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RESUMO 

Nesta tese de doutorado, várias metodologias foram desenvolvidas com o objetivo de 

identificar e quantificar espécies reativas de oxigênio (ROS) em processos 

(foto)catalíticos (PCAT) e fototerapêuticos (PDT) que permitem elucidar mecanismos de 

reação, determinar a eficiência de fotossensibilizadores e catalisadores, e comprovar a 

degradação de compostos. A técnica de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

aliada a metodologia de armadilha de spin (do inglês, spin trapping) e sonda redox foi a 

protagonista deste trabalho. Além de apoiar diversos projetos colaborativos em 

importantes aplicações modernas, uma inovação foi desenvolvida. Foi elaborado um 

estudo sistemático dos diferentes parâmetros que afetam a cinética de detecção de 

oxigênio singleto (1O2) pela sonda redox Hidroxi-TEMP (2,2,6,6-Tetrametil-4-

piperidinol). Demonstrou-se a relevância de fatores como a quantidade de armadilha de 

spin e fotossensibilizador usado no experimento e o pH do meio. Neste estudo, várias 

porfirinas solúveis em água foram utilizadas ([H2T4MPyP](OTs)4, Na4[H2T4SPP], 

[H2T2MPyP](OTs)4, [ZnT4MyPyP](OTs)4, [MnT4MyPyP](OTs)5, H2T4CPP, e 

[H2T4TriMAPP](OTs)4). Além da geração do radical nitroxil, também foi analisada 

sistematicamente a sua degradação durante a iluminação do sistema, um fenômeno 

comum, mas raramente relatado e discutido na literatura. Usando EPR e cromatografia 

gasosa acoplada  à espectroscopia de massa (GC-MS), o mecanismo de degradação do 

radical nitroxil e a fotodegradação da porfirina foram investigados. Foi demonstrada que 

sucessivas interações da porfirina em seu estado excitado com o radical nitroxil 

(TEMPOL, 2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol 1-oxil), em solução alcalina aquosa (pH> 

10), promovem a conversão no radical TEMPONE (2,2,6,6-Tetrametil-4-oxo-piperidin-

1-oxil) até o produto final diamagnético Forona (2,6-Dimetil-2,5-heptadieno-4-ona). Para 

ajudar futuros usuários da metodologia, um protocolo também foi projetado para evitar 

possíveis erros na interpretação da eficiência entre fotossensibilizadores.  

 

Palavras-chave: Spin trapping, EPR, Sonda Redox, Radical Nitroxil, Porfirinas, 

Degradação de Adutos Spin, (Foto)Catálise, Terapia Fotodinâmica (PDT). 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

In this PhD thesis, several methodologies were developed to identify and quantify 

reactive oxygen species (ROS) in (photo)catalytic (PCAT) and phototherapeutic 

processes (PDT) that allow to elucidate reaction mechanisms and determine the efficiency 

of photosensitizers and catalysts and prove the degradation of compounds. The Electron 

Paramagnetic Resonance (EPR) technique allied with the spin trapping and redox probe 

method was the protagonist in this work. In addition to support several collaborative 

projects in important PDT and PCAT  modern applications, innovation was developed. A 

systematic study of the different parameters that affect the kinetics of singlet oxygen (1O2) 

detection, during illumination in aqueous media, by the Hydroxy-TEMP (2,2,6,6-

Tetramethyl-4-piperidinol) redox probe was done. Relevant factors such as the amount 

of redox probe and photosensitizer used in the experiment and the pH of the medium is 

demonstrated. In this study, several water-soluble porphyrins were used 

([H2T4MPyP](OTs)4, Na4[H2T4SPP], [H2T2MPyP](OTs)4, [ZnT4MyPyP](OTs)4, 

[MnT4MyPyP](OTs)5, H2T4CPP, and [H2T4TriMAPP](OTs)4). Apart from the study of 

nitroxyl radical generation, its degradation during system illumination was systematically 

analyzed, a common phenomenon, but rarely reported and discussed in the literature. 

Using EPR and gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-MS), the 

mechanism of nitroxyl radical degradation and porphyrin photodegradation was 

investigated. It is shown that successive interactions of porphyrin in its excited state with 

the nitroxyl radical (TEMPOL, 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinol 1-oxyl), in an aqueous 

alkaline solution (pH > 10), promote conversion into the radical TEMPONE (2,2,6,6-

Tetramethyl-4-oxo-piperidin-1-oxyl) until the final diamagnetic product Phorone (2,6-

Dimethyl-2,5-heptadiene-4-one). To help future users of the spin trap methodology, a 

protocol was also designed to avoid possible errors in interpreting the efficiency of 

photosensitizers.  

 

Keywords: Spin trapping, EPR, Porphyrins, Redox Probe, Nitroxyl Radical Degradation, 

(Photo)Catalysis, Photodynamic Therapy (PDT). 
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𝑇   Transmitância 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A importância dos radicais livres em reações químicas e em aplicações biológicas 

é cada vez mais contemplada. A detecção dos mesmos é de extrema importância, como 

exemplo, nos possibilita elucidar mecanismos de reações1-4, viabiliza a utilização de 

certos fármacos/compostos que promovem morte celular seletiva via radicais livres5-8. A 

principal técnica de detecção de espécies radicalares é a Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (EPR, Electron Paramagnetic Resonance, do inglês), principalmente com a 

utilização de armadilhas de spin (spin trapping, do inglês) e sondas redox. O uso da EPR 

é justificado pela especificidade, seletividade e fácil quantificação das espécies 

radicalares, motivos estes que torna a técnica indispensável9,10.  

