg) 18.00 30.97 30,97 30.97 20.65 41.30 61.95 30.97 3147 3194
HCI (107° moli™h) (mly - 0648 - - 0.645 0.645 0.645 - - -
PEG +HCL (0% moli™h () - - 0.645 - - - - - - -
Concentrated HCI (ml) 0.186 - - - - - - - - -
HNOy (1073 mol 71y (ml) - - - - - - - 0.645 0.980 1.2%60
H;SO4 (0.05moli™1) (ml} - - - 0645 - - - - - -
X0 gl 1 1.5 1.5 1.5 1 2 3 15 1.5 15
R «2 2 2 2 2 2 2 2 2 4
Gelation time by 24 >24 22 48 20 «20 <20 20 24 24

* Aging time of the solution before coating.

evaluate the influence of coating method and aging time of
sol-gel solution. To enable immobilized X O and its complex
with Bi(lily spectra, solutions containing between 0.1 and
0.5mgl1~! in Bi(lI) were prepared in increasing concentra-
tions of H80,4 and HNO3 solutions. Afterwards, the films
were immersed in cach solution and the corresponding spec-
fra were recorded in the wavelength range of 400-600nm
against a bare glass slide immersed in the same solutions.
The extent of leaching was evaluated by immersing up to
&) times each prepared sol-gel film doped with XO for 60
intervals in 2.0ml of 7.0mol1~! HINO3 solution. After each
interval the sensor was withdrawn and the absorbarice of the
solution registered at the wavelength of 440nm (wavelength,
of maximum absorbance for XO). The response time of the
sensor films and their analytical performance were accom-
plished at the wavelength of 515 (maximum absorbance
for the XO-Bi(lll) complex) under flow conditions by in-
corporating two slides of each type in a home-made flow
through cell with an internal volume of 90 pl (Fig. 1a) by
coupling it to a multicommutated flow system (Fig. 1b).
The flow manifold contained four three-way solenoid
valves, Vi, Vs, Vi, and V4, which enabled the access of
sample, carrier, or regeneration solution by a programmed
activation cycle (Fig 1¢). The substitution of solutions ac-
cessing the system through valves Vy (sample), V (carrier)
and V1 (regeneration solution) was made possible by simul-
taneous activation of each one of these valves together with
valve V4 during 10s. The sample flow through the mixing
coil L placed before the detector was ensured by simulta-
neous activation of valves Vy and Vy for 405, During this
time period 10 cycles ON/OFF lasting 4s cach were applied
to each valve. By this way a binary sampling of sample and
carrier (FINOj 7.0mol ™! solution) allowed the insertion
of small plugs of each solution, which after mixing in coil
L enabled the appropriate conditions for bismuth(l11) sens-
ing. By selecting different ON/OFF time ratios different
sample/carrier dilutions could be produced. This proce-
dure was used for calibration purposes resorting to only

one 1000.0 pgl™! bismuth calibrating solution. To achieve

[N LI 4 LU N S 7

) U 20 40 60 100 140 1i8)

Fig. 1. {w) Flow well configuration, cross-seetional view. () Diagram
of the flow manifold for bismuth(Il) determination. V), Vz, Vi, and
Vgthree-way solenvid valves: (- --) corsesponds to the activated posi-
tion and () corresponds to the “off” position; L. mixing coil, 25om
long; B: sensor; P - perisialtic pump. (¢) Sequence for on-line dilotion
and introduction of sample, cartier, and regeneration of CI™ solution.
High-level line indicates valve in “on” position and fow-level fine the
valve in “off" position.

sensor regeneration 10 ON/OFF cycles were applied simul-
taneously to valves Vy and Vs. In the same manner as for
sample flow, small plugs of 0.5mol 1! sodium chloride so-
lution were inserted between small plugs of carrier solution.

3. Resuits and discussion
3.1. Optimization of sol-gel films preparation.
Xylenol orange is widely used as a photometric reagent

in the determination of several cationic species including
bismuth, yielding reddish violet complexes [23]. It has also
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Fig. 2. Absorbance spectra of () XO in sensor F1; (b} XO in H;80,
0.05mol 171 solution; (¢) XO-Bi(lily complex in sensor F9 in HNOz
7.0molt~!; and (d) XO-BidIl) in H280, 0.05mol ! selution.

been used in sol-gel sensors to accomplish lead determina-
tions [24]. Hence, this reagent was selected for implementa-
tion of the bismuth sensor. Considering the goals of a good
sensor membrane, namely high selectivity, reversibility,
fast response, and stability, several types of sol-gel mem-
branes were prepared (o evaluate the influence of the type
of alkoxide monomer, water:alkoxide ratio, nature and con-
centration of catalyst, XO concentration, aging time, and
coating method (Table 1). Therefore, the most frequently
used precursors in the sol-gel process, tetramethoxysilane
and tetracthoxysilane, were used, being an amount of twenty
coated slides of each type prepared for testing and mean
results evaluated. It was decided to include also methyltri-
ethoxysilane once previous reports evidenced that it could
influence porosity and contribute to stabilize the films
[3,23]. All the TEOS- or TMOS-based films prepared pre-
sented a yellow color with absorption maximum around the
wavelength of 440 nm. The spectra obtained were similar 10
that obtained for XO in acidic solution, evidencing that the

0.14 1
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immobilization procedure does not affect significantly its
chemical structure. However, for films containing MTES a
hypsochromic effect of about 7 nm was registered, evidenc-
ing a perturbation of XO electronic structure (Fig. 2).

When MTES was used as single precursor (F1) the
films obtained had very low optical transparency, which
made them inadequate to be used as optical sensors. The
co-polymerization of MTES with TEOS (F2) rendered
cloudy films, stiil with tolerable optical quality, but this
strategy proved to he ineffective for the production of this
particular scasor. As can be seen in Fig. 3, films F2 showed
initial high leaching rate, which, despite being inferior to
similar films based on TEOS alone (F3), was still high
when compared o the remaining films. 1n addition, for
films F2 no colorimetric response in the presence of bis-
muth was registered after the leaching trials, suggesting that
final porosity was insufficient for analyte diffusion in the
membrane or that their hydrophobic characteristics impair
their analytical application. In aqueous media TMOS has a
targer hydrolysis rate when compared with TEOS, and so
the gel point was reached faster and the films obtained had
decreased porosity, which was confirmed for membrane F9,
for which no significant leaching was registered even after
long immersion periods in acidic solution (Fig. 3). As an
alternative to the use of MTES concerning film homogene-
ity and leaching profile. the co-entrapment of PEG 6000
was tried (F3) {3.26]. As a result, reduced leaching was
observed (Fig. 3), but also reduced sensitivity and increased
response times (Fig. 4) were obtained when films F3 were
applied to bismuth determination.

Chloridric (F1-F3, F5-F7), nitric (F8-F1(), and sulfuric
(Fe) solutions were tested as catulysts. All the [iims obtained
presented uniform aspect, but the use of chloridric acid cor-
responded to films with higher leaching characteristics when
compared with those obtained with nitric acid. The use of
sulfuric acid as catalyst showed to be inadequate once the
sol needed at least 48 h of gelation, and since it speeds up

.
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Fig. 3. Leaching of XO from sol-gel libms Fl, F3, ¥S. F9, and F10 in 7.0 motl ! HNO;. Absorbance of leachant was measured at the wavelength of

4400m in 605 intervals,
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Fig. 4. Response time and reversibility of (a) F9. (b) F3, and (c) F§ when
exposed {0 500.0 pgl~! Bi(il).

the hydrolysis rate of ethoxy groups it allows the formation
of peculiar particles which impairs further condensation af-
ter the coating step {27]. Thus, films F4 became disrupted
when immersed in acidic media containing the analyte.

XO concentration was also assessed in order to obtain
films with increased sensitivity. Films F5~F7 were prepared
with increasing concentrations of xylenol orange. For the
sensors prepared with 1.0g1"! in XO (F5) the developed
color was very tenuous. The use of XO in concentrations
higher than 2.0g1"! rendered films with irregular surface
and low optical transparency. As a compromise, the concen-
tration of 1.5 g1 in XO was fixed in the remaining studies.

To the increase of molar water/alkoxide ratio (R) corre-
sponds a decrease in thickness, shrinkage, and pore volume
of sol-gel films, which is consistent with faster hydroly-
sis and condensation rates due to increased water content
128,291, Under the conditions of low R value (R = 2, F8 and
F9) a matrix with a more open structure is produced, which
seems 10 be favorable to the formation of the Bi(lID-X0O
complex. Furthermore, increased sensitivity was obtained.
With higher R (R = 4, F10), films presented low leaching
profile (Fig. 3) but they lost analytical response after the
leaching trials,

Having established the optimized composition of XO
sol-gel sensor fitms, the influence of the coating procedure
was evaluated by resorting to dip-coating and spin-coating
techniques. Withdrawal speed of the glass slide from the
sol—gel solution in dip-coating procedure, and spin rate,
time and coating solution volume in spin-coating procedure
were optimized by a trial and error basis in order to obtain
smooth and homogeneous coatings. In these conditions a
mean film thickness of about 1.0 0.1 pm for dip-coating
procedure and of about 0.46 £ 0.02 pm for spin-coating
were obtained. However, sensors obtained by dip-coating
exhibited increased response time due to their enlarged
thickness (Fig, 4) albeit equal sensitivity. Hence, if was de-
cided to proceed the application to real analysis considering
only the sensors obtained by spin-coating (F9).

3.2. Sensor performance under flow conditions

In solution, the complex formed between XO and Bi(Il)
presents an absorbance maximum between 540 and 543 nm
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if sulfuric acid or nitric acid solutions with concentrations
in the range 0.05-0.1moll™" and 0.08-0.12moll"?, re-
spectively, are used [23.30,31]. To evaluate the developed
sensor under flow conditions two of the coated slides were
inserted in a home-made Row-cell (Fig. 1a), which was
coupled t0 a multicommutated flow system (Fig. 1b), This
was selected once its binary sampling characteristics en-
able homogencous flow streams of reactants, which are
important when minimization of Schlieren noise is intended
[8,32]. Therefore, flow-rate was fixed at 0.8 mI min™!, and
equal and reduced activation times of valves V; or V3 were
selected in order to provide appropriate mixture of sample
{or chloride solution) with the carrier (nitric acid solution).

Different chemical conditions were observed for color
development in the sensing films. For all the prepared films
(FI-F10) the complex XO-Bi(Ill) exhibited maximal ab-
sorption between 515 and 517 nm (Fig. 2) and the reaction
only occurred when nitric acid solution with concentration
above 4.0 mol 17 was used as carrier. This non-classical be-
havior evidenced by trapped XO could result from two fac-
tors: (i) the complex equilibrium of XO~Bi(l]) binding |31}
and (ii) a modification of XO induced by the heterogeneous
microenvironment in which the molecule is immobilized
[33--36]. Xylenol orange possesses two independent chelat-
ing groups and so it can react with Bi(1ll) to yield different
coordinated chelates. The complexes formed over the pH
interval from 0.2 to 1.0 have a Bi : XO = 1 : | composition
and absorption maximum at 350 nm, while al pH above 1.0
complexes Bi : XO = 1 : 2 are preferably formed, with
maximum absorption at 500 nm [31]. This strong influence
of pH on the type of complex formed is critical when XO
is confined in the sol-gel matrix porous network. Several
reaction products coexist in the sensor membrane, with
different stoichiometry, and probably different formation
constants and molar absorptivities. Moreover, a fraction
of immobilized XO can remain sterically inaccessible to
Bi(lll) ions. In this manner., the thermodynamics of com-
plex formation in gel pores may differ considerably from
that in bulk solution {24,37].

The second factor is that optical properties of indicator
molecules in a sol-gel matrix can change with respect to
those of liquid solutions due to physical and/or chemical in-
teractions with the silica rigid cage [33]. The evolution of
polycondensation reactions induces changes in the sol—gel
matrix that may cause pK, shifts in the trapped indicator,
divectly dependent on the matrix polarity, and change its
form [26,34-36). Pore size and pore-walls characteristics
have great influence on the ability of the entrapped ligand to
move or reorient inside the pores. Small pores may restrict
translational freedom; interactions between surface hydroxyl
groups and water modify solvent structure, which affects en-
thalpy and entropy terms in complexation reactions [34,37].

Since XO-Bi(Ill) complex is masked by CI™, Br~, and
I ions, and CI™ ion does not affect XO complexes with Zr,
Hf, Fe. and Sn, its specific masking behavior may be used to
determine Bi(Ill) selectively in the presence of other metals
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Fig. 5. Profile of absorbencies oblained for the FY sensor films after sucoessive injections of a calibrating solution conbaining 500,017 Biddii).

which also form colored complexes with XO [23,30]. Ap-
proximately 16mM of C1™ are required to completely mask
100 g of bismuth [30]. Taking into account that this solu-
tion is two-fold dituted with the carrier, a 0.5mol 17! NaCl
solution was used for regencration of the sensors. Under the
before mentioned chemical and hydrodynamic conditions,
the sensor started to produce response just 17s after acti-
vation of valve V| (Fig. 4). By injecting a standard solu-
tion containing 500.0 pgl™! Billl) a steady state signal was
achieved in 40s, which underlines the fast response of the
developed sensor. The regeneration step was complete 155
after activation of valve Va.

Five successive calibrations were performed by injection
of seven calibrating solutions with concentrations ranging
between 125.0 and 875.0 pgl™t. “The general calibration
equation (mAU = 0.0345(£50 x 107 x [BigID] +
5.1 (£0.3)) was obtained with a correlation coefficient of
0.9995. The detection limit of 7.0pugl™! was also caleu-
lated from the standard deviation of the signals obtained by
injection of a blank without analyte (3e).

