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RESUMO

O oOxido nitrico (NO) é um radical livre conhecido por desempenhar importantes fungdes
fisiolégicas, sendo associado, entre outros processos, ao fator de relaxamento da musculatura
lisa vascular, importante para a regulagem da pressdo sanguinea. Para a determinacdo dos
mecanismos através do qual o NO influencia e controla os processos fisiologicos, é de
fundamental importancia o desenvolvimento de sensores que possibilitem a sua determinacéo
quantitativa.

Neste trabalho, foram obtidos e caracterizados sensores solidos para NO através de duas
maneiras: 1 - Encapsulamento do complexo ferro(ll)-dietilditiocarbamato (FeEDETC) na
matriz hibrida de siloxano-poli(oxipropileno) (PPO) utilizando um método sol-gel
modificado. 2 — Formag&o de um complexo de inclusdo do FeDETC com cucurbit[n]urilas.

A deteccdo de NO, nesses sensores, se d& atraves de Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletronica, baseada na formacdo de um complexo paramagnético estavel
ferro(I1)-DETC-NO, o qual exibe trés linhas caracteristicas no espectro de RPE (ger = 2,04).
Os sensores apresentaram bom desempenho. O sensor baseado em PPO, apresentou
sensibilidade de 2,5x10° uM™, com faixa de trabalho entre 100 nM e 1 mM. O sensor
CB[6]/FeDETC apresentou o limite de detecgédo de 2,9 nM, limite de quantificacdo de 16 nM.
A faixa de trabalho desse sensor é de 1,37x10" spins/g a 1x10"° spins/g. Esses resultados sdo
comparaveis aos melhores sensores divulgados na literatura.

Palavras-chave: Oxido nitrico, sensor, ferro(ll)-dietilditiocarbamato, ressonancia

paramagnética eletronica.
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poly(oxypropylene). 2011. 103f. Thesis (Doctor of Materials Science and Technology) -

UNESP, Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2011.

ABSTRACT

The nitrogen monoxide (NO) is a free radical known to play important physiological roles,
being associated with, among other processes, the relaxation factor of vascular smooth
muscles, important for the regulation of blood pressure. To determine the mechanisms by
which NO influences and controls the physiological processes is of fundamental importance
the development of sensors that allow the quantitative determination of NO.

In this work, solid-state sensors for NO were obtained by two ways: 1 - Encapsulation of the
complex iron (I)-diethyldithiocarbamate (FeDETC) in the hybrid matrix of siloxane-poly
(oxipropilene) (PPO) using a modified sol-gel method . 2 - Formation of an inclusion
complex with the FeDETC cucurbit[n]uril.

The detection of NO in these sensors, is performed by Electron Paramagnetic Resonance
Spectroscopy, based on the formation of a stable paramagnetic complex iron(l11)-DETC-NO,
which displays three characteristic lines in the EPR spectrum (ges = 2.04) .

The sensors showed good performance. The PPO based sensor showed a sensitivity of
2.5x108 uM™, a working range between 100 nM and 1 mM. The sensor CB[6]/FeDETC
showed the detection limit of 2.9 nM, quantification limit of 16 nM. The working range of
this sensor is between 1.37x10™ spins/g and 1x10"° spins/g. These results are comparable to
the best sensors reported in the literature.

Key-words: Nitric oxide, sensor, iron(ll)-dietilditiocarbamate, electronic paramagnetic

resonance.
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1- INTRODUCAO

Dispositivos para o controle e a automacdo de processos analiticos no laboratério
clinico ou na monitorag&o de cirurgias de grande porte sdo considerados atualmente uma area
estratégica da biotecnologia. Neste sentido, o desenvolvimento de novos materiais para a
utilizacdo no desenvolvimento de dispositivos sensores tem recebido importantes
investimentos dos 6rgdos governamentais, bem como de empresas quimico-farmacéuticas dos
paises desenvolvidos. A busca por métodos para deteccdo de Oxido nitrico (NO) com alta
sensibilidade se intensificou apds a associacdo do NO a relaxamento da musculatura lisa
vascular derivada do endotélio, de grande importancia para a atividade fisioldgica.

O grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Carlos F. de O. Graeff ha alguns anos se
dedica a quantificacdo do radical livre NO através da técnica de espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica. Este grupo de pesquisa desenvolveu o conceito de sensor sélido
para NO baseado na oclusdo de um agente complexante de NO em uma matriz sélida. O
agente complexante comumente utilizado é o complexo ferro(ll)-dietilditiocarbamato
(Fe**(DETC)y) [1].

O desafio do grupo é a obtencdo de um sensor solido cujas principais caracteristicas
sejam alta sensibilidade ao NO (na ordem de nM), alta estabilidade, especificidade e
reprodutibilidade. A chave para obtencéo de tais propriedades é a matriz na qual é aprisionado
o complexo Fe?*(DETC),. A matriz deve garantir a estabilidade do complexo de ferro e
permitir a rapida difusio do NO através de si. E desejavel que a matriz apresente ainda boa
estabilidade térmica, biocompatibilidade e ndo citotoxidade, o que permitiria a utilizacdo do
sensor em medidas in vivo.

Dentre os principais sensores solidos desenvolvidos no grupo se destacam um sensor

baseado em matriz de tetraortosilicato (TEOS) e um baseado em matriz de latex. Ambos
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utilizam a técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) para sua
caracterizacdo e deteccdo do NO.

O primeiro foi obtido através do aprisionamento do complexo Fe**(DETC), em uma
matriz solida de TEOS pelo processo sol-gel [1,2]. Diferentes pardmetros de sintese foram
alterados e os seus efeitos sobre as propriedades do sensor foram analisados. O sensor
apresentou alta estabilidade (14 dias), e possui limite de detecgéo de 0,01mM.

O segundo sensor foi construido com base em uma matriz sélida de latex contendo
Fe*}(DETC), [3]. O latex é um material promissor para aplicagdes biomédicas, pois apresenta
excelentes propriedades de biocompatibilidade e de estimulo natural a angiogénese. O sensor
apresentou uma alta estabilidade (40 dias), € reutilizavel e é capaz de detectar NO em
concentragfes minimas de 0,1 mM. Este sensor ainda apresentou excelentes propriedades
mecanicas, como alta tenacidade. Apesar da alta estabilidade desses dispositivos,
considerando que a concentracdo no NO enddgeno varia entre 10 nM e 10 uM, dependendo
do tecido onde é produzido, é necessario trabalhar para aumentar o limite de detec¢do e faixa
de trabalho dos dispositivos.[2]

Embora o sensor baseado em TEOS tenha se mostrado eficiente quanto a deteccédo
do NO, ele ndo demonstrou ser passivel de reutilizacdo devido a baixa resisténcia mecanica da
silica, que se quebra facilmente apos a sua imersdo na solucdo aquosa de NO. Desta forma,
para tentar melhorar as propriedades mecanicas desta matriz, além de melhorar a sensibilidade
e limite de detecgcdo do dispositivo, desenvolvemos um sensor baseado no material hibrido
organico-inorganico dissiloxano-poli(oxipropileno) (PPO).

Na busca por novas matrizes, que permitam melhor difusdo de NO e estabilidade do
agente complexante, desenvolvemos também um sensor baseado no complexo de inclusdo

formado pelas moléculas de Fe**(DETC);, e cucurbit[n]urilas CB[n].
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2 — A MOLECULA DE OXIDO NITRICO: ASPECTOS RELEVANTES

O monoxido de nitrogénio, ou O6xido nitrico (NO), desempenha um papel
fundamental na patologia e fisiologia humana e de outros sistemas bioldgicos. Por este
motivo, nos ultimos anos, um grande numero de pesquisadores direcionaram seus esfor¢os na
intencdo de conhecer o mecanismo de producdo, armazenamento e distribuicdo do NO e

encontrar novos processos fisiologicos com participacdo do NO [3-7].

A grande relevéncia do NO para mecanismos fisiologicos fez com que esta molécula
fosse eleita a "molécula do ano", em 1992.[8] O NO é um importante agente sinalizador em
diversos processos fisiologicos, como por exemplo na sinalizacdo do relaxamento da
musculatura lisa vascular, dilatando os vasos sanguineos. Esta capacidade explica a a¢do da
nitroglicerina no alivio da angina e insuficiéncia cardiaca, j& que esta substancia é doadora de
NO.

O NO possui um papel patolégico e fisiolégico no sistema nervoso.[8,9] Os
neurdnios produzem NO, que age como um neurotransmissor e como uma molécula de
sinalizagdo. O cérebro é o 6rgdo que possui a maior concentracdo de NO, no organismo.
Como o NO € produzido extensivamente no sistema nervoso, falhas em seu metabolismo
podem levar ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, tais como o mal de
Alzheimer e mal de Parkinson.

O NO é uma molécula neutra de baixo peso molecular, solivel em ambientes
aquosos ou hidrofdbicos.[9] Estas caracteristicas fazem com que o NO tenha coeficiente de
difusdo elevado, de 3300 pm?s . Para efeito de comparacdo, o coeficiente de difuséo do O, é
de 2800 um’s . Como a espessura da parede celular é da ordem de 50-300 pum, em um
segundo, o NO pode se difundir por 30 vezes a espessura da parede, 0 que 0 permite alcancar

0S Vasos sanguineos, onde ele é rapidamente consumido.
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O NO esta envolvido com comportamentos como o aprendizado, a capacidade de
concentragéo, percepcgéo, agressao, ansiedade e depressdo. Acredita-se ainda que o transtorno
obsessivo-compulsivo também seja influenciado pelo NO.[10] As células envolvidas no
processo de cicatrizacdo de feridas também produzem grande quantidade de NO, ja que este
processo envolve a resposta a um processo inflamatorio.[11] Neste caso, 0 NO tem o papel de
dispara 0 processo de cicatrizagdo. A reducdo da bioatividade do NO, leva a disfunc¢do
endotelial e obstrugdo de pequenas artérias, sendo um precursor da aterosclerose.[12] A
hipertensdo arterial causada pela falha no metabolismo do NO eleva o risco de 6bito por
doencas cardiovasculares.

Diante do exposto, é de fundamental importancia, para as pesquisas a cerca da
bioquimica do NO, o desenvolvimento de dispositivos que possibilitem a deteccdo
quantitativa do NO, com alta sensibilidade, seletividade e baixo limite de quantificacdo. Estes
dispositivos possuem grande potencial ndo apenas para uso em laboratorios de pesquisa, mas
também em laboratérios clinicos, auxiliando em diagnosticos, tendo em vista o grande
nameros de enfermidades causadas pela falta ou excesso de NO no organismo.

A concentracdo fisiologica do NO sofre grande variacdo, dependendo do tecido,
cobrindo 6 ordens de grandeza [13]. Em um mesmo tecido, os valores de concentracdo de NO
divulgados na literatura podem sofrer grandes variagdes. Em artérias, sdo relatados valores
entre 2,5 nM e 390 nM. A Tabela 2.1 mostra alguns valores tipicos da concentracdo de NO
em alguns tecidos.

A solubilidade em agua do NO é de 1,9 mM, a 25°C, sendo que a sua solubilidade
aumenta em solventes apolares.[14] O NO é uma molécula neutra que contém um elétron
desemparelhado na camada de valéncia, o que Ihe confere um carater radicalar, com alta

reatividade e baixo tempo de meia vida (5 a 10 s in vitro). O NO reage facilmente com o O,,



14

formando NO,. O NO pode se complexar com metais de transi¢cdo, como o ferro, através da
delocalizagdo de seu elétron de valéncia desemparelhado para os orbitais d do metal.

Outra aplicacdo importante de sensores para NO é no controle da qualidade do ar, ja
que o NO também se apresenta como um poluente atmosférico, sendo emitido por veiculos a
combustdo interna. Desta forma, o desenvolvimento de sensores para NO podera contribuir

para a melhoria da qualidade de vida e saude publica no Brasil e no mundo.

Tabela 2.1: Concentracdes tipica de NO em tecidos, obtida através de ensaios in vitro.[13]

Tecido Concentracdo de NO
Traquéia suina 2 pM

Artéria femural de cachorro 2,5nM
Artéria mamaria humana 20 nM
Artéria coronaria de rato 295 nM
Tecido cardiaco de rato 650 nM
Cortex celebral de rato 1,0 uM
Tecido cardiaco de coelho 1,2 uM

Cerebelo de rato 1,8 uM
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2.1 — Métodos de quantificacdo de NO.

O baixo tempo de meia vida e baixas concentracdes fisiologicas impdem um grande
desafio na deteccéo de quantificagdo de NO in vivo. Diversas técnicas tem sido utilizadas para
deteccdo e quantificacdo de NO. As principais delas sdo o método eletroquimico, método de
Griess e ressonancia paramagnética eletronica.

A técnica eletroquimica mais utilizada para a construcdo de sensores para NO é a
amperometria.[15] Essa técnica envolve a aplicagdo de um potencial fixo num eletrodo de
trabalho em relagcdo a um de referéncia, e monitoramento da corrente produzida pela oxidagédo
ou reducdo do NO na superficie do eletrodo. Como o potencial de reducdo do oxigénio é
similar ao do NO, um sensor eletroquimico para NO normalmente emprega reacdo de reducédo
do NO. Este método tem minima interferéncia de espécies como nitrito, nitrato, dopamina,
ascorbato e l-arginina. Devido a possibilidade de construir eletrodos de pequenas dimensoes,
este método é pouco invasivo. Esta técnica tem um baixo tempo de resposta, de alguns
segundos, e alta sensibilidade. O limite de detec¢do desta técnica é tipicamente menor que 0,5
nM, sendo que ja foi alcangado o limite de 50 pM [15].