A metodologia é fundamentada na adição de um composto diamagnético 

(armadilha de spin), à reação radicalar, que captura o radical específico formando um 

produto paramagnético estável (aduto de spin), de tempo de vida mais longo e detectável 

via EPR. Já para as sondas redox não há a captura por completo da espécie reativa, o que 

ocorre é a oxidação do grupo amina estrutural originando um produto paramagnético 

estável (radical nitroxil). Dentre os radicais, destacam-se as espécies reativas de oxigênio 

(ROS, do inglês Reactive Oxygen Species), devido as suas importâncias em sistemas 

biológicos. ROS é um termo coletivo que designa os radicais de oxigênio, como os 

radicais superóxido (•O2
-
), hidroxila (•OH), hidroperoxila (•OOH) e certos agentes 

oxidantes não radicalares como o oxigênio singleto (1O2)
11-15. Estas espécies possuem um 

tempo de vida muito curto, abaixo do limite de detecção do espectrômetro EPR1, fazendo-

se necessário à utilização de armadilhas de spin ou sondas redox. 

Neste trabalho, apresentamos resultados essenciais em áreas como a catálise 

heterogênea (CAT), foto-catálise (PCAT) e em terapia fotodinâmica (PDT, do inglês 

photodynamic therapy) a partir da utilização de armadilhas de spin e sondas redox, 

demonstrando a importância da metodologia. A detecção de radicais livres em 

experimentos de catálise, ou foto-catálise, elucidam etapas da reação bem como 

confirmam a ação do catalisador no meio. Por definição, a foto-catálise heterogênea é um 

 
1 Embora existam avanços na técnica, como a TR-EPR (do inglês, Time-Resolved Electron Paramagnetic 

Resonance), que atingem uma resolução temporal de dezenas de nano segundos (10-40 ns) ainda não estão 

na mesma ordem de grandeza do tempo de vida da maioria das ROS.   
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processo que utiliza, em geral, materiais semicondutores em forma de nanopartículas com 

área superficial grande e com gap de energia na região espectral de UV-Vis, que após 

excitação com luz acima da energia do gap transferem cargas (e- e/ou h+) para as bandas 

de condução e valência, respectivamente, migrando para a superfície do catalisador, 

muitas vezes produzindo espécies radicalares no meio induzindo reações químicas 

desejadas (vide Figura 1). Este processo de troca de portadores entre o catalisador e o 

meio (oxigênio molecular ou molécula de água) é denominado mecanismo tipo I. Esta 

importante técnica ganhou um vasto incentivo desde meados da década de 70 após a crise 

de petróleo em busca de novas abordagens para diminuir a dependência de combustíveis 

fósseis16. Desde então as aplicações em foto-catálise ganharam destaque não só na 

conversão de dióxido de carbono, com a água, em hidrocarbonetos17-20 ou separação 

fotoquímica d’água em hidrogênio e oxigênio gasoso, uma das possíveis fontes 

energéticas futuras21,22, bem como, a oxidação de poluentes, mais especificamente na 

mineralização e degradação completa de moléculas de corantes23,24, pesticidas25,26 e 

fármacos27,28.  

Figura 1: Mecanismo de Foto-catálise 

 

Figura 1: Mecanismo de foto-catálise. 

 

Outra importante área em que a metodologia de armadilhas de spin é bastante 

empregada é a terapia fotodinâmica (PDT), uma das inúmeras modalidades promissoras 

para o tratamento contra o câncer29-31. Para tal, a metodologia permite a detecção do 

oxigênio singleto (1O2) de forma quantitativa auxiliando de forma direta na avaliação da 

eficiência dos fotossensibilizadores. Os fotossensibilizadores (FS) formam a classe de 

materiais que, quando iluminados em uma faixa espectral específica (especialmente na 
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janela terapêutica, aproximadamente de 650 a 850 nm), promovem à formação de 

oxigênio singleto. Este processo é denominado de cruzamento intersistema (ISC) e, pode 

ser sintetizado como a troca de energia, de forma não radiativa, entre o FS excitado 

(opticamente) e o oxigênio molecular do meio, formando assim o 1O2 (vide Figura 2). 

Este processo de troca de energia, de forma não radiativa, entre o fotossensibilizador e 

oxigênio molecular é definido como mecanismo tipo II, enquanto que, como visto 

anteriormente, a troca de carga com o meio é definido como mecanismo tipo I. De forma 

simplificada iremos designar o termo 1O2 para o estado singleto de menor energia Δg
1  

(22.5 kcalmol-1), com dois elétrons emparelhados no orbital πx
*  ou πx

* . Já o estado de maior 

energia 𝛴𝑔
+1  (31.5 kcalmol-1), com elétrons emparelhados ocupando cada um os orbitais 

πx
*  ou πy

* , decai em dezenas de pico segundos para o estado Δg
1 . O uso de sondas redox 

como o Hidroxi-TEMP (2,2,6,6-tetrametylpiperidinol) nos permite credenciar qual 

fotossensibilizador será mais eficiente na produção de oxigênio singleto, bem como aferir 

a cinética de geração.  

Figura 2: Diagrama Terapia Fotodinâmica (PDT). 

 

Figura 2: Diagrama de Jablonski simplificado para o processo de Terapia Fotodinâmica (PDT). 

Adaptado32. 