A maximum sampling frequency of 45 samples per hour
was achieved. The useful lifetime of the developed sensor
was also evaluated by consecutive injections of a calibrat-
ing solution containing 500.0 gl ~1 Bi(1il), having noticed
a decrease of sensitivity after more or less two hundred de-
terminations (Fig. 5}

3.3. Real sample analysis

To assess the usefulness of the sensor-based procedure,
four pharmaceutical products available in the Portuguese
market (Pylorid™, Gastrimuto® and De-Nal® tablets, and
Synalar® Rectal cintment) were selected. The most impor-
tant potential interference comes from C17 ions present in
samples, which form stable complexes with Bi(lll). By this,
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Tabie 2
Effect of potentially interfering ions in the determination of 500 pat?
of bismuth

Ton Ratio to Bi twiw) Change in absorbunce (%)
Ca 10 0,4
Mg 10 ~3.5
Zn e +1.5
FedliD) 10 —4.1
Fe(ll) 16 +2.0
P iy 4.5

sample pre-treatment was employed to eliminate chloride in-
terference. The possible influence of other jons likely to be
present in pharmaceutical samples and also likely to estab-
lish stable complexes with XO was checked for the determi.-
pation of $00.0 gl BicIll). The results obtained (Table 2)
evidenced the good selectivity of the developed sensor. The
results obtained for the samples examined (Table 3) with

the labeled information given by the manufacturer and with
the results obtained with EDTA titrimetric method [12].

Table 3

Determination of bismuth in pharmaceuticals

Bample Labeled Bismuth found (mg¥  Bismuth
bismuth EDTA titrimetric found (mg)
content {mg)  method {12]

Pyforid™ 400° 3872 + 2.2 3873 4+ 3.9

Gastrimato™ 400° 3876 2.3 3888 :: 3.8

De-Nof® 120° 1182 % 6.2 1188 + 1.9

Synala® Rectai  S0° 563 & 1.6 50.8 + 0.4

? Mean of three results.

¥ Mean of five resnis.

Milligram of ranitidine bismath citiate per tablet
Miftigram of Biz Oy per tablet,

¢ Milligram of bismuth subgallate per gram of ointment.
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4. Conclusions

The sol-gel entrapment of xylenol orange provided op-
tical sensing films selective and sensitive to bismuth(1l),
with low leaching characteristics, fast response, and long life
time. Their insertion in continuous flow-systems offers in-
teresting features, such as low detection limit, reagent econ-
omy, flow simplicity, and minimum previous pre-treatment.
It also proved to be convenient for the determination of bis-
muth(IT1} in a variety of pharmaceutical products.
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4.2

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR OPTICO DE MATRIZ
SOL-GEL PARA DETERMINACAO DE ZINCO EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS

Development of a sol-gel optical sensor for analysis of zinc in pharmaceuticals
Sensors and Actuators B 103 (2004) 169-177

Um sensor optico sensivel a Zn(ll) foi desenvolvido pela incorporagdo de 4-(2-
piridilazo)resorcinol (PAR) em filmes finos sol-gel. Foram estudados processos sintéticos
baseados em catalise &acida e alcalina, assim como diferentes tipos de precursores e
diferentes concentragdes de PAR imobilizado. Os sensores baseados na co-
polimerizagdo de tetraetoxisilano (TEOS) com 3-aminopropiltrietoxisilano (3-APTES),
catalise alcalina, razéo molar agua:alcoxido de 4 e concentragdo de PAR de 1.0 gl
mostraram desempenho 6ptimo nas condigdes de trabalho propostas.

O sensor foi acoplado a um sistema de fluxo multicomutado e aplicado a
determinagéo directa de Zn(ll) em insulinas de acgdo lenta. A transdugéo 6ptica baseou-
se na utilizagao de um LED bicolor e de um fotodiodo. O sensor mostrou resposta 6ptima
a pH 5.5, com absorvancia maxima a 500 nm. A sua regeneragao foi efectuada com uma
solugdo de KSCN, com pH ajustado ao valor 3 por adigdo de HCI. Obteve-se resposta
linear para concentragdes de Zn(Il) compreendidas entre 5.0 e 25.0 ug I, com limite de
deteccgéo de 2.0 ug e frequéncia de amostragem de 16 amostras por hora. A possivel
interferéncia de outros ides foi avaliada numa razéo 10:1 (m/m) de i&o interferente: Zn(ll).
Os resultados obtidos na analise de amostras reais estdo de acordo com os obtidos por
um método de referéncia, com erros relativos inferiores a 1.2%.
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Abstract

A Zn(ll) optical sensor was developed by incorporating 4-(2-pyridylazojresorcinol (PAR} in a sol—ge! thin film. Acid- and base-catalyzed
methods to prepare the sol~gel layers have been studied, as well as different types of precursors and different PAR concentrations. Sensors
based on co-polymerization of tetracthoxysilane (TEOS) with 3-amynopropyliriethoxysilane (3-APTES), basic catalysis, water-alkoxyde
ratio of 4 and PAR concentration of 1.0 g1~ showed optimum performance in the proposed working conditions. The sensor was coupled to
a muliicommutated flow system and applied to the direct determination of Zn(I1) in injectable insulins. Optical wansduction was based on
the use of a dual-color LED and a photodiode. The sensor showed optimum response at pH 5.5 with maximum absorbance at 500 nm. Its
regeneration was acc omp]mhud withasolution of KSCNacidified to pH 3.0 with HCI Linear response was obtained for Zn(11) concentration
range of 5.0-25.0 pg 1™, with detection limit of 2.0 pg1~! and sampling frequency of 16 samplesh ™!, Interference from foreign ions was
studied at 10:1 (w/w) ratio added ion:Zn. The results obtained on real samples analyzed were in good agreement with those obtained by a

standard method, with relative deviation errors inferior to 1.2%.
@ 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Znill} optical sensor; Sol-gel films: 3-(2-Pyridylazoresorcinol: Multicommatated ffow analysis; Dual-wavelength; Pharmaceuticals

1. Introduction

Organic indicator dyes currently used in the spectropho-
tometric determination of various metal ions play a fun-
damental role in the design of chemical optical sensors
{1]. Several classical indicators have been used in the de-
velopment of optodes which were successfully applied to
metal ions sensing, namely dithizone |2}, xylenol orange
{31, 5,10,15,20-tetra(p-suifonatophenylporphyrin 4], PAN
and other azo-derivatives [5-7]. There is a growing inter-
est in developing new sensing schemes and immobilization
methods to obtain optodes with improved characteristics,

4-(2-Pyridylazoyresorcinol (PAR) has become very pop-
ular as an unselective chelating agent since it forms very
stable, water-soluble and highly colored complexes with the

vast majority of transition metals {8-13]. In acetate medium
(pH 3.0-6.0) PAR forms a red-orange 1:2 (metal:ligand)
complex with zinc which can be monitored spectrophoto-
metrically [8,14,15]. The molar absorptivity reported for the
PAR-Za(ll) complex (¢ = 7.7 x 10%1mol~"em™} {16}]) is

* Corresponding author. Tel.: +351-2-2207894(;
fax: +351-2.22004427.
E-mail address: anaraujo@f.up.pt (AN, Aradjo).

0923-4005/$ ~ see fromt matter & 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

d0i:10.1016/j.58b.2004.04.049
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considerably greater than for other reagents, which makes
PAR a superior chelating agent for zinc analysis [17).
PAR has been immobilized for metals sensing purposes
in polymeric materials like XAD-4, XAD-7 and Dowex
ion-exchange resins {3}, and chitosane membrane [18].
When choosing the polymeric support for chemical sen-
sors development, the sol-gel technology is a very promis-
ing and exiensively investigated strategy [19-23], since it
provides a low-temperature process to obtain porous sili-
cate glass matrices in which organic reagents and molecular
receplors may be easily entrapped. The structures obtained
possess excellent properties, such as chemical and thermal
stability, chemical inertness, high purity and homogeneity
and very high transparency in a broad wavelength range
from ultraviolet to infrared. One of the unique features of
the sol-gel process is that the properties of the final net-
work structure, such as hydrophobicity, thickness, porosity,
flexibility, reactivity and stability, can be easily tailored by
controlling the process conditions, the type and size of pre-
cursors and catalysis {19.20,23.24]. In addition, glass mate-
rials of various shapes can be casily prepared. Sol-gel thin
films have proved to be excellent hosts for organic dyes [25].
This paper describes the incorporation of PAR in sol~gel
thin films in order t0 obtain Zn(1l) optical sensors, which
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were coupled to a multicommutated flow system and applied
to the determination of zinc in pharmaceuticals.

Zinc compounds are found as active ingredients in phar-
maceutical preparations such as ointments and creams
for external use, collyria and ophthalmic ointments,
mineral-vitamin supplements and mouthwashes {26]. Zinc
is also an integral part of the injectable form of slow.action
insulin, Thus, determination of zinc in pharmaceutical
preparations is an important analytical task. A flow-through
optode has already been developed and used for this pur-
pose by Albero et al. [7], based on the immobilization of
PAN in a plasticized PVC membrane. Albeif its simpli-
fied preparation procedure, it presented serious interference
of several ions and short useful lifetime. The new sensor
proposed in the present work intends to associate the ad-
vantages of the sol-gel technology with the high sensitivity
of PAR. In addition, by coupling the sensor to a continuous
flow technique, simpler manipulation of solutions, simpli-
fied manifold, reagent economy and a cleaner determination
procedure may be achieved, with additional increase in
sensitivity, stability and selectivity [27].

2. Experimental
2.1, Reagents and solutions

Analytical grade chemicals were used without further
purification, unless stated otherwise. Milli-Q (Millipore)
de-ionized water with resistivity above 18MS2em™! was
used to prepare all solufions.

Tetragthoxysilane (TEOS; ref. 86578) methyltriethoxysi-
lane (MTES; product no. 69433), 4.(2-pyridylazoiresorcinol
(product no. 82970) and nitric acid (product no. 84385) were
from Fluka. Tetramethylammonium hydroxide, 25wt.%
solution in water (TMAOH; product no. 33,163-5) was
purchased from Aldrich and 3-amynopropyltriethoxysilane
(3-APTES, product no. A-3648) was from Sigma. Ethanol
and potassium thiocyanate were from Merck. KSCN so-
fution was purified from traces of metals with non-ionic
polymeric adsorbent Amberlite XAD-2 (8igma, product no.
21,646-1).

A stock standard solution containing 1.0g1"! Zn(il) was
prepared by dissolving 100.0 mg of metallic zinc (product
no. 8756, Merck)in a mixture of 2.0 ml of concenirated chio-
ridric acid (Merck)y and 1.0ml of water and then diluting to
100.0ml with distilled water. Working zinc solutions were
obtained by dilution of this stock standard with water. Cit-
rate, acetate, borate and phosphate buffer solutions with ptl
ranging from 3.0 to 8.0 were prepared with analytical grade
reagents from Merck, and purified from traces of metals by
shaking with portions of dithizone solution in CHCla.

Four injectable insulins available in the Portuguese mar-
ket (Humulin Ultralenta®, Humulin Lenta®, Ultratard® and
Monotard®y were used as samples. The contents of five
ampoules of each insulin injection were blended and an
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accuraiely measured volume, corresponding to ca. 5.0 g
of Zn(Il), was transferred into a 100mi volumetric fask,
diluted with water and mixed in a vortex.

2.2. Instrumentation

Conventional absorbance measurements for sensors char-
acterization were performed in a Lambda 45 UV--Vis spec-
trophotometer (Perkin-Elmer, Shelton, CT). Surface area,
total volume of pores and average pore volume were esti-
mated from Ny adsorption/desorption analysis, performed
on a Micromeritics ASAP 2000 apparatus {Monchenglad-
bach, Germany). Microstruciure of the sensors was inves-
tigated using a scarming electron microscope (SEM) JEOL
JSM-6360 (Peabody, MA}, with an acceleration voltage of
20%V, and an atomic force microscope (AFM) TopoMeirix
Discover TMX2010 (Santa Clara, CA).

The flow manifold was assembled with four NResearch
161 TO31 three-way solenoid valves (Stow, MA) and a
Gilson Minipuls 3 peristaltic pump (Villiers-le-Bel, France)
equipped with isoversinic pump tube of the same brand.
Flow lines were made of PTFE 0.8mm i.d. tubing. For ab-
sorbance measurements in the flow system plastic optical
fibers (ref. FOPL-8T) connected to a digital color wheel
source (ref. FOCWDIG), a silicon photodiode detector (ref.
VISDj) and a phorodetector amplifier (ref. PDA1) from WPI
(World Precision Instruments, Florida) were used. The con-
trol of the commutation devices and signal acquisition were
accomplished through VisiDAQ 3.1 Standard software pro-
gram, using a computer equipped with a PCL-818 L, Advan-
tech interface card.

2.3. Preparation of the sensors

Different types of multicomponent sols were prepared by
combining TEOS with MTEOS or 3-APTES in increasing
ratios. Water-alkoxyde ratio and catalysis were also studied.
The compositions of the most representative sols produced
are summarized in Table 1. PAR was added to the sols previ-
ously dissolved in ethanol. For each type of film several in-
creasing concentrations of PAR were tested, in order tostudy
the effect of the immobilized reagent concentration. All the
sol--gel solutions were allowed to gelate at room terpera-
ture and mechanically stirred continnously priors fo coating.
All the films were obtained by spin-coating (3000 rpm, 155,

Table 1
Compositiont of sols for preparation of sensor thin films (all values in mD}
¥l 2 ¥3 ¥4
TEGS Xy 3.6 - 3.0
MTES - 0.4 - -
3-APTES 4.0 10
Ethanol 16,0 16.0 16.0 16.0
HNCH (1671 M) 2.0 2.0
TMACH 218 2.18
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100 ply on glass slides 183mm x 18mm, previously trealed
with concentrated nitric acid, ethanol and rinsed with dis-
tilled water, followed by drying at 100°C, in order to ac-
tivate the silanol groups on the surface of the glass. After
coating, all films were dried at room temperature for at least
5 days.

