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RESUMO

Neste trabalho s&o apresentadas as caracterizagbes Opticas de solucdes
fluorescentes inseridas em salivas artificiais com diferentes valores de potencial
hidrogeniénico (pH ~ 3,2 — 11,5). Foram realizadas medidas espectroscopia de
absorbancia, fluorescéncia, tempo de vida e FTIR (Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier) das solugdes fluorescentes de fluoresceina, antocianina e
nanoparticulas de carbono inseridas em salivas artificiais. A escolha da saliva como
objeto de pesquisa é devido a sua relevancia em diversas fung¢des corporais, incluindo
lubrificagdo, mastigagao, degluticdo e digestdo. Além disso, a saliva € capaz de refletir o
estado fisiolégico e patologico do corpo, sendo que seu pH serve como indicador para
determinadas doencas. O propdsito deste estudo € avaliar os corantes fluorescentes,
como a fluoresceina e antocianina, bem como as nanoparticulas de carbono, como
potenciais biossensores dependentes do pH, visando o diagndstico de doengas, dada a
variabilidade do pH da saliva humana em situagdes patoldgicas.

Palavras-chave: Potencial Hidrogenibénico. Fluoresceina. Antocianina. Nanoparticulas
de Carbono. Saliva Artificial. Fluorescéncia. Absorbancia. Tempo de Vida de
Fluorescéncia. Patologia. Biossensores. Espectroscopia.



ABSTRACT

In this work, the optical characterizations of fluorescent solutions are presented
inserted into artificial saliva, with different hydrogen potential values (pH ~ 3.2 — 11.5).
Spectroscopy measurements of absorbance, fluorescence, lifetime, and FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) of fluorescent solutions of fluorescein, anthocyanin and
carbon nanoparticles inserted into artificial saliva were carried out. The choice of saliva
as a research is due to its relevance in various bodily functions, including lubrication,
chewing, swallowing, and digestion. Additionally, saliva is capable of reflecting the
physiological and pathological state of the body, with their pH serves as an indicator for
certain diseases. The purpose of this study is to evaluate fluorescent dyes, such as
fluorescein and anthocyanin, as well as carbon dots, as potential pH-dependent
biosensors, aiming for disease diagnosis, given the variability of the pH of human saliva

in pathological situations.

Keywords: Hydrogenionic Potential. Fluorescein. Anthocyanin. Carbon dots. Artificial
Saliva. Fluorescence. Absorbance. Fluorescence Lifetime. Pathology. Biosensors.
Spectroscopy.
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INTRODUGAO

Tradicionalmente, um método amplamente utilizado em laboratérios para
diagndstico clinico é a analise do sangue. Porém, é visto que esse método € invasivo e
frequentemente causa desconforto e dor aos pacientes. Assim, o emprego da saliva
como fonte de diagnostico vem sendo amplamente adotado em clinicas e laboratorios.
Além de oferecer resultados satisfatorios e precisos, o uso da saliva é rapido e nao
invasivo na obtencao dos resultados.

Este trabalho apresentara as caracterizagdes espectroscopicas e Opticas de varias
solugdes fluorescentes inseridas em salivas artificiais em fungdo do pH. Os pigmentos
fluorescentes incluirdo corantes naturais e nanoparticulas de carbono, que serao
inseridos em salivas artificiais com diferentes valores de potencial de hidrogénio. Foram
realizadas medidas espectroscopicas de absorcdo e fluorescéncia, bem como outras
técnicas opticas, como a espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) e medidas de tempo de vida de fluorescéncia.

Espectroscopia de absorbancia e fluorescéncia sido técnicas analiticas e
luminosas que tem desempenhado um papel revolucionario nas ciéncias biomédicas e
na pesquisa médica. Ao explorar os aspectos moleculares ocultos e possibilitar uma
diversidade de aplicacbes, estas se destacam como umas ferramentas inestimaveis
neste trabalho.

Este estudo visa fornecer uma compreensdo mais profunda das propriedades
opticas dessas solucdes fluorescentes inseridas em salivas artificiais, com foco na
analise dos resultados com diferentes variagbes de pH. Essas investigagbes tém o
potencial de contribuir significativamente para o desenvolvimento de biossensores e
métodos de diagndstico mais precisos e sensiveis, considerando que o pH da saliva é

um indicador crucial de condigdes meédicas subjacentes.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é realizar as caracterizagbes espectroscopicas
(absorcéo e fluorescéncia), medidas de FTIR e medidas de tempo de vida de corantes
e/ou nanoparticulas de carbono fluorescentes inseridas em saliva artificial em diferentes
valores de pH. Desta forma, determinar qual solugao fluorescente (corante natural ou
nanoparticulas) sdo mais sensiveis a variagao de pH, bem como a técnica 6ptica mais
adequada para detectar a variacdo de seus parametros em fungdo da modificagao de
pH. Desta forma, possibilitando uma possivel aplicagdo como biossensor para
diagndsticos de doengas, visto que o pH da saliva pode se alterar em caso de patologias.
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1. CONSIDERAGOES TEORICAS

Neste capitulo sdo apresentados os conceitos importantes para o entendimento

de saliva e sobre potencial hidrogenidnico.

1.1 Salivas Naturais e Artificiais

A saliva apresenta diversas fung¢des na cavidade oral, sendo as principais a
limpeza fisica de detritos, digestdo do bolo alimentar, lubrificacdo, manutengéo da
integridade da mucosa, neutralizagao dos acidos, agao antimicrobiana etc.

Na saliva, mesmo que em menor concentragcdo em comparagdo ao sangue,
encontram-se alguns dos constituintes presentes no plasma sanguineo, como acido
desoxirribonucleico, acido ribonucleico, proteinas, hormbnios, metabdlitos, anticorpos e
outros elementos bioquimicos. Entretanto, a concentragdo mais baixa dos marcadores
biolégicos na saliva, juntamente com a viscosidade e os riscos potenciais de
contaminagao bacteriana durante o armazenamento e transporte, limitam a coleta da
amostra de saliva e sua utilizagdo como meio de diagndstico.

A saliva natural € uma mistura complexa que contém uma variabilidade de
funcdes, torna-se muito dificil recria-la através de meios artificiais. Uma saliva artificial
ideal deve apresentar longa durabilidade, capacidade de proporcionar lubrificagdo
suficiente para manter os tecidos orais humidos e protegidos da agressao quimico-
mecanica. Até hoje, ainda ndo se conseguiu criar nenhum tipo de saliva artificial que
reuna todas estas caracteristicas ideias. Porém com estudos cada vez mais avancgados,
deseja-se encontrar solugdes para o desenvolvimento de salivas artificiais cada vez mais
proximas da saliva natural.

A saliva artificial geralmente consiste numa solugdo aquosa de sais minerais
encontrados na saliva humana, como o fosfato e o calcio, que participam em processos
fundamentais para a cavidade oral. As salivas artificiais atualmente comercializadas sao
baseadas em carboximetilcelulose (CMC), carboximetilcelulose de sédio (SCMC) e
hidroxietilcelulose como agentes espessantes e lubrificantes.