  

Apresentaremos no próximo capítulo aspectos referentes às armadilhas de spin e 

sondas redox com histórico, aplicações e estado da arte. Em seguida, no capítulo 3, são 

apresentadas as técnicas utilizadas neste trabalho, principalmente a EPR com foco na sua 

aplicação de radicais em soluções, evidenciando as informações relevantes obtidas a 
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partir do ajuste da forma de linha do radical nitróxido como parâmetros do Hamiltoniano 

de spin. No Capítulo 4, apresentaremos novas abordagens na aplicação da metodologia 

de sondas redox, tal como a descrição detalhada da cinética de degradação de radicais 

nitroxil em sistemas contendo sondas redox em conjunto com porfirinas. Um protocolo 

que auxilie usuários futuros desta metodologia foi elaborado, de forma a evitar possíveis 

erros na interpretação dos resultados obtidos. No capítulo 5 são exibidos os resultados 

alcançados, a partir do uso de armadilhas de spin e sondas redox, em colaborações com 

os outros grupos de pesquisa. Por fim um resumo dos resultados e perspectivas para 

continuidade desta linha de pesquisa são apresentados no Capítulo 6.   
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2. ESTADO DA ARTE 

 

A metodologia de armadilha de spin foi desenvolvida no final da década de 60, 

por cinco grupos independentes em diferentes partes do mundo33, com o objetivo de obter 

uma técnica de identificação e quantificação de radicais livres. O produto paramagnético 

estável recebeu o nome de aduto de spin pelos autores Janzen et al.34 e pertencente em 

geral, a classe dos radicais nitróxidos. Essa classe de radicais é conhecida pela sua 

estabilidade estrutural frente a variações externas do meio35,36, como exemplo a 

temperatura. Estes radicais também são capazes de se ligarem à outras estruturas ou 

mesmo sofrer modificações sem a alteração do grupo nitróxido (NO•). A estabilidade dos 

nitróxidos se deve à delocalização do elétron desemparelhado da ligação N-O37. 

As classes moleculares das armadilhas de spin se enquadram em dois grupos 

distintos; nitronas e nitrosos (vide Figura 3). As armadilhas de spin da classe dos nitrosos 

se caracterizam pela ligação direta do radical/agente ao grupo nitróxido (N=O). Como 

exemplo de armadilha de spin desta classe podemos citar o 2-metil-2-nitrosopropano 

(MNP). As armadilhas de spin de compostos nitrosos são pouco empregadas devido à 

baixa estabilidade do aduto de spin e, sua alta toxicidade em aplicações biológicas38. Já 

com as armadilhas da classe das nitronas, o radical/agente se liga ao carbono adjacente 

ao grupo N-O da molécula. Uma característica estrutural das nitronas que atribuem 

especificidade ao radical/agente que é capturado pela armadilha de spin é a presença do 

hidrogênio na posição β da molécula. Após a formação do aduto de spin o radical 

capturado é facilmente distinguível a partir da quantificação da interação hiperfina entre 

o spin eletrônico, proveniente do elétron desemparelhado centrado no oxigênio, e o spin 

nuclear atribuído ao átomo de hidrogênio na posição β. Os demais átomos de hidrogênio 

da molécula interagem fracamente com o spin eletrônico por não estarem no mesmo plano 

de ligação do grupo N-O. Pequenas variações da interação hiperfina, devido à mudança 

estrutural da armadilha após a captura, são percebidas no espectro de EPR pela separação 

entre as linhas das transições de spin.  

 



23 
 

Figura 3: Classificação Estrutural de Armadilhas de Spin. 

 

Figura 3: Tipos de armadilhas de spin e a reação de formação de aduto de spin. 

 

O uso armadilhas de spin e sondas redox é adequado para quantificação e 

identificação basicamente de radicais nitrosos e espécies reativas de oxigênio (ROS)39. 

Embora pareça pouco abrangente o alcance da metodologia, a identificação e 

quantificação de ROS é de extrema importância científica. As ROS têm papel 

fundamental como mediadores em vários processos oxidativos, como por exemplo, em 

reações catalíticas com a geração de radicais superóxidos através de troca de portadores 

entre o oxigênio molecular e semicondutores excitados opticamente40, reações de quebra 

moleculares gerando produtos mais rentáveis1 e/ou sustentáveis41-43; bem como em 

mecanismos de doença tais quais Alzheimer e SARS-CoV-25,6,44.  

Destacada a importância das ROS, as armadilhas de spin mais amplamente 

utilizadas na detecção e quantificação das mesmas são: as nitronas lineares, como o PBN 

(N-terc-Butil-α-fenilnitrona); e as nitronas cíclicas à base de pirrolina, DMPO, (5,5-

Dimetil-1-pirrolina-N-óxido)38
. A armadilha de spin PBN possui especificidade na 

captura dos radicais derivados do hidroxila (•OH), como o radical hidroperoxil (•OOH)33. 

A estabilidade dos adutos de spin formados na captura do PBN nos permite a elaboração 

de uma cinética de geração de radicais de forma fidedigna. Uma das desvantagens do uso 
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do PBN em relação à outras armadilhas de spin é sua menor solubilidade em água (20 mg 

mL-1)45, carecendo da adição de outros solventes ao sistema. Já a armadilha de spin 

DMPO possui uma ampla diversidade e distinguibilidade de radicais de captura, portanto 

é muito utilizada para identificação de radicais que atuam em uma determinada reação. 

Um dos exemplos é a captura do radical superóxido (•O2
-
) de forma direta, radical de 

extrema importância em diversos processos oxidativos13,46-48, de fácil visualização 

quando adicionado o DMPO em um sistema com solvente aprótico3.  Entretanto, o 

emprego do DMPO impõe algumas restrições a metodologia do experimento, como a 

ausência de exposição à luz durante a preparação e realização dos espectros de EPR 

(molécula fotossensível) e difícil elaboração de uma cinética de geração radicalar dado 

que os adutos de spin, em geral, possuem um menor tempo de vida dos que em relação 

aos do PBN33. Na Figura 3 são apresentadas as estruturas moleculares típicas das 

armadilhas de spin nitrosas, nitronas de cadeia aberta e cíclica, bem como o processo de 

captura das mesmas.  