24. Characterization of the sensors

The different sensor films obtained were characterized in
terms of spectral characteristics, porosity, stuface area and
extension of dye leaching.

To enable spectroscopic characterization and simultane-
ously siudy the effect of pH on the formation of immobi-
lized PAR-Zn(II} complex, the sensors were immersed in
Zn(113 solutions of two different concentrations (10.0 and
100.0mgl1~1) prepared with buffers of pH ranging from 3.0
0 8.0. The correspondent spectra, as well as the ones referent
1o the sensor immersed on each buffer solution without zine,
were recorded in the wavelength range between 400 and
650nm. The same study was carried out with 10.0mg]™!
solutions of other ions capable of forming complexes with
PAR.

Area and porosity of the films were estimated by record-
ing the nitrogen adsorption/desorption isotherms at 77K on
the full range (0.1) of relative pressure PIPy. Surface area
and total volume of pores were calculated directly based on
the mass of adsorbent after adsorption versus pressure. Av-
erage pore diameter was calculated as (4 x volume/BET
area). $canning electron microscopy was used o examine

Silicone
spacer

o Sensor

the surface morphology of the sensors. Differences between
the acid and base catalyzed films were confirmed by atomic
force microscopy.

The extent of leaching was evaluated by immersing the
sol-gel film doped with PAR repeatably for 2 min intervals
in 2.0ml of buffer solution (pH 5.5), After each interval,
the sensor was withdrawn. and the absorbance of the solu-
tion registered at the wavelength of 410nm (wavelength of
maximum absorbance for PAR).

2.5. Flow sysiem

The response time of the sensor fiims and their analytical
performance were evaluated at the wavelength of 300nm
under flow conditions by incorporating two sensor layers in
a home-made flow through cell with an internal volume of
240 pl (Fig. 1A) and by coupling it 10 a multicommutated
flow system whose components were arranged as illustrated
in Fig. 1B. Three-way solencid valves Vi, Vi, V3 and Vg4
enabled the access of sample, cartier or regeneration sotu-
tion by a programmed activation cycle (Fig. 1C). The sample
flow through the mixing coil L placed before the detector
was ensured by simultaneous activation of valves Vi and V3
during 100s. In this time period, cycles ON/OFF lasting 4 s
each were applied to each valve. In this way, a binary sam-
pling of sample and carrier (acetate buffer solution, pH 5.5)
allowed the insertion of small plugs of each solution, which
after mixing in coil L were inserted in the flow cell contain-
ing the sensor layers for Zn(11) sensing. By selecting differ
ent ON/OFF time ratios, different sample/carrier dilutions

Vy & Ui
V, &

A 2% S e—
L

62040 60 80 1 140 tisy

Fig. 1. {A) Flow cell configuration, cross-sectional view. (B) Diagram of the How manifold for Zn@l) detecmination. Vy, ¥y, Vi and V4 three-way
solenoid valves: (- --) corresponds to the activated position and () corresponds to the off position; L: mixing coil, 25 cm long; & seasor; P peristaltic
pump. (Cy Sequence for on-line dilution and infroduction of sample. carvier and regeneration solution. High-level line indicates valve in on position and

Tow-level line the vilve in off position.
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could be produced. This procedure was used for calibration
purposes Tesorting to one only zine calibrating solution. Af-
terwards, valve V3 was activated continuounsly during 120s
for insertion of the regeneration solution (1 mol1™! KSCN,
pH 3.0). Valve V4 enabled sample change by simultane-
ous activation with valve V) for 10s. Flow rate was fixed

28Ky Xig. 808

{®)

© 0 yem

at 0.8 mlmin~!. The absorbance of the Zn(IT)-immobilized
PAR was recorded at the wavelength of 500mm using a
dual-color (green/red) LED and a photodiode.

The effect of foreign ions in the determination of Zn{Ih)
using the system described above was studied by adding
the potentially interfering ions to samples containing

Zum 4,01 pm

Fig. 2. SEM photos of film F1 (A) and flm F4 (B). () AFM photo of film F4.
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10.0 pgl™! Zndl) in a ratio 1:10 (wiw) zine:foreign ion.
The degree of interference was evaluated by recording the
analytical signal in the presence and in the absence of the
interfering ion.

3. Results and discussion
3.1. Evaluaiion of the sensors

The sol-gel process involves the hydrolysis of an
alkoxyde precursor under acidic or basic conditions, fol-
lowed by polycondensation of the hydroxylated monomers
to form a porous gel network. Afterwards, gel aging and
drying can be conducted in order to obtain densified solid
mairices. The rate, extent and even the mechanism of the
reaction are profoundly affected and may be controlled by
many factors such as pH, water:alkoxyde ratio (R), type of
catalyst, solvent and precursor [19,20].

The effect of the type of catalyst on the matrix structure
is very strong. Acid catalysis is the most frequently used
method in the production of sol-gel optical sensors because
it typically produces structures with higher durability, regu-
lar surface and less prone to leaching [28]. Under acid catal -
ysis, gels composed of entangled linear chains and low pore
volume matrices are formed [19,20,29] and so it was the
first strategy adopted for the preparation of the sensor. Fils
F1, based on polymerization of tetraethoxysilane with nitric
acid, presented good optical quality, with regular and ho-
mogeneous structure (Fig. 2A) and extremely low porosity
(Table 23. Simultaneously, films F2 were produced with the
same catalyst but by mixing TEOS with methyltriethoxysi-
lane, in order to influence porosity and obtain a more stable
structure in a short time. Taking in account that the sol-gel
matrix undergoes structural changes, namely pore size re-
duction, long after gelation as occurred [19], the addition
of a more hydrophobic precursor reduces the number of
free silanol groups on pore walls, preventing further poly-
merization and shrinkage [30]. The spectroscopic character-
ization of these two types of acid-catalyzed films (F1 and
F2) showed no reaction with zinc on any of the pH values
tested. The same was observed even when other ratios of
MTES: TEOS were tried. This fact may be atiributed to two
factors: (i) the low pore volume which may be insufficient
for the Zn(1I)-PAR complex establishment; (ii) the ioniza-
tion of the para-OH group in the PAR molecule, which oe-
curs in acidic medium and is not favorable for the metal
chelates forming mechanism [13].

Table 2
Porosity characterization of films ¥l (acid-catalyzed) and F4 (base-
catalyzed)

Sensor Surface area Total volume of Average pore
im?g=h pores (em’ g~ ) dizmeter (nm)

Fl 0.0852 0.0175% 9.48

F4 1.3299 0.02224 5121

In order to increase porosity maintaining good optical
quality, and at the same time enable the reaction be-
tween immobilized PAR and zinc, the co-polymerisation
of 3-aminopropyltriethoxysilane and TEOS associated with
a base-catalyzed sol-gel method was tested (films F3 and
F4). By a basic mechanism, a highly porous matrix with a
more open structure is produced [19] and a basic medium
also seems to be positive to the complexation mechanism
of PAR [13]. 3-APTES is one of the most frequently used
organo-silane coupling agents for sensors, because it has
excellent affinity for glass silanols and it also provides a
means of bording between organic indicators and inorganic
substrates, improving the uptake of the dye into the sol-gel
matrix [31]. It contributes to stabilize the film in a similar
way to that infended by the use of MTES in film F2, since
it possesses a hydrophilic amino-group that is not involved
in the sol-gel reactions. More, addition of 3-APTES to the
sol inherently decreases the network connectivity and a
more open framework is formed, with easier diffusion of
the analyte into the film {32]. However, acid catalysts lead
to protonation of the amino-group and immediate precipi-
tation of 3-APTES, resulting in cloudy and double-phased
gels, unsuitable for optical applications. A basic catalyst,
like TMACH, allows optically transparent gels even with
high concentrations of 3-APTES, and reduces long gelation
times usually associated with the use of this precursor [33].
Therefore, the approach adopted in films F3 and F4 seemed
to offer multiple and mutual advantages in the preparation
of this particular sensor. The films obtained presented good
optical transparency, similar to the acid-catalyzed sensors
Fl and F2. However, the SEM and AFM results (Fig. 2)
evidence the morphological differences hetween acid- and
base-catalyzed mechanisms, demonstrating that the surfaces
of films prepared with a basic catalyst and a mixture of two
alkoxyde precursors were rougher and more heterogeneous
than those prepared with an acid.

Films F3, produced with 3-APTES as single precursor,
as well as other films produced with 3-APTES:TEOS ratios
higher than 1:3 (v/v), had good optical quality but poor me-
chanical resistance and presented extremely high leaching of
PAR. They became immediately disrupted when immersed
inbuffer solution containing the analyte, even when leaching
trials were performed after 1 mouth of filn drying, which
made impossible their spectroscopic characterization and an-
alytical application. For films F4, with a 3-APTES:TEOS
ratio of 1:3 (v/v), no significant leaching was registered even
after long immersion times in buffer solution (Fig. 3), and
so they were adopted for further studies.

Besides the type of catalyst and precursor, the amount of
water has a strong influence on surface area and porosity,
and it was also evaluated in this study. Theoretically, since
water is one of the final products of the condensation reac-
tion, a water:alkoxyde ratio (R) of 2 would be sufficient for
complete hydrolysis and condensation. However, due to the
formation of intermediate species, an excess amount of wa-
ter is required [19]. Anincrease of R procuces a decrease in
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Fig. 3. Leaching of PAR from film F4. Absorbunce of leachant was measured at the wavelength of 410nm in 2 min intervals,

thickness, shrinkage and pore volume {34-36]. Films pro-
duced with R = 2 showed visible leaching when dipped in
aqueous solution. So, R was adjusted to 4 in order to balance
the high porosity typical of basic catalysis and polymeriza-
tion of 3-APTES, and thus provide proper entrapment of
PAR with minimal leaching,

The effect of the immobilized reagent amount svas stuid-
ied by using different initial concentrations of PAR. in the
range 0.25-1.50mgml~!. The higher the reagent concen-
tration, the higher was the absorbance signal obtained, but
concentrations of PAR above 1.0mgml ™! disturbed the op-
tical quality of the films and the homogencous distribution
of the dye. Therefore, the concentration of 1.0mgml™! of
PAR was adopted.

After establishing the composition of the sensor, the opti-
mum response features were evaluated. As shown in Fig, 4,
the absorbance spectrum of the film was similar to the one
characteristic of PAR in bulk solution {11}, with maximum
absorbance around 410 nm, which evidences that the immo-
bilization procedure did not affect significantly the chemical
structure of the dye. 1t can also be seen that the formation

Abs

of a complex with zinc causes a decrease of absorbance at
410nm and the appearance of a new absorption band with
a maximum at S00 nm, which was the wavelength adopted
for analytical measurcments. At the same wavelength the
appearance of a band for copper and a small absorption duc
o Fe(I1y and Fe(ill) were observed.

The complex formation between metal jons and PAR is
highty dependent on the pH of the solution, because it in-
volves protonation and deprotonation of the ligand |13]. For
fitms F4, the optimum pH value for complex formation be-
tween immobilized PAR and zinc was 5.5 (Fig. 5). At pH
7.0, higher response with 10.0 mg 1~ Zn{ll) was observed,
but extensive leaching occurred after the first utilization of
the sensor, leading to large loss of sensitivity and reduc-
tion of the sensor’s lifetime. Moreover, much more intense
absorption was registered due to formation of PAR-Cu(1l)
complex.

Regeneration of the sensor was accomplished with KSCN,
which forms complexes with metals in acidic medium [8].
Short regeneration times with stable base line and no de-
tedoration of the sensor's lifetime were obtained using a

526 550 575 600 825 650

Wavelength (nm)

Fig. 4. Absorbance speetra of (A) PAR in sensor £4 and (B) PAR-Zn(ll} complex in seasor ¥4 at pH 3.5

176




Sensores dpticos para determinacio de espécies catibnicas

em produtos farmacéuticos

PCA. Jerinimo et al. ! Sensors and Acwaiors B 103 (2004) 169177 173

0.07 -
Abs

0.06 { (500 nm) ]
0.05 |
0.04 |
0.03
0.02 -

0.01

4 4.5 5 5.5

3.0 by addition of HCI to the solution.

Hence, sensors F4, based on co-polymerisation of TEOS
with 3-APTES. basic catalysis, water:alkoxyde ratio (R) of
4 and PAR concentration of 1.0mg ml~!, were found (o be
the most suitable to be used as Zn(11) sensors in the proposed
working conditions and were adopted for further studics in
flow conditions and for real samples analysis.

3.2. Optimization of the flow manifold

In order to study the developed sensors in flow conditions,
two slides of sensor F4 were placed inside a home-made
flow-cell (Fig. 1A) and coupled to a multicommutated flow
system (Fig. 1B). Calibration curves were enabled after
alternate activation of valves V| and Vy during 2s cach,
thus allowing, respectively. the injection of zine calibrating
standards and buffer solution (pH 3.5). Prior to detection
both solutions were mixed in the coil 1. both by convective
transport and by molecular diffusion. By fixing the flow
rate at 0.8 mlmin™!, it was observed that it was necessary

00357 Aps
0.030 (500 nm)

0.025+ .

0.020 L 4

0.015 ¢

0.0101 ¢

0.0054*

to apply at least 25 ON/OFF cycles 1o each valve in order to
assure maximum intensity signals. These corresponded to
the differences between the absorbance of the PAR-Zn(I1)
complex monitored at its maximum absorbance wavelength,
500nm, and the apparent absorption observed at a refer-
cnce wavelength of 650nm, due only 1o Schiieren noise
{37]. Between measurements, the sensor was regenerated
by flowing through the system 0.1 mol1~! KSCN solution
when Va solenoid valve was activated. By assaying increas-
ing time periods of valve activation it was concluded that
for a 100s period a complete regeneration of the sensor
was accomplished. This time was much shorter than the
corresponding period for other PAR-based sensors reported
in the literature {18].