A saliva artificial adquirida para esse trabalho possui como caracteristica uma
consisténcia liquida e viscosa, a ideia de utilizar essas salivas artificiais € que por meio

delas possa ser feito simulagdées de um fluido bioldgico.
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1.2 Potencial de Hidrogénio

O pH representa uma escala que indica a acidez ou alcalinidade de uma
substancia, variando de 0 a 14. O nivel mais acido € zero, o mais alcalino é 14, e 7 é
considerado neutro. Esses valores sdo determinados usando a agua como referéncia,
sendo o pH 7 o ponto neutro na agua pura. Isso representa um equilibrio ideal, embora,
como sera apresentado posteriormente, esse valor preciso nunca é atingido no corpo
humano.

A agua em sua forma mais pura € a unica substancia com um pH verdadeiramente
neutro. Substancias acidas sdo comuns de ser encontrar no cotidiano, como por
exemplo, vinho, vinagre e frutas. Por outro lado, as substancias alcalinas, podem ser
exemplificadas como agua do mar ou antiacidos estomacais. O equilibrio total com um
pH de 7 é impossivel para o nosso organismo. Por exemplo, o sangue humano é
ligeiramente alcalino, com um pH acima de 7, enquanto a saliva normalmente tem um pH
entre 5,6 e 7,9, sendo geralmente acida [1].

Por meio da medicao do pH pode-se definir as caracteristicas quimicas de um
material. A dgua pode sofrer ionizagédo e produzir ions H+ e OH- . Assim, para uma

solucdo aquosa podemos escrever [1]:

H20 & H* + OH- (1)

Logo, em uma solugdo aquosa sempre havera ions H* e OH- que seréo
utilizados para caracterizar uma solugcdo em acida e ou em basica. O valor de pH é
dado por [1]:

pH = —loga H* (2)

Para analise, existe uma escala de pH conforme Figura 1 que varia entre 0 a
14. Uma amostra é considerada com pH neutro se possuir valor de pH 7, e solugdes
com pH inferior a 7 sdo consideradas acidas enquanto que as solugbées compH
superior a 7 sao consideradas alcalinas .
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Escala de pH

Solucdes Neutras

Solucdes Acidas Solucdes Bésicas

o1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Acidez Crescente Basicidade Crescente

Figura 1. Escala de pH. Adaptado de [2].

Além de existirem varias formas e materiais para detec¢cao de valores de pH, as
técnicas espectroscopicas, como absorcao, fluorescéncia e tempo de vida de
fluorescéncia, também s&o estudadas e utilizadas para essa finalidade. Devido a
propriedade das amostras utilizadas apresentarem cores diferentes, dependendo do pH
e do meio em que elas se encontram, fazendo com que estes pigmentos possam ser
utilizados como indicadores naturais de pH.

Aposs obter as salivas artificiais para este trabalho, com valores de diferentes pH
~3 -12, foram aferidos os valores de pH de cada saliva com um pHmetro (Hanna HI 2221).

2. AMOSTRAS INVESTIGADAS

Neste capitulo serdo abordados os processos de extragdes e sinteses das
solucdes fluorescentes caracterizadas neste trabalho: Fluoresceina; Antocianina e

nanoparticulas de carbono.

2.1 Corantes e nanoparticulas de carbono

O corante natural caracterizado neste estudo foi extraido da planta Tradescantia
pallida purpurea, e as nanoparticulas de carbono foram sintetizadas da mesma planta
como fonte de carbono em meios aquosos. Nanoparticulas de carbono tém sido
aplicadas como marcadores de células e tecidos devido as suas propriedades
fluorescentes na regiao visivel [3]. O corante natural e nanoparticulas de carbono
utilizados nesta pesquisa foi extraido e/ou sintetizado pelo Grupo de Propriedades
Opticas e Térmicas de Materiais (GPOTM) da Universidade Federal de Uberlandia. A

fluoresceina caracterizada foi preparada em etanol e descrita posteriormente.



17

2.1.1 Fluoresceina

A fluoresceina, por sua vez, € um corante xanteno, nao téxico e altamente
fluorescente. Foi sintetizada pela primeira vez por Von Bayor em 1871 e é conhecida na

sua forma de sal sédico, como uranina (C20H100sNaz) ou fluoresceina sodica.

HO O

Figura 2. Formula estrutural do corante
fluoresceina. Adaptado de [4].

0

A fluoresceina € uma substancia fluorescente. O principio da fluorescéncia esta
na absorc¢ao de energia luminosa de raios ultravioletas (UV), sem dissipagao de energia
ou decomposi¢ao molecular [5]. A fluoresceina produz coloracao verde fluorescente que
€ ativada pela absorcao de luz azul ultravioleta, na presenca de hidroxido de sddio. Sua
fluorescéncia maxima ocorre na faixa de absorg&o de luminosidade de luz (360-400 nm),
gue causa a excitagao de elétrons na molécula da fluoresceina, promovendo assim uma

intensa fluorescéncia de coloracdo dourado-esverdeado em ~ 560 nm [5].

2.1.2 Antocianina

O termo antocianina é de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul escuro).
Apds a clorofila, as antocianinas sdo o mais importante grupo de pigmentos de origem
vegetal [6]. Comp&em o maior grupo de pigmentos soluveis em agua do reino vegetal e
sao encontradas em maior quantidade nas angiospermas [6].

As funcbdes desempenhadas pelas antocianinas nas plantas sao variadas, como
antioxidantes, protec&o a acdo da luz, mecanismo de defesa e fungao bioldgica. As cores
vivas e intensas que elas produzem tém um papel importante em varios mecanismos

reprodutores das plantas, tais como a polinizacao e a dispersao de sementes. A estrutura
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quimica basica das antocianinas € baseada em uma estrutura policiclica de quinze

carbonos, mostrada na Figura 3.

Ra

+
R o

=T g RT

R3 N . "R
RrR2

Figura 3. Estrutura quimica das antocianinas.
Adaptado de [7].

A sensibilidade ao pH é o principal fator limitante no processamento e utilizagao
das antocianinas, afetando a cor e a estabilidade quimica. Em solugdes acidas, a
antocianina é vermelha, mas com o aumento do pH a intensidade de cor diminui. Em
solugao alcalina, a cor azul é obtida, porém é instavel [8]. Esta instabilidade foi observada
por JACKMAN et al. (1987) quando do tratamento com calor ou devido ao
armazenamento em que a antocianina manifestou mudanga da pigmentacao do azul para

o0 amarelo.

2.1.3 Nanoparticulas de Carbono

As nanoparticulas de carbono (NPsC), também conhecidas como Carbon Dots
(CDots), representam uma classe inovadora de materiais de carbono soluveis em agua,
altamente fluorescentes e com didmetros em torno de 10 nm. Originadas pela primeira
vez em 2004 através da purificagdo de nanotubos de carbono de parede unica, estas
nanoestruturas abriram caminho para uma série de métodos de sintese desenvolvidos,
caracterizagoes e aplicagdes [3].