As armadilhas de spin como PBN e DMPO possuem baixa toxicidade celular 

possibilitando o seu uso in situ em diversas aplicações biológicas49. Os autores Schaefer 

et al.50 relataram as quantidades limites de viabilidade celular no uso das armadilhas de 

spin PBN e DMPO, a partir de exames histopatológicos e chegaram aos valores de (232 

mg/100 g por peso) para o DMPO e (100 mg/100 g por peso) para o PBN injetado 

intraperitonealmente. Também há diversos trabalhos sobre o uso de armadilhas de spin in 

vivo de forma a detectar ROS específicas, como Tabner et al. que identificaram a 

formação de peróxido de hidrogênio durante o estágio inicial de agregação de proteínas 

que posteriormente formam as placas amiloides que são responsáveis pela citotoxicidade 

na doença de Alzheimer51. A criação de outras armadilhas de spin é outra perspectiva 

buscada na ciência com o objetivo da identificação de um radical específico para 

aplicação in situ ou in vivo, como o caso dos BMPO52, DEPMPO53 e mito-DEPMPO54 

para a identificação do radical superóxido dado que o aduto de spin da captura do O2
-
 pelo 

DMPO em meio aquoso é espontaneamente convertido no aduto de spin da captura do 

radical hidroxila39.  

Já as sondas redox são bastantes empregada no auxílio à terapia fotodinâmica 

(PDT), sendo esta uma promissora técnica baseada, predominantemente, na geração de 

oxigênio singleto pelo fotossensibilizador causando a morte celular por apoptose55,56 

(vide Figura 2). Apesar de não ser um radical livre, esta importante ROS é também 

naturalmente detectada a partir do uso de sondas redox. O uso de sondas redox com base 
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em moléculas de aminas cíclicas para a detecção de oxigênio singleto foi desenvolvido 

por Johan Moan e Einar Wold em 197958. A partir da aplicação de moléculas como TEMP 

(2,2,6,6-Tetrametilpiperidina, CAS: 768-66-1), Hidroxi-TEMP ou Oxo-TEMP (2,2,6,6-

Tetrametil-4-piperidona, CAS: 826-36-8), a interação com o oxigênio singleto gera um 

produto paramagnético de alta estabilidade sendo possível a quantificação e comparação 

a respeito da eficiência entre fotossensibilizadores durante iluminação do sistema. O uso 

das sondas redox é indispensável na PDT uma vez que elas possuem especificidade para 

a molécula do oxigênio singleto, ou seja, haverá a formação do produto radicalar estável 

(radical nitroxil), se e somente se, houver presença de oxigênio singleto no meio57-60. Na 

Figura 4 é apresentada a estrutura molecular do Hidroxi-TEMP, juntamente com o radical 

nitroxil resultante (radical TEMPOL), que dentre as citadas anteriormente é que possui a 

maior solubilidade em água (130 g L-1)61 e alta estabilidade, além  de seu baixo custo.  

Figura 4: Estrutura molecular Hidroxi-TEMP/TEMPOL 

 

Figura 4: Estrutura molecular da sonda redox hidroxi-TEMP e formação do radical TEMPOL 

após interação com o oxigênio singleto. 

 

Destacada a importância e aplicações das armadilhas de spin e sondas redox é 

chamada a atenção para o desenvolvimento da metodologia para a aplicação da técnica. 

Devido ao caráter reativo dos radicais livres, as reações de formação destes em geral são 

bastante complexas, com diversas reações cruzadas e processos intermediários. Portanto, 

em prol de uma interpretação mais assertiva é prudente o uso combinado de diversas 

armadilhas de spin para elucidação de um mecanismo de reação38,39. Outro elemento 

bastante comum aliado ao emprego da metodologia é o uso de compostos químicos 

conhecidos como supressores, de forma a neutralizar algum agente da reação 

específico62,63, auxiliando assim na interpretação das etapas da reação, bem como na 

identificação dos agentes primários e secundários da reação. Na próxima seção, são 
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apresentados os conceitos básicos da principal técnica utilizada aqui, a Ressonância 

Paramagnética Eletrônica.  
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3. TÉCNICAS EXPERIMENTAIS  

 

3.1. Ressonância Paramagnética Eletrônica: Teoria e experimento 

 

A principal técnica experimental utilizada neste trabalho é a Ressonância 

Paramagnética Eletrônica (EPR, do inglês Electron Paramagnetic Resonance). Nesta 

seção será feita uma breve introdução sobre ela, discutindo alguns de seus conceitos 

básicos. Dentre eles, destacam-se: o Hamiltoniano de spin com as interações Zeeman e 

Hiperfina; e os aspectos básicos requeridos no fenômeno de ressonância. Ênfase será dada 

à aplicação destes conceitos ao estudo de radicais nitróxidos (-NO·), sendo esta classe de 

moléculas resultante dos adutos de spin. 

 

3.1.1. O Hamiltoniano de Spin: Interações magnéticas 

 

O momento de dipolo magnético 𝜇𝑆⃗⃗⃗⃗  associado ao spin do elétron pode ser escrito 

como: 

 

𝜇𝑆⃗⃗⃗⃗ = −𝑔𝑒𝜇𝐵𝑆 , (1) 

 

onde ge é uma constante adimensional denominada fator g do elétron livre2, e 𝜇𝐵 o 

magnéton de Bohr3. Na presença de um campo magnético estático 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ , haverá uma 

interação entre este, e o momento magnético. O Hamiltoniano de spin que descreve esta 

interação será: 

 

ℋ = −𝜇𝑆⃗⃗⃗⃗ . 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0𝑆𝑧. (2) 

 

Por convenção, toma-se o eixo z como a direção do campo magnético aplicado, isto é, 

𝐵0
⃗⃗⃗⃗ = 𝐵𝑜�̂�.  