Typical analytical profile of the sensor’s response to Zn(If)
in the proposed working conditions is presented in Fig. 6 and
it shows that a linear response is obtained for concentrations
of Zn(l) between 5.0 and 25.0 ug1~!. The general regres-
sion equation {A = 0.000 (£1 x 107%) x {Zn(I1l)] + 0.0005
(2 x 107} was obtained for five successive injections of
five calibrating solutions, with a correlation coefficient of

[}

-
0

T T
100 200

360 40’0 560
Zn(it) ug I

Fig. 6. Typical response profile of the sensor F4. coupled to the proposed flow system. towards different concentrations of Zn(ll},
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Table 3
Determination of zine in injections of msulin

PC.A. Jeronime et al. ! Sensors and Acwators B 103 (20045 169-177

Bample Labeted Zn(Il amount {gg/ml}

Zadl) found {(pg/mb)

Proposed method Standard AAS method

Homulin Ultratenta® 15¢
Hugnlin Lents® 150
Ultratard® 149
Monotard® 149

146.0 4 1.9 1455 & 4.2
8.9+ 19 149.2 4+ 07
3.1 4 19 1449 & 0.6
143.1 £ 19 1439 4 3.2

0.9998. The apparent molar absorptivity was estimated as
3.4 x 1081 mol™ ! cm 1, which is considerably higher than
the one reported for the reaction in bulk solution [16] and
for optrode schemes based on the immobilization of PAR
in other polymeric supports [3]. This improvement in sensi-
tivity was due to the extent of PAR amount that was possi-
ble to immobilize in a very short path length. The detection
limit of 2.0 pgl™! was calculated from the standard devia-
tion of the signals obtained by injection of a blank without
analyte (30) [38). A maximum sampling frequency of 16
samplesh™! was achieved.

The useful lifetime of the sensor was estimated by con-
secutive injections of a solution containing 15.0 pai~l
(D). After 120 determinations, the sensitivity of the
sensor showed a reduction of 10%, and of 20% after 170
determinations, The long-term stability of the sensors was
evaluated by testing them in flow conditions periodically.
After 1 year of preparation, the films, stored at room tem-
perature, maintained their analytical performance, which
may be due to the stabilizing effect of 3-APTES.

Potential interference of Mg(D, C&ID, Ca(ify, Nidl},
Fe(ID), FedlD, Cu(ID), Codly and Ph(il) was studied for
eign lon:Zn(ly of 10:1 (w/w). As expected, since PAR 1s
a non-selective dye used for the analysis of several met-
als, some degree of interference was observed for these ions
which resulted in the increase of the analytical signal regis-
tered, except for Fe(I11) (-+3.7%), Ni(Ily (+7.4%) and Cd(1)

from Pb(11), FedD and Cu(ll). However, these results did not
impair the analytical application intended for these sensors
in the proposed work (analysis of zinc ininjectable insulins)
and no masking procedures were necessary.

3.3. Analvtical application

The described system was applied to the determination of
zine in injections of insulin available in the Portuguese mar-
ket (Humulin Ultralenta®, Humulin Lenta®, Ultratard® and
Monotard®). The results obtained for the samples examined
(Table 3) with five replicate injections are in good agree-
ment with the labeled information provided by the man-
ufacturer and with the results obtained by AAS standard
method, presenting deviation errors of results better than
1.2%.
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4. Conclusions

The immobilization of PAR using a base-catalyzed sol—gel
process in the presence of amino-groups praved to be advan-
tageous over the acid-catalyzed method, providing a Zn(1l)
optical sensor with very high sensitivity, as well as good
feaching characteristics and fast response. In addition, its
insertion in a continuous flow gystem enabled very low de-
tection limit, reagent economy, manifold simplicity and no
need of complicated procedures before determination of the
analyte. More, the results obtained in the interfering ions
study evidence the possible application of these sensors to
the multi-determination of metals applied to envirormental
analysis.
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DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR
OPTICO PARA DETERMINACAO DE
ESPECIES CATIONICAS EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS



Sensor éptico para determinacdo de espécies catibnicas
em amostras biclogicas

5.1

DETERMINAGCAO DIRECTA DE COBRE NA URINA
UTILIZANDO UM SENSOR OPTICO ASSOCIADO A UM
SISTEMA DE FLUXO MULTICOMUTADO

Direct determination of copper in urine using a sol-gel optical sensor coupled to a
multicommutated flow system
Analytical and Bioanalytical Chemistry 380 (2004) 108-114

Neste trabalho é proposto um sistema de fluxo multicomutado integrando um sensor
Optico de matriz sol-gel, para determinagéo espectrofotométrica directa de cobre na
urina.

O sensor optico foi desenvolvido por imobilizag&o fisica de 4-(2-piridilazo)resorcinol
(PAR) em filmes finos sol-gel, preparados por um processo catalisado por uma base. O
PAR imobilizado formava um complexo vermelho 2:1 com Cu(ll), com maximo de
absorvancia a 500 nm. A ftransdugdo éptica baseou-se num LED bicolor
(verde/vermelho) e num fotodiodo como detector. O sensor revelou resposta 6ptima e
boa selectividade a pH 7.0, e a sua regeneragéo foi efectuada com &cido picolinico.
Obteve-se resposta linear para concentragdes de Cu(ll) compreendidas entre 5.0 e 80.0
ug I, com limite de detecgdo de 3.0 ug " e frequéncia de amostragem de 14 amostras
por hora. A possivel interferéncia de outros ides foi avaliada numa razédo 10:1 (m/m) de
ido interferente:Cu(ll). Os resultados obtidos na analise de amostras de urina estdo de
acordo com os obtidos por ICP-MS, ndo se verificando diferengas significativas para um
nivel de confianga de 95%.
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Abstract In this work, a multicommutated flow system
ineorporating a sol gel optical sensor is proposed for
direct spectrophotometric determination of Cu(ll) in
urine. The optical sensor was developed by physical
entrapment of 4-(2-pyridylazojresorcinol (PAR) in sol
gel thin films by means of a base-catalysed process.
The immobilised PAR formed a red 2:1 complex with
Cu(ll) with maximuom absorbance at 500 nm. Optical
transduction was based on a dual-colour light-emitting
diode (LED) (greenfred) light source and a photodiode
detector. The sensor had optimum response and good
selectivity towards Cu(II) at pH 7.0 and its regenera-
tion was accomplished with picolinic acid. Linear re-
sponse was obtained for Cu(II} concentrations between
50 and 80.0 pg L7, with a detection limit of
3.0 ug L7 and sampling frequency of 14 samples h™".
Interference from foreign ions was stodied at a 10:1
(w/w) iom:Cu(ll) ratio. Resulis obtained from analysis
of urine samples were in very good agresment with
those obtained by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP MS); there was no significant dif-
ferences at a confidence level of 95%.
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Introduction

Copper is an essential trace element for the catalytic
activity of many enzymes involved in biological pro-
cesses. It is required for haemoglobin synthesis and is a
constituent of several metalloenzymes with oxidase
activity. Under normal conditions the urinary excretion
of copper is very low, usually less than 40 pg day™* [1,
2]. However, this value is increased in several patholo-
gies related to abnormalities in copper metabolism. The
most important is Wilson’s disease, or hepatolenticular
degeneration, that results in excessive accumulation of
copper in the liver, brain, cornea and kidneys. There is
also an increased urinary output of copper, up to 500

1,000 pg day™ [2]. Hence, the determination of copper
in urifie is of particular interest in clinical chemistry for
purposes of diagnosis, for monitoring Wilson’s patients
under chelation therapy, for detection of environmental
or occupational exposure, and for nutritional studies.

Determination of copper in urine is usually per-
formed by relatively expensive techniques, such as
graphite furnace atomiic absorption spectrometry
(GFAAS) [3 6], atomic absorption spectrometry (AAS)
{7 9] and inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP MS){10 12]. There are some colorimetric methods
for measurement of urine copper levels {13 15], but they
are time-consuming and usually require previous ashing
and/or chelation followed by extraction.

Several optodes have been described for sensing of
CufII) ions; these are based on indicators such as zincon
[16], PAN [17, 18], 1,2-cyclohexanedione thicsemicar-
bazone [19], DPAN [20], lucifer vellow [21], pyrocath-
ecol violet [22], and cupron [23]. All suffer from long
response times and high detection limits. Some have
been applied to the analysis of waters or alloys [17 20},
but most lack analytical application.

PAR (4-(2-pyridylazo)resoreinol) is 4 non-selective
azo dye widely used as a colorimetric reagent for metal
ions because it forms very stable water-soluble chelates
with most transition metals. At pH values above S.0,
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PAR forms a 2:1 complex '»mth Cu(ll) with molar
absorptivity of 589x10° L mol™" cm™ [24, 25]. PAR,
immobilised in polymeric materials such as Dowex [26,
27}, poly(ethylenimine) [28], and XAD-4 and XAD-7
[27], has been used for the determination of Co(IT) ions.

Sol-gel glass [29, 30] is a good host matrix for
development of viable chemical sensors, as it provides a
physically and chemically stable environment with
excellent optical transparency and can be cast in differ-
ent shapes and sizes, inclunding fibres, monoliths and thin
films [31, 32]. By use of the sol-gel process inorganic
networks can be obtained in a simple and versatile way,
by hydrolysis and condensation of silicon alkoxides at
room temperature. Sensing agents can be readily en-
trapped in the porous glass matrix during the steps of
the process, preserving their selectivity and activity.

In this work, PAR was immobilised in sol-gel thin
films to obtain a Cu(ll) optical sensor. The proposed
sensor was then coupled to a continnous flow system to
accomplish the direct determination of urinary copper,
in order to achieve simpler, cleaner, and biohazard-
protected handling of samples.

Experimental
Reagents and solutions

All reagents were of analytical grade and used without
further purification, unless stated otherwise. Milki-Q
(Millipore) deionised water, with resistivity above
18 MQ cm™!, was used to prepare all solutions.

Tetraethoxysilane (TROS; product no. 86578), 4-(2-
pyndylazo)resarcmnl (PAR; product no. 82870), and
nitric acid (product no. 84385) were purchased from
Fluka. 3-Aminopropyitriethoxysilane {(APTES, product
no. A-3648) and picolinic acid (product no. P-SSOB) Were
purchased from  Sigma. Tetramethylammonium
hydroxide, 25 wi% solution in water, (TMAOH; Al
drich, product no. 33,163-5) and sthanol (Merck,
product no. 1.00983) were also used. Working Ca(iD)
solutions were obtained by adeguate dilution of a 1,000-
mg L™ 8pectrosol, (BDH, product no. 141394P) stan-
dard stock solution. Buffer solutions with pH values
ranging from 3.0 to 10.0 were prepared as recommended
[33] with analytical grade reagents from Merck.

Instrumentation

Visible spectra for characterization of the sensors were
acquired with a Hewlett-Packard (Pale Alto, CA,
USA) model 8452A dicde-array spectrophotometer.
Surface area, total volume of pores, and average pore
volume were measured with a Micromeritics ASAP
2000 apparatus (M&nchengladbach, Germany) by Ny
adwrptmnjdfssorptmn analysis. The homogeneity of
the sensing membranes and their microstructure were
evafuated by scanning electron microscopy (SEM)
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using a2 Jeol (Peabody, MA, USA) JSM-6360 micro-
scope and atomic force microscopy (AFM) with a
TepoMetrix  (Samta  Clara, CA, USA) Discover
TMX2010 AF microscope.

The sensing membtanes were placed in a flow-cell
{Fig. 1) constructed specifically for this purposs with
two perspex blocks and a silicone rubber spacer. The
flow manifold used for the determination of Cu(ll) is
shown in Fig 2. It was built with three NResearch
{Stow, A, USA) 161 T031 three-way solenoid valves
and a Gilson (Villiers-le-Bel, France) Minipuls 3 pen-
staltic pump equipped with isoversinic pumping tube
of the same brand. Flow lines and mixing coil were
made of 0.8 mm i.d. PTFE tubing. Homemade con-
nectors and confluence points were also used. For
optical transduction two light emitting diodes (LED),
green (500 nm) and red (650 nm), from RS Compo-
nents (Northants, UK}, were smployed as light sources
conngcted to plastic optical fibres (ref. FOPL-ST), a
silicon photodiede detector (ref. VISD), and a photo-
detector amplifier (ref. PDAIL) from WPI (World Pre-
cision Instruments, FL, USA). Control of the
photometer and commutation devices and data acqui-
sition, were accomplished with VisiDAQ 3.1 Standard
software, using a wmicrocomputer equipped with a
PCL-818 L Advantech interface card.

Inductively coupled plasma mass spectrometry
determinations were made with a PlasmaQuad 3 ICP
mass spectrometer from VG Elemental (Cheshire, UK).

Preparation of the sensor

The Cu(Il} sensor was obtained by entrapment of 4-(2-
pyrdylazoyresorcingl (PAR) in thin films prepared by

Flow in wwljw* Flow out

Optical
fibra

EO%HCS m; ~

Optical
s Bore

e LleGCHOT

Sensor

Silicone rasmbrans

spacer

Flos out

Fig. 1 Schematic diagram of the flow cell, cross-sectional view, and
the glicome spacer {3 mm thick), front view
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Fig. 2 Diagram of the flow
manifold. Vi, V, and V; are
three-way solenoid valves; the Carrler

dotted line corresponds to the ™
activated position and the
continuous line to the “off™

position. M mixing coil, 25 ¢m
long; § sensor membrane;
P peristaltic pump

O

N

Sample

the sol-gel method. Glass slides (1818 mm) were used
as substrates for film deposition. Prior to coating the
substrates were treated with concentrated nitric acid and
ethanol, thoroughly rinsed with deionised water, and
dried at 100 °C, in order to activate the silanol groups
on the surface of the glass.