Além de suas caracteristicas fundamentais, as NPsC exibem propriedades opticas
e eletronicas intrigantes que as tornam versateis em diversas aplicagées. Suas
propriedades, como alta foto-estabilidade, capacidade de ajuste do comprimento de onda
de emissao e excelente biocompatibilidade, tém atraido uma atengé&o significativa. Estas
caracteristicas tém permitido o avango em areas como optoeletrénica, sensoriamento

quimico, foto-catalise e marcagao bioldgica.
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Em particular, no campo dos biomateriais fluorescentes, as NPsC tém sido objeto
de uma investigagao consideravel. Com seu potencial para serem aplicadas em biologia
celular e em biossensores, essas nanoparticulas apresentam perspectivas promissoras
para uma variedade de aplicagdes biofotdnicas [3]. Este interesse continuo reflete a
importancia crescente das NPsC como uma ferramenta versatil e potente em varias

disciplinas cientificas.

3. TECNICAS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo apresentadas as técnicas experimentais utilizadas para analise

das amostras, os equipamentos e os parametros utilizados.

3.1 Absorbancia

A absorbancia € uma medida fundamental usada na espectroscopia para
quantificar a absorgao de radiagéo eletromagnética por parte de moléculas, atomos ou
ions. Esse fendbmeno ocorre principalmente nas regides do ultravioleta (UV) e visivel (Vis)
do espectro eletromagnético, onde as transigdes eletrénicas sdo comuns. Quando a luz
atravessa um meio absorvente, como uma solugdo, a quantidade de luz absorvida
depende da concentracdo da espécie absorvente, do coeficiente de absorcdo molar
dessa espécie e do comprimento do caminho Optico percorrido pela radiagdo. A
absorbancia ndo tem unidade e fornece informacgdes valiosas sobre a concentragcido de
substancias presentes na amostra, sendo amplamente utilizada em quimica analitica e
bioquimica [9].

O estudo da variacédo desses parametros com a concentragao abre portas para
diversas aplicagdes. Em primeiro lugar, permite a determinagdo quantitativa de uma
ampla gama de substancias quimicas e biolégicas, sendo que métodos
espectrofotométricos sdo amplamente utilizados nesse contexto, responsaveis por mais
de 95% das analises clinicas nos Estados Unidos [9]. Além disso, possibilita a
investigacdo da cinética de reagdes em solugéo, especialmente aquelas de natureza
lenta, bem como a obteng¢ao de curvas de titulacdo [9]. Os espectros de absorbancia
também podem ser utilizados para verificar a pureza de compostos, bem como para
calcular a diferenga de energia entre estados eletrbnicos e o0 momento dipolar da

transicao [9].
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Figura 4. Esquema dos eventos que se desenrolam quando um feixe de radiagao
eletromagnética atinge uma célula contendo uma solugéo absorvente. Adaptado de [10].

Devido a interagdo entre os fotons e as moléculas que absorvem, a intensidade
do feixe de radiacdo diminui de lo para I. Esse decréscimo na intensidade do feixe
incidente é chamado de transmitancia, enquanto a absorbancia (Abs) esta conectada a

transmitancia através de equacgdes logaritmicas, conforme apresentado abaixo:

_— 3)

/
Abs = —logT = log (70) (4)

Ao realizar medi¢gdes de absor¢ao em liquidos, € crucial utilizar um recipiente
transparente conhecido como cubeta 6ptica. No entanto, o uso desse dispositivo pode
resultar em perdas devido a reflexbes ou espalhamentos ao longo de suas paredes,
resultando na dispersdo da luz em varias diregcdes pelas particulas presentes no
solvente. Isso leva a uma reducio adicional na intensidade do feixe ao atravessar a

solucéo.

Esses efeitos podem ser compensados comparando a poténcia do feixe



21

transmitida através de uma cubeta contendo amostra com a poténcia que passou pela
mesma cubeta apenas com o solvente, ou seja, a "amostra branca". Isso permite
determinar a absorbancia experimental, que se aproxima da verdadeira absorbancia

da solucao [11].

A= Iog II_Oz Iog IIsolvente (5)

solucéo

De acordo com a lei de Beer a absorbancia € diretamente proporcional a
concentragdo de uma espécie absorvente ¢ (g /L™") e ao caminho 6ptico L (cm) do

meio absorvente, conforme a expresséo [11]:

A =log(lo/I) = aLc, (6)

Onde a é a constante de proporcionalidade denominada absortividade. Se a
concentragdo for expressa em mols/litro e L em centimetros, a constante de
proporcionalidade € chamada absortividade molar (€). Assim, a equagao pode ser

reescrita na forma:

A=c¢lLc (7)

3.1.1 Coeficiente de Absorcao Optica

A lei Lambert-Beer relaciona a intensidade de luz incidente e transmitida, com
a espessura do caminho 6ptico percorrido. Quando um feixe de luz com intensidade |
atravessa um meio absorvedor ocorre um decréscimo exponencial conforme a
espessura do meio absorvedor aumenta (Figura 5), sendo | a intensidade do feixe

emergente e lo a intensidade do feixe incidente.
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Figura 5. Representacao da absor¢éo de luz por uma amostra em
fungao da distancia percorrido por um feixe de luz no interior da
amostra. Adaptado de [10].

A absorbéancia (A) nos informa o quanto de luz foi absorvido por uma amostra
em uma faixa de comprimento de onda. Sendo assim, o calculo do decréscimo

exponencial e da absorbancia é obtido na forma [11]:
I =1Ilox e oL, (8)

A =log (II—O). )
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Sendo a(A) o coeficiente de absorgéo optica, e sua unidade écm™ e L é a
espessura da amostra. Para o calculo do coeficiente de absorgéo, aplica-se o log
na equacao 8 obtendo:

o= Abs . (10)
0,4343 L
O célculo da espessura efetiva da amostra e do comprimento de onda

meédio de emissdo foram determinados utilizando as expressodes,

respectivamente:
Leff =(1— e ) /a (11)
B [AF()dA (12)
" TTTFEMdA

As medidas do espectro de absorbancia neste trabalho, foram realizadas
utilizando um espectrofotdmetro Espectrofotdmetro Cary 5000 UV-vis NIR
Agilent; O Cary 5000 possui acessorio, DRA-2500, para medidas de Reflectancia
Difusa na regido de 200 a 2500 nm com alta resolugao.

3.2 Fluorescéncia

Uma molécula em seu estado basico possui a energia minima necessaria.
Assim, para que ocorra a transicao eletrénica para o estado excitado, é preciso que
a molécula absorva uma quantidade suficiente de energia quantizada. Apés um
periodo, essa molécula retorna ao seu estado fundamental, liberando parte da
energia absorvida na forma de radiagao, processo conhecido como emissao [12].

A emissao pode se apresentar de duas formas, dependendo da duracao da
emissdo de luz: fluorescéncia e/ou fosforescéncia. Na fluorescéncia, ocorre a
emissao de luz a partir de um estado excitado, com uma transi¢c&o radiativa entre
dois estados eletrénicos de mesma multiplicidade de spin [12].