O spin de um elétron livre é 𝑆 = 1/2. Logo, o momento de dipolo magnético 

associado a ele possui duas orientações possíveis, ou autoestados (|𝛼𝑒 > e |𝛽𝑒 >) 4, cuja 

 
2𝑔𝑒 =  2,00231930436182(52)(https://physics.nist.gov/ acessado em 24/06/2022). 

3𝜇𝐵 =
|𝑒|ħ

2𝑚𝑒
= 927,400 9994(57) x 10−26 J. T−1(https://physics.nist.gov/ acessado em 24/06/2022). 

4 Na notação de Dirac. 

https://physics.nist.gov/
https://physics.nist.gov/
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degenerescência é levantada na presença de 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ . Estes autoestados são associados, 

respectivamente, aos números quânticos 𝑚𝑠 = 1/2 e 𝑚𝑠 = −1/2: 

 

ℋ |𝛼𝑒 >= 𝐸𝛼|𝛼𝑒 >⇒ 𝐸𝛼 =
1

2
𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0 

(3) 

ℋ |𝛽𝑒 > =  𝐸𝛽|𝛽𝑒 >⇒ 𝐸𝛽 = −
1

2
𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0. 

 

Os dois níveis de energia (𝐸𝛼 e 𝐸𝛽) das equações acima, e representados na figura 

abaixo, variam linearmente com a intensidade do campo externo. A este efeito é dado o 

nome de efeito Zeeman eletrônico (Figura 5). 

Figura 5: Diagrama de Energia Efeito Zeeman. 

e. 

Figura 5: Diagrama energético do efeito Zeeman para o elétron livre. 

 

Usualmente outras contribuições ao Hamiltoniano de spin serão também 

observadas. Dentre elas as mais importantes são aquelas causadas pela presença de um 

spin nuclear diferente de zero na vizinhança do spin eletrônico do radical. Assim como 

no efeito Zeeman eletrônico, um campo magnético externo também quebrará a 

degenerescência dos estados de spin nucleares. Esta interação é denominada de interação 

Zeeman nuclear, sendo estas três ordens de grandeza menor que a interação Zeeman 

eletrônica. Isso ocorre porque o magnéton nuclear 𝜇𝑁 (do próton)5 é cerca de 1840 vezes 

 
5𝜇𝐵 =  5,050 783 699(31) x 10−27 J. T−1 (https://physics.nist.gov/ acessado em 22/06/2022). 

https://physics.nist.gov/
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menor que o magnéton de Bohr 𝜇𝐵 para o elétron6. O desdobramento dos níveis para o 

efeito Zeeman nuclear é análogo ao descrito pelas equações (3). Diferenças existem na 

multiplicidade de autoestados e no ordenamento dos níveis. Estes dependem, 

respectivamente, do spin nuclear que produz 2𝐼 + 1 níveis de energia, e do fator g nuclear 

de cada isótopo. 

A outra contribuição ao Hamiltoniano de spin devido à presença de um spin 

nuclear não nulo na proximidade do elétron desemparelhado será a interação Hiperfina. 

Ela é resultado da interação entre os momentos de dipolo magnético nuclear e eletrônico. 

Para um elétron livre interagindo com um único núcleo, na presença de um campo 

externo, o Hamiltoniano de spin é dado por: 

 

ℋ = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0𝑆𝑧 +  𝑎𝑆𝑧𝐼𝑧−𝑔𝑁𝜇𝑁𝐵0𝐼𝑧 . (4) 

 

O primeiro termo de (4) é referente ao efeito Zeeman eletrônico, o segundo é devido à 

interação Hiperfina, e o último devido ao efeito Zeeman nuclear. A constante 𝑎 é 

conhecida como constante de acoplamento hiperfino. Como a interação Zeeman 

eletrônica é muito maior do que a interação hiperfina (e Zeeman nuclear), a solução do 

Hamiltoniano acima é usualmente obtida, em primeira ordem, pela Teoria de Perturbação 

Independente do Tempo. 

Para um sistema isolado com um elétron (𝑆 =
1

2
) e um núcleo de 𝐼 = 17 e, 

assumindo inicialmente interações isotrópicas, têm-se os seguintes autoestados e 

autovalores para os operadores de spin: 

 

𝑆𝑧|𝛼𝑒 > =
1

2
|𝛼𝑒 >         𝑆𝑧|𝛽𝑒 > = −

1

2
|𝛽𝑒 > 

𝐼𝑧|𝛼𝑁 > = 1|𝛼𝑁 >         𝐼𝑧|𝛽𝑁 > = 0|𝛽𝑁 >         𝐼𝑧|𝛾𝑁 > = −1|𝛾𝑁 >. 

 

(5) 

 

Expandindo o espaço de spin eletrônico e nuclear via produto tensorial |𝜑𝑒 >⊗ |𝜑𝑁 >

 = |𝜑𝑒𝜑𝑁 >, pode-se definir os autoestados do sistema completo como: 

 

|𝜙1 > = |𝛼𝑒𝛼𝑁 > ;  |𝜙2 > = |𝛼𝑒𝛽𝑁 > ;  |𝜙3 > = |𝛼𝑒𝛾𝑁 >
|𝜙4 > = |𝛽𝑒𝛼𝑁 > ;  |𝜙5 > = |𝛽𝑒𝛽𝑁 > ;  |𝜙6 > = |𝛽𝑒𝛾𝑁 >

. (6) 

 
6 Devido à razão entre as massas de repouso do próton e do elétron. 
7Similar ao radicais nitróxidos em que o elétron desemparelhado interage com um núcleo de 14N (I = 1). 
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Aplicando o Hamiltoniano (4) aos autoestados listados em (5) e (6), as energias 

deste sistema podem ser obtidas analiticamente. O resultado deste cálculo é representado 

no esquema da figura abaixo.2 e I = 1. 

Figura 6: Diagrama de Energia Sistema S = 1/2 e I = 1. 