To prepare the sol solution 3.0 mL TEOS, 1.0 mL
APTES, 16.0 mL ethanolic PAR solution, and 2.2 mL
TMAOH were mixed and mechanically stirred in a
PTFE beaker for 4 h at room temperature. The molar
ratio Si:H,O:ethanol was 1:4:12 and the final PAR
concentration in the sol was 1.0 g L™'. Thin films were
obtained by spin-coating 100.0 uL sol on the glass
substrates at 3,000 rpm for 15 s, which were then al-

lowed to gel and age at room temperature for at least
5 days before use.

Procedures

The optical response of the sensor was studied by means
of absorption spectra recorded in the wavelength range
400-700 nm after its immersion in 4.0 mg L™ copper
solutions at different pH, from 3.0 to 10.0. Surface area
and porosity of the membranes were estimated by
recording the N, adsorption/desorption isotherms at
77 K on the full range of relative pressure P/Py. Total
volume of pores and surface area were calculated di-
rectly, based on the mass of adsorbent after adsorption
vs. pressure. Average pore size was calculated as
4xvolume/surface area from the BET equation. SEM
and AFM were used to evaluate morphology and
microstructure of the porous thin films. The extent of
leaching was evaluated by recording the absorbance of
the sensor at the wavelength 410 nm, immersed in
pH 7.0 Ko:HPO4/NaOH buffer solution (selected carrier
solution), in 2-min intervals.

Two sensing layers were placed in a flow cell that
was constructed in-house, as depicted in Fig. 1, and
coupled to a flow set-up assembled according to Fig. 2.
Three-way solenoid valves V1, V2, and V3 were
responsible for access of carrier, sample and regener-
ating solutions, respectively, according to a pro-
grammed activation cycle. First, valves V1 and V2 were
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simultaneously activated for 25 cycles, ON/OFF and
OFF/ON, respectively, lasting 4 s each, allowing the
alternate insertion of small plugs of sample and carrier
solution, which after mixing in a 25-cm long coil (M),
flowed through the flow cell containing the sensor. By
selecting different ON/OFF time ratios, solutions of
different concentrations were produced, and so cali-
brations were performed automatically using the Cu(Il)
standard stock solution. When the complexation reac-
tion was complete, regenerating solution was inserted
in the flow cell by continuous activation of valve V3 for
100's. After establishment of the baseline (corre-
sponding to the absorbance of the immobilised PAR
alone), valve V1 was activated for 50 s, inserting carrier
solution into the system for washing purposes. Flow
rate was fixed at 0.5 mL min™'. The concentration of
the pH 7.0 buffer solution was optimised in order to
obtain maximum sensitivity. NHz, EDTA, thiocyanate,
citrate, tartrate, oxalate, thiourea, HCl, and picolinic
acid, at concentrations between 0.01 and 1.0 mol L',
were investigated as potential regeneration agents for
the sensors.

Absorbance of the complex was monitored using a
combination of two LEDs (green/red) and a photodiode
detector, resorting to a dual wavelength strategy. Suc-
cessive measurements were performed at the absorption
maximum (500 nm, green LED) and at a reference
wavelength (650 nm, red LED). The difference between
these two absorbencies constituted the analytical signal.

Results and discussion
Characteristics of the sensor

In the sol-gel process optically transparent silicate gels
are synthesised by hydrolysis and condensation of
monomeric alkoxide precursors, employing a mineral
acid or a base as catalyst [29, 30].

In this work TEOS was co-polymerised with 3-am-
inopropyltriethoxysilane (APTES) by a base-catalysed
process. APTES is one of the most frequent organosi-
lane agents used for development of sensors. It enables
efficient bonding between organic indicators and
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inorganic substrates, improving the uptake of the im-
mobilised dye into the sol-gel network [34]. It also re-
sults in more stable structures and eases diffusion of the
analytes into the films [35]

Whereas use of acid catalysts Icad to protonation of
the amino-group and immediate precipitation of AP-
TES, resulting in muddy double-phased gels, not suit-
able for optical applications, the basic catalyst TMAOH
enables relatively large amounts of APTES to be com-
pletely incorporated in the gel network and reduces the
long gelation times usually associated with this orga-
nosilane, rendering clear single-phased homogeneous
gels [36]. Basic medium also has a positive effect on the
complexation mechanism of PAR, preventing ionisation
of the p-hydroxyl group in the PAR molecule, which
ocecurs in acidic medium [37].

The water:alkoxide ratio (R) has a very important
effect on the porosity characteristics of sol-gel thin films.
An increase in R leads to a decrease in thickness,
shrinkage, and pore volume [29. 38]. Thus, R was ad-
justed to 4 to ensure formation of thin films and to
balance the high porosity typical of base-catalysed
structures, minimising leaching problems.

The coloured coatings obtained by the previously
described procedure had good optical transparency and
were crack-free. Morphologies observed by SEM
(Fig. 3) and AFM techniques show a network of
spherical particles packed together, suggesting that the
polymerisation process starts with formation of colloidal
silica globules followed by their aggregation. This is in
agreement with a literature report that base-catalysed
hydrolysis tends to produce highly condensed particu-
late sols [29]. The values of 1.3299 m? g™* for surface
area, 0.02224 cm® g™' for total volume of pores, and
51.21 nm for the average pore diameter, obtained by

Fig. 3 Scanning electron microscopy photograph of the sol-gel
thin film

11

nitrogen sorption porosimetry, indicate mesoporosity of
the films.

Absorbance spectra recorded for the films (Fig. 4)
show that the formation of a complex between PAR and
Cu(ll) causes a decrease of absorbance at 410 nm
(maximum for PAR), and the appearance of a new peak
at S00 nm. It can also be seen that the optimum pH for
complex formation is 7.0, for which higher response
towards Cu(ll) is obtained. The films exhibited show
leaching when immersed in pH 7.0 buffer solution
(Fig. 5), as expected from the porosity results,

Flow system procedures

In the proposed system (Fig. 2), sample and carrier were
added by a binary sampling process, implemented by
time-based selection of sample and carrier aliquots. This
strategy reduced the manipulation of solutions, mini-
mising errors, because calibrations were made using a
single Cu(1l) standard solution that was diluted on-line
with buffer solution by alternate activation of valves V1
and V2. The flow-rate was sct at 0.5 mL min™ in order
to obtain the highest response with low leaching, maxi-
mizing the lifetime of the sensor. Under these conditions,
25 on/off cycles of valves V1 and V2, lasting 4 s each,
were necessary to obtain maximum signal. For regen-
eration of the sensor, increasing activation times of valve
V3, responsible for insertion of regenerating solution,
were tested. Complete regeneration and stable bascline
were attained after a 100-s period of activation. The
washing step after regeneration was found necessary to
remove all remaining regeneration solution and re-
establish the optimum pH for complex formation.
Without this step, the response time of the sensor be-

A
0.05 4
e PARpH 7.0
A — — - Cu(ll):PAR pH 5.0
0.04 N Cu(il):PAR pH 6.0
e ~ Cu(i):PARpH 7.0
SN\ e Cu(ll):PAR pH 8.0
0.03 4 ;
o 71
0.02 -
0.01 4
0.00 e s S :
400 450 500 850 8O0 650 70O
Wavelength (nm)

Fig. 4 Absorbance spectra of immobilised PAR at pH 7.0, and of
the complex between immobilised PAR and Cu(il) at pH 5.0, 6.0,
7.0, and 8.0
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Fig. 5 Leaching profile of the sensor. Absorbance of the film
immersed in pH 7.0 solution was measured at 410 nm at 2-min
intervals

came very long (more than 3 min) due to the formation
of pH gradients.

in order to be successfully applied in a flow system,
the sensor should be rapidly and fully reversible. Sev-
eral Cu(ll) complexing reagents were investigated for
regeneration of the sensor. Incomplete and slow
regeneration, with increasing baseline drift, was ob-
served for HCl and thiourea, and EDTA resulted in
severely increased leaching, impairing the analytical
signal. Other Cu{ll) complexing agents, namely NH,,
thiocyanate, citrate, tartrate and oxalate, were ineffec-
tive in regenerating the sensor; this can be attributed to
the high stability of the Cu(1l) PAR complex. Picolinic
acid enabled complete and rapid regeneration of the
sensor and so was tested in increasing amounts from
0.01 to 0.5 mol L', A concentration of 0.1 mol L™}
picolinic acid was sufficient to produce a stable baseline
without damaging the sensor’s useful lifetime or the
response time, and so was selected as regenerating
solution.

K>HPO,/NaOH buffer solution of pH 7.0 was se-
lected as carrier. Because urine samples are currently
acidified after collection, buffer capacity became very
important in this determination. To ensure that samples
reached the sensor at the optimum pH for complex
formation, increasing concentrations of buffer solution,
from 0.1 to 0.75 mol L™, were tested. A concentration
of 0.5 mol L™ was found optimum to ensure maximum
sensitivity, and was adopted for Cu(1l) determination in
the flow system.

The absorbance of the PAR-Cu(II) complex was
monitored at its maximum absorbance wavelength
(500 nm) and at a reference wavelength, 650 nm, at
which absorbance by the PAR-Cu(ll) complex and by
the immobilised PAR alone were negligible (Fig. 4).
However, since similar Schlieren noise [39] was observed
at both wavelengths, the difference between both ab-
sorbencies minimised this physical interference.
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Fig. 6 Range of Cu(Il) concentrations which produced a linear
response, with five successive insertions of six calibration solutions

0 10 20 30 40 50 60 90

Analytical features of the method

Under the working conditions described, linear response
was obtained for Cu(Il) concentrations between 5.0 and
80.0 pg L™ (Fig. 6). For ten replicate measurements of
a 50-pg L™ Cu(ID) solution, the relative standard devi-
ation was ca. 2%. The detection limit was estimated to
be 3.0 pg L, calculated from the standard deviation of
the signals obtained by injection of a blank solution
(30).

The useful lifetime of the sensor was evaluated by
successive injection of a 50-ug L™! Cu(II) solution, and
the results obtained (Fig. 7) illustrate its good stability.
After 100 determinations the recorded signal showed a
reduction of ca. 10%. The sensing films, stored at room
temperature, were also examined over a period of several
months, showing no degradation in analytical signal,
response time, or sensitivity | year after preparation,

The proposed method can handle 14 samples h™! and
selectivity towards Cu(ll) is good. Interference studies
were carried out for determination of 50 pg L™ Cu(Il)
using a 10:1 (w/w) foreign ion:Cu(ll) ratio. The results
obtained are summarised in Table 1. The interference

A (500 nm)
0.014 AR .

te 0
0.013 ¢ o8
0.0121 + e

0.014

0.010
0 50 100 150 200

No. of determinations

Fig. 7 Evaluation of sensor lifetime under flow conditions by
successive injection of a 50 pg L' Cu(l1) solution
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Table 1 Effect of some potential interfering ions on the deterrni-
nation of 50 pg L"* Cu(Il). Foreign ions were added in a 10:1 (w/w)
ot Cu(ll) ratio

113

Table 2 Results (ug L) obtained from determination of Cull)in
urine samples

Sample Proposed ICP MS° Relative
Ton Change in absorbance (%) method® error (%)
Ni(ID) s 1 182418 176407 +3.4
cd(n . 2 13,4412 144+05 ~74
Mn(Il} -5 3 19117 19.1+£1.0 0.0
Co(1l) +5 4 458+1.5 451409 +1.3
Za(I) » 5 42.1+15 45.240.1 73
Ca(ll) -5 6 0.1£1.7 2.5+£04 2.0
Mg(Il) * 7 550414 S4.8+0.1 +0.4
Nafly ¢ 8 32,8423 32.7+01 +0.3
K(I) +5 9 448421 448409 0.0
Fe(Il) +11.7 10 46.5%2.1 467401 0.4
Fe(I11} +16.7 1 277424 282402 -1.8
Pb(IT) +21.7 12 62.0£20 60.5%2.7 +2.5
i : 13 294423 29.2+1.2 +0.7
14 244%2.6 242401 +0.8
*Nb variation was observed 15 328423 33,4402 -1.8
16 268424 26.9+1.1 -0.4
17 380£2.2 3B.0OE01 0.0
18 43,1%2.2 43.74£0.8 -1.4
from Fe(Il) and Fe(IID) is due to precipitation of their ;g i?z i 3% 3{% i gf ";g
hydroxides at pH 7.0, and can be eliminated by washing 5, 654420 6;"8 12 06
the system with carrier solution before regeneration. In 2 S0.0+2.1 0.1 0.9 02
the application of the developed sensor to urine samples 23 62,04£2.0 625419 ~0.8
24° 15.5+1.8 15.4+04 +0.6

Mn(Il} and Co(il) interferences are pot usually ob-
served, because they occur only at concentrations much
higher than physiological levels [2]. The interference
levels observed for Ca(ll} and K(I) remained constant,
even when their concentration was higher. Because they
have opposite effects their total interference does not
compromise the accuracy of the measurements. Among
the ions investigated, Pb(Il) caused the highest inter-
ference. However, because urinary levels of Pb(II) are
usually below 50 pg L1 [2], the expected interference is
not significant.

Analytical application

The proposed system was applied to the determination
of Cu(ll) in urine. The urine samples were collected in
acid washed polyethylene containers, acidified (0.4% v/v
nitric acid), and kept in the refrigerator until analysis.
For comparison purposes, samples were spiked with
different amounts of cupric nitrate. To assess the accu-
racy of the procedure a lyophilised control sample of
urine from Seronorm (Billingstad, Norway), reconsti-
tuted according to the manufacturer’s instructions with
Milli-Q water, was also analysed.