O método de Griess é um método enzimatico-colorimeétrico que consiste na oxidagdo
do NO e posterior reducédo do nitrato a nitrito, utilizando-se a enzima nitrato redutase [16,17].
O nitrito é entdo tratado com os reagentes de Griess, obtendo-se um composto de coloragdo
rosada. Este composto é entdo quantificado por espectrofotometria, em 540 nm. A principal
desvantagem deste método € a interferéncia do nitrito previamente existente na amostra. O
método de Griess € o mais utilizado para quantificacdo de NO. Este método é disponibilizado

comercialmente, com limite de detec¢do que alcanga 1 uM [17-19].
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Um meétodo néo citotoxico de alta sensibilidade, seletividade e minima invasdo para
deteccdo de NO em células e tecidos, muito utilizado no meio académico, é através do
aprisionamento do NO utilizando agentes complexantes e deteccdo através de espectroscopia
de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) [1-4]. A RPE é uma técnica especifica para
deteccdo de caracterizacdo de moléculas que possuem um elétron desemparelhado. O NO é
um radical livre, com um elétron desemparelhado no orbital 2pzn* [20].

Ferrocomplexos derivados do ditiocarbamato (DTC), como o ferro-N-metil-
glucamina ditiocarbamato (FeMGD), ferro-dietilditiocarbamato (FeDETC) e ferro-N-
(ditiocarboxi)sarcosina (FeDTCS), estdo entre os agentes complexantes de NO mais
utilizados, devido a alta afinidade deste gas por complexos de ferro [21-24]. A Figura 2.2
mostra a formula estrutural desses ferrocomplexos. Dentre estes ferrocomplexos, o FeDETC é
especialmente interessante, devido ao seu custo reduzido e pelo fato de ser facilmente
encontrado no mercado. Apesar de ndo ser hidrosoltvel, como os demais carbamatos, isto ndo
é um problema relevante quando se trata de sensores solidos.

A deteccdo de NO através de espectroscopia RPE utilizando os ferrocomplexos
derivados de DTC é baseada na formacdo de um complexo estavel ferro(11)-DETC-NO, que
possuem longo tempo de meia vida. O complexo exibe trés linhas caracteristicas no espectro
de RPE (g« = 2,04) a temperatura ambiente e um espectro com simetria axial (g, = 2,037, g,
= 2,015) a baixa temperatura [25]. Espectros tipicos séo mostrados na Figura 2.2.

A utilizacdo desses ferrocomplexos como agentes complexantes de NO, geralmente ¢
feita na forma de suspensdo aquosa, no caso do FeDETC, insoltvel, ou na forma de solucao
aquosa, do caso do FeDTCS e FeMGD, sollveis. Porém, a medida RPE em solucdo aquosa
requer o uso de uma flatcell, que é um tubo de quartzo achatado na parte central, para evitar a

absorcdo excessiva das microondas pela agua.
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=

Figura 2.1: Sinal RPE tipico de solucdes de complexos de carbamatos de ferro complexados
com NO, a temperatura ambiente (A) e a 77 K (B). [21]

Inconvenientes desta metodologia, como a baixa solubilidade do complexo
Fe(DETC), em meios aquosos, a relativa instabilidade do complexo ferronitrosil NO em
solucdo (estabilidade por até dez horas em pH neutro) e o alto custo de uma flatcell, aliado a
sua limitagdo quanto a concentracdo das espécies paramagnéticas (analito), imp0e serias
dificuldades e restri¢cdes ao seu uso.

Estas restricdes podem ser contornadas através do uso de sensores solidos, que
possuem vantagens importantes, como maior estabilidade (dias), menor contaminacdo da
amostra, facil manipulacéo, e ndo ter o problema da solubilidade do agente complexante.
Desta forma é possivel detectar e quantificar o NO tanto em solugdes (congeladas ou néo),

tecido animal, sangue, na atmosfera ou em outros materiais.
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FeMGD: R=N; R1:CH3; RZZCHz(CHOH)4CH20H

FeDTCS: R=N; R1:CH3; R2:CH2COO'

FeDETC: R=N; R;=C3Hs; Ry= C3Hs

Figura 2.2: Formula estrutural dos ferrocomplexos derivados de carbamatos mais

comuns.[23]
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3 - ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

O paramagnetismo eletrébnico ocorre em todos os atomos, ions, radicais livre
organicos e moléculas com numero impar de elétrons [26,27]. A ressonancia paramagnetica
eletronica (RPE) é uma técnica espectroscopica baseada na absor¢do de microondas por
substancias paramagnéticas na presenca de campo magnético externo. RPE é uma técnica
poderosa, atualmente aplicada em varios campos da ciéncia. E a principal técnica utilizada

neste trabalho. A seguir serdo discutidos os fundamentos da técnica.

Quando um elétron livre estd na presenca de um campo magnéticoH, seu
movimento de equilibrio é paralelo ao campo, ja que o torque, 7, que 0 campo exerce sobre 0
momento magnético de spin, S, dado pela equacéo 3.1, nesta posicéo, é nulo.

7=gBSxH (3.1)

Nesta equacdo, g € um fator espectroscopico, chamado fator g, que para um elétron
livre vale g=2.0023 e 8 é 0 Magnéton de Born, que vale $=0,927x10%% J.T™.

Num material, o valor do fator g se altera em relagéo ao valor do fator g para o
elétron livre, de acordo com a vizinhanga. Assim, o fator g pode refletir as caracteristicas do
material no qual os elétrons desemparelhados estdo presentes. A medida do fator g para um
sinal desconhecido é importante para a identificagdo da origem do sinal.

Se 0 spin estiver na presenga de campo magnético transversal, seu movimento sera o

de precesséo em torno da direcdo do campo, conforme mostra a Figura 3.1. O torque que atua

sobre o spin, é perpendicular ao planode S e H.
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(27

H C?‘\S

Figura 3.1: Movimento de precessdo de um spin na presenca de um campo magnético [26].

O torque produz uma varia¢do no momento angular, dada pela lei de Newton:

dJ
=z 3.2
i (3.2)

Onde J é o momento angular do elétron e t o tempo. Como o momento angular é

proporcional ao spin, J= #S, a combinacio das equacdes 3.1 e 3.2 fornece a equacéo de

movimento do spin, dada por

%zyéxﬁ (3.3)

onde y é a raz8o giromagnética e é dada por:

e
= (3.4)
2mc

onde e e msao respectivamente a carga e a massa do elétron e c a velocidade da luz no vacuo.
A solucdo da equacdo 3.3 num campo H estatico € 0 movimento de precessao do spin
em torno do campo, com freqliéncia angular ey, dada por:
a = H (35)
Para o elétron livre o valor de y é 2r.28 GHz/T. Em campos com intensidade em

torno de 1 T a frequéncia angular do movimento de precessdo ay Situa-se na faixa das
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microondas. Portanto, em condicdo de ressonancia, este elétron interage com as microondas
modificando seu movimento de precesséo.
Do ponto de visa quantico, 0 momento magnético, p, do elétron livre é dado por:
u=vyS (3.6)
onde 7 é a constante de Planck dividida por 2z Substituindo a equagéo 3.4 na 3.5, temos:

h
p=-2S=-gpS
4zmc (3.7)

Do ponto de vista quéntico, elétrons livres alinhados ao acaso, na presenca de um

campo magnético H, sofrem um desdobramento do nivel energético, onde no nivel
energético inferior o spin do elétron se alinha na direcdo do campo magnético e no nivel
superior o alinhamento se da na dire¢do oposta ao campo. A precessao do spin corresponde a
transicdo entre esses dois estados. A energia dos niveis resultantes é dada pela aplicacdo do
operador Hamiltoniano, A, numa func&o de onda consistente com a equacéo de Schrodinger.
O Hamiltoniano de um ion em um material, na presenca de um campo magnético, é dado por:

H = gfHS (3.8)

Desta forma, as energias possiveis para o elétron, obtidas da solucdo do
Hamiltoniano, se 0 campo magnético esta direcionado ao longo do eixo z, é dada por:[27-29]

E=gpHS, =+ g pH (3.9)
sendo que os autovalores de Spara um elétron é m=t ¥

Este fendmeno é conhecido como efeito Zeeman e ¢é ilustrado na Figura 3.2. Os
niveis energéticos resultantes desse efeito sdo chamados niveis de Zeeman.

Se um campo magnético alternado, proveniente de uma radiacdo eletromagnética de
freqUéncia v é aplicado, transi¢cdes ocorrerdo entre os dois niveis se a seguinte condicdo for
satisfeita:

hv =g pH; (3.10)
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onde H, é o valor do campo magnético externo quando o sistema se encontra na condi¢do de

ressonancia.

T +% gBH

l -%2 gBH

v

Figura 3.2: llustracdo do desdobramento do nivel energético de um elétron na presenca de
um campo magnético de intensidade H .

Esta condicdo € ilustrada pela Figura 3.3. Para campos magnéticos na ordem de kG, a
freqliéncia conveniente para que ocorra a transicdo é na regido das microondas (GHz).
Normalmente os espectrometros de RPE alcangam a condigdo de ressonancia variando o
campo magnético para uma frequéncia fixa, ja que variacdes de freqiiéncia na ordem de
microondas, tecnicamente, ndo é facil de ser obtida [29].

Um espectrobmetro RPE mede a absor¢do de microondas em funcdo do campo
magnético. Desta forma, é obtida uma curva de absorcéo, mostrada na Figura 3.4 (A). O sinal
RPE € a derivada desta curva (Figura 3.4 (B)), devido a aspectos experimentais, que serao

discutidos posteriormente.
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M= +1/2

— AE=hv=gpH

M= -1/2

v

_hy
" gp

Figura 3.3: Desenho esquematico da transicdo eletronica entre os niveis de Zeeman [27].

H

No espectrdmetro RPE, a amostra é ajustada numa cavidade ressonante na qual o
campo magnético oscilante (radiacdo) tem amplitude méxima. A cavidade é localizada entre
os polos de um magneto, e a poténcia de microondas € ajustada de modo a evitar a saturacdo

devido a processos de relaxagéo.



24

AE=hv=gsH

Absorsédo de microondas (u.a.)

Campo magnético (u.a.)

(A)

AE=hv=g8H

Sinal RPE (u.a.)

Campo magnético (u.a.)
(B)

Figura 3.4: Curva de absor¢cdo em um espectro de EPR (A) e espectro de EPR, dado pela
primeira derivada da curva de absorcdo (B) [28,31].

3.1 - Interacédo do spin eletrénico com spins nucleares: interacdes hiperfinas

Um nucleo atdmico tem spin ndo nulo se possuir um numero impar de prétons e/ou
de néutrons.[27,28,32] Interacdo entre o spin eletrdnico e nuclear pode aumentar o numero de

niveis energéticos, resultando na chamada estrutura hiperfina. Para um spin nuclear I, cada
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transicdo leva a (21 + 1) componentes hiperfinos igualmente separados e de igual
probabilidade. Os niveis de energia da interacdo hiperfina estdo esquematizados na Figura 3.5.
A energia que separa esses niveis é chamada de constante de acoplamento hiperfino, A. As
regras de selecdo para transi¢Ges hiperfinas sdo AS= +1 e Al = 0. A distancia entre 0s picos
corresponde a constante de acoplamento hiperfino (A) e o centro entre os niveis (linha

tracejada) determina o fator g efetivo.

Figura 3.5: Desenho esquematico da estrutura hiperfina da interacdo de um elétron com um
nacleo de spin 1/2 e com constante de acoplamento hiperfino A, e a primeira
derivada das curvas de absor¢cdo em um campo magnetico H [30].

O Hamiltoniano deve ser modificado, para levar em consideragéo as componentes da
interacdo hiperfina. Desta forma, ele se torna:

H =gpHS+ AS + gnSulH (3.11)
onde A representa a constante de acoplamento hiperfino, 1 o spin nuclear, gy € Sy séo,
respectivamente, o fator g e o magneton de Bohr para o nucleo.

A aplicacao do Hamiltoniano fornece as energias permitidas, dadas por:
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E=gpHs+ ASmym, - gy Sum (3.12)

onde ms e my representam os ndmeros quanticos do spin do elétron e do ndcleo.

3.2 - Anisotropia do fator g.

O momento angular orbital L, também contribui para o paramagnetismo devido ao
movimento orbital do elétron, através da interacdo fina [27-29]. O nUmero quantico L assume
valores inteiros entre -L e +L. Para um ion livre, este acoplamento d& origem a um novo
desdobramento dos estados L e S que estdo arranjados de acordo com 0 momento angular
total J (J=L+S). O campo cristalino induz uma perturbacdo na interacdo spin-érbita. Desta
forma, o valor do fator g efetivo dependerd da orientagdo relativa do cristal e do campo
magnético. Entdo, 0 momento magnético x do elétron se torna anisotrépico. A equacdo de
ressonancia deve entdo considerar a orientacao da amostra, sendo entédo dada por:

hv=9(6,¢) fH: (3.13)
onde fe ¢sdo os angulos entre 0 campo magnético externo e os eixos principais do tensor g,
como mostrado na Figura 3.6.

Torna-se entdo necessario desenvolver uma nova Hamiltoniana em funcdo do um

fator g em uma direcéo arbitraria. Neste caso, o fator g é um tensor dado por [29]:

Jo Uy e
g9=/9, 9, 0, (3.14)
9. 9, U,

Por ser quase sempre simétrico o tensor g possui apenas seis elementos matriciais.
Sempre existe um sistema de eixos principais, X, Y e Z, no qual o tensor g contém somente

elementos diagonais, conhecidos como elementos principais. Entdo, g pode ser escrito como:
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VA
Ho
,{
Y
Q"“‘*.
X ¢
Figura 3.6: Orientacdo do campo magnético em relacdo aos principais eixos de coordenadas
do tensor g [29].
O« 0 0
‘g=| 0 g, O (3.15)

0 0 09,

S )0 O 0 )(HZ
H=|S, || 0 gy 0 ||H{ (3.16)
S, L0 0 g5){Hg

Algum dos eixos principais pode ser orientado por algum elemento de simetria da
molécula [29]. Se as direcbes X, Y e Z sdo equivalentes, como em sitios tetraédricos,
octaédricos ou cubicos, entdo gw = gyy = Oz Neste caso, o fator g € isotropico e pode ser
representado por um dnico valor.