Os processos de absorcdo e emissao em uma molécula sao ilustrados no
diagrama de Jablonski, onde So representa o estado fundamental singleto e os

estados excitados sao denotados por S», comn =1, 2, 3, e assim por diante. Essa
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representacao visual oferece “insights” sobre as transi¢des eletronicas e a dinédmica

energética da molécula [12].
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Figura 6.Diagrama de Jablonski. Adaptado de [13].

Os espectros de fluorescéncias foram obtidos utilizando-se um laser em 460
nm com poténcia P ~ 10,5 mW, 532 nm com poténcia P ~ 44 mW, e cubeta optica

de caminho épticode 1 cm (quartzo com quatro faces polidas).

3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) é amplamente

empregada na analise de compostos quimicos, com base nas interagdes
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moleculares que ocorrem nesse espectro. Essa técnica fornece valiosas
informacdes sobre as vibracbes moleculares e auxilia na identificagcdo de
substancias presentes em amostras. A luz infravermelha ocupa uma faixa de
comprimento de onda entre a luz visivel e as micro-ondas, cobrindo
aproximadamente de 2,5 a 25 m. Essa faixa é subdividida em trés regides distintas:
infravermelho proximo (NIR, do inglés Near-Infrared - 0,8 a 2,5 pm), infravermelho
médio (MIR, do inglés Mid-Infrared - 2,5 a 25 um) e infravermelho distante (FIR, do
inglés Far-Infrared - 25 a 300 um) [14].

Os espectros de infravermelho mostram como as moléculas interagem com
a radiacao infravermelha devido as mudancgas na distribuicdo de cargas elétricas
durante as vibragdes moleculares, que podem incluir estiramentos de ligagéo,
flexdes de angulos de ligagdo ou tor¢gées de grupos funcionais. Cada tipo de
vibragdo possui uma frequéncia caracteristica relacionada a massa dos atomos
envolvidos e as forgas restauradoras presentes nas ligagdes quimicas [14].

A absorgao no infravermelho ocorre devido as frequéncias especificas de
vibragdo dos dipolos moleculares, formados quando ha uma assimetria de
distribuicdo de cargas elétricas dentro de uma molécula. Durante a vibragéo
molecular, os dipolos podem mudar de magnitude e orientagcdo no espaco,
interagindo com a radiagao infravermelha e causando absor¢ao de energia em
frequéncias especificas. Essas frequéncias de absorgédo estdo relacionadas com
as frequéncias naturais de vibracdo dos dipolos na molécula. Entretanto, existem
ligacbes moleculares que ndo absorvem energia no infravermelho, como aquelas
presentes em moléculas diatdmicas homonucleares, onde o valor do momento de
dipolo permanece zero, independentemente do tamanho da ligagdo, resultando na
auséncia de absorgao no infravermelho [15].

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) € amplamente utilizada para obter informagdes detalhadas sobre as
vibragbes moleculares. Nessa técnica, o interferémetro de Michelson converte o
sinal de infravermelho em um sinal de interferéncia, conhecido como
interferograma, que contém informagdes sobre a intensidade da radiacdo em
funcdo do tempo. A transformada de Fourier € entdo aplicada ao interferograma
para converter o sinal do dominio do tempo para o dominio da frequéncia,
revelando os diferentes modos de vibragdo molecular presentes na amostra e

fornecendo informagbes sobre as ligagdes quimicas e grupos funcionais. No
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espectro de FTIR resultante, as absor¢des sdo representadas como picos de
intensidade em determinadas frequéncias, cada um associado a uma vibragao
molecular especifica. A posicdo e a intensidade desses picos fornecem
informagdes sobre a estrutura molecular, como a presenca de grupos funcionais e
a identificagdo de compostos [16, 17].

A Espectroscopia de Infravermelho e a técnica de FTIR sdo amplamente
utilizadas em diversas areas, como quimica, bioquimica, farmacéutica e materiais,
desempenhando um papel fundamental na identificacdo de compostos,
caracterizagdo de polimeros, analise de estruturas moleculares e estudos de
reatividade quimica.

Os espectros na regidao do infravermelho foram obtidos em um
spectrofotobmetro Perkin Elmer modelo FTIR Frontier Single Range - MIR, com
resolucdo de 4 cm™'. As medidas foram realizadas com o auxilio do acessoério de

Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante.

3.4 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

Em 1981, Gerd Binnig e Heinrich Roher foram responsaveis pelo
desenvolvimento do Microscépio de Varredura por Tunelamento (STM), que opera
com base no fendmeno de tunelamento. Neste processo, uma ponta varre a
amostra a poucos nandmetros, resultando na formacdo de um "tunel" pelos
elétrons da amostra em direcdo a ponta. A alteragdo na corrente de tunelamento
gera a topografia da imagem. O Microscépio de Forga Atdmica (AFM) foi derivado
dessa técnica e atua como um sensor de forgas intermoleculares, sendo muito util
para estudar sistemas microscépicos e criar imagens de amostras em escala micro
e nanométrica [18].

Esse equipamento se baseia na geracdo de imagens morfolégicas das
amostras através da deteccao das forgas intermoleculares (atragdo e repulsao)
entre a ponta do equipamento e o material analisado. Uma sonda extremamente
fina, com dimensdes na ordem de poucos nanémetros, interage com a amostra,
percorrendo uma regido especifica conforme paradmetros predefinidos, como modo
de operacéo, frequéncia de varredura e resolu¢gao da imagem. Posteriormente, a

area varrida pela sonda é transferida para um computador, onde um sistema
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complexo gera uma representacao topografica da amostra. No presente estudo, foi
utilizado o equipamento AFM Shimadzu, modelo SPM9600, disponibilizado pela
Rede de Laboratérios Multiusuarios da UFU.

N

Figura 7. Equipamento de AFM da Universidade Federal de Uberlandia, UFU.
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3.5 Tempo de Vida de Fluorescéncia

O Tempo de vida de fluorescéncia de uma amostra corresponde ao periodo
médio que os atomos presentes nessa amostra permanecem em seu estado excitado
antes de retornar ao estado fundamental. Quando expostos a determinados
comprimentos de onda, os atomos presentes nas moléculas conseguem absorver
parte da energia transportada pelas ondas eletromagnéticas. Apos alcangar o estado
excitado, os elétrons podem reemitir parte da energia absorvida na forma de outras
ondas eletromagnéticas, em um fendmeno conhecido como emissao espontanea.
Esse processo geralmente ocorre em questdo de nanossegundos e, por ser
caracteristico de cada molécula, pode ser utilizado para compreender sua emissao e
taxa de transferéncia de energia [19, 20].

Os fluoréforos sdo conjuntos quimicos que possuem capacidade fluorescente,
sendo classificados em intrinsecos e extrinsecos. Os intrinsecos sdo moléculas que
naturalmente emitem luz, enquanto os extrinsecos sdo adicionados a amostra para
modificar suas propriedades espectrais. Duas caracteristicas fundamentais dos
fluoréforos séo o tempo de vida de fluorescéncia e o rendimento quantico [21].