The results obtained are summarised in Table 2 and
are in good agreement with the values provided by ICP
MS—there is no statistical differences at a significance

analysis of the reference sample match the values ob-
tained by the laboratory responsible for certification of
the sample. Data relevant to evaluation of the accuracy
are summarised in Table 3 and show that the proposed
method can be regarded as accurate for urinary copper
determination,

“Mean from five determinations
Mean from two determinations
“Reference sample

Table 3 Evaluation of the accuracy of the proposed methed for
determination of urinary copper

Control sample Certified Obtained Relative
Cu(ll) Cu(ily error (%}
value . value .
(ug L) (g L)

Seronorm trace 16.1+1.4 155418 - 5.9

elements uxine
Determination of copper
in urine by the proposed
method vs. ICP MS
Linear regression Proposed method = 1,00
{£0.01ICP MS]+0.35
{£0.51) R =098

Student’s #test (95%)

critical =2.068

Canclusions

The procedure proposed in this work is a simple, sensi-
tive, and low-cost means of determination of Cu(IL} in a
complex matrix, for example urine. Analysis was per-
formed without the need for complicated sample pre-
treatment procedures. The immobilisation of PAR in
sol gel thin films by means of a base-catalysed method
provided a Cu(Il) optical sensor with high sensitivity,
selectivity, and stability, and low leaching and short
response time, The flow system incorporating the optical
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sensor is particularly simple and versatile and enables
automatic dilution of samples, which makes this proce-
dure convenient for the determination of higher levels of
urinary copper and thus suitable for diagnosis purposes.
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DESENVOLVIMENTO DE UM BIOSENSOR
OPTICO PARA APLICACAO NA ANALISE
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Biosensor dptico para andlise farmacéutica

6.1

BIOSENSOR OPTICO ASSOCIADO A UM SISTEMA DE FLUXO
MULTICOMUTADO PARA DETERMINACAO DE
ACETAZOLAMIDA EM PRODUTOS FARMACEUTICOS

Flow-through sol-gel optical biosensor for the colorimetric determination of
acetazolamide
The Analyst 130 (2005) 1190-1197

Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de um biosensor 6ptico baseado na
imobilizagdo da enzima anidrase carbénica, e a sua aplicagdo a determinagdo de um
agente anti-glaucoma, a acetazolamida, por medida da inibi¢do enzimatica. A enzima e
um indicador de pH, vermelho de cresol, foram imobilizados fisicamente em filmes sol-
gel sobrepostos, constituindo um sensor com duas camadas. A anidrase carbénica
catalisa a desidratagéo de HCO;, o que por seu turno provoca uma alteragdo do pH no
microambiente do sensor; acompanhando a transi¢gdo de cor do vermelho de cresol, a
reac¢do enzimatica, assim como a sua inibicdo pela acetazolamida, podem ser
monitorizadas.

O sensor foi integrado numa célula de fluxo e acoplado a um sistema de fluxo
continuo, baseado nos conceitos de multicomutagdo e amostragem binaria. As medidas
foram efectuadas a pH 6.0 e no comprimento de onda de 570 nm. Obteve-se resposta
linear para concentragbes de acetazolamida compreendidas entre 1.0 a 10.0 mmol ",
com frequéncia de amostragem de 22 amostras por hora e limite de detecgéo de 0.2
mmol I”'. Os resultados obtidos na analise de amostras reais estdio em concordancia com
os obtidos através de um método de referéncia, ndo mostrando diferencas significativas
para um nivel de confianga de 95%.
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acetazolamide

Paula C. A. Jerénimo,” Alberto N, Arafijo,** M. Conceigiio B. S. M. Montenegro,” Dalibor Satinsk{® and

Petr Solich®

Received 30th March 2005, Accepted 31st May 2005

First published as an Advance Article on the web 29th June 2005

DOI: 10.10639/b504474

An optical biosensor based on immobilised carbonic anhydrase and its application to the
determination of the anti-glaucoma agent acetazolamide by enzyme inhibition measurements, is
described. The enzyme and a pH indicator dye, cresol red, were physically immobilised in
overlapped sol-gel thin filns, in a dual-layer format. Carbonic anhydrase catalyses the
dehydration of HCO,™, which in turn causes a change of pH in the microeavironment of the
sensor. By following the colour transition of cresol red, the enzymatic reaction as well as its
mhibition by acetazolamide can be monitored. The sensor was integrated inn a flow cell and
coupled to a continuous flow system operating on a multicommutation and binary sampling
approach. Measurements were made at pH 6.0 at the wavelength of 570 nm. Linear respouse was
obtained for acetazolamide concentrations between 1.0 and 10.0 mmol 1™}, with a sampling

frequency of 22 samples h™!

and. a detection limit of 0.2 mmol 1", The rexults obtained in the

analysis of real samples were in good agreentent with those obtained by a reference method,

showing no significant differences at a confidence level of 95%.

1. Introduction

Carbonic anhydrase (CA, carbonate hydrolase, BEC 4.2.1.1) is
the basic enzyme in inhalation function. This well-character-
ized zine-containing enzyme (MW 30 000} catalyses a reaction
of fundamental physiological and biochemical significance. It
promotes the tterconversion of the gaseous, membrane-
permeable substrate carbou dioxide and the ionic compound
bicarbonate (eqn. (1)), with rate constants of 10° 377 for CO
hydration and 6 » 10° 77 for the dehydration of HCO;™,
at 28 <2

CO, + HyU w3 H + HCO,™ 1))

The catalytic activity of CA is inhibited by most monovalent
ions and sulfonamides possessing the general formula
RSO.NH), where R = aryl, hetaryl or perhaloalkyl.? 4 Since
HCO;™ ion is responsible for the transport of Na¥ and water
into the eye, CA inhibition by systemic sulfonamide drugs
such as acetazolamide decreases HOO:™ concentration, and
consequently, intraocular pressure. Thus, acetazolamide and
other carbonic anhydrase inhibitors are commonly employed
as antiglaucoma agents.” Acetazolamide is also used, either
alone or in association with other antiepileptics. for the
treatment of various forms of epilepsy, and is the most
frequently used. drug for the prophylaxis of high-altitude
disorders.® The determination of acetazolamide is usually

‘REQUIMTE, Department of Physical-Chemisery, Faculty of
Pharmucy, University of Parto, R dnibal Cunka 164, 4099-030 Porto,
Portugal B-mail ancrawjo@yffup.pt; Fax: +351 222004427;

Tel: +351 222678940

i’Depamnem‘ of dnalvtival Chesnistry, Faculty of Pharmacy, Charles
University, Heyrovskeho 1203, 500 05 Hradec Kralove, Czech Republic

carried out by high-performance liquid chromatography
(HPLC). In this paper a new colorimetric method for its
determination, based on a varbonic anhydrase optical bio-
sensor. is proposed.

Development of biosensors involves the immobilization of a
biocatalyst on solid supports with an adequate transduction
system. Sol-gel materials are particularly attractive for this
purpose, since they provide a porous matrix in which sensing
enzymes are easily entrapped and into which smaller analytes
may diffuse.® ! The production of sol-gel glasses involves the
use of hydrolysis and condensation polymerisation reactions of
an alkoxide precursor, at room temperature, to vield a SiO,
porous network. The biological element is usually added to the
mixture during the formation of the sof or gel. Sol-gel glasses
can be produced with a wide varlety of compositions and can
be used to entrap a large number of different biomolecules,
offering the possibility of tailoring the characteristics of the
matrix as well as controffing protein behaviour. It is now
well established that sol-gel immobilized proteins retain
their native reactivity and chemical function, and are often
significantly stabilized to chemical and thermal inactivation.?
I this context, catbonic anhydrase has been encapsulated in
sob-gel monoliths by Badjic et «f,™ retaining s overall
conformation and catalytic activity. However, slow diffusion
of potential substrates and thelr interactions with the glass
matzix limited the application of these doped monoliths, In the
present work the enzyme was immobilized in sol-gel films in
order to overcome these problems. In fact, thin film based
materials require very small amounts of embedded functional
molecules, exhibit faster response times and have preat
potential for miniaturization, besides allowing the possibility
of preparing nmultilayer configurations. Sol-gel filns obtained
by dip- and spin-coating techniques have been reported for
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Capituto VI

eytochrome ¢ and od; !¢ glucose oxidase’’ and urease.'® A
pH indicator, cresol red, was used as an optical transducer for
the immobilized CA-catalysed reactions. Since the dehydration
of bicarbonate at neat-neutral pH is rapid and accompanied
by the removal of protons, the monitoring of pH with a pH
indicator is a versatile technique to follow the reaction, or its
inhibition."” The developed sensor was coupled fo a multi-
commutated flow system and applied to the determination of
acetazolamide in pharmaceuticals.

2. Experimental
2.1. Reagents and selutions

Analytical grade chemicals were used without further purifica-
tion, unless stated otherwise. All sotutions were prepared using
Milli-Q (Millipore} de-ionised water that was boiled prior to
use to remove the dissolved CO,.

Tetramethoxysilane (TMOS; product No. 87680) and poly-
ethyleneglycol 6000 (PEG; product No. 81253) were from
Fluka. Carbonic anhydrase from bovine ervthrocytes (CA;
product No. C3934) and p-nitrophenyl acetate (product
No. N8130) were purchased from Sigma. Cresol red (product
No. 105225), ethanof, acetonitrile, sodinm hydroxide and
chloridric acid were from Merck. Cresol red sodium salt from
Aldrich (product No. 114480) was also used. Bicarbonate
solutions were freshly prepared from NaHCO; (Merck,
product Na. 106329}, degassed and used within 12 h. A stock
solution of acetazolamide {Sigma, product No. A6011) was
prepared daily by dissolving 2.22 g in 100.0 ml of NaOH
0.2 miol 1”1 Working solutions of acetazolamide were obtained
by dilution of the previous one in water. Buffer solutions were
prapared as recommended®™ with analytical grade reagents

from Merck, except for 2-morphoelinoethanesulfonic acid
{MES, product No. 69889) which was purchased from Fluka.

2.2, Instrumentation

The pH values of all solutions were determined with a GLP 22
pH meter (Crison Instruments SA, Barcelona, Spain) coupled
with a combined pH electrode cat. No. 52-02. An ultrasonic
bath, model Ultrasons-H from 1. P Selecta (Barcelona. Spain),
operating at 40 kHz, was used for sol sonication. Visible
spectra for characterization of the sensors and enzyme activity
agsesspent were performed in a Lambda 45 UV/Vis spectro-
photometer (Perkin-Elmer, Shelion, Connecticut).

The senscr films were placed in a flow-cell (Fig. 1) con-
structed specifically for this purpose with two perspex blocks
and a silicone rubber spacer. The flow manifold (Fig. 1) was
assembled with three NResearch 161 1031 three-way solenoid
valves (Stow, MA) and a Gilson Minipuls 3 peristaltic punip
(Villiers-le-Bel, Frauce) equipped with an isoversinic pump
tube of the same brand. Flow lines were made of PTFE 0.8 mm
i tubing. For absorbauce measurements in the flow system
plastic opfical fibers (ref. FOP1-ST) connected to a digital
colour wheel source (ref. POCWDIG), a silicon photodiode
detector {ref. VISD) and a photodetector amplifier (ref. PDAI)
from WPI (World Precision Instruments, Florida) were used.
Conirol of the phiotometer and comurutation devices, as well
as data acquisition, were accomplished with VisiDAQ 3.1
Standard software, using a microcomputer equipped with a
PCL-818 L. Advantech interface card.

HPLC determinations wete performed on a Merck-Hitachi
(Darmstadt, Germany) LaChrom 7000 chromatographic
system. equipped with 2 L-7100 pump, a diode array detector
(1.~7455) and a LiChroCART 250-4 columu (4.6 x 250 mum;

Light source Photodiode Detector
v, Q Optioal
‘ fibwes
N A
Vz b.
w | 4 Waste
)
¥
/- Flowin Flow out
‘ Flowin Flowout
Optical i Optical
fibre 2 fibre # ’
Light — 1) “% Detector

Sersor
membrang

\

Siticore
spater

A

Fig. 1 Diagram of the fow manifold and detail of the flow cell configusation. V1, VZand V3. three-way solenoid valves: (- - -3 corresponds to the
activated position and { ) corresponds 1o the off position; M - mixing coil, 25 cm long: § - sensor; P - peristaltic punip.
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Merck, Darmstadt, Germany) packed with § wm LiChroSorb
RP-18 particles.

2.3. Preparation of the sensor

Glass stides (18 » 18 mm) were used as physical supponts for
film deposition. Prior to coating, the slides were treated with
concentrated nitric acid, ethanol and thoroughty rinsed with
detonised water, followed by drying at 100 °C, in order to
activate the silanol groups on the surface of the glass. The
sensors were prepared in a dual-layer immobilization scheme,
as follows.

2.3.1. Immobilization of cresol red. For the bottom laver,
TMOS (2.0 ml), ethanolic solution of cresol red (8.0 ml) and
HCI 0.05 mol 17 (980.0 pb) were mixed and mechanically
stirred in a PTFE beaker for 6 h at room temperatuse.
Si:H,Ocethanol molar ratio was 1:4:12. Different cresol red
concentrations in the sof were tested, from 0.5to 1.5 g 172 The
films were cast by spin-coating 100.0 pf of this sof on the glass
substrates at 3000 rpm for 15 s, and then dried at room
temperature for one week.

2.3.2. Tmmobilization of carbonic anhydrase. The sol-gel top
laver contained the enzyme immobilized by means of a two-
step process. A stock silica sol containing 2.25 ml of TMOS,
700.0 ul of aqueons PEG sofution (2 g ™Y and 100.0 @l of HCI
0.05 mol 17}, was sonicated on au ice bath, for 30 min, until
a clear sol phase was formed. This sol, if stored at 4 °C,
remained fluid for 1 mouth. The chilled enzyme solution {2 g™
CA in 0.02 mol I”? phosphate buffer, pH 5.8) was then mixed
with the sol in a 1:1 volume ratio. The freshly prepared sol, as
well as the enzyme doped sof-gel mixture. were always kept in
an ice bath to retard gelation. Films were obtained by spin-
coating 150 pl of the enzyme sol-gel solution on top of the
cresol red. dried fibms, at 3000 rpm for 15 s. The films obtained
were allowed to gel and age at room temperature for 24 h, after
which some of them were stored at 4 “C, while others were
maintained on air, for at least § days before use.