Se a molécula possui um unico eixo de simetria triplo ou superior coincidente com o
eixo Z, entdo X e Y sdo equivalentes. Isto é chamado de simetria axial € g = Oy # Oz E
comum neste caso chamarmos os fatores g de: gy, o fator g paralelo ao eixo de simetria (gy =
0z) € gL o fator g perpendicular ao eixo de simetria (gL = Qw = 0yy). Para moléculas que néo

possuem nenhum eixo de simetria triplo (C3) ou superior, todos os fatores g principais sao

diferentes (o # Gy # 9z).
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No caso de amostras em p6 ou solucdo congeladas, as entidades paramagnéticas
estdo randomicamente orientadas e o espectro de EPR observado representa a superposicao de
todos os possiveis valores de H;. Quando os valores principais do fator g diferem uns dos
outros significativamente, eles podem ser obtidos pelo espectro. Na Figura 3.7 € ilustrado um
exemplo disso para um sistema onde g, > g..

A ressonancia pode ocorrer somente na faixa de campo entre g, e gr. O campo

minimo (Hmin) € maximo (Hnyex) NO qual a ressonancia ird ocorrer sdo dados respectivamente

por:
Hmin = hvﬁ (317)
9y
H,_. =h—Vﬂ (3.18)
g,

A ressonancia comeca a ocorrer quanto H=Hn, € somente moléculas com eixo de
simetria Z praticamente paralelo a H irdo contribuir para o sinal. A medida que H se aproxima
de Hnin, 0 sinal aumenta de intensidade até atingir seu valor maximo. Isto ocorre pelo fato da
maioria das moléculas tem seus eixos de simetria mais proximos a um plano perpendicular a

H [27].
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Figura 3.7: Espectro de absorcdo (A) e sua primeira derivada (B) tipico de amostras

contendo espécies paramagnéticas randomicamente orientadas de um sistema de
simetria axial com g, > gv.[29]

Para um sistema de simetria axial, o fator g efetivo (ge) para um angulo @ entre o
campo magnético e os eixos de simetria € dado por:

gefz = g//2 cos’ 6+ g.L2 sen” 6

O caso mais complicado é quando gu # Oyy # 9z Novamente, nos casos em que a
anisotropia de g é suficientemente grande, os fatores g principais podem ser obtidos do
espectro de uma amostra com as espécies paramagnéticas orientadas randomicamente. Na

Figura 3.8 podemos ver um exemplo deste caso, onde X, Y e Z foram definidos tais que g, € 0

fator g maior, gyy € 0 intermediario, e gy € 0 menor.
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k 9yy

H

(B)

Figura 3.8: Espectro de absorcdo (A) e sua primeira derivada (B) tipico de uma amostras
com espécies paramagnéticas randomicamente orientadas em um sistema com

O # Oy # 0z [29].

3.3 — Intensidade e forma da linha.

Para determinar a natureza e concentracdo de centros paramagnéticos em materiais, é
necessario resolver os varios sinais que podem ocorrem em valores similares, para determinar
0s parametros do Hamiltoniano. Para isso, € necessario ter informacdes a respeito da
probabilidade de transi¢do, como também sobre as forma das linhas esperadas. A forma das

linhas também nos ddo parametros fundamentais a respeito do mecanismo de relaxacéo.
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A separagdo dos niveis de Zeeman sdo da ordem de alguns 1x10™ eV, que é um valor
muito pequeno comparando-se com a amplitude de transicdes eletronicas, da ordem de alguns
eV. Conseqlientemente, a distribuicdo de Boltzman nos da uma pequena diferenca entre as
populagbes dos niveis fundamental e excitado a temperatura ambiente. Desta forma, o
processo de relaxagdo assume grande importancia na espectroscopia RPE. Tempos de
relaxacdo grandes provocam a saturacdo da populacdo do nivel excitado e conseqliente
diminuicdo na intensidade do sinal RPE. Tempos pequenos provocam o alargamento das

linhas de absorcéo.
3.4 - Forma da linha.

A forma esperada de uma linha espectral é uma lorentziana. A equacdo para 0

espectro de absorcdo € funcdo do campo magnético, e é dada por:[28]

IO
I(H)_(H—HO)Z/}/Z—}—]_ (319)

onde H, e Il sdo respectivamente o campo e a intensidade no centro da linha. yé definido por
y=AH,, /2.
Um alinha na forma de uma gaussiana se origina da distribuicdo estatistica do

momento magnético de spin, resultando num alargamento ndo homogéneo das linhas. A

equacéo do espectro de absorcéo é dada por:

I(H)=1, exp(_(Hy;szJ)zJ (3.20)

Materiais solidos geralmente exibem linhas espectrais na forma de gaussiana. Como
o campo local é distribuido através do acoplamento com fénons, a ressonancia ocorre em todo

0 intervalo da distribuicdo. Sistemas com altas concentracfes de spins favorecem o equilibrio
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entre as populacbes dos estados fundamental e excitado, produzindo espectros largos com

forma gaussiana.

3.5 - A modulagéo de campo

O sinal RPE apresenta uma pequena variacdo na absor¢cdo de microondas na
cavidade, e precisa ser amplificado. Para evitar perturbacGes no sinal devido a ruidos e
mudanca de linha base, como também para otimizar sinais largos de baixa intensidade, um
campo de modulacdo de baixa amplitude e baixa frequéncia é sobreposto ao campo magnético
externo. A deteccdo sincronizada é realizada com o auxilio de um amplificador normal a fase.
Esse processo representa a derivada da curva de absorcdo de microondas [28,32]. Quanto
maior a amplitude de modulagdo, maior sera o valor da derivada do espectro de absor¢édo, ou

seja maior a amplitude do sinal RPE, porém, menor sera a resolucédo do sinal.

3.6 - Medida da quantidade de sitios paramagnéeticos

A determinacédo da quantidade de sitios paramagnéticos, ou spins, em uma amostra é
baseada na comparacdo do sinal da amostra com o sinal de uma mostra de referencia, que
possua a quantidade de sitios paramagnéticos conhecido [27]. Todos os fatores que podem
afetar a intensidade do sinal, como temperatura, amplitude de modulacdo, poténcia de
microondas e sensibilidade da cavidade, devem ser os mesmos para as duas amostras. O
numero de sitios paramagnéticos é proporcional a area da curva de absorcdo da amostra, ou

seja, proporcional a segunda derivada do sinal RPE.
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3.7 - Simulagéo de espectro RPE

A simulacdo de espectro RPE é uma forma de verificar os valores extraidos do
espectro. Para simular um espectro, é necessario calcular a posi¢do e intensidade de todas as
linhas de ressonancia, em cada posi¢do de ressonancia, uma linha com formato apropriado
deve ser construida.

Espectro de p6 € obtido de sitios paramagnéticos aleatoriamente orientados. A
simulacdo de espectro em pd necessita do calculo de um monocristal para uma série de

orientacdes, caracterizado pelo angulo polar e azimutal, e sua soma (integracdo numérica)
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4 - MATRIZES UTILIZADAS NA CONSTRUCAO DO SENSORES.

Neste trabalho foram investigados sensores para NO baseados em dois diferentes
materiais. O sensores constituidos de moléculas de CB[n] foram obtidos através de
colaboracéo com o Prof. Dr. Grégoire Jean-Francois Demets, do Departamento de Quimica da
FFCLRP/USP, onde o CB[n] séo sintetizadas. O precursor para a matriz siloxano-
poli(oxipropileno) foi obtido em colaboragdo a Prof. Leila A. Chiavacci, do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Araraquara. Estes materiais

serdo apresentados a seguir.

4.1 - Cucurbit[n]uril

A inclusdo de moléculas na cavidade de hospedeiros tem um grande potencial
tecnoldgico, como para conduzir novas transformacbes quimicas, simular a atividade
enzimatica e isolar espécies reativas. Neste contexto, os cucurbit[n]Juril tem atraido grande
interesse nos Gltimos anos [33-41].

Diversos trabalhos demonstram que o cucurbit[n]uril pode ser utilizado para
tratamento de agua, na remo¢do de compostos aromaticos de agua contaminada ou na
remocdo de residuos em agua utilizada na industria téxtil [33-35]. Foi demonstrado também
que, sua alta porosidade e estabilidade podem ser aproveitadas para o desenvolvimento de
materiais porosos para estocagem de acetileno, um gas explosivo com grande aplicacdo na
sintese de compostos organicos [36].

Cucurbit[n]uril (CB[n]) sdo compostos macrociclicos simétricos baseados em n
unidades de glicoluril ligadas através de grupos metilenos em suas aminas, formando uma

molécula com geometria aproximadamente cilindrica, contendo uma cavidade [37-42]. O
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portal da cavidade é formada por n carbonilas. A Figura 4.1 mostra um desenho esquematico
da molécula de CB[n]. Durante a sintese do CB[n] sdo formados andlogos com n=5 a n=11,
com exce¢do de n=9. O anédlogo mais comum € o cucurbit[6]uril (CB[6]). O CB[n] se
apresenta como um pé de cor branca. A Figura 4.2 mostra a estrutura das moléculas CB[5],

CB[6] e CBJ7], como propostas por J. W Lee et al [37].

- o . J
H"H"H-EHi-
H-}—{-H

N N—CH;

Figura 4.1: Desenho esquematico da estrutura do CB[6] [37].

CB[5] CB[6] CB[7]

Figura 4.2: Estrutura obtidas por difracdo de raios-X do CB[5], CB[6] e CB[7] [37]. As cores
correspondem a oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul) e carbono (verde).
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O CB[n] é sintetizado através de reacfes de condensacdo entre glicolurila e
formaldeido, utilizando-se catalisadores acidos. Em uma Unica sintese, s&o obtidos os diversos
analogos, em diferentes propor¢des, que podem ser separados por diferenca de solubilidade.

Com dimensdes relativamente grandes, a cavidade das moléculas de CB[n] séo
hidrofobicas. As dimensdes dessas moléculas, como também sua solubilidade em agua, sdo
apresentadas pela Tabela 4.1. O tamanho da cavidade aumenta com a quantidade de unidades
glicolurilicas. O comprimento da cavidade € o mesmo para todos os homélogos.

O CBJn] possui baixa solubilidade em agua ou solventes organicos, especialmente
0 CBJ[6], que é praticamente insoltvel. No entanto, a solubilidade do CB[n] ¢ relativamente
alta em solugbes acidas concentradas. S&o compostos que possuem alta inércia quimica e alta
estabilidade térmica. Estas moléculas se decompdem em temperaturas superiores a 400 °C

[39,43].

Tabela 4.1: Propriedades das moléculas de CB[n] [37,43].

CB[9] CBI[6] CB[7]

Diametro externo (A) 131 14,4 16,0
Diametro interno (,&) 44 58 7,3
Diametro da cavidade (,&) 2.4 3,9 5,4
Comprimento (A) 9.1 91 9,1
: 82 164 279

Volume da cavidade (A )

Solubilidade em H,O (mMM) 20-30 0,018 20-30
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O mapa de potencial eletrostatico das moléculas de cucurbituril (Figura 4.3)
mostra que o portal e interior de suas cavidades possuem potencial negativo, indicando que
esta regido possui alta densidade eletrdnica e é altamente sujeita a ataques nucleofilicos.

As propriedades apresentadas permitem o CB[n] acomodar moléculas em seu
interior, formando complexos de inclusdo [43]. A formagdo desses complexos sdo afetadas
por fatores como a caracteristica hidrofdébica da cavidade, que indica afinidade por compostos
de baixa polaridade, interaces ion-dipolo entre cations e as carbonilas dos portais, formacéao
de ligacdes de hidrogénio, responséveis pela formacdo de adutos pelos portais, e pela
dimensao do portal, que limita o tamanho da molécula complexada.

As moléculas de cucurbituril podem acomodar pequenas moléculas de solvente,
como o tetraidrofurano, em seu interior [43]. O mecanismo de formacdo de complexos de
inclusdo mais provavel € um mecanismo dissociativo, que envolve duas etapas [34,37]: a
primeira envolve a saida da molécula de solvente, que geralmente se encontra alojada na
cavidade da molécula de CB[n]. A segunda etapa envolve a entrada da nova molécula na
cavidade. Este processo, normalmente, € bastante demorado. Apesar da estrutura da molécula
de CB[6] ser bastante rigida, o portal de sua cavidade pode sofrer uma deformacéo durante o

estado de transi¢do durante a saida ou entrada de moléculas [37].

Figura 4.3: Mapas de potencial de ionizacdo do CB[6], CB[7] [37,43].
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4.2 - Siloxano-poli(oxipropileno)

O siloxano-poli(oxipropileno) (PPO) é um material hibrido organico-inorganico, que
possui boas propriedades mecénicas aliada a uma distribuicdo de poros, 0 que o torna um
material interessante para o desenvolvimento de sensores para NO. Este material é obtido
através do método sol-gel [44].

O processo sol-gel consiste na formagdo de uma rede a partir de um sol polimérico,
que consiste numa dispersdo estavel de um polimero precursor num solvente [45]. Através da
alteracdo dos parametros fisico-quimicos do sol, como o pH, ocorre reacdes de
policondensacdo, que leva o sistema a um gel polimérico. O gel € composto pelas cadeias de
polimeros ligadas umas as outras, contendo um solvente entre elas. Ap6s a secagem do gel,
obtém-se o produto final.