O rendimento quantico de fluorescéncia € definido como a relagdo entre o
numero de fétons emitidos e o numero de fétons absorvidos. Ja o tempo de vida de
fluorescéncia fornece informacgdes sobre o periodo em que o fluoréforo permanece no
estado excitado antes de retornar ao seu estado fundamental. Essas medidas s&o
cruciais na espectroscopia de fluorescéncia, pois possibilitam a compreensao da taxa
de transferéncia de energia e reagdes no estado excitado [22].

Entretanto, a obtencdo das medidas de tempo de vida de fluorescéncia pode
ser desafiadora, especialmente quando os valores estdo na faixa de nanossegundos,
exigindo equipamentos de alta velocidade e detectores sensiveis. Os métodos mais
comuns para esse fim incluem o método de pulsos, método estroboscopico e o método
harménico ou de modulacéo de fases [22].

Neste trabalho, foi empregado o método de pulsos, onde a molécula é excitada
por pulsos de LED (diodos emissores de luz). A medi¢gao é realizada ao longo de
multiplos ciclos de excitagao e emissao, registrando o tempo entre cada ciclo. Dessa
forma, o equipamento determina o intervalo entre os pulsos e 0 momento de chegada

do féton, permitindo a aquisicao das curvas de decaimento de fluorescéncia por meio
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de um histograma utilizando a técnica de contagem de fétons uUnicos resolvida no
tempo (TCSPC) [23, 24].

3.5.1 Técnica contagem de féton unico resolvida no tempo (TCSPC)

A técnica de contagem de féton unico correlacionada com o tempo (TCSPC) é
usada para analisar o tempo de vida de fluorescéncia, fornecendo informagdes sobre
a duracdo média do estado excitado. Essa abordagem é essencial para estudos de
sensibilidade e compreens&o de processos bioquimicos [24].

O sistema experimental para medi¢gao do decaimento de fluorescéncia usando
TCSPC é ilustrado na Figura 8. Ele consiste em um driver de diodo pulsado em
picossegundos (PDL 200-B), um detector de contagem de fétons PMT (PMA series)
baseado nos médulos fotossensores da série Hamamatsu H5783 / H10721, FluoTime
e TimeHarp 260. Além disso, o software TimeHarp 260, compativel com plataformas
Windows, permite a exportacdo conveniente dos dados para processamento

adicional, como com o software FluoFit Fluorescence Decay Fit [25].

Huokit
HuoTime 100
o~ g Detector de fotons
4 ::'--I-EH TCSPG
g — B
J——
TimeHarp 260
Entrada de sincronizacéo do lager
o || BRI =5, ) 23 2@
T , B @ e e

POL200-B

Figura 8. Configuracdo do sistema TCSPC. Adaptado de [26].
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo discutidos e apresentados os resultados experimentais
obtidos pelas técnicas apresentadas anteriormente. Sdo apresentadas também as
caracterizagbes espectroscopicas de absorcdo e fluorescéncia das amostras
investigadas (a) fluoresceina, (b) antocianina e (c) nanoparticulas de carbono, todas

elas inseridas em saliva artificial.

4.1 Analises dos resultados obtidos das amostras estudadas neste trabalho

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos para as medidas de pH
das salivas artificiais, para aferir se os valores estdo proximos aos nominais obtidos
comercialmente. Estas medidas foram realizadas utilizando o equipamento da marca
Hanna Instruments (HI 2221).

pH nominal pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pH2 pH9 pH10 pH12
Leitura 1 3,22 4,29 5,19 6,7 7.8 9,1 11,22 11,57 10,78
Leitura 2 3,21 4.3 52 6,71 7.8 9,11 11,23 11,56 10,72
Leitura 3 3,2 4.3 5,2 6,72 7,81 9,11 11,22 11,54 10,73
Leitura 4 3,2 4,31 5,19 6,74 7,82 9,09 11,24 11,54 10,71
Leitura 5 3,21 4,28 5,18 6,73 7,81 9,1 11,23 11,53 10,72
Leitura 6 3,2 4,29 5,16 6,75 7,83 9,1 11,25 11,51 10,73
Leitura 7 3,19 4.3 3,17 6,75 7,84 g,11 11,26 11,52 10,7
Leitura 8 3,18 4.3 5,17 6,74 7,83 9,11 11,26 11,52 10,78
Leitura 9 3,18 431 517 6,73 7,84 9,11 11,24 11,51 10,81
Leitura 10 3,19 4,28 5,18 6,74 7,85 9,12 11,24 11,51 10,8
Leitura 11 3,18 4,29 5,16 6,75 7,85 9,11 11,23 11,52 10,9
Leitura 12 3.2 4.3 5,17 6,75 7,84 9,12 11,24 11,52 10,94
Leitura 13 3,2 4,29 5,16 6,74 7,84 5,12 11,23 11,52 10,98
Leitura 14 3,19 43 5,16 6,75 7,86 9,12 11,25 11,52 11
Leitura 15 3.2 4.3 5,16 6,75 7,84 9,12 11,28 11,53 11,03
pH médio 3,20 4,30 3,17 6,74 7,83 g.11 11,24 11,53 10,82
DPA 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,12

Tabela 1. Potencial hidrogenidnico das salivas artificiais.
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Apos as medidas de pH, as amostras de salivas de pH 3,4, 5,6,7,8,10e 12
foram utilizadas para as caracterizagdes deste trabalho. Desta forma, foram realizadas
as caracterizagdes espectroscopicas (absorbancia, fluorescéncia e FTIR) em fungéo
do pH das salivas artificiais puras, como também na saliva artificial na presencga de
corantes fluorescentes e nanoparticulas, para testar a possivel dependéncia desses

resultados com os valores de pH.

4.1.1 Salivas Puras

Nas Figuras 9 e 10 sdo apresentados os espectros de absorgdo e FTIR
respectivamente, para as amostras de salivas artificiais puras, com os valores de pH
definidos. Estes espectros serdo utilizados para comparacdo e analises com

espectros que serao apresentados nos préoximos topicos.

Absorbancia

0.0 .
300 400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 9. Espectro de Absorbéancia para as salivas artificiais puras.
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Figura 10.Espectro de FTIR para as salivas artificiais puras.

E possivel observar na Figura 10, que as principais bandas de FTIR obtidas para
as salivas artificiais estdo presentes para todos os valores de pH investigados, e emm
acordo com a literatura [27].

4.1.2 Fluoresceina

Na Figura 11 sao apresentados os frascos de fluoresceina inserida em saliva
com diferentes valores de pH (concentragao de 0,3 mg/mL). A amostra de fluoresceina
para este trabalho foi realizada usando 3,0 mg de fluoresceina sodica em 10 mL de
etanol, e foram inseridos 182 uL de fluoresceina em 14 mL de saliva artificial para
cada um dos valores de pH. E possivel observar a modificagdo de coloracdo da
fluoresceina em diferentes pHs, indicando a possibilidade de utilizagdo do mesmo
como indicador de pH. Observa-se que a saliva artificial de pH 3 (Figura 11) apresenta
uma coloracdo mais clara quando comparada as demais, € que as amostras nao

apresentaram mudancga de cor significativa.
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(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) (H)

Figura 11. Salivas artificiais com fluoresceina, no qual o frasco (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G) e (H)
correspondem aos valores de pH nominal 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12 respectivamente.