2.3.3. Co-immobilization of cresol red and carbonic anhy-
drase. For activity studies, single-layer thin films were also
abtained by co-immobilization of the enzyme with the pH
indicator. The two-step procedure was the same as described
for the enzyme immobifization, but cresol red sodium salt was
previously dissolved in the PEG solution, in order to obtain a
comcentration of 3 g 17! in the final sol.

2.4. Procedures

2.4.1. Characterization of the sensor. Before exploiting its
usefulness in acetazolamide determinations, the euzymatic
activity of the biosensor films was evaluated. For this purpose,
p-nitrophenyl acetate was used as substrate for CA, acting as
an esterase.”’ The sensor was fmmersed in a 9:1 {wiv) mixtore
of 0.05 mol I"* phiosphate buifer, at pH 7.2, and p-uitrophenyl
acetate (0.01 mol 171 dissolved in acetonitrile, and the change
in absorbance was measured at the wavelength of 348 nm for
60 min, as reported by Armstrong e a.* Blank measurements
were run under identical conditions but in the absence of the

sensor. The esterase activity was obtained by subtracting the
value of the blank from the value of the sensor. In order to
evatuate the effect of the immobilization procedure on the
enzyme’s activity, the same determination was performed with
the enzyme in sohition (0.2 g 171,

The optical response of the sensor was studied from the
absorption spectra recorded in the wavelength range of 400-
800 nm after its tmmersion in buffer solutions at different
pH values, from 4.0 to 12.0. HCO,™ dehydratase activity was
evaluated at 370 nm. Absorbance of the films was recorded
in the presence of the substrate {bicarbonate, 0.1 mol [
aud after addition of inhibitor (acetazolamide, 0.1 mol 171,
at pH 7.0. Storage stability was evaluated by comparing
dehydratase-catalytic profile of films stored and aged at 4 *C
and at room temperature, in a 3-month period.

The extent of cresof red leaching was assessed by immersing
a sol-gel film repeatedly for 2-min intervals in 2.0 ml of buffer
solution (pH 7.0). After each interval, the sensor was
withdrawn and the absorbance of the solution registered at
the wavelength of 440 nm. A similar assay was conducted in
order to estunate the sensor’s enzyme leaching extent, but for
this purpose the absorbance of the solution was measured at
280 nm.1?

2.4.2. Flow system procedures. The respouse time of the
sensor (ilm and its analvtical performance were evaluated
under flow conditions, by incorporating two sensor layers in a
home-made flow through cell with an internal volume of
145y, and by coupling it to a multicommutated flow system
{Fig. 1). Three-way solenoid valves VI, V2 and V3 were
responsible for the access of carrier, substrate and inhibitor.
respectively, according to a programmed activation cycle. The
procedure was based on the comparison of the enzvine's
dehydratase activity in the presence and in the absence of the
inhibitor. In the absence of acetazolamide, the substrate
HCO:" was biocatalytically eonverted in CQ., which origi-
nated a pH raise that was sensed by the immobilized pH
indicator, cresol red; its colour varied from vellow to red
leading to an increase of absorbance at the wavelength of
570 nm. In the presence of increasing amounts of acetazol-
amide and a constant substrate concentration, CA’s activity
decreased so that smaller pH changes occurred, and therefore
reduced changes in the absorbance signal were measured.

First, the initial enzyme activity was measured by inserting
substrate sofution (bicarbonate, 20 mMj in the flow-cell, For
this purpose, valves V1 and V2 were simultancously activated
for 15 cycles, ONJOFF and OFF/ON, respectively, lasting 4 s
each, allowing the alternate insertion of small phigs of
substrate and carrier sofutions. After recording the analytical
signal, corresponding to the enzyme’s activity, valves V1 and
V3 were activated simultaneously for 25 cycles lasting 4 s, and
inhibitor solution mixed with carrier flowed through the
mixing coil M and then through the flow cell containing the
biosensors, alowing the enzyme’s activity after inhibition to be
recorded, Afterwards the sensors were regenerated by new
insertion of substrate solution and the initial activity was
re-established. This oycle was repeated for every inhibitor
concentration. Inhibition for each acetazolamide coucentra-
tion tested (f) corresponded to the difference between the
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initial seusor response (Fy) and the final inhibited sensor
response (E), according to the expression J = E; ~ E.

To monitor the cresol red absorbance, a photodiode detector
was coupled 1o the system via optical fibres, The light source
used was a yellow fight emitting diode (LED) with optimum
emission maximum in the wavelength range 560--590 nm.

The flow rate was fixed at 0.5 ml min"', The response to
bicarbonate in the absence of inhibitor was evaluated for
concentrations between 5 and 75 mmof 171 The pH of the
carrier buffer solution was varied between 5.5 and 7.8 and its
effect on the activity of the immobilized CA was evaluated.
The concentration of the carrier buffer solution was also
optimised in order (o obtain maximunm sensitivity.

The usefuf lifetime of the sensor, as well as the reproduci-
bility of response to the substrate, were estimated by
consecutive injections of a solution containing 20 mmol ™
bicarbonate.

3. Results and discussion
3.1. Tuunobilisation protocol

Much work on the chemistry of sol-gel materials aimms at
adjusting the initial sol composition to control the hydrolysis
and cendensation reactions according 1o the desired applica-
tion of the end material. The most common preparation of
sob-gel films typically invelves conditions that are Likely to
cause protein denaturation, such as high aleohol content and
low pH, to reduce viscosity, improve support welling and to
provide long gelation times.” To reduce the alkoxide-water
systemn immiscibility gap, sonication was used instead of
alcoholic solvents to stimulate the hydrolysis reaction.™
However, in the absence of ethanol a turbid heterogeneous
solution with fast gelation time resulted. To overcome this,
hydrolysis was carried. out at low temperature. PEG was
added to increase the homogeneity of the matrix and to enable
enhanced mobility for the entrapped protein. In fact. PEG
works as a “pote filling” material that sterically prevents pore
collapse” and, presumably due to the preferential adsorption
of the polymer to the silica surface. it reduces protein-silica
interactions.

In the two-step immobilization protocol used for the enzyme
{ilms, the pre-hydrolysed TMOS was mixed with the enzyme
in a suitable buffer that raised the pH of the medium to near
biological values. Still, if the pH transition was too dramatic,
gefation became almost immediate, making spin-coating
impracticable. So. pH of the buffered enzyme solution was
optimised to 5.8 in order to obtain a final sol-gel mixture
below neutral pH, in which the condensation rate is maxi-
mised, without causing denaturation of the enzyme. Films
obtained by this process were homogencous, crack-free and
showed excellent optical transparency.

The pH indicator cresol red, a sulfonaphthalein dye, was
used to monitor the CA-catalysed reactions. It was chosen
because its colour transition oceurs within the operational
range of the enzyme, with suitable pK,. and with high contrast
colour transition (vellow to red). Also, the pH transition
interval (7.2-8.8) is large enough to allow a good analytical
range. In addition, it has proven to be compatible with the
enzyme, having no deleterions effect on its activity (see 3.2).

However, the co-immebilization of CA with cresol red sodium
salt (which is water-soluble} rendered extremely bright films,
inadequate for sensing applications. because the amount of
dye that was possible to entrap was fimited by the amount of
water used. Moreover, these {ilms had very intense leaching
and poor mechanical resistance. $o, as an alternative, ethanol-
soluble cresol red was immobilized in a separate layer, taking
advantage of the considerable amount of alcohol used as
co-sofvent tn the traditional sol-gel films preparation. These
cresol redisol-gel coatings showed an intense homogeneous
orangelvellow colour after drying, with optical transparency
suitable for sensing purposes.

3.2, Characteristics of the sensor

The cresol red coatings changed their optical absorption
(colour) depending on the pH of the solution in which they
were dipped. This change was almost immediate, which states
for the fast response of the immobilized dye. The absorbance
spectra of cresof red immobilized and in solutiou, after
anmersion in buffer solutions of varying pH, is presented in
Fig. 2, and show that the characteristic absorption bands of
cresol red coatings are the same as for the indicator in solution.
The vellow acid form (pH < 7.2) has maximum absorbance at
440 nm while the basic form {red, pH > 8.8) has its maximum
2t 570 nm, with isosbestic point at ca. 480 nm. However, for
the immobilized dye the absorption bands are larger and a
residual band at 525 nm is observed for the acid form (pH 1).
In additicn, the titration curves (Fig. 3) are broad and show an
apparent pK, shift of approximately 2-3 pH units, which is
consistent with previous work by Makote ef af. with cresol red
sob-gel films,*® This can be explained by molecule-matrix
interactions as well as by physical coustraining effects,>” but
predominantly by the heterogeneous nature of the film.*8
Molecules incorporated in the gel pores are distributed along
the whole film thickness; some of them remain inaccessible to
the buffered solution, so there is at some point sinmultaneous
presence of both forms.

The effect of the immobilized reagent amount was studied
by using different initial concentrations of cresol red, in the
range (.25-1.50 g 1”1, By increasing the amount of entrapped
indicator, higher absotbance signal was obtaived in detriment
of response speed. Concentrations of cresol red above 1.0 g -1
disturbed the optical guality of the films and the homogeneous
distribution of the dye, originating incoherent spectra and
enhancing the distribution of chemically inequivalent sites
offect described abuve. Therefore, the concentrativn of 1.0 g 1!
of eresol red was adopted.

Carbonic anhyvdrase catalyses not only the reversible
hydration of CO, and dehydration of HCO;™, bwt also the
hydrolysis of many esters and the hydration of acetaldehyde
and other aldehydes.® Although the esterase activity of these
enzymes is very weak, by comparison with the hydratase/
dehydratase activity, {t can be determined with greater ease
and accuracy. The kinetic curves obtained for p-nitrophenyl
hydrolysis in the presence of free and immobilized CA are
presented in Fig. 4. It can be seen that the enzyme preserved its
characteristic function after entrapment but, in comparison
with the free enzyme, the transformation of substrate was

This journal is & The Royal Sodiety of Cheraisiry 2005

200

Analyst, 2005, 130, 1190-1197 | 1193




Biosensor dptico para analise farmacdutica
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Fig. 2 Absorption spectra of eresal red after immersion in different pH buffer solutions. (A) in solution: (B) immobilized in a sol -gel coating.
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Fig. 3 Absorbance vs. ptl response curve for sol-gel mmobilised
cresol red at 370 nm.

stower. In fact, coupling of the substrate to the enzyme active
site in the sol-gel matrix must proceed slower due both to
restrictions of motion inside the pores, and to some degree
of polar interactions between the substrate and the surface
silanols. Also. some CA molecules may suffer denaturation
during the sol-gel immobilization process. The curve (¢) in
Fig. 4, corresponding to the activity profile of CA in the
presence of co-immobilized cresol red. shows that if the
indicator dye leaches out to the protein film no significant
effect oceurs on the reaction rate, ie., cresol red does not
inhibit CA’s activity. As can be seen in Fig. S, in the referred
experimental conditions, dehydratase activity of the immobi-
ised CA way inhibited by acetazolamide.

Storage-stability of the immobilized enzyme was also
assessed. Although the initial activity is similar, long-term
storage at 4 “C seems to compromise the catalytic profile, while
immobilized CA shows a greater activity retention on storuge
at room temperature after a period of 3 months. The films

presented reduced und slowed initial feaching (Fig. 6) of
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Fig. 4 Kinetic curves of hydrolysis of p-nitrophenyl by carbonic
anhydrase in solution (a), immobilized in sol-gel film (b) and co-
immobitized with cresol red {c),

enzyme and particularly cresol red (due to its fow solubility
in aqueous media and ulso to the protection of the upper
film}, which makes them suitable for long-term analytical
applications.

3.3, Flow system

To enable automated handling of solntions, two biosensor
slides were assembled between two Perspex blocks, thus
rendering a flow-cell configuration. In the proposed set-up
(Fig. 1) calibrations were made resorting to one only stock
sotution of substrate (bicarbonate 0.1 mol 1"} and inhibitor
(acetazolamide 0.02 mol 1 ') that were dituted on-line with
buffer solution by alternate activation of valves V1 and V2 or
V3, respectively. This binary sampling process, implemented
by time-based selection of sample and carrier aliquots, reduced
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Fig. 5 Kinetic curve for debydration of HCOY" (0.1 mol 'Y
catalysed by carbonic anhydrase entrapped in sol-gel film sensor {(a).
and in the presence of 0.1 mol 171 acetazolamide (b),

the manipulation of solutions and the consequential errors.
Flow rate was set at 0.5 mi min™' in order to reduce leaching
and so maximize the sensor’s useful lifetime. In the estublished
conditions, 15 ON/OFF activation cycles of vadves VI and V2,
lasting 4 s each, were necessary to obtain maximal signal
produced by the catalytic activity of the enzyme. Decreased
stable signal, corresponding to complete inhibition of the
enzyme, was achieved with 25 ON/OFF activation eycles of
valves V1 and V3. The pH, concentration and composition
of the carrier sofution (0.05 mol 17" MES buffer, pH 6.0)
were established as a compromise between the sensitivity of
the pil indicator and the enzymatic response, namely the
optimum conditions for dehydration and inhibition reactions.
as discussed below (see 3.3.1 and 3.3.2),

3.3.1. Experimental conditions in the absence of inbibitor,
Several parameters affecting the good performance of the
enzyme have been optimised, such us the pH of the carrier

HCO;  Hg0
EZn-OH, eZnoco
HO  HCOp
H* Ht
co,
EZn-OHz:%_——Z EZn 0090,
co,

Fig. 7 Catalytic cycle of carbonic anhydrase.

buffer solution. The reaction catalysed by CA can ocour in two
pathways, with the formation of CO, or HCO4". depending
on the pll of the microenvironment containing the enzyme
{(Fig. 7). One is the conversion of COz in HCO3™ and involves
the zinc-bound hvdroxide form of the enzyme. The second is
the catalysed reverse reaction and involves the zinc-bound
water form.! The catalytic activity is characterized by a pK,
vatue of cw, 7.0, such that hydration of CO; is dominant above
pH 7.0, while dehydration of HCO, ™ is observed below pH 7.0
Accordingly, the dehydration reaction should be carried out ut
pH < pK, to avoid the interference of the reverse hydration
reaction, taking into consideration that pK, can change after
immobilization. So, MES und phosphate buffer solutions in
the pH-range 5.5-7.8 were tested as substrate carriers.
Moreover, the buffer concentration has a known influence
on the kinetic mechanism of the dehydration reaction. At high
buffer concentration, the intramolecular proton transfer step
limits the maximal rate of catalysis, while ut low concentra-
tions buffer molecules enhance the rate constant for catalysis.”
‘The fastest and higher response was obtained with MES buffer
at pH values between 5.5-6.5. The concentration of the buffer
was established as 0.05 mol 1!, weak enough to respond to the
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Fig. 6 Leaching profile of the sensor. Absorbance of the leachant was measured at 280 am for the enzyme and 440 nm for cresol red in

2-min intervals,
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change in hydrogen ion concentration and drive the pH to the
turnover point of the indicator., Below this concentration the
system became very sensitive and any minor pH shifts could
lead to inconsistent errors.