O precursor hibrido 3(EtO)Si-(PPO)-Si(OEt); (PPO) pode ser obtido através da
reacao de 3-isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEQS) e 0.0'Bis(2-
aminopropil(polioxipropileno)) em tetrahidrofurano (THF) [44]. A Figura 4.4 mostra a

férmula estrutural do precursor, onde n € o grau de polimerizago.

0 (0-Si-)
Nll(l‘ NH\N\'/OH
HO STT AT =C-INFE \ l\ :
oI NA\NH.CNH ;H-CH-O (O-Si-)
7 I CH A
(-Si-0) (@)

Figura 4.4: Formula estrutural do PPO [44].
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O PPO tem sido estudado para aplicagdo como eletrélito solido em dispositivos
eletrocromicos e baterias, por possuir grande transparéncia e boa condutividade ibnica,
estabilidade quimica e propriedades mecénicas, devido a presenca de ligacbes covalentes
entre siloxano e a fase polimérica [46-48].

Materiais hibridos organico/inorganico obtidos pelo processo sol-gel tem sido
também investigados com o objetivo de produzir nonoparticulas magnéticas, devido a
possibilidade de produzir particulas de tamanho apropriado com desordem superficial. Essas
nanoparticulas podem ser aplicadas em dispositivos magnéticos de alta densidade de
armazenamento e como particula magnética com aplicacdes biomédicas [49].

Devido a sua rede de poros do PPO, é possivel aprisionar moléculas de FeEDETC em
uma matriz de PPO, obtendo-se sensores para NO. A rede de poros da matriz garante que o
NO se difundira para o interior da matriz, permitindo o seu aprisionamento no FeDETC. A
Figura 4.4 mostra um desenho esquematico de um sensor para NO baseado no sistema

PPO/FeDETC.

\7 — PPO @ — FeDETC

Figura 4.4: Desenho esquematico do sensor de PPO/FeDETC.
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Silva e outros [50], desenvolveram um sistema de liberagdo controlada de NO
baseado em FeDETC aprisionado numa matriz de PPO. O sistema apresentou boa resisténcia
mecanica e estabilidade. O NO se manteve aprisionado no sistema por até 45 dias, quando a
matriz era mantida & temperatura ambiente, no escuro. A taxa de liberagcdo de NO da matriz

foi acelerada através da aplicacdo de campo magnético ou atraves do aumento da temperatura.
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5- OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar sensores para NO,
utilizando materiais inovadores que permitam obter alta sensibilidade e especificidade. Estes
sensores foram obtidos através da oclusdo do ferrocomplexo FEDETC em matrizes organicas
e hibridas.

Os principais objetivos especificos, quanto ao desenvolvimento do projeto, podem
ser citados:

e Demonstrar um sensor baseado na oclusdo de FeEDETC no material hibrido siloxano-
poli(oxipropileno) para determinacéo de NO in vivo e ex vivo;

e Preparar e caracterizar um complexo de inclusdo entre as moléculas de CBJ[6] e
FeDETC.

e Demonstrar um sensor para NO baseado no complexo de inclusdo entre as moléculas

de CB[6] e FeDETC.
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6 — MATERIAIS E METODOS

6.1 - O espectrometro RPE

Um espectrémetro RPE possui 0s componentes basicos de todo espectrémetro, que é
uma fonte de radiacdo eletromagnética, um porta amostra e um detector. O espectro é obtido
pela mensuracdo da quantidade de radiacdo absorvida pelos spins desemparelhados, atraves
do detector. A seguir serdo discutidos os principais componentes de espectrdmetro RPE, cuja
representacdo esquematica, um pouco mais detalhada, estd mostrada na Figura 6.1.

Fonte de microondas: é uma fonte de radiacdo monocromatica, que pode ser ajustada
dentro de um pequeno limite. Na banda X, a frequéncia € em torno de 9,3 GHz.

Magneto externo: produz um campo magnético homogéneo e estavel em
intensidades que podem ultrapassar 600 mT. Este campo é constantemente alterado durante a
tomada do espectro. Na maioria dos espectrébmetros RPE o campo é medido através de uma
sonda Hall.

Cavidade ressonante: localizada entre os pélos do magneto, é o local onde a amostra
é posicionada. Um campo oscilante estacionario é produzido perpendicularmente ao campo
estatico, pela onda eletromagnética. A amostra é posicionada de forma que este campo
oscilante seja méaximo.

Cristal detector: detecta as ondas transmitidas pelos guias de onda. Quando o
fendmeno de RPE ocorre na amostra, é absorvida energia na cavidade e a corrente de
deteccdo no cristal detector € modificada.

A tomada do espectro consiste em medir a corrente de deteccdo em funcdo do campo

magnético.
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Figura 6.1: Representacdo esquematica simplificada de um espectrdmetro RPE [32].

6.2 — Espectrometro RPE utilizado neste trabalho.

As medidas RPE foram realizadas num espectrometro Magnettech Miniscope
MS300. Este espectrdbmetro opera com campos magnéticos de 500 a 4500 G, modulagdo de
campo entre 50 mG e 7 G, poténcia de microondas entre 100 pW e 50 mW e com
microondas de freqiiéncias entre 9,3 e 9.55 GHz, sendo portanto um espectrémetro que opera
na banda-X.

Este espectrometro RPE possui poténcia maxima de microondas de 50 mWw,
sensibilidade de 8x10° Spins/G, freqiiéncia entre 9,3 e 9,55 GHz e amplitude de modulagéo

maxima de 7 G, a 100 kHz.
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6.3 — Preparacéo da solucéo aquosa de NO e da atmosfera contendo NO

As solucBes de NO foram preparada através da reducdo do nitrito de sédio (NaNO,)
por ditionito de sddio (Na,S,0,4), como descrito na reacdo a seguir. Ambos os reagentes foram

adquiridos da VETEC Quimica.

(ZNaJr +SzO42’ j
Na,S,0,

2NaN02(aq) —> 2Na+(aq) + ZNOE(aq) —)ZNO.(aq) + 2Na+(aq) + OZ(aq)

(6.1)

Para esta reacdo foi utilizada agua utra-pura, obtida através de em um sistema de
purificacdo de agua Millipore Direct-Q 3.

Tendo em vista que a maxima solubilidade do NO em agua é de 2,2 mM [1], foi
preparada uma solucdo aquosa de nitrito de s6dio com concentracdo de 4,4 mM e uma de
ditionito de so6dio com o dobro dessa concentracdo. Desta forma, misturando-se aliquotas
iguais das duas solucdes, obteve-se uma solucéo saturada de NO.

SolucBes com diferentes concentracbes foram obtidas através do acréscimo de
quantidades determinadas de agua nas solugdes de nitrito de sodio e ditionito de sodio, antes
de sua mistura.

A preparacdo de uma atmosfera contendo NO foi preparada através da reacdo de
cobre metalico (Cu®), obtido de fios elétricos, com uma solucdo aquosa de &cido nitrico
(HNOs) 65%. Esta reagdo, como mostrado a seguir, se da pela oxidac&o do Cu° e da reducéo
do ion nitrato.

3Cu+8HNO3;> 3 CU(NO3)2 +4H,0+2NO (gas) (62)
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6.4 — Aprisionamento do NO nos sensores

O aprisionamento do NO foi feito através do procedimento descrito a seguir.
Primeiramente, foi preparada agua ultra-pura livre de O,, borbulhando N, na &4gua durante 30
minutos. Este método é apontado como um dos mais eficientes para a expulsdo do O, da dgua
[56,57].

Solugdes de ditionito e nitrito foram previamente preparadas em concentracfes pré-
estabelecidas, a fim de produzir 6xido nitrico em concentracGes especificas. O sensores foram
entdo imersos em 5 mL de 4gua. Em seguida foi adicionado 100 ul de solugédo de ditionito de
sodio seguido de 100 pl de solucéo de nitrito de sodio, sob fraca agitacao.

Apdbs 30 minutos, os sensores foram recolhidos e secos em dessecador, sob vacuo,
durante 1 h. Os sensores baseados em CB[6] foram recolhidos através de filtracdo em

membrana Millipore com diametro de poros de 22 um.

6.5 — Preparacgéo da solucéo de FeDETC

Neste trabalho escolhemos o dietilcarbamato de ferro (FeDETC) como agente
complexante de NO devido ao seu baixo custo e facilidade de complexacdo. A solucgdo
saturada de FeDETC (14,8 mM) foi preparada diluindo-se a proporc¢éo de 12 mg de cloreto de
ferro hexahidratado (FeCl3.6H,0) e 20 mg de dietilditiocarbamato de sdédio (DETC,
CsHioNNaS,.3H,0), marca Acros, para 3 mL de dimetilformamida (DMF, C3H;ON), marca
J. T. Baker. Antes de seu uso, a solugdo permaneceu sob agitacdo durante pelo menos 15

minutos em agitador magnético.
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6.6 — Otimizacdo dos parametros de medida

Foram determinados os valores adequados para a amplitude de modulagéo e poténcia
das microondas, para o sinal de EPR dos complexos CB[6]/FEDETC/NO e
PPO/FeDETC/NO. Assim as medidas foram efetuadas de forma a obter o sinal de maior
intensidade possivel, sem que houvesse perda de resolucdo. As medidas RPE foram realizados
utilizando-se 5 mg do complexo CB[6]/FeDETC e 30 mg de PPO/FeDETC. As amostras
foram mergulhadas em uma solugéo saturada de NO durante 15 minutos e secas por 1 hora.

Para determinar a amplitude de modulacdo adequada, foram efetuas diversas medidas
EPR em uma mesma amostra, variando a amplitude de modulagéo entre 100 mG e 7 G, e
mantendo-se constante a poténcia de microondas em 50,12 mW, ganho de 1, além dos demais
parametros. Foi entdo tracada uma curva da intensidade do sinal em funcdo da amplitude de
modulacdo. Com o auxilio desta curva, e comparando a forma do sinal para cada amplitude de
modulacdo, foi selecionada a amplitude de modulacdo que permite a obtencdo do sinal mais
intenso sem perda de resolucéo.

O numero de elétrons excitados depende da poténcia de microondas. Os elétrons
situados no estado excitado retornaram para o estado fundamental por relaxacdo espontanea.
Para baixas poténcias de microondas, a absorcdo da radiacdo depende linearmente da
poténcia. Nesta situacdo, a populacdo no estado fundamental é maior que a populacdo do
estado excitado. Aumentando a poténcia de microondas, os elétrons passam a estar
distribuidos de forma igualitaria entre os estados fundamental e excitado. Esta situacdo é
chamada de saturacdo de spin. Com um novo aumento na poténcia de microondas, todos 0s
elétrons que tiveram relaxacdo espontanea serdo excitados novamente imediatamente. Nesta
situacdo, a populacdo do estado excitado é maior que a populacdo do estado fundamental.

Desta forma, um numero reduzido de elétrons estardo aptos a absorver microondas e a
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intensidade do sinal tendera a diminuir. A poténcia de microondas ideal é entdo o valor
correspondente a transi¢do entre o regime linear e de saturacéo de spin.

Para determinar poténcia de microondas adequada foram efetuadas diversas
medidas EPR em uma mesma amostra, variando a potencia entre 0,1 mW e 50,12 mW, e
mantendo-se constante a amplitude de modulagdo no melhor valor obtido na etapa anterior,
ganho em 1, como também os demais pardmetros. Todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente. Através da construcdo e anélise da curva de intensidade do sinal em

funcdo a poténcia de microondas, foi determinada a poténcia ideal.

6.7 — Preparacao dos sensores baseados em PPO

Sensores para NO foram obtidos através do encapsulamento do aprisionamento de
NO, FeDETC, numa matriz de siloxano-poli(oxipropileno) (PPO). Foi utilizado PPO com
peso molecular de 400 g/mol. A matriz foi obtida através do processo sol-gel. Este sensor tem
um aspecto de um material sélido e flexivel.

Foi preparado FeDETC utilizando-se o procedimento ja discutido, porém,
substituindo-se o solvente DMF por &gua. Obteve-se FeEDETC na forma de um precipitado,
que foi filtrado, seco durante 3 horas e triturado em seguida, obtendo-se um po fino.

O sol foi obtido pela mistura do precursor PPO e do FeEDETC em p0, na razdo
massica de [FeEDETC]/[PPO] = 0,065. Ao adicionar 5 ul de agua, sob agitacdo, a 80 mg de
precursor, o material sofreu a transicdo sol-gel. Os sensores, na forma de placas, foram entdo

levados ao dessecador, para completar a secagem.
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6.8 — Sensores baseados em CBJ[6]

6.8.1 — Preparacéao dos sensores baseados em CB[6]

Os sensores baseados em CBJ[6], que possuem a forma de po6, foram preparados
através da complexacédo das moléculas de CB[6] e FeDETC, segundo o procedimento descrito
a seguir. Foram colocados 80 mg de CB[6] em 60 mL de solucdo de FeDETC 14,8 mM, que
inicialmente tinha a coloragdo marrom escuro, como mostrado na Figura 6.2 (A). A razéo
molar de CB[6]/FeDETC é de 1:10.

Apbs agitacdo constante em agitador magnético, por 24 hs, a mistura de FeDETC e
CB[6] adquiriu a coloracao verde, como mostrado na Figura 6.2 (B). Apds agitacdo por 48 hs,

a coloracdo da mistura se tornou laranja, como mostrado na Figura 6.2 (C).

(A) (B) (©)

Figura 6.2: Fotografia da mistura inicial de FeEDETC e CB[n] em DMF (A), solucdo de
FeDETC e CBI[n] apds 24 hs de agitacdo (B) e ap0s 48 hs de agitacdo (C).