Nas Figuras 12, 13 e 14 sao apresentados os espectros de absorgao,
fluorescéncia e FTIR respectivamente, para as amostras de fluoresceina inseridas em
saliva artificial (L= 1cm). Na Tabela 2 s&o apresentados os resultados de absorbancia
maxima e os valores de comprimento de onda de emissao média para as solugdes de

fluoresceinas em diferentes valores de pH.

1,2

Absorbancia

360 420 480 540 600
Comprimento de Onda (nm)

Figura 12. Espectro de absorgéo para 182 pL de fluoresceina inserida em 14 mL de saliva artificial
(concentragao 0,3 mg/mL).
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Figura 13. Espectro de fluorescéncia para 182 L de fluoresceina inserida em 14 mL de saliva
artificial (concentragdo 0,3 mg/mL).

Nas Figuras 12 e 13 sdo apresentados os espectros de absorgdo e
fluorescéncia (excitagdo em 460 nm), respectivamente, das amostras de fluoresceina
inseridas em saliva artificial (L= 1cm). Na Figura 12, nota-se que o pico de absor¢ao
a esquerda diminui conforme o pH da saliva aumenta, enquanto um novo pico de
absorcao surge a direita com o aumento do pH. Os valores de pico maximo de
absorbancia para cada amostra de fluoresceina sao resumidos na Tabela 2,
evidenciando que em geral ha um aumento na absorgao conforme o pH se torna mais
alcalino. Portanto, é perceptivel que os espectros de absorcédo e fluorescéncia da

fluoresceina sao dependentes dos valores do pH da saliva.
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Amostras (pH) Picos de Absorbancia

3.2 0,123

44 0,118

5,17 0,189

6,74 0,408

7,83 0,583

9,11 0,538
10,82 0,573
11,53 0,616

Tabela 2. Valores de pH e picos de absorgao fluoresceina
inseridas em salivas (concentracao de 0,3 mg/mL).

Na Tabela 3 sdo apresentados também, os valores de coeficiente de absorgéo
em 460 nm, comprimento efetivo e comprimento de onda de emissao média, obtidos
usando as Equacgdes (11) e (12), respectivamente. Lembrando que todos os espectros
apresentados ja foram normalizados por alLeff, presente na tabela a seguir. O valor
médio de comprimento de onda de emissao (<Aem>) é de (535 + 2) nm para todas as

amostras de fluoresceina em saliva artificial, independentemente do pH.

Amostras (pH) a{cm™!) Leff(cm]) < Adem > (nm)
3,20 0,14 0,13 542,17
4,40 0,23 0,21 540,91
517 0,42 0,34 539,80
6,74 0,50 0,39 537,69
7,83 0,51 0,40 531.57
9,11 0,46 0,37 530,08
10,82 0,49 0,39 529,84
11,53 0,53 0,41 530,07

Tabela 3. Propriedades 6pticas de 182 L fluoresceina diluida em 14 mL de
saliva artificial em diferentes pHs (concentragéo 0,3 mg/mL, A = 460 nm).
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Figura 14. Espectro de FTIR para 182 L de fluoresceina inserida em 14 mL de saliva artificial
(concentragéo 0,3 mg/mL).

Analisando os espectros de FTIR (Figura 14), observa-se que os principais
modos vibracionais foram identificados na faixa de 900 a 3500 cm™', destacando-se
picos em 1710, 1594, 1397, 1277 e 1211 cm™'. Nessas amostras, observaram-se picos
significativos em 1710 cm-', relacionados a deformagdo do grupo carbonila (C=0);
1594 cm', & deformagdo angular assimétrica do grupo metila (C-H), 1397 cm™,
relacionados a deformacg&o angular simétrica do grupo metila (C-H); 1277 cm™, a
deformacgdo axial de éster (C(=0) -O); e 1211 cm" esta relacionada a deformagéo
axial de O-C-C. Estas bandas obtidas vao de acordo e sao préximas com as

encontradas pela literatura [28].

4.1.3 Antocianina

Na Figura 15 s&o apresentados os frascos de antocianina inserida em saliva
com diferentes valores de pH. Foram inseridos 1050 pL de antocianina (concentragao

de 0,4 g/mL) em 14 mL de saliva artificial. E possivel observar a modificagdo de
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coloracao da fluoresceina em diferentes pHs, indicando também a possibilidade de

utilizacdo do mesmo como indicador de pH.

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) (H)

Figura 15. Salivas artificiais com Antocianina, no qual o frasco (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G) e (H)
correspondem aos valores de pH nominal 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12, respectivamente.

Nas Figuras 16, 17 e 18 sdo apresentados os espectros de absorgao,

fluorescéncia e FTIR respectivamente, para as amostras de antocianina inseridas em

saliva artificial (L= 1cm).

Absorbancia

480 540 600 660
Comprimento de Onda (nm)

Figura 16. Espectro de absorgéo para 1050 pL de antocianina inserida em 14 mL de saliva artificial
(concentragédo 0,4 g/mL).
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A Figura 16 apresenta o espectro de absor¢do na regido do visivel da
antocianina inserida em saliva artificial para diferentes valores de pH (concentracéo
0,4 g/mL). E possivel observar a presenca de 3 picos de absorcdo e que ha uma
diferencga entre as alturas das bandas. Percebe-se que a banda mais a direita aumenta
em relacdo a banda do meio, e que dentre todas as amostras investigadas, a
antocianina inserida em saliva com pH 5,17 foi a que teve uma maior diferenca entre
a altura dos picos. Analisando por exemplo a solugao com saliva de pH 5, o espectro
caracteristico de absor¢ao, apresenta bandas em 511, 544 e 574 nm. Essas bandas
estdo em acordo com os obtidos por Lima et al. [29] para a antocianina extraida das
folhas de Tradescantia pallida cv. purpurea. Também, é possivel observar nos
espectros apresentados na Figura 10, que na faixa entre 500 e 800 nm, as salivas

artificiais puras ndo apresentaram sinais de absorbancia.

1200

—— Antocianina
—— pH3
— pH4
— pH5
pH6
pH7
pH8
—— pH10
—— pH12

900

600

Fluorescéncia (u.a.)

300

600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

Figura 17. Espectro de fluorescéncia para 1050 pL de antocianina inserida em 14 mL de saliva
artificial (concentragéo 0,4 g/mL).