The response to various concentrations of substrate was
evaluated. Linearity was observed in the range 1.0 to
20.0 mmol 17'; for higher concentrations the sensor response
indicates saturation. The sensor exhibited a response time
of 60 s und good reproducibility, with an RSD = 0.3% for
20 repeated determinations of 20 mmol 177 bicarbonate, The
response to bicarbonate was only reverted by addition of
inhibitor. and so water was used for blank measurements.

3.3.2. Experimental conditions in the presence of inhibitor,
Acetazolamide inhibits CA by direct coordination to the
catalytic Zn®* ion in its deprotonated form through the
sulfonamide nitrogcnf”’:(' As for HCO5™, the binding of
sulfonamides shows a very strong pH dependence. which
results in a bell-shaped curve for the log of the apparent
association coustant vs pH. There is a compromise between
the ionisation equilibrium of the sulfonamide moiety, which
accounts for the high pH behaviour, and the ionisation
equilibrium of the enzyme. which accounts for the low
pH part of the curve’ Among the pH values optimised
for the dehydration of bicarbonate (5.5 to 6.5), maximum
imhibition was observed at pH 6.0, and so this value was
adopted for acetazolamide determination. Substrate concen-
tration for establishing the reference signal for inhibition
measuremenis was evaluated and set at 20 mmol 17}, near
saturation level. At higher bicarbonate concentrations
lower inhibition values and inferior sensitivity were
obtained. For concentrations below 20 mmol 7} the sensor
presented poor reproducibility, due to slow and inefficient
enzymatic activity recovery. Under the optimised conditions
described, the sensor presented a response time towards
acetazolamide of 100 s, with good reproducibility (RSD =
0.7% for 10 replicate determinations of 4.0 mmol |
acetazolamide) and complete reactivation after each inhibition
medsurement.

3.4. Determination of acetazolamide: analytical features

Under the conditions described above, for each acetazolamide
concentration tested a corresponding inhibition valuwe. [,
was meusured as the difference between the imitial (Ey) and
the final inhibited sensor response (£), according to the

acetazolamide concentrations between 1.0 and 10.0 mmot |
(Fig. 8). The detection limit of 0.2 nunol 1Y was caleulated
from the standard deviation of the signals obtuined by
injection of a blank without analyte (30). The proposed system
can handle 22 samples h™',

The useful lifetime of the sensor was estimated by con-
secutive injections of a solution containing 4.0 mmol I of
acetazolamide. After 80 determinations the sensitivity of the
sensor showed a reduction of 10%. Potential interference of
the major water-soluble excipients present in the real
samples, namely sucrose and lactose, was studied for the
determination of 5.0 mmol 1! acetazolamide, using a ratio

|

///

irinition ¥ 104

1= 04843 (245 £ 1041 % ACZ}- 0.0003{228 X 109
R2= §.9998

o 2 4 € 3 10
ACZrma

Fig. 8 Range of acetazolamide concentrations that praduced a linear
response, with five successive insertions of six calibrating solutions.

excipient:acetazolamide of 30:1 (M/M). As expected, no
significant interference was observed.

4. Analytical application

In order to demonstrate the usefulness of the developed flow-
through biosensor, the described system was applied to the
determination of acetazolamide in tablets (Carbinib®) and
capsules (Carbinib-R®) available on the Portuguese market.

Ten tablets. or the content of ten capsules, were weighed,
ground in & mortar and homogenised. From each powdered
sample an accurately weighed amount was taken, correspond-
ing to ca. 2.22 g of acctazolamide, diluted with 0.2 mol it
NaOH, mixed and sonicated for § min. This solution was then
filtered, and 10.0 mi of the filtrate were taken and diluted
to 100.0 ml with water. So, a final sumple solution with
concentration of approximately 10 mmol I in acetazolamide
was oblained, and submitted to 1:1 (v/v) on-line dilution with
carrier buffer in the flow system.

The results obtained {Table 1) with five replicate injections
are in good agreement with the results obtained by HPLC
standurd method,” presenting relative deviation errors better
than 0.7%.

5. Conclusions

In this work we demonstrate the immobilization of the enzyme
carbonic anhydrase in sol-gel thin films, retaining its catalytic
and inhibition properties. The use of a pH indicator as an
optical transducer of the enzyme activity provided an optical
biosensor with good sensitivity, high storage stability, low
leaching, good run-to-run stability and rapid response, By
associating this bioptrode with a very simple and versatile

Table I Determination of acetazolumide (ACZ) in pharmacenticals
ACZ found/mg
Labelled ACZ Proposed Standard
Sample conigni/mg method? HPLC method”
Carbinib™® 250 2300 + 02 252 % 5
Carbinib-R " 500 516 4 9

“ Mean of five results. ® Mean of three results.
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continuous flow manifold, which enables automatic handling
of solutions, a straightforward, fow cost and sensitive pro-
cedure for determination of acetazolamide in pharmaceuticals
was developed. Since carbonic anhydrase catalyses several
reactions i vitro, and is also inhibited by several substances
other than acetazolanside, this system proposed here can
be appropriate for diagnosis and phannacentical control
purposes.
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CONSIDERACOES FINAIS

No trabalho que integra esta disserta¢ado pretendeu-se explorar o recurso a materiais
e métodos de imobilizagdo acessiveis a um laboratério de quimica analitica, para o
desenvolvimento de sensores 6pticos de matriz sol-gel. Procedeu-se igualmente ao seu
acoplamento a procedimentos automaticos, como forma de simplificagdo e melhoria do
desempenho dos procedimentos analiticos sugeridos.

A imobiliza¢&o dos agentes de reconhecimento quimico e bioguimico em filmes finos
obtidos pelo processo sol-gel revelou-se uma estratégia vantajosa, na medida em que
permitiu a implementagdo de procedimentos reprodutiveis, simples e econdmicos de
preparagéo dos sensores. Os dispositivos obtidos demonstraram possuir, para cada
caso, a necessidade de uma formulagdo que correspondesse as melhores
caracteristicas de sensibilidade, estabilidade e robustez, com tempo de resposta curto e
tempos de vida util adequados para a sua rendibilizagéo em aplicagbes analiticas.

A imobilizaggdo em filmes sol-gel de reagentes corados, vulgarmente utilizados como
agentes quelantes ndo-especificos de metais, permitiu a obten¢do de sensores sensiveis
a especies cationicas. Com base nesta estratégia, sensores baseados na imobilizacéo
de laranja de xilenol e 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) foram aplicados & determinagéo
de, respectivamente, Bi(lll) em diversas formas farmacéuticas, e Zn(ll) em insulinas de
acgéo lenta. As condi¢gdes de imobilizagdo dos reagentes referidos, nomeadamente o
tipo de catalisador e os precursores utilizados, revelaram-se determinantes para o
desempenho analitico destes sensores. Enquanto que a hidrélise e condensacgéo de
TMOS em condigdes acidicas possibilitou a obtengéo de sensores dopados com laranja
de xilenol sensiveis a bismuto, com excelente homogeneidade e qualidade 6ptica,
condi¢des similares mostraram-se inadequadas para a imobilizacdo de PAR, resultando
em sensores desprovidos de resposta analitica. Apds avaliagdo de condigdes distintas,
foram obtidos sensores sensiveis a zinco, e com qualidades Opticas adequadas, pela co-
polimerizagdo de APTES e TMOS na presenga de um catalisador alcalino. A adi¢éo de
APTES resultou na estabilizagdo da matriz sol-gel e contribuiu para a redugdo da
lixiviagdo do reagente imobilizado; a utilizagdo de um catalisador alcalino revelou-se
vantajosa para a obteng&o de materiais transparentes baseados neste precursor (que
precipita em condigbes acidicas), e, adicionalmente, favoreceu o mecanismo de
complexagéo do PAR, cujo grupo envolvido na formagao do complexo com o zinco sofre
ionizagdo em meio acido.

205



Os resultados obtidos na aplicagdo destes sensores indicaram um aumento
consideravel na sensibilidade dos reagentes depois de imobilizados. Tal pode atribuir-se
a elevada concentragdo de reagente que foi imobilizado num percurso Optico muito
reduzido, e a algum grau de efeito de pré-concentracdo do analito por parte dos
sensores, devido a presenca de grupos OH livres na matriz sol-gel. Deve ainda
considerar-se o efeito da estabilizacdo das moléculas, resultante da imobilizagdo num
suporte poroso rigido, e as respectivas interacgdes indicador/matriz. De facto, para os
dois reagentes verificou-se uma alteragdo das condigées 6ptimas de complexagéo dos
analitos respectivos, em relagdo as descritas para as reacgées em solugdo, e, no caso
do laranja de xilenol, uma aparente alteragdo da estequeometria, o que parece confirmar
a importancia deste factor. Adicionalmente, registou-se uma tendéncia geral para a
melhoria da selectividade dos reagentes imobilizados, o que pode ser relacionado com
as caracteristicas de porosidade, ou seja, de permeabilidade selectiva, da matriz sol-gel,
el/ou com alteragbes na reactividade dos reagentes ap6s imobilizagdo, de acordo com as
indicagdes fornecidas pela caracterizagéo espectroscopica.

As melhorias analiticas referidas evidenciaram possiveis aplicagbes destes
dispositivos a outro tipo de amostras e a determinagdo de ouiras espécies quimicas.
Nesse ambito, estendeu-se a sua aplicacdo a analise de amostras biologicas. Assim, o
sensor baseado na imobilizacdo de PAR em filmes sol-gel foi aplicado com sucesso a
determinagdo de cobre urinario. A metodologia proposta permitiu a analise de uma
matriz complexa, como € a urina, sem necessidade de processos de pré-tratamento,
tendo-se obtido resultados exactos e precisos, comparaveis aos obtidos através de
procedimentos morosos e dispendiosos como ICP-MS. Desta forma, a abordagem
inicialmente aplicada ao controlo farmacéutico demonstrou ser também adequada para o
diagnoéstico clinico.

Finalmente, comprovou-se que o protocolo de imobilizacdo adoptado para os
reagentes organicos era também compativel com a imobilizagdo de moléculas
biolbgicas. A enzima anidrase carbonica foi encapsulada em filmes sol-gel, mantendo as
suas caracteristicas de actividade catalitica e inibi¢do; a utilizagdo de um indicador de
pH, vermelho de cresol, como transdutor éptico-quimico, foi viabilizada pela facilidade de
sobreposigcdo dos filmes sol-gel. O biosensor obtido demonstrou possuir sensibilidade,
estabilidade elevada durante o armazenamento, lixiviagdo reduzida, reversibilidade e
resposta rapida. A monitorizagdo da reacgdo catalisada pela enzima, e da respectiva
inibigao, através do acompanhamento das alteragdes de pH no microambiente do
sensor, permitiu a determinagdo de um inibidor, a acetazolamida, em produtos
farmacéuticos usados para o tratamento do glaucoma. Uma vez que a anidrase
carbénica catalisa varias reacgdes in vitro e € inibida por diversas substancias além da
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acetazolamida, o biosensor desenvolvido pode ser aplicado ao controlo farmacéutico e
clinico num ambito mais alargado. Adicionalmente, a estratégia explorada no
desenvolvimento deste biosensor éptico pode ser extensivel a outras enzimas, mesmo
aquelas cujos substratos e/ou produtos de reacgado ndo possuam propriedades Opticas
mensuraveis.

Os sensores Opticos desenvolvidos foram facilmente acoplados a fibras dpticas e a
sistemas de fluxo continuo, pela simples colocagdo numa célula de fluxo concebida para
o efeito. Estes sistemas possibilitaram o processamento automatico e flexivel de
solugdes, o que conduziu a resultados relevantes, nomeadamente a uma maximizagao
da respectiva sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez de resposta, e ainda a
simplificagdo dos médulos analiticos. O recurso & detecgdo simultdnea em dois
comprimentos de onda distintos, sendo o sinal analitico obtido pela diferenga entre o
sinal correspondente ao comprimento de onda de interesse e o respeitante ao
comprimento de onda de referéncia, permitiu minimizar o efeito de Schlieren e melhorar
a sensibilidade.

As metodologias analiticas apresentadas demonstram que o0s sensores
desenvolvidos constituem uma alternativa viavel a processos analiticos de rotina mais
dispendiosos, demorados e frequentemente geradores de efluentes agressivos do ponto
de vista ambiental. As vantagens e a versatilidade registadas, cuja utilidade na analise
de produtos farmacéuticos e na quimica clinica foi comprovada, podem ainda ser
exploradas, ndo sé noutras etapas do controlo farmacéutico, nomeadamente no controlo
em processo ou em ensaios de dissolugdo, como também noutras areas, como o

controlo de qualidade alimentar ou a monitorizagdo ambiental.
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