A mudanca de coloracdo da solucdo indica que houve a formagdo de um complexo

entre 0 FeDETC e o CB[6]. Apos 48 hs de agitacdo, o complexo foi filtrado em membrana
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filtrante Millipore com didmetro de poros de 22 um, lavado com DMF, e deixado em

dessecador, para secagem.

6.8.2 - Investigacéo da interacdo do NO com o CBJ6]

Como a cavidade da molécula de NO é eletrofilica e hidrofobica, esperamos que as
moléculas de CB[6] sejam capazes de aprisionar NO em seu interior. Para investigar a
capacidade do CBJ[6] de aprisionar e manter estaveis moléculas de NO, o CB[6] foi exposto
ao NO de diferentes maneiras, como sera discutido a seguir.

Apos a exposicdo ao NO, foram realizadas medias RPE, para verificar a existéncia de
sinal RPE caracteristico do NO. Os valores dos parametros para regulagem do espectrémetro

RPE sdo apresentados na Tabela 6.1. Os experimentos realizados serdo descritos em seguida.

Tabela 6.1: Valores dos parametros utilizados para regulagem do espectrometro durante a

caracterizacdo do sinal RPE dos sistemas.

Frequéncia de microondas 9,419 GHz
Poténcia do microondas 50 mW
Constante de tempo 0
Campo Central 334,5mT (3345 G)
Tempo de Varredura 120s
NUmero de varreduras 4

Temperatura 300 K
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Para investigar a interacdo do CB[6] com NO em solugéo aquosa, foram imersos 35
mg de amostra de CB[6]em solucdo aquosa saturada de NO, por 20 min. A solucéo foi filtrada
para recolhimento da amostra e em seguida a amostra, que foi seca a temperatura ambiente,
sob vacuo, por 1 h. A amostra foi levada ao espectrometro para realizacdo da medida RPE.

Para verificar a interagdo do CB[6] com NO em atmosfera, foram transferidos 25 mg
de amostra de CB[6] para um recipiente de vidro especialmente projetado para o experimento,
como mostrado na Figura 6.3. Este recipiente foi especialmente projetado para este
experimento e permite a entrada e saida de gas. A atmosfera do recipiente foi limpa com fluxo
de N2 a 3 I/min, durante 5 minutos. Em seguida, foi injetado NO na camara. A camara
permaneceu fechada por 30 minutos. A amostra foi entdo transferida para um tubo de quartzo

e levada ao espectrémetro para realizacdo da medida RPE, a temperatura ambiente.

Figura 6.3: Vidraria utilizada para colocar as amostras em contato com NO gasoso.
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6.9 — Célculo do nimero de sitios paramagnéticos dos sensores.

O calculo do numero de sitios paramagnéticos, ou nimero de spins, no sensor, pode
ser feito através da comparagdo entre &rea sob a curva de absor¢do do sensor com a de um
padrdo. Foi utilizado um padréo de silicio contendo 1,13x10" spins.

Os sensores baseados em RPE, baixas concentracbes de NO, comumente apresentam
um sinal com linha base com grande inclinagdo. A correcdo da linha base pode levar a
alteracdo da area sob a curva de absorgdo e, consequentemente, provocar erro na quantidade
de sitios paramagnéticos calculado. Para contornar esse problema, foi adotado o procedimento
descrito a seguir.

Foi medido o nimero de sitios paramagnéticos e a amplitude pico a pico de um sinal
(Figura 6.4) que ndo necessitava de correcdo de linha base. Foi calculada a relacdo entre a
guantidade de sitios paramagnéticos e a amplitude do sinal. O numero de sitios
paramagnéticos dos demais sinais foi calculado a partir da sua amplitude, utilizando-se a

referida relagéo.

Sinal RPE (u.a.)

T T T T T T T T T T T
333 334 335 336 337 338 339

Campo magnético (mT)

Figura 6.4: Representacdo da amplitude (A) do sinal RPE.
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6.10 — Determinagéo dos parametros dos sensores.

Um sensor é caracterizado por parametros tais como a faixa linear de trabalho,
sensibilidade, limite de deteccéo, faixa de trabalho, limite de quantificacéo e especificidade
[51]. Esses parametros sdo determinados a partir da curva de calibragéo do sensor.

A curva de calibragdo é obtida através da medida do sinal de diversos sensores, apos
serem colocados em solucGes padrdes de diferentes concentragfes. A curva de calibragdo é o
gréafico da resposta do sensor em funcéo da concentracao do analito.[51]

A faixa linear de trabalho € o intervalo de concentracdo em que a resposta do sensor
varia linearmente com a concentracdo do analito. A inclinacdo da reta obtida atraves da
regressdo linear na faixa linear de trabalho € a sensibilidade do sensor.

O limite de deteccdo (LD), é a menor quantidade do analito que pode ser detectada.

No dominio do sinal (LDsg), é definido por: [52-54]
LDg = x+ks (6.3)

Onde x é a média do sinal do branco e sé o desvio padrdo do branco. k é uma constante, que
comumente € assumida como 3, o que leva a um nivel de confianca de 99,86% [54].

O limite de detec¢do no dominio da concentracdo do analito (LD.) é definido por:

LDs-x ks

LD. =
¢ m m

(6.4)

Onde me a sensibilidade.

A faixa de trabalho do sensor é definida como os limites de deteccdo inferior e
superior.

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade de analito, presente numa

amostra, que pode ser quantificada. No dominio do sinal (LQs) é definido pela relacéo:

LQs = x+ks (6.5)
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Onde k usualmente é tomado como 5 [52]. No dominio das concentragdes, o limite de

quantificacdo (LDc) € definido como:

LQs—x ks
m m

LQ = (6.6)

A especificidade do sensor é definida como a capacidade de um método medir uma
substancia especifica, independentemente das outras substancias existentes na solu¢do do

analito ou no sensor.
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7 - RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 — Simulacéo dos espectros RPE

A simulacdo do espectro RPE dos sensores foram feitas utilizando-se o programa
computacional EPR-NMR, versdo 6.4 [55]. As simulagdes foram realizadas pelo autor deste
trabalho e posteriormente refinadas em colaboragcdo com Augusto B. Neto, do Laboratério de
Novos Materiais e Dispositivos (LNMD), da POSMAT/FC/UNESP.

A Figura 7.1 mostra os espectros RPE experimental e simulado do sensor de PPO
exposto a uma solucdo saturada de NO. O espectro foi obtido utilizando-se frequiéncia de
9,408 GHz, amplitude de modulacdo de 0,7 mT e poténcia de microondas de 50 mW, a
temperatura ambiente. A simulacdo do espectro revelou que o sinal possui forma Gaussiana,
com gL = 2,04606, g, = 2,03670, constantes de acoplamento hiperfino AL = 1,22 mT e A, =
1,49 mT, o que leva aos valores de gi=2,04294 e Aix,=1,31 mT. A largura de linha na diregéo
XeY éde 0,80 mT, enquanto na diregdo Z é de 1,20 mT.

O sinal RPE do sensor de PPO possui 0 formato tipico apresentado por NO em
solucdo congelada e ¢ o mesmo formato de sinal apresentado pelos outros sensores de
matrizes sélida desenvolvidos pelo grupo [2,3]. Isto pode ser devido a baixa mobilidade do

NO imposta pela matriz no estado solido.
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A
®)

Amplitude (u.a.)

T T T T T T T T T T T
324.,0 326,0 328.,0 330,0 332,0 334,0

Campo magnético (mT)

Figura 7.1: Espectro RPE experimental (A) de um sensor de PPO ap0s sua exposic¢ao do NO,
obtido a temperatura ambiente, e espectro simulado (B).

A Figura 7.2 mostra os espectros RPE experimental e simulado do sensor de
CB[6]/FeDETC, exposto a uma solucdo saturada de NO. O espectro foi obtido utilizando-se
frequéncia de 9,42 GHz, amplitude de modulagdo de 0,7 mT e poténcia de microondas de 50
mW, & temperatura ambiente. A simulagdo do espectro mostrou que o sinal possui forma de
combinagdo de Lorenzianas, com g = 2,03950, gy = 2,01550, constantes de acoplamento
hiperfino Ax = Ay = A, = 0 e 0i%=2,03150. A largura de linha na dire¢do X e Y é de 1,80 G,
enquanto na direcdo Z é de 0,97 G.

Os valores do fator g, tanto do sensor de PPO quanto do sensor de CB[6]/FeDETC,

sdo similares ao da literatura, para amostras de FeDETC com NO [1-3,20]. Isto indica que o

sinal RPE dos sensores sao provenientes do NO.
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Figura 7.2: Espectro RPE experimental (A) de um sensor de CB[6]/FeDETC ap0s sua
exposicdo ao NO, obtido a temperatura ambiente, e espectro simulado (B).

O sinal se caracteriza pela total auséncia de acoplamento hiperfino. Kleschyov e
outros [59], obtiveram espetro RPE similar ao da amostra do sensor CB[6]/FeDETC, para
uma mostra de DNIC-glutationa, cuja estrutura € mostrada na Figura 7.3 (A), medido na
temperatura do nitrogénio liquido. Ueno e outros [60] obtiveram espectro similar para uma
amostra de ferro dinitrosil ditiolado (DNIC-(GS),), cuja estrutura é mostrada na Figura 7.3
(B), a temperatura de 77 K. O ferro nesse complexo tem o estado de oxidagdo +1 e com dois
elétrons desemparelhados nos grupos nitrosil.

Portanto, € possivel que um complexo similar esteja sendo formado no sensor de
CB[6]/FeDETC. Isto sugere que a molécula de FeDETC pode estar sendo quebrada durante a

complexacdo com o CB[6].
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Figura 7.3: Estrutura da molécula de DNIC-glutationa (A) [59] e da molécula de DNIC-(GS),
(B) [60], onde RS é um ligante contendo tiol.

7.2 — Otimizacéo dos parametros de medida.

Os espectros RPE obtidos durante a otimizacdo dos parametros de medida sdo
mostrados a seguir. As medidas foram realizadas com 6 mg de amostra de
CB[6]/FeDETC/NO, ou com 5 mg de amostra de PPO400/FeDETC/NO.

As Figuras 7.4 e 7.5 mostram o sinal RPE para amplitudes de modulagédo de 0,01 mT
e 0,7 mT, para amostras de CB[6]/FeDETC/NO e PPO400/FeDETC/NO, respectivamente. O
objetivo desses espectros € comparar a forma de linha para diferentes amplitudes de
modulacdo. Entdo, os espetros foram normalizados. Para ambas as amostras foi utilizada
poténcia de microondas de 50 mW. Percebemos que para ambas as amostras, ndo houve perda
da resolucéo do sinal para a maxima amplitude de modulacéo, de 0,7 mT.

A Figuras 7.6 mostra a relacdo entre a amplitude pico a pico do sinal RPE para a
mostras de CB[6]/FeEDETC/NO (A) e de PPO400/FeDETC/NO (B). O sinal de RPE sofre um
aumento de intensidade com o aumento da amplitude de modulacdo, sendo que a maxima

intensidade do sinal é obtida para a amplitude de modulacao de 0,7 mT.
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Desta forma, para as demais medidas, seré utilizada uma amplitude de modulagao de
0,7 mT, pois esta fornece um sinal de maior intensidade, sem perda de resolucdo. Tipicamente
a amplitude ideal para uma amostra é da ordem da largura de linha do sinal RPE [28,58]. A
largura de linha é definida como a diferenga entre os campos magnéticos referentes ao
méaximo e ao minimo do sinal RPE. A largura de linha da amostra de CB[6]/FeDETC/NO é
de 2,0 mT, enquanto que para a amostra de PPO400/FeDETC/NO é de 1,2 mT. Tendo em
vista os valores de linha das amostras, a amplitude de modulagéo possivelmente poderia ser
aumentada sem prejuizo para a resolugdo do sinal. No entanto a amplitude de modulagéo de

0,7 mT é a maxima suportada pelo espectrémetro RPE utilizado.

(A)

(B)

Intensidada do Sinal RPE (u.a.)

—T - T - T - 1 - T - T T T T
322 324 326 328 330 332 334 336 338 340

Campo magnético (mT)

Figura 7.4: Espectros do complexo CB[6]/FEDETC/NO, com amplitude de modulagéo de

0,01 mT (ganho=1) (A) e amplitude de modulagéo de 0,7 mT (ganho=70) (B).
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Figura 7.5: Espectros do complexo PPO400/FeDETC/NO, com amplitude de modulagéo de
0,01 mT (ganho=1) (A) e com amplitude de modulacdo de 0,7 mT (ganho=50) (B).
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Figura 7.6: Relacdo entre a amplitude pico a pico do sinal RPE e a amplitude de modulagéo
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0

complexo CB[6]/FEDETC/NO (A) e para

PPO400/FeDETC/NO (B).
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Os espectros RPE em funcdo da poténcia sdo mostrados nas Figuras 7.7 e 7.8 para
amostras de CB[6]/FeDETC/NO e PPO400/FeDETC/NO, respectivamente. A amplitude pico
a pico do sinal RPE, para ambas as amostras, aumenta com o aumento da poténcia de
microondas. A Figura 7.9 (A) e (B) mostra a relacdo entre a o logaritmo da intensidade pico a
pico do sinal e o logaritmo da poténcia, para amostras de CB[6]/FEDETC/NO e
PPO400/FeDETC/NO, respectivamente. A linha representa a regressao linear, para cada uma
das amostras. O coeficiente angular, para a amostra de CB[6]/FeDETC/NO vale 0,502, e para
a amostra de PPO400/FeDETC/NO vale 0,519. Isto mostra que existe uma relagao linear entre
a amplitude pico a pico do sinal e a raiz quadrada da poténcia de microondas. Portanto, o
complexo na maxima poténcia de microondas se encontra longe da saturacdo, ou seja, a
populacdo de spins em nivel ndo excitado € muito maior que a populacdo em niveis excitados.
Desta forma, nas demais medidas desse trabalho, sera utilizada uma poténcia de 50,12 mW, ja
gue essa poténcia permite obter a maior intensidade de sinal possivel, sem que haja saturacéo

de spin.
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Figura 7.7: Espectros do complexo CB[6]/FeDETC/NO, variando a potencia de microondas
entre 0,1 mW e 50,12 mW.
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Figura 7.8: Espectros do complexo PPO400/FeDETC/NO, variando a potencia de
microondas entre 0,1 mW e 50,12 mW.
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Figura 7.9: Relacdo entre o logaritmo da intensidade pico a pico do sinal EPR e o logaritmo
da potencia de microondas, para uma amplitude de modulagéo de 0,7 mT, para o
complexo CB[6]/FeDETC/NO (A) e para o complexo PPO400/FeDETC/NO (B).
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7.3 — Efeito da quantidade de sensor CB[6]/FeDETC

O aumento da quantidade de sensor utilizado leva ao aumento da quantidade de sitios
para aprisionamento de NO e, consequentemente, ao aumento do numero de sitios
paramagnéticos. Desta forma, a amplitude do sinal pode ser maior para maiores quantidades
de sensor, melhorando o desempenho do sensor.