Os espectros de fluorescéncia da antocianina inserida em salivas artificiais com

diferentes valores de pH sdo mostrados na Figura 17. Observa-se que quando



39

substancias fluorescentes sdo adicionadas a saliva, eles obtém seus espectros
distintos. Assim, chega-se a conclusdo de que a auséncia de espectros de
absorbancia e fluorescéncia na saliva artificial pura é algo benéfico, pois quando
outras substancias sao diluidas nas mesmas, o sinal sera obtido da substancia que
foi diluida nela. Isso permite observar como esses materiais fluorescentes se
comportarado ao ser adicionada a um fluido, e se havera mudangas no comportamento
quando adicionada a salivas em diferentes valores de pH.

Na Tabela 4 sdo apresentados também, os valores de coeficiente de absorgéo
em 532 nm, comprimento efetivo e comprimento de onda de emissao média, obtidos
usando as Equacgdes (11) e (12), respectivamente. Lembrando que todos os espectros

apresentados ja foram normalizados por alLeff, presente na tabela a seguir.

Amostras (pH) a(cm!) Leff(cm) <Aem > (nm)
3,20 0,70 0,50 623,60
4,40 0,67 0,49 635,08
5,17 0,62 0,46 638,31
6,74 0,67 0,49 639,30
7,83 0,64 0,47 637,57
911 0,68 0,49 631,93
10,82 0,67 0,49 613,11
11,53 0,74 0,52 608,40

Tabela 4. Propriedades 6pticas de 1050 uL antocianina diluida em 14 mL de
saliva artificial em diferentes pHs (concentragédo 0,4 g/mL, A = 532 nm).

Na Figura 18 s&o apresentados os espectros de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) para solugbes de saliva contendo antocianina.
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Figura 18. Espectro de FTIR para 1050 pL de antocianina inserida em 14 mL de saliva artificial
(concentragéo 0,4 g/mL).

Analisando os espectros de FTIR (Figura 18), observa-se que os principais
modos vibracionais foram identificados na faixa de 900 a 3500 cm™', destacando-se
picos em 3297, 1590, 1397 e 1018 cm™'. Nessas amostras, observaram-se picos
significativos em 3297 cm-', relacionados ao estiramento dos grupos hidroxila (-OH);
1590 cm', associados ao estiramento nos anéis aromaticos dos grupos carbonilas
C=C ou C=0; e 1018 cm™, relacionados a vibragdo C-O-C. A presencga desses grupos
funcionais, como anel de benzeno, ligagao dupla, grupo carbonila, ligagdo C-H e grupo
OH, confirma a estrutura da antocianina [30]. A banda discreta em 2927 cm-', atribuida
a um grupo metila (C — H3) representa vibragbes de CH alifaticos. Notavelmente, a
medida que o pH das amostras diminui, houve um aumento nos picos a partir de 3000
cm™' [31]. Essas observagbes fornecem informagdes sobre as interacdes moleculares
e a estrutura das amostras de saliva contendo antocianina em diferentes condi¢coes
de pH. Todas essas analises estdo em acordo com as bandas obtidas por Lima et al.
[32].
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4.1.4 Nanoparticulas de Carbono

Na Figura 19 s&o apresentados os frascos de nanoparticulas de carbono
inserida em saliva com diferentes valores de pH. Foram inseridos 200 uL de

nanoparticula (concentragao de 0,4 g/mL) em 10 mL de saliva artificial.

®) (B) () (D) (E) (F) (G) (H)

Figura 19. Salivas artificiais com Nanoparticulas de Carbono, no qual o frasco (A), (B), (C), (D), (E),
(F), (G) e (H) correspondem aos valores de pH nominal 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12 respectivamente.

Primeiramente para apresentar a topografia, ou um mapa da configuragéao
microscopica da nanoparticula de carbono, na Figura 20 é apresentada uma imagem
de AFM para esse material. Inserido, observa-se a distribuicdo de tamanho da
nanoparticula cujo valor maximo ocorre em 6 nm. A dispersao de tamanhos das
nanoparticulas sugere uma possivel origem em processos complexos de crescimento

ou nucleagao durante a sintese das nanoparticulas.

— Haght dstrbugon

Figura 20. Imagem topografica de AFM da nanoparticula de carbono.
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Nas Figuras 21, 22 e 23 sao apresentados os espectros de absorgéao,
fluorescéncia e FTIR respectivamente, para as amostras de nanoparticulas inseridas

em saliva artificial (L = 1cm).
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Figura 21. Espectro de absorbancia para as salivas artificiais com Nanoparticulas de Carbono com
concentragdo de 0,4 g/mL diluida em 10 mL de saliva.

Fluorescéncia Normalizada

480 540 600 660
Comprimento de Onda (nm)

Figura 22. Espectro de Fluorescéncia para as salivas artificiais com Nanoparticulas de Carbono com
concentracdo de 0,4 g/mL diluida em 10 mL de saliva.
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Figura 23. Espectro de FTIR para as salivas artificiais com Nanoparticulas de Carbono com
concentragao de 0,4 g/ml diluida em 10 mL de saliva.

Analises dos espectros de absorcdao e fluorescéncia serdo realizados
posteriormente, comparando com a Lima et al. [32]. As bandas de absorcao e
fluorescéncia sido caracteristicas que fornecem informagdes sobre a composi¢ao das
nanoparticulas de carbono estudadas.

Para as medidas de FTIR (Figura 23), a banda de absorgdo em torno de 1715
cm’' sugere a presenga de grupos carbonila (C=0), indicando possiveis
funcionalidades como cetonas, aldeidos ou acidos carboxilicos. Observou-se também
bandas de absorgdo em torno de 2925 cm, indicativas de estiramentos de C-H
alifaticos, e em torno de 3015 cm™', sugerindo estiramentos de C-H aromaticos, o que
reforca a presenga de grupos C-H nas amostras [33, 34]. A banda em
aproximadamente 1588 cm™' pode ser atribuida a presenca de ligagées C-C, indicando
possiveis estruturas carbonaceas, como grafeno ou fulerenos [33]. Além disso, foram
identificadas bandas em torno de 1000 -1100 cm™', caracterizando estiramentos de C-
O, o que sugere a presencga de funcionalidades como alcoois, éteres ou ésteres. Por
fim, a presenca de bandas em torno de 1400 cm indica ligagbes C-N, sugerindo

possiveis funcionalidades como aminas ou nitrilas nas amostras analisadas [35].
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Essas caracteristicas espectrais fornecem informagdes valiosas sobre a composicao
e estrutura das nanoparticulas de carbono, auxiliando na compreensao de suas
propriedades e potenciais aplicacdes [32].

Na Tabela 5 sdo apresentados também, os valores de coeficiente de absorgéo
em 532 nm, comprimento efetivo e comprimento de onda de emissao média, obtidos
usando as Equacgdes (11) e (12), respectivamente. Lembrando que todos os espectros

apresentados ja foram normalizados por alLeff, presente na tabela a seguir.