 

Figura 6: Diagrama de níveis de energia de um sistema com 𝑆 = 1/2 e 𝐼 = 1, na presença de 

um campo 𝐵0
⃗⃗ ⃗⃗ . Também são mostradas as transições que dão origem ao espectro de EPR, isto é, 

para as regras de seleção |∆𝑚𝑠 = 1| e |∆𝑚𝐼 = 0| (a serem discutidas adiante). 

 

No diagrama da Figura 6, foi assumido no cálculo, que a interação Hiperfina é 

maior do que a interação Zeeman nuclear. Note que esta última contribuição não muda a 

energia das transições entre os níveis de spin eletrônico e, por isso, pode ser ignorada no 

Hamiltoniano quando formos tratar de espectros de EPR.   

Para o caso das nitronas, devido a presença do hidrogênio no mesmo plano de ligação do 

grupo N-O, o espectro de EPR resultante da captura de uma espécie reativa apresenta ao 

menos seis transições de spin eletrônico. A quantificação do valor isotrópico das 

interações hiperfinas entre o spin eletrônico e os spins nucleares associados aos átomos 

de nitrogênio (I = 1), proveniente do isótopo 14N, e ao hidrogênio (I = ½), na posição β 
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da molécula, é de fundamental importância na identificação da espécie reativa capturada 

pela armadilha de spin. A distinguibilidade dos valores das interações hiperfinas está 

relacionada a mudança na conformação molecular gerada pela captura radicalar, uma vez 

que a intensidade da interação está associada com a proximidade do elétron 

desemparelhado com relação ao spin nuclear interagente. Em alguns casos, ocorre a 

interação com o spin nuclear de outro átomo de hidrogênio na posição γ, oriundo da 

espécie capturada, desencadeando em um desdobramento de doze transições de spin. O 

sinal de EPR pode apresentar diferentes números de linhas em seu espectro dependendo 

do valor isotrópico das interações hiperfinas (vide Figura 7). Podemos ter quatro linhas 

com padrão de intensidade 1:2:2:1 (Figura 7a), para o caso em que os valores das 

interações hiperfinas com átomos de nitrogênio e hidrogênio sejam semelhantes (aN = 

aH(β)); ou seis linhas caso os valores sejam diferentes (aN ≠ aH(β)) (Figura 7b); para o caso 

do aparecimento da interação com o hidrogênio na posição γ, podemos ter oito linhas, 

com padrão de intensidade de 1:1:2:2:2:2:1:1 (Figura 7c), se a interação com os dois 

átomos de hidrogênio forem equivalentes (aN = aH(β) ≠ aH(γ))  ou até doze linhas caso todas 

de interações distintas entre si (aN ≠ aH(β) ≠ aH(γ)) (Figura 7d). Como exemplo de um 

modelo de identificação, se em nosso sistema estivéssemos utilizando a armadilha de spin 

DMPO em solução aquosa e após a reação radicalar resultasse em um espectro de EPR 

como o da Figura 7a certamente poderíamos afirmar que há a formação do radical •OH.  
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Figura 7: Espectros EPR Típicos Adutos de Spin. 

 

Figura 7: Espectros de EPR típicos de adutos de spin resultantes da captura de alguma espécie 

reativa por nitronas, com parâmetros hiperfinos dados por (a) aN = aH(β); (b) aN > aH(β); (c) aN = 

aH(β)> aH(γ) e (d) aN > aH(β)> aH(γ). 

 

Demonstrada a importância e conceitos da interação hiperfina, partimos para 

detalhamento do fator g. Em centros paramagnéticos reais, no entanto, o fator g do elétron 

livre (𝑔𝑒) é substituído por um fator g que, na maioria dos casos, se afasta de 𝑔𝑒 devido à 

contribuição orbital ao momento de dipolo magnético eletrônico. Esta perturbação pode 

ser escrita em termos da interação spin-órbita, como mostrado na equação:  

 

𝑔𝑖𝑗 = 𝑔𝑒𝛿𝑖𝑗 − 2𝜆 ∑
< 𝜓0| 𝐿𝑖|𝜓𝑙 >< 𝜓𝑙|𝐿𝑗  |𝜓0 >

𝐸𝑙 − 𝐸0
𝑙

, (7) 

 

onde 𝛿𝑖𝑗 é o delta de Kronecker; 𝜆 o acoplamento spin-órbita; e 𝜓0 e 𝜓𝑙 as funções de 

onda do estado fundamental e do estado excitado do elétron, respectivamente, 𝐸0 e 𝐸𝑙 são 

as energias correspondentes. 

Além da interação spin-órbita (𝜆), o campo cristalino (eletrostático) causado pelos 

íons vizinhos, cuja intensidade é Δ, também afeta o fator 𝑔. Este campo reflete a simetria 
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local do centro paramagnético em moléculas e sólidos, modificando as funções de onda 

do elétron desemparelhado. Como consequência o fator g, inicialmente escalar, passa a 

ser substituído por um tensor 𝑔.  

A interação spin-órbita e o campo cristalino têm efeitos contrários. Por isso, cada 

uma das três componentes independentes de g⃡ (gxx, gyy e gzz) ao longo das direções 

principais, apresentará um desvio δgii=ge- gii (i=x, y, z). Este dependerá, por sua vez, da 

razão entre a constante de acoplamento spin-órbita e o valor da contribuição do campo 

cristalino (𝜆/Δ). Para o caso dos radicais nitróxidos, em que apenas átomos leves estão 

envolvidos nas ligações, a interação spin órbita 𝜆 é muito pequena. Como consequência, 

as componentes do tensor 𝑔 estão muito próximas do fator g do elétron livre (𝑔𝑒), com 

desvios 𝛿𝑔𝑖𝑖 menores que 1%.  