Para verificar a influéncia da quantidade do sensor em seu desempenho, foram
medidos o sinal RPE de sensores de diferentes massas. Cada sensor, cada um com uma massa,
foi mergulhado em 5 mL de uma solucdo saturada de NO por 20 minutos, filtrados em
membrana, secos por 1 hora e em seguida levados ao espectrobmetro RPE.

A Figura 7.10 mostra a amplitude do sinal RPE e o nimero de spins por massa de
sensor em funcdo da massa de sensor utilizado. A amplitude do sinal aumenta com o0 aumento
da massa de sensor utilizada, enquanto o nimero de spins por massa diminui. Para massas
maiores que 30 mg, a amplitude do sinal tente a saturar, indicando que nesta condi¢do a
quantidade de sitios para aprisionamento de NO tente a ser maior que a quantidade de
moléculas de NO disponiveis na solucéo.

Para a quantidade de solucdo referida, a massa de sensor ideal € de 30 mg. No
entanto, para a confeccdo da curva de calibragcdo do sensor, neste trabalho, seré utilizada uma
massa de 20 mg de sensor. O motivo é a baixa disponibilidade de sensor, ja que a molécula de

CBjJ6] é dificil de ser obtida devido ao baixo rendimento de sua sintese.
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Figura 7.10: Amplitude do sinal e nimero de spins por massa quantidade do sensor
CB[6]/FeDETC em funcao da massa do sensor.

7.4 — Investigacdo da interacdo do NO com o CB[n]

As amostras de CB[n] preparadas através da imersdo numa solucdo de NO, com
posterior filtragem e secagem, ndo apresentaram sinal RPE. Ja as amostras expostas & uma
atmosfera rica em NO, apresentaram. O espectro RPE da amostra de CB[6] foi tomado no
espectrdmetro Miniscope, utilizando-se amplitude de modulagdo de 0,7 mT, poténcia de 50
mW, freqiiéncia de 9,419 GHz e 6 repetices.

O sinal RPE para a amostra de CB[6]/NO ao NO gasoso é mostrada na Figura 7.11.
Este resultado sugere que a molécula de CB[n] é capaz de aprisionar NO gasoso. O espectro

da amostra de CB[6]/NO nao exibe interac6es hiperfinas, com fator g=2,00. O valor do fator g
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indica que a origem do sinal pode ser do NO. No entanto, a forma do sinal pode indicar que o
NO esta reagindo com a molécula de CB[6]. Estes resultados indicam que o CB[6] tem

potencial para aplicagdo como sensores de NO gasoso.

Intensidade do Sinal RPE (u.a.)

T T T T T T T T
325 330 335 340 345
Campo Magnético (mT)

Figura 7.11: Espectro RPE do sistema CB[6]/NO.
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7.5 — Caracterizacgao do sensor CB[6]/FeDETC.

7.5.1 — Estudo do complexo CB[6]FeDETC e CB[6]/NO por RMN

Os espectros RMN das amostras foram obtidos em colaboracdo com o Prof. Dr.
Eduardo Ribeiro Azevedo, do IFSC/USP, num espectrometro Varian INOVA 400, em estado
solido. A amostra de CB[6]/NO foi prepara expondo-se o CB[6] a uma atmosfera rica em NO.
A amostra de CB[6]/FeDETC/NO foi preparada mergulhando o complexo CB[6]/FeDETC
numa solucdo saturada de NO. Em seguida a amostra foi filtrada e seca.

A Figura 7.12 mostra os espectros RMN *H das amostras estudadas. A banda das
amostras de CBJ[6]/FeDETC, CB[6]/FeDETC/NO e CBJ[6]/NO sofreram um pequeno
deslocamento para a esquerda de 0,75, 9,50 e 15,32 ppm, respectivamente. Houve ainda um
grande alargamento da banda e aumento da intensidade e largura das bandas laterais das
amostras que contém ferro. Houve ainda uma mudanca na distancia das linhas laterais. Esses
resultados indicam uma mudanca na anisotropia devido ao deslocamento da nuvem eletronica,
indicando uma interacdo entre as moléculas de CB[6] e a de FeDETC, e ainda a complexacao
com a molécula de NO.

A Figura 7.13 mostra os espectros RMN **C das amostras de CB[6] complexadas
com ferro e com NO. A banda relativa ao grupo C=0 das amostras de CB[6]/FeDETC,
CB[6]/FeDETC/NO, e CB[6]/NO sofreram, respectivamente, um deslocamento para esquerda
de 1,15, 0,88 e 0,25 ppm, em relacdo a amostra de CB[6]. A banda relativa ao grupo CH
sofreu deslocamento para esquerda de 0,24 e 0,15 ppm, nas amostras de CB[6]/FeDETC e
CB[6]/NO respectivamente, e deslocamento para a direita de 0,31 ppm na amostra de

CB[6]/FeDETC/NO, relativamente a amostra de CB[6]. A banda relativa ao grupo CH, sofreu
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deslocamento para esquerda de 0,60 na amostra de CB[6]/FeDETC em relacdo a amostra de
CBI6].

A Tabela 7.1 mostra os tempos de relaxamento do RMN *H de amostras de CB[6],
CBI[6]/FeDETC, CB[6]/FeDETC/NO e CB[6]/NO, obtidos via **C. Os carbonos C;, C, e Cs
correspondem, respectivamente, ao C=0, CH e ao CH,. A presenca do FeDETC provocou a
diminuicdo do tempo de relaxamento do 'H para cerca de 1%. O tempo de relaxamento dos
'H da amostra de CB[6]/FeDETC/NO aumentou em uma ordem de grandeza em relagéo &
amostra de CB[6]/FeDETC, devido a presenca do NO. A amostra de CB[6]/NO apresentou
um pequeno aumento no tempo de relaxamento do *H tem relagdo & amostra de CB[6].

A Tabela 7.2 mostra os tempos de relaxamento do RMN **C de amostras de CB[8],
CBI[6]/FeDETC, CB[6]/FeDETC/NO e CB[6]/NO. O tempo de relaxamento do **C sofreu
uma grande reducdo com a complexacdo do FeDETC ao CB[6]. A amostra de
CB[6]/FeDETC/NO apresentou tempo de relaxamento levemente maior que a amostra de
CB[6]/FeDETC, mas menor que a amostra de CB[6].

Apesar dos espectros ndo mostrarem grande mudanca na posicdo das bandas entre as
amostras, para todas as amostras estudadas, foi possivel perceber grande variagdo no tempo de
relaxamento dos isotopos estudados, o que indica mudancga na anisotropia. A presenca do Fe
na amostra provoca uma grande diminuicdo no tempo de relaxamento tanto do *H quando do
13C, enquanto a presenca do NO provoca um pequeno aumento.

A diminuigdo do tempo de relaxamento indica uma mudanga no ambiente magnético
nas amostras. O aumento do tempo de relaxamento devido a presenca do NO pode indicar

ainda uma mudanca conformacional nas moléculas.
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Figura 7.12: Espectros RMN *H de amostras em estado sélido de CB[6] (A), CB[6]/FeDETC
(B), CB[6]/FeDETC/NO (C) e CB[6]/NO (D).
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Figura 7.13: Espectros RMN **C de amostras em estado soélido de CB[6] (A),
CB[6]/FeDETC (B), CB[6]/FeDETC/NO (C) e CB[6]/NO (D).
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Tabela 7.1: Tempos de relaxamento do RMN *H de amostras de CB[6], CB[6]/FeDETC e

CB[6]/FeDETC/NO, obtidos via *C.

Tempo de relaxamento (s)

Amostra Erro (s)
Via C, Via Co Via Cs
CBI6] 0.64 0.66 0.68
0,02 0,02 0,01
0.064 0.074 0,082
CB[6]/FeDETC 0,003 0,006 0,007
CB[6]/FeDETC/INO 0.102 0.116 0.13
Soluco 0.003 0.003 0.02
. 0,81 0,79 0,81
CB[6I/NO gas 0.02 0.03 0.02

Tabela 7.2: Tempos de relaxamento do RMN *3C de amostras de CB[6], CB[6]/FeDETC e

CBJ[6]/FeDETC/NO.
Tempo de relaxamento (s)
Amostra Erro (s)
Cl C2 C3
CBI6] 21 28 24
2 4 4
6 11 4
CBJ[6]/FeDETC 1 y 3
CBJ[6]/FeDETC/NO 16 10 12
Solugdo 5 7 6
. 25 24 27
CB[6]/NO gas 3 5 4

7.5.2 — Estudo do complexo CB[6]FeDETC e CB[6]/NO por FTIR

Os espectros FTIR foram realizados no laboratério do Prof. Dr. Paulo Noronha

Lisboa Filho, com auxilio de Larisa Baldo de Arruda, da POSMAT/FC/UNESP. O

equipamento utilizado é um Bruker Vertex 70, no intervalo de 50 cm™ a 4000 cm™, com
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resolucdo espectral de 4 cm™, e 32 varreduras. A anélise dos espectros foi realizada em
colaboragdo com Erika S. B. Uhle, do LNMD.

A Figura 7.14 mostra os espectros FTIR das amostras de FeDETC, CBJ€],
CB[6]/FeDETC e CB[6]/FeDETC/NO. A seguir serdo discutidas as alteragdes do espectro do
CB[6] ao ser complexado com o FeDETC.

A banda localizada em 2998 cm™, na amostra de CB[6], pode ser atribuida &
deformacéo axial da ligagdo C-H [61,62]. Esta banda sofreu um deslocamento para 2992 cm™,
além de um aumento na largura, na amostra de CB[6]/FeDETC. A banda em 2931 cm™, na
amostra de CB[6], pode ser atribuida a deformacdo axial do grupo CH,. Na amostra de
CB[6]/FeDETC, esta banda sofreu um deslocamento para 2938 cm™, além de um
estreitamento.

A amostra de CB[6]/FeDETC apresentou uma banda nova em 1655 cm™,
correspondente a ligacdo C-N (C,HsN) do FeDETC [63]. No espectro da molécula de
FeDETC, esta banda pode ser vista como um banda de baixa intensidade, em 1678 cm™. A
banda situada em 1726 cm™ pode ser correspondente & deformacéo axial do grupo C=0 do
CB[6].[64] Esta banda ndo sofreu deslocamento em relagdo a amostra complexada com
FeDETC. A banda em 1324 pode corresponder a ligagdo CN (NCO) do CB[6]. Esta banda
também ndo sofreu deslocamento. A banda situada em 1461 cm™ pode ser referente &
deformacéo angular do grupo CH, da molécula de CB[6] e sofreu um deslocamento para 1473
cm™,

Em 1180 cm™, na amostra de CB[6], se localiza a banda referente & deformacéo axial
assimétrica da ligagdo CN (NCO). Esta banda se deslocou para 1188 cm™, na amostra de
CB[6]/FeDETC. Em 1126 cm™ surgiu uma nova banda na amostra de CB[6]/FeDETC,

associada a ligacdo C-S do FeDETC [65]. A banda referente a deformacdo axial simétrica da
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ligacdo CN (CH,N) da molécula de CB[6] sofreu deslocamento de 794 cm™ para 798 cm™
apos a complexagdo com o FeDETC.

A banda localizada em 669 cm™ na amostra de CB[6] se deslocou para 676 cm™ na
amostra de CB[6]/FeDETC. Esta banda pode estar relacionada a ligagdo CN (NCO) do CB[6],
e também & ligagdo CN (SCN) do FeDETC. A banda localizada em 625 cm™ na amostra de
CB[6] pode estar relacionada & deformagdo angular do C=0O (NCO). Na amostra de
CB[6]/FeDETC, esta banda de deslocou para 614 cm™, além de sofrer um aumento de
intensidade, devido a presenca do enxofre. Nesta amostra, a banda esta também relacionada a
deformacdo angular do N-C-S e a deformacdo axial simétrica do C-S, da molécula de
FeDETC.

Devido a presenca do NO, a amostra de CB[6]/FeDETC sofreu alteracdo na banda
localizada a 1726 cm™, atribuida & ligacdo C=0, que se deslocou para 1722 cm™. A banda
referente & ligacdo C-H,, do CB[6], localizada em 1473 cm™, se deslocou para 1375 cm™.
Observa-se ainda um deslocamento da banda em 613 cm™, para 595 cm™. Esta regido é
caracteristica da ligagdo M-NO, onde M é um metal. Houve uma grande redugdo na
intensidade relativa da banda que pode ser referente a ligagdo C-N (C,HsN) do FeDETC,
localizada em 1655 cm™.