Amostras (pH) afcm™ 1) Lefflem) <Aem > (nm)
3,20 7,42 0,99 554,48
4,40 7,06 0,99 554,46
5,17 6,93 0,99 561,01
6,74 6,93 0,99 561,79
7,83 6,82 0,99 555,60
9.11 6,87 0,99 562,27
10,82 6,93 0,99 579,88
11,53 6,97 0,99 551,61

Tabela 5. Propriedades 6pticas de 200 uL antocianina diluida em 10 mL de
saliva artificial em diferentes pHs (concentragéo 0,4 g/mL, A = 532 nm).

4.1.5 Tempo de vida

A seguir sdo apresentados os parédmetros de tempo de vida obtidos para as
substancias inseridas nas salivas artificiais. Todas as medidas foram ajustadas
usando uma Unica exponencial com valores de X2 < 1.2. Para a fluoresceina e
antocianina os dados foram obtidos pelo grupo de pesquisa (GPOTM), descritos em
[36]. Para assim, posteriormente comparar com os parametros obtidos para as

nanoparticulas de carbono de carbono inseridas em saliva artificial, Tabela 8.
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pH nominal pH medido T4 (ns) A X+
3.0 F55 296 + 0,01 4350 = 80 0.94 + 0.05
5.0 5,64 323 + 0,01 12000 + 200 1,15+ 0,02
6.0 6,43 3.62 + 0.01 12000 + 300 1,16 = 0.03
7.0 7,94 3.99 £ 0.01 12000 + 200 1.01 + 0.03
8.0 8,30 397 £ 0.01 12100 + 200 0.99 + 0.03

saliva artificial (concentragdo 3,9x1073 mg/mL). Medido pelo grupo GPOTM.

Tabela 6. Tabela com os respectivos parametros de ajustes 130 pL de fluoresceina inserida em 10 mL de

pH nominal pH medido T; (ns) A X
3.0 3.78 3.74 £ 0.04 410+ 6 1.14 + 0.04
5.0 5,81 3.71 £ 0.04 480 + 10 1.14 £ 0.03
6.0 6.14 3.74 £ 0.02 492 + 6 1.07 + 0.04
7.0 6.68 3.68 £ 0.03 430 + 20 1.10 £ 0.05
8.0 7.15 3,553 013 300 + 100 1.12 + 0.03

Tabela 7. Tabela com os respectivos parametros de ajustes para 300 uL antocianina diluida em 4 mL de
saliva artificial em diferentes pHs (concentragdo 50 mg/mL). Medido pelo grupo GPOTM.

Analisando a Tabela 7 & possivel observar que a antocianina inserida na saliva

artificial apresenta uma diminui¢do no tempo de vida conforme o pH aumenta. Em

contraste, os valores de tempo de vida de fluorescéncia para a fluoresceina aumentam

a medida que o pH se eleva. Na literatura, foi constatado que as nanoparticulas de

carbono, com diferentes tamanhos de nucleos, aumentam a eficiéncia quantica da

fluorescéncia conforme o pH da saliva aumenta [37]. Estes achados estédo alinhados

com o aumento do tempo de vida observado para a fluoresceina, ressaltando a

possibilidade de utilizar este croméforo fluorescente como indicador de pH em salivas

artificiais.
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pH nominal pH medido T,(ns) Al (u.a) »(Nns) A2 (u.a) X7
5 517 7,01 +0.06 683,51 +12,37 1,94305+0,02 2310,12+9,35 1,042+0,020
6 6,74 7,55+0,03 580,26 £ 7,15 2,10+£0,01 2410,88 £9,89 1,003 +0,001
7 7,83 7,23 £0,05 505,05 7,98 2,05+0,01 2110,80+3,50 1,006+0,001
8 9,14 6,21 0,20 442,47 + 36,02 1,83 +0,07 1473,83+12,34 1,003 £0,003
10 11,53 5,20+ 0,60 648,83 £ 188,14 2,58+0,80 1153,86+194,39 1,046+0,020

Tabela 8. Tabela com os respectivos parametros de ajustes para 200 yL nanoparticula diluida em 10 mL de saliva

artificial em diferentes pHs (concentragéo 0,4 g/mL).

Na Tabela 8 sao apresentados os resultados obtidos de tempo de vida para as
nanoparticulas de carbono inseridas em saliva, observa-se que os valores de tempo
de vida (z), apresenta uma discreta diminuicdo com o aumento do pH. Destacando
assim a possibilidade de utilizar essas nanoparticulas como biossensores de pH.

Por outro lado, a nanoparticula revelou-se um biossensor mais eficiente nas
medidas de tempo de vida de fluorescéncia, devido sua possivel dependéncia com o
valor de pH. Nas medidas espectroscopicas de absorcédo e fluorescéncia medidas
complementares serdo necessarias em outras concentragdes de nanoparticulas de
carbono, para possivel observacido de dependéncia com as modificacdes de pH. Por
outro lado, a utilizagao de corantes fluorescentes pode ser limitada, pelo processo de
extracdo, devido a necessidade de ser usado em concentragdes mais elevadas, e a
baixos volumes que podem ser adicionados a saliva sem alterar o pH da amostra

analisada.

5. CONCLUSAO

Neste estudo, foram investigadas as propriedades Opticas de dois corantes
fluorescentes (fluoresceina e antocianina), e nanoparticulas de carbono inseridas em
saliva artificial com diferentes valores de pH (pH ~ 3,2 - 11,5). O objetivo central foi
avaliar sua viabilidade como sensores de pH salivar, utilizando saliva artificial para
simular um ambiente biolégico.

Os resultados revelaram que as amostras de antocianina e fluoresceina
inseridos nas salivas, mudaram de cor em diferentes pHs da saliva artificial, sugerindo
seu potencial como indicador de pH. Além de possuirem padrao de aumento e/ou
diminuicao de valores de absorcgao e fluorescéncia ao serem analisadas em relagao a

variacao de pH. Além disso, notou-se que o tempo de vida da fluorescéncia da
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fluoresceina aumentou com o aumento do pH, resultados similares aos encontrados
na literatura para as nanoparcticulas semi-condutoras [37]. No entanto, para a
antocianina e as nanoparticulas de carbono, observou-se uma diminui¢édo no tempo
de vida com o0 aumento do pH. Essa diminui¢ao foi discreta para a antocianina e mais
significativa para as nanoparticulas de carbono. Porém, esses biomateriais por serem
obtidos por extragao e/ou sintese de plantas, se destacam por néo gerarem produtos
toxicos e serem ecologicamente viaveis.

Os resultados desse trabalho sugerem que a antocianina e a nanoparticula de
carbono poderiam ser candidatos eficazes de biossensores de pH em saliva artificial.
Novos estudos sdo necessarios com diferentes concentragdes de nanoparticulas de
carbono para evidenciar sua potencialidade de possivel aplicagdo como biossensor
de pH em salivas. No entanto, a fluoresceina e nanoparticulas de carbono apresentam
potencial, como sensor de pH, devido a necessidade de concentragdes mais altas e
volumes menores de amostra para evitar alteragdes no pH. Portanto, estudos futuros
podem explorar o potencial das nanoparticulas como sensores de pH para diagnéstico
e prevengao de doencgas, considerando a variacdo do pH da saliva humana em casos

patoldgicos.
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