Assim como o efeito Zeeman eletrônico, a interação hiperfina em sistemas 

anisotrópicos também reflete a simetria da vizinhança local do elétron desemparelhado e, 

por isso, também terá um caráter tensorial. A diferença entre as componentes principais 

do tensor hiperfino 𝐴 se dá pela mistura dos orbitais eletrônicos na vizinhança do núcleo 

em questão. Para um elétron num orbital puramente tipo “s”, o tensor se reduz a uma 

constante de acoplamento isotrópica que é proporcional à densidade eletrônica no sítio 

do núcleo. Para elétrons em orbitais tipo “p”, por exemplo, a interação hiperfina é 

anisotrópica e o acoplamento tensorial. Por conveniência, o tensor hiperfino pode ser 

decomposto em uma parte isotrópica e outra anisotrópica: 

 

𝐴 = (𝑎�⃡� + 𝐵). (8) 

 

A constante 𝑎 é uma grandeza escalar conhecida como Termo de Contato de Fermi64: 

 

𝑎 =
2

3
𝜇0𝑔𝑒𝜇𝐵𝑔𝑁𝜇𝑁|𝜓2(0)|. (9) 

 

Em (9) 𝜓(0) será o valor assumido pela função de onda do elétron desemparelhado, tipo 

“s”, na posição nuclear.  

O tensor hiperfino anisotrópico 𝐵 tem, por sua vez, traço nulo. Suas componentes 

podem ser decompostas em duas constantes: 𝑏 e 𝑏′. 
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𝐵 = (
−𝑏 + 𝑏′

−𝑏 − 𝑏′

2𝑏

). (10) 

 

Para uma simetria axial 𝑏′ = 0 e: 

 

𝐴∥ = 𝑎 + 2𝑏 
(11) 

𝐴⊥ = 𝑎 − 𝑏. 

 

Havendo uma redução de simetria a partir da simetria axial, este desvio será representado 

pela constante 𝑏′ ≠ 0.  

Os elementos do tensor 𝐵 (𝐵𝑥𝑥 = −𝑏 + 𝑏′, 𝐵𝑦𝑦 = −𝑏 − 𝑏′ e 𝐵𝑧𝑧 = 2𝑏) estão, por 

sua vez, relacionados à interação dipolo-dipolo entre o elétron desemparelhado (em 

orbitais tipo “p”, “d” ou “f”) e o núcleo em questão65. Eles são dados por: 

 

𝐵𝑖𝑗 =
𝜇0

4𝜋
𝑔𝑒𝜇𝐵𝑔𝑁𝜇𝑁 ∫(

3𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑟5
−

𝛿𝑖𝑗

𝑟3
) |𝜓(𝑟)|2 𝑑𝑉, 

(12) 

 

onde 𝑥𝑖 e 𝑥𝑗 descrevem as componentes do vetor posição do spin eletrônico e do nuclear, 

respectivamente, e 𝜓(𝑟) é a função de onda eletrônica. Vale lembrar que, na maioria dos 

casos, a função de onda do elétron é composta de uma mistura de orbitais que faz com 

que haja na interação hiperfina, tanto uma contribuição isotrópica devido ao Termo de 

Contato de Fermi, quanto devido à interação dipolar. 

Enquanto, para o nitróxido a anisotropia do tensor g é pequena por razões expostas 

acima, a interação Hiperfina terá um caráter altamente anisotrópico devido à localização 

do elétron desemparelhado em um orbital tipo “p”. O tensor 𝐴 tem como direções 

principais: o eixo z paralelo ao orbital 2𝑝𝑧, o eixo x paralelo à ligação N-O e o eixo y 

ortogonal aos demais. Por convenção, a componente 𝐴𝑧𝑧 do tensor hiperfino terá o maior 

valor ao longo de 2𝑝𝑧. A determinação da interação hiperfina possui grande importância 

ao estudo dos radicais nitróxidos, pois permitirá aferir o deslocamento da função de onda 

eletrônica centrada no núcleo de nitrogênio em função, por exemplo, da polaridade do 

solvente, caracterizando assim, o meio externo à molécula. 

O Hamiltoniano de spin para a análise do radical nitróxido será dado por: 
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ℋ = 𝜇𝐵�⃗� 0𝑔𝑆 + 𝑆 𝐴𝐼 . (13) 

 

 

3.1.2. Ressonância Paramagnética Eletrônica: O Fenômeno 

 

Para induzirmos transições entre os estados de spin como os representados pela 

Figura 6, aplica-se ao sistema uma radiação eletromagnética de frequência 𝜈, de tal forma 

que a energia do fóton (ℎ𝜈) corresponda exatamente à separação de energia entre os 

níveis. Esta é a condição de ressonância, que para o caso de um elétron livre8, é dada pela 

seguinte equação: 

 

ℎ𝜐 = 𝛥𝐸 ⇒ ℎ𝜈 = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0. (14) 

 

Na equação acima, para um sistema em que o campo magnético estático tem 

magnitude de cerca 0,34 T, a frequência 𝜈 será na faixa das micro-ondas, isto é, 

aproximadamente 9.5 GHz (banda X). Usualmente, por motivos técnicos, varia-se o 

campo magnético mantendo-se 𝜈 constante de modo a se determinar 𝑔𝑒. 

Todavia, não basta que a condição de ressonância da equação (14) seja atendida para que 

haja a transição entre os estados de spin. É também fundamental que o campo magnético 

oscilante da radiação incidente (micro-ondas) seja perpendicular ao campo estático �⃗� 0. A 

seguir, será demonstrada esta segunda condição a partir do cálculo das regras de seleção 

para as transições de EPR. 