Comparando-se 0s espectros das amostras de CB[6] e CB[6]/NO, percebemos
apenas o deslocamento da banda referente a deformacéo simétrica da ligagdo C=0 do CB[€],
de 1726 cm™ para 1765 cm™. Isto indica que a interacdo do NO se da com o portal da

cavidade do CBJ6], onde se localiza a ligacdo afetada.
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Figura 7.14: Espectro FTIR de amostras de FeDETC (A), CB[6] (B), CB[6]/FeDETC (C) e

CB[6]/FeDETC/NO (D).
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7.5.3 — Caracterizacdo térmica do sensor

A caracterizacdo térmica das amostras foi realizada no laboratério do Prof. Dr. Aldo
Eloizo Job, na faculdade de Ciéncia e Tecnologia da UNESP. Os ensaios foram realizados
num equipamento TG/FTIR acoplado. A analise térmica foi realizada num equipamento
Netzsch modelo 204, com 10 mg de amostra num cadinho de alumina, atmosfera de argonio a
25 mL min™ e taxa de aquecimento de 5°C min™, de 25 a 700°C.

A Figura 7.15 mostra a curva termogravimétrica (TG) de uma amostra de CB[6] A
perda de massa, devido a degradacdo do composto, ocorre em trés etapas. A primeira etapa
ocorre entre 40°C e 150°C, com a perda de cerca de 13% da massa. Essa etapa pode estar
relacionada a perda de agua e componentes volateis, como solvente residual. A segunda etapa
ocorre entre 320°C e 490°C, com perda de cerca de 60% da massa. A terceira etapa ocorre
entre 490°C e 690°C, com perda de 26% da massa, aproximadamente. A massa residual é
menor que 1% da massa total, e pode ser atribuida a carbono.

A Figura 7.16 mostra a curva TG de uma amostra de CB[6]/FeEDETC. A
decomposicdo desta amostra ocorre em duas etapas. Na primeira, que ocorre entre 40°C e
140°C, houve perda de aproximadamente 14% da massa, 0 que pode estar relacionado a perda
de agua. Na segunda, entre 270°C e 470°C, houve perda de cerca de 55% da massa. A massa
residual é de aproximadamente 30%, e pode ser atribuida ao ferro contido no FeDETC. A
temperatura de degradacdo do complexo diminuiu em relacdo a amostra de CB[6], devido a
presenca do FeDETC. Possivelmente o aumento da temperatura provoca a descomplexagédo
do CB[6], bem como a do Fe e DETC. A perda de massa em temperatura menores pode

indicar que a molécula de DETC se degrada em temperaturas mais baixas que a de CBJ[6].
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Figura 7.15: Curva termogravimétrica de uma amostra de CB[6] (A) e derivada do
espectro (B).
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Figura 7.16: Curva termogravimétrica de uma amostra de CB[6]/FeDETC (A) e derivada do
espectro (B).
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7.5.4 — Estequiometria do complexo CB[6]/FeDETC.

Para verificar qual a quantidade maxima em mols de FeDETC é possivel complexar
por mol de CBJ6], preparamos diversas soluces contendo sempre 80 mg de CB[6], que
corresponde a 8,03x10° mols, e diferentes quantidade de FeDETC. A concentracdo de
FeDETC nas solugdes foram sempre a méxima (14,8 M). A quantidade de FeDETC foi
controlada atraves do volume da solucéo. As solucdes foram mantidas sob agitacdo moderada
por 2 dias, a temperatura de 30°C. Em seguida a solucdo foi filtrada e o complexo
CB[6]/FeDETC foi seco em dessecador por um dia e pesado. Através do peso inicial do
CB[6] e do peso final do complexo FeDETC/CB[6] foi possivel calcular a quantidade
complexada de FeDETC. E importante ressaltar que o CB[6] n4o é soltivel em DMF e apenas
permanece em suspensdo na solugéo.

A Figura 7.17 mostra que o numero de mols de FeEDETC complexado no CBJ[6]
aumenta em fungdo do numero de mols inicial de FEDETC, se estabilizando em torno da
quantidade molar inicial de FeDETC de 4,5x10™ mol. Essa concentracdo corresponde a uma
razdo molar de CB[6]/FeDETC é de 1:2,08. Cada ponto desta curva representa a média entre
6 medidas.

O grande desvio padrdo evidenciado pela Figura 7.17 pode ser devido a diferencas
nos parametros de preparacédo de diferentes lotes de sensores, como diferenca de temperatura,
pequenas diferencas na velocidade de agitacdo, e grau de absor¢do de 4gua pelo DMF durante
a preparacdo e pela perda de amostra durante a filtragem, ja que o o FeDETC € um pé
bastante fino que, mesmo quando centrifugado e filtrado com membrana de didmetro de poros
de 0,11 um, é perdido em quantidade relativamente grande. Para evitar a perda de amostra, 0
filtrado foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm e filtrado novamente, a fim de recolher

maior quantidade do complexo.
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Figura 7.17: Numero de mols de FeDETC complexado em funcdo do nimero de mols de
FeDETC inicial.

7.5.5 — Modelagem molecular das moléculas de CB[6] e FeEDETC

A modelagem molecular das moléculas de CB[6] e FeEDETC foram realizadas por
Augusto B. Neto, do LNMD. Foi utilizado o pacote computacional GAMESS, com uma
abordagem DFT com o funcional hibrido B3LYP. As func¢des de base utilizadas foram: 6-31G
para todos os atomos do CBJ[6] e 6-31G(2d,1p) para a molécula de FeDETC. Estes calculos
séo preliminares e necessitam de refinamento.

A Figura 7.18 mostra o mapa de potencial eletrostatico da molécula de CB[6]. A
cavidade da molécula, bem como seu portal, possuem potencial negativo, enquanto seu

exterior possui potencial negativo. Este resultado esta de acordo com a literatura [37,43].
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A Figura 7.19 mostra 0 mapa de potencial eletrostatico da molécula de FEDETC. A
molécula apresenta uma de suas extremidades com potencial positivo e a outra com potencial
negativo. Os resultados preliminares dos calculos DFT mostraram ainda que é possivel

acomodar até duas moléculas de FeDETC na cavidade da molécula de CBJ[6].

Figura 7.18: Mapa de potencial eletrostatico da molécula de CB[6]. A cor azul mostra a
regido com potencial negativo, enquanto a vermelha mostra a regido com
potencial positivo.
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Figura 7.19: Mapa de potencial eletrostatico da molécula de FEDETC. A cor azul mostra a
regido com potencial negativo, enquanto a vermelha mostra a regido com
potencial positivo.

7.5.6 — Estrutura molecular do sensor CB[6]/FeDETC

Os resultados da analise RMN e FTIR mostraram alteracdo na estrutura eletrénica
dos grupos C=0, CH, CH, e C-N da molécula de CBJ[6], indicando que a molécula de
FeDETC interagiu ndo apenas com o portal da cavidade do CB[6], mas com toda a molécula.

Com relacdo a molécula de FeDETC, foi possivel apenas a identificacdo da banda
relativa a ligacdo C-N. As demais bandas estdo sobrepostas as bandas da molécula de CB[6].
Isto impede a proposicdo de quais sitios da molécula de FeDETC interagem com a de CB[6].
No entanto, podemos supor que uma das extremidades, ou ambas, da molécula de FeDETC
esta interagindo eletrostaticamente com a molécula de CB[6].

A estequiometria do complexo, sugerida pelos célculos estequiométricos e analise
TG, sugere que a molécula de FeDETC pode estar se complexando também pelo lado exterior

da cavidade da molécula de CB[6].
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Ao trabalhar com o complexo CB[6]/FeDETC em solugdo de NO, notou-se que 0
complexo sofreu grande dispersdo e pequena solubilizagdo na solucdo de NO, o que pode
indicar que o complexo ndo estd sofrendo polimerizagdo. Entdo, uma hipGtese de uma
molécula de FeDETC estar se complexando com suas moléculas de CB[6] se torna menos
provavel.

Existe ainda a possibilidade da molécula de FeEDETC ter sido quebrada durante a
complexacdo, como foi sugerido pelo resultado das medidas RPE. Esta hipGtese ndo pode se
comprovada através das medidas FTIR, j& que a banda referente a ligacdo Fe-S ndo pode ser
distinguida no espectro.

Baseando-se nesses resultados, juntamente com o da modelagem molecular,
podemos supor que uma das extremidades da molécula de FeDETC estd penetrando na
cavidade do CB[6], com a extremidade oposta para fora do portal da cavidade. A figura 7.20
mostra a estrutura proposta para este complexo. O dtomo de ferro pode estar localizado nas
proximidades do portal, do lado de fora da cavidade. O lado da molécula de FeDETC que se
encontra externa a cavidade, pode estar interagindo de forma fraca com o exterior de outra
molécula de CBJ[6]. Esta proposta estd também de acordo com a forma do espectro RPE
obtido, que sugere que a molécula de NO ndo estd presa, mas possui liberdade para se

movimentar.
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Figura 7.20: Estrutura proposta para o complexo de inclusdo CB[6]/FeDETC. A molécula de
CB[6] é mostrada em tons de cinza, enquanto a molécula de FeDETC é
mostrada em cores.



81

8 — ANALISE DA PERFORMANCE DOS SENSORES

8.1 - Sensores baseados em PPO400/FeDETC

A figura 8.1 apresenta os sinais tipicos de sensores de NO baseados em
PPO400/FeDETC expostos a concentragdes de NO entre 1 mM e 10 uM. Esta figura mostra
que amplitude pico a pico do sinal aumenta com o aumento da concentracdo de NO. As
medidas RPE foram tomadas no espectrdmetro Miniscope, com poténcia de 50,12 mW,

amplitude de modulacao de 0,7 mT e ganho 1.
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Figura 8.1: Sinais RPE tipicos de sensores de NO baseados em PPO400/FeDETC, expostos a
concentragdes de NO entre 1 mM e 10 uM.

A Figura 8.2 mostra a curva de calibracdo do sensor de PPO400, para um intervalo

de concentracdo de 10 uM a 2 mM. Esta curva foi obtida expondo 30 mg do sensor de
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PPO400/FeDETC a solugdes de concentracfes conhecidas de NO. Cada ponto representa a
media de 3 amostras.

A partir do ponto referente a [NO]=1 mM, a intensidade se estabilizou, indicando
que possivelmente a quantidade de agentes complexantes de NO é menor que a quantidade de
NO disponivel na solucdo. A estabilizacdo do sinal pode ainda ser devido & possivel
dificuldade do NO se difundir para dentro da matriz de PPO.

Na referida figura, a reta representa uma regressdo linear com R®=0,983, que
representa uma boa linearidade entre a amplitude pico a pico do sinal e a concentracdo de NO
na solucdo. Esta relacdo é dada por:

Amplitude = 552,108 + 1,113x10" * [NO]

Com o ganho de 1, o sinal pdde ser acompanhado até a concentracdo de 10 uM.

Amplutude do sinal (u.a.)

LI T T LI T T T T LI T T T

00 02 04 06 08 10 12 14 16 1,8 20
Concentracdo de NO na solucédo (mM)

Figura 8.2: Curva de calibracdo do sensor PPO400/FeDETC, para o intervalo de
concentracdo de NO entre 10 uM e 2 mM.
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Para concentragfes menores, o ganho foi aumentado para 50, para que o sinal possa
ser obtido. A Figura 8.3 mostra os sinais tipicos de sensores PPO400/FeDETC expostos a
baixas concentracdes de NO. Com o aumento do ganho, o sinal péde ser acompanhado até a
concentragéo de 100 nM.

A reta representa a regresséo linear com R?=0,977. Desta forma, o sensor apresentou
uma boa linearidade entre a amplitude pico a pico do sinal e a concentracdo de NO na
solucdo. Esta relacdo € dada por:

Amplitude = 314,627 + 2,506x10% * [NO]

Desta forma, podemos indicar as principais propriedade do sensor de NO baseado
em PPO400/FeDETC:

- Sensibilidade: 2,5x10% pM™ (para concentragdes abaixo de 1 mM)

- Faixa de trabalho: 100 nM a 1 mM

Durante a preparacdo do complexo FeDETC, tanto o Fe?* e Fe** provenientes dos
reagentes podem se complexar com o DETC, formando os complexos Fe'(DETC), e
Fe'"'(DETC)3.[66,67] O sensor baseado em PPO possui em seu interior complexos FeDETC
com dois estados de oxidagdo distintos: Fe** e Fe**. O complexo Fe**-NO nido ¢é
paramagnético, portanto, ndo exibe sinal RPE. Desta forma, a amplitude do sinal nao reflete a

real quantidade de NO aprisionada no sensor.
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Figura 8.3: Sinais RPE tipicos de sensores de NO baseados em PPO400/FeDETC, expostos a
concentragdes de NO entre 100 nM a 10 uM.
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Figura 8.4: Curva de calibracdo do sensor PPO400/FeDETC, para o intervalo de
concentragdo de NO entre 100 nM a 10 uM.
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8.2 - Sensores baseados em CB[6]/FeDETC

A caracterizacdo do sensor CB[6]/FeDETC foi realizada em fungdo do numero de
sitios paramagnéticos, ou numero de spins, no sensor. Para calcular o nimero de sitios
paramagnéticos no sensor CB[6]/FeDETC foi obtido o sinal RPE de uma amostra padrdo de
silicio que contém 1,13x10" spins. A medida foi realizada com amplitude de modulagéo de
0,7 mT, poténcia de microondas de 50 mW e ganho de 20. A dupla integracdo desse sinal
resultou numa area normalizada pelo ganho de 17,19 u.a.

A dupla integracdo do sinal obtido do sensor de CB[6]/FeDETC/NO exposto a maior
concentracdo de NO, medido nas mesmas condicBes experimentais que o padrdo de silicio,
resultou numa area normalizada pelo ganho de 868,09 u.a. A amplitude pico a pico do sinal
RPE desta amostra é de 10176 u.a. Desta forma, o niimero de spins na amostra é de 7,99x10*
spins. A relacdo entre o numero de spins do sensor e a amplitude do sinal RPE normalizada
pelo ganho é de 3,92x10". Para as demais amostras de sensor CB[6]/FeDETC, o nimero de
spins foi calculado através da amplitude do sinal normalizada pelo ganho, utilizando-se esta

relacdo. A seguir serdo discutidas as principais caracteristica do sensor CB[6]/FeDETC.

8.2.1 - Estabilidade do sinal do sensor CB[6]/FeDETC

Devido a alta reatividade do NO, é necessario avaliar a estabilidade do sinal EPR no
sensor CB[6]/NO. Para avaliarmos a estabilidade do sinal EPR dos sensores, monitoramos o
sinal em funcao do tempo, observando como se modifica a 0 nimero de spins no sensor.

A Figura 8.5 mostra a dependéncia numero de spins no sensor com o tempo. Os
sensores foram estocados em temperatura de 25°C e atmosfera ambiente, durante a analise.

Esta figura mostra que a intensidade do sinal RPE do sensor caiu com o tempo.
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O tempo de meia vida do decaimento do nimero de spins € T1,,=20 h. O sinal RPE
caracteristico do NO pode ser monitorado por 30 dias ap6s o aprisionamento do NO. A
reducdo da intensidade do sinal com o tempo pode estar associada a descomplexa¢do do NO
com o ferro, promovendo a liberagdo do NO.

A medida do sinal RPE do sensor pode ser feita varias horas apds o aprisionamento
do NO, ao contrario dos sensores liquidos ja existentes. No entanto, a queda do sinal nas
primeiras horas apds o aprisionamento do NO, requer que a medida RPE seja efetuada sempre

no mesmo tempo até a medida, utilizado para a confeccéo da curva de calibra¢do do sensor.
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Figura 8.5: Namero de spins no complexo CB[6]/FeDETC/NO em funcdo do tempo.



87

8.2.2 — Reposta do sensor em funcéo da concentracédo do NO em solugéo

Sensores baseados no sistema CB[6]/FeDETC foram mergulhados em solugfes de
NO com concentragdo variando entre 2 mM e 600 nM, por 30 minutos. Apos filtracdo em
sistema de membrana e secagem por 30 minutos, o espectro RPE das amostras foram
tomados, utilizando-se o espectrometro RPE Miniscope. Cada medida foi realizada com
quantidade média de 14 mg de amostra, utilizando-se amplitude de modulacéo de 0,7 mT e
poténcia de 50,12. O ganho de cada medida foi ajustado a fim de se obter a maior amplitude
de sinal possivel, para cada amostra.

A Figura 8.6 mostra a relacdo entre o numero de spins no sensor CB[6]/FeDETC em
funcdo da concentracdo de NO na solucdo. Observa-se que o nimero de spins diminui com a
diminuicdo da concentracdo de NO. Este resultado mostra que o sistema CB[6]/FeDETC &
promissor quanto a aplicacdo como sensor de NO.

A menor concentracdo de NO em que o sensor apresentou sinal RPE foi de 100 nM.
Para concentragdes inferiores a esta, 0 NO pode estar sendo totalmente oxidado pelo oxigénio
presente na solucdo, além de se difundir para a atmosfera.

Para concentragbes de NO superiores a 1 mM, o N° de spins/massa do sensor se
manteve estavel. Isto pode ser devido ao fato de que esta concentracdo esta proxima da
saturacdo (1,9 mM). Ha perda de NO devido a difusdo para atmosfera e oxidacéo pelo O,
presente na solucdo. Além disso, 10 mL de uma solugdo de NO com concentragédo de 1,9 mM
fornece 1,14x10"° moléculas de NO enquanto a massa média de sensor em solugdo, de 14 mg,
corresponde a cerca de 4,48x10® sitios disponiveis para aprisionamento do NO, sendo que
alguns desses sitios sdo de Fe**, que ndo exibe sinal RPE. Entdo a estabilizagdo da curva
pode ser justificada também pela quantidade de sitios de Fe®* ser menor que a quantidade de

NO presente em solucdo.
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O sensor apresentou uma faixa linear de trabalho entre 100 nM e 10 mM. Foi feita
entdo uma regressdo linear nessa faixa, a fim de determinar a sensibilidade do sensor. Foi
obtido uma reta cuja equacgéo é dada por:

(N° de spins/Massa) = 8,55x10% * (Concentracdo de NO)

A sensibilidade do sensor é de 8,55x10% spins.g™.M™, e o coeficiente de correlacdo
da curva é R?=0,93. Desta forma, apesar do sensor apresentar um grande sensibilidade, ele
apresenta uma baixa confiabilidade. Como a sensibilidade do espectrometro RPE utilizado é
de 8x10° spins/g, as medidas efetuadas ndo se aproximaram do limite do equipamento.[58]

A Figura 8.7 mostra sinais RPE do sensor CB[6]/FeDETC exposto a solu¢bes de NO
com concentracdes de 1 mM (A), 100 nM (B) e sem a presenca de NO (C), na qual € possivel
perceber a relacdo sinal/ruido do sensor. A relacdo sinal/ruido tem uma grande diminuicéo
para 0 sensor exposto a concentracdo mais baixa de NO, em relacdo ao exposto a
concentracdo mais alta.

A intensidade pico a pico do branco (ruido) tem um valor médio de 45,50 u.a., com
desvio padrdo de 3,69 u.a. Em termos de spins/g, isto corresponde a um valor médio de
9,73x10" spins/g, com desvio padréo de 7,98x10" spins/g. Desta forma, através da Equagdo
6.3, foi calculado o limite de detecgdo no dominio do sinal, que vale LDs=1,21x10" spins/g.
De posse desses valores, através da Equagdo 6.4, foi calculado o limite de detec¢do do sensor
CBJ[6]/FeDETC no dominio das concentragdes, que é de LDc=2,9 nM.

Utilizando-se a Equagdo 6.5, foi determinado o limite de quantificagdo no dominio
do sinal, com sendo de LQs=1,37x10™ spins/g. No dominio das concentracdes, o limite de
quantificacdo foi determinado pela Equacédo 6.5, com o valor de LQc=16 nM.

Este limite de deteccdo é trés ordens de grandeza menor que o alcancado pelo

método de Griess, que é o mais utilizado comercialmente [17]. E comparavel com a da
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maioria dos sensores descritos na literatura [15,16]. No entanto, é cerca de duas ordens de
grandeza maior que 0s sensores com menor limite de detecgdo ja construidos [15].

A faixa de trabalho do sensor, dada pelos limites inferiores e superiores do limite de
quantificacdo, é de 1,37x10™ spins/g a 9,88x10™® spins/g. O sensor apresenta ainda uma
grande especificidade, inerente a técnica de construcao utilizando-se carbamatos e medida por
RPE, como ja é bem estabelecido na literatura [29,59].

Para melhor andlise dos resultados, a escala da curva de calibragdo do sensor foi
ajustada para logaritmica, em ambos 0s eixos, como mostra a Figura 8,8. A regressdo linear é
mostrada na figura e é dada pela seguinte relacéo:

log(N° de spins/Massa) = 20,972 + 0,585 * log(Concentracao de NO)

Neste caso, o coeficiente de correlacdo é R?=0,977. Desta forma, trabalhando-se com a escala
logaritmica, a linearidade do sensor € maior, levando a uma maior confiabilidade

A boa performance do sensor CB[6]/FeDETC pode ser devida a localizacdo do sitio
de ferro fora da cavidade do CB[6], o que facilita a difusdo e complexagdo do NO.

E importante ressaltar que os pardmetros do sensor, discutidos anteriormente, valem
para a sua aplicacdo na determinagdo do NO sem solugéo aquosa. O sensor pode ser aplicado
desde na determinagdo de NO em sangue, Orgdos e tecidos aos gases do escapamento de
automoéveis e atmosfera. Para cada aplicacdo, os pardmetros do sensor devem ser
determinados especificamente.

Os parametros do sensor aplicado & determinacdo do NO em solucdo aquosa podem
ndo refletir todo o potencial do sensor, j& que ocorre grande oxidacdo do NO devido ao O,
presente em solucdo. A reacdo de producdo de NO, dada pela equacdo 6.1, também produz O,
como sub-produto. Além disso, ocorre a difusdo de NO da solucédo para a atmosfera. Devido a
esses fatores, a concentracdo de NO presente na solugdo € menor que a concentracdo atribuida

nos experimentos.



90

12

'

N° de spins/Massa (x10™* spins/g)
——

0,0 0,5 1,0 1,5
Concentracdo de NO (mM)

Figura 8.6: Curva de calibracdo do sensor CB[6]/FeDETC.
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Figura 8.7: Sinais RPE do sensor CB[6]/FeEDETC exposto a solugdes de NO com
concentracdes de 1 mM (A), 500 nM (B) e sem a presenca de NO (C).
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Figura 8.8: Curva de calibracao do sensor CB[6]/FeDETC em escala logaritmica.
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9 — CONCLUSOES

Foi desenvolvido e caracterizado um complexo de inclusdo entre as moléculas de
FeDETC e CBJ6], além de um material sol-gel baseado no precursor PPO400 com FeDETC
incluso. A caracterizacdo desses materiais demonstraram que sdo sensores para NO por EPR
de bom desempenho.

O sensor baseado em PPO, apresentou sensibilidade de 2,5x10° pM™, com faixa de
trabalho entre 100 nM e 1 mM. O sensor CB[6]/FeDETC apresenta elevada estabilidade do
complexo ferronitrosil. O limite de deteccdo desse sensor € de 2,9 nM, limite de quantificacdo
de 16 nM. A faixa de trabalho desse sensor é de 1,37x10" spins/g a 9,88x10'® spins/g. O bom
desempenho de sensor pode ser devido ao fato de, no complexo de inclusdo, a molécula de
FeDETC penetrar apenas parcialmente na de CB[6], deixando o atomo de ferro exposto,
acessivel a molécula de NO.

A oxidacdo do NO na solucgéo e difusdo para a atmosfera provocam uma diminuicdo
no valor da concentracdo das solucdes padrdo utilizadas na construcdo da curva de calibracdo
do sensor. Desta forma, as solu¢@es possuem concentracdo menor que a atribuida durante os
experimentos. Entdo, novos experimentos com solugdes de NO com concentragfes mais
precisas podem demonstrar que o desempenho dos sensores pode ser melhor que o
demonstrado nesse trabalho. A perda de material durante o processo de filtragem do sensor de
CB[6]/FeDETC contribui para a perda de desempenho do sensor, ja que as moléculas que séo
perdidas para a solugdo sdo mais expostas ao NO e levam consigo grande quantidade deste.

A Tabela 9.1 apresenta a comparacdo da estabilidade e menor concentracdo que
apresentou sinal RPE entre os sensores de PPO400/FeDETC, CBJ[6]/FeDETC e os sensores
solidos ja produzidos em nosso laboratério. Observamos que o sensor de PPO400 apresentou

estabilidade equivalente ao sensor mais estavel ja obtido (latex), e menor limite de deteccao.
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Este sensor apresentou uma melhoria na estabilidade mecéanica em relagdo ao sensor baseado
em TEOS, obtido pela mesma técnica, que se apresentou muito quebradi¢co. O sensor
CB[6]/FeDETC apresentou o melhor desempenho, conseguindo medir menores concentragdes

de NO.

Tabela 9.1: Comparacédo entre as propriedades do sensor de PPO e outros sensores solidos
desenvolvidos em nosso laboratdrio.

Latex TEOS PPO CBJ6]
Estabilidade (Dias) 40 15* 40 30
Menor concentragéo 100 10 0,1 0,01

de NO mensuravel

(uM)

*A intensidade do sinal caiu pela metade apds as primeiras 4 h
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Além do trabalho original, o autor desenvolveu outras atividades no Laboratério de

Novos Materiais e dispositivos (LNMD), tais como:

Atuacdo na implantagdo do laboratorio: O aluno participou ativamente na
implantacdo do LNMD, acompanhando a instalacdo da infra-estrutura basica
(mesas, bancadas, instalacdes elétricas) e trabalhando no processo de aquisi¢do
da vidraria, reagentes e diversos equipamentos e instrumentos para o laboratorio,
sendo que o0 ano de 2008 foi dedicado prioritariamente a esta finalidade.

Sintese de carbamatos e estudo de seu desempenho em sensores de NO: O aluno
realizou a sintese de carbamatos ainda nio explorados pelo grupo, como Fe,"-
di(N-(ditiocarboxi)sarcosina) e Fe,"-di(N-(ditiocarboxi)-L-prolina). No entanto,
0s sensores preparados com esses carbamatos nao tiveram desempenho superior
ao tradicional FeDETC. Portanto, sua utilizacéo foi descontinuada.

Busca de novas matrizes para construcao de sensores para 0xido nitrico: Foram
realizados extensos estudos quanto & busca de novas matrizes para 0
desenvolvimento de sensores para NO. Duas matrizes promissoras estudadas
foram as de celulose bacteriana e de poliestireno sulfonado.

Projeto e montagem de um espectrébmetro de ressonancia plasmonica de
superficie (RPS): A RPS é uma técnica Optica de grande sensibilidade, através da
qual é possivel construir sensores. Como superficie sensora seletiva ao NO, pode
ser utilizados filmes finos de cucurbit[6]uril, PPO, ftalocianinas e outros
materiais, depositados sobre filme fino de ouro. O estudo da técnica e dos

instrumentos disponiveis no mercado, bem como o projeto do espectrémetro
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RPS consumiu grande esforco. Porém, diante dos resultados promissores

oferecidos pelo CB[n], os esfor¢cos foram concentrado neste material.
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