Seja ℘𝛼𝛽 (𝜈) a probabilidade, por unidade de tempo, de uma transição de dipolo 

magnético para um sistema com 𝑆 = 1/2, da equação (2), induzida por um campo 

oscilante que segue a condição de ressonância exposta na equação (14). Após ser 

calculada pela Teoria da Perturbação Dependente do Tempo, ℘𝛼𝛽 (𝜈) será descrita pela 

Regra de Ouro de Fermi66: 

 

℘𝛼𝛽(𝜈) =  
1

4ħ2
|⟨𝛼𝑒|ℋ𝑀𝑊(𝑡)|𝛽𝑒⟩|

2ℊ(𝜈). 
(15) 

 

 
8 Hamiltoniano de spin: ℋ = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0𝑆𝑧 (2). 
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Na equação acima, |𝛽𝑒⟩ e |𝛼𝑒⟩ são os estados iniciais e finais do sistema. ℋ𝑀𝑊(𝑡) é um 

Hamiltoniano dependente do tempo que, por sua vez, está associado à interação Zeeman 

do campo magnético �⃗� 1 oscilando na direção x (para micro-ondas linearmente 

polarizadas). ℋ𝑀𝑊(𝑡) é dado por: 

 

ℋ𝑀𝑊(𝑡) = 2𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵1𝑆𝑥 cos(2𝜋𝜈𝑡). (16) 

 

A função ℊ(𝜈) em (15) é uma função de forma para a transição, associada tanto à 

densidade de estados do nível excitado, quanto a uma possível dispersão do campo de 

micro-ondas. Ela é normalizada de tal modo que ∫ g(ν)
+∞

0
=1, e está relacionada, como 

o próprio nome indica, à forma de linha do espectro de EPR.  

Substituindo em ℋ𝑀𝑊(𝑡) o operador 𝑆𝑥 por sua combinação dos operadores de criação e 

aniquilação, 𝑆𝑥 =
𝑆++𝑆−

2
 9, e atuando nos autoestados |𝛼𝑒⟩ e |𝛽𝑒⟩, a probabilidade de 

transição induzida pelo campo oscilante, que é igual tanto para absorção quanto para 

emissão (℘𝐸𝑃𝑅 = ℘𝛼𝛽 = ℘𝛽𝛼), se reduz a: 

 

℘𝐸𝑃𝑅 = 
1

4
(
𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵1

ħ
)
2

ℊ(𝜈) = (
𝛾𝑒𝐵1

2
)
2

ℊ(𝜈), (17) 

 

onde 𝛾𝑒 é o fator giromagnético eletrônico (𝛾𝑒 = −
𝑔𝑒𝜇𝐵

ħ
)10. 

Note que ao aplicar o campo oscilante da micro-ondas na direção do campo 

estático, isto é �⃗� 1||�⃗� 0 tem-se um Hamiltoniano ℋ𝑀𝑊(𝑡) descrito por ℋ𝑀𝑊(𝑡) =

2𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵1𝑆𝑧cos (2𝜋𝜈𝑡) e, pela Regra de Ouro de Fermi, os elementos da matriz 

⟨𝛼𝑒|ℋ𝑀𝑊|𝛽𝑒⟩ seriam nulos. Como consequência, não haveria transição de EPR e o campo 

oscilante apenas modularia o efeito Zeeman. Logo, a máxima probabilidade de transição 

ocorrerá com a aplicação de micro-ondas linearmente polarizada, tal que �⃗� 1 ⊥ �⃗� 0.  

Para um Hamiltoniano de spin mais complexo, como é o caso da equação (4), as 

transições de dipolo magnético (transições de EPR), são encontradas após aplicarmos as 

devidas regras de seleção, também derivadas de (15), mas com os autoestados da equação 

 
9 𝑆± = 𝑆𝑥 ± 𝑖𝑆𝑦 . 
10 𝛾𝑒 = 1.760 859 644(11) x 1011s−1T−1(https://physics.nist.gov/ acessado em 22/06/2022). 

 

https://physics.nist.gov/
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(6). Neste caso as regras de seleção são |∆𝑚𝑠 = 1| e |∆𝑚𝐼 = 0|. Elas se traduzem nas 

três transições de EPR (indicadas na Figura 6), cujas energias são: 

 

 

∆𝐸1(|𝜙4 > → |𝜙1 >) = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0 + 𝑎 

(18) ∆𝐸2(|𝜙5 > → |𝜙2 >) = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0 

∆𝐸3(|𝜙6 > → |𝜙3 >) = 𝑔𝑒𝜇𝐵𝐵0 − 𝑎.  

 

Até este ponto, o fenômeno de ressonância foi tratado para um hipotético sistema 

de spins únicos isolados. No entanto, na prática, trabalha-se com um ensemble de spins 

eletrônicos não interagentes (sistema paramagnético diluído). Para a compreensão de 

como o experimento de EPR se dá pela absorção de micro-ondas em casos mais realistas, 

necessita-se, portanto, lidar com as populações de spin e sua dinâmica. 

 

3.1.3.  O Espectrômetro de EPR: Aspectos técnico 

 

A técnica de EPR está baseada na detecção de micro-ondas absorvida por um 

sistema de spins na presença de um campo magnético externo. Dado que os 

espectrômetros de EPR em geral operam em frequências fixas, conforme as dimensões 

da cavidade utilizada, o campo magnético é variado até que a condição de ressonância 

seja obtida, resultando na absorção de micro-ondas pelo sistema.  

A seguir é mostrado um esquema simplificado de um espectrômetro de EPR. 
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Figura 8: Componentes Espectrômetro de EPR. 

 

Figura 8: Diagrama dos componentes de um espectrômetro de EPR. 

 

A variação do campo é feita através do controle da corrente elétrica em um 

eletroímã. A geração de micro-ondas, cuja ponte está em vermelho, pode ser via válvula 

Klystron ou por uma fonte de estado sólido como, por exemplo, um diodo Gunn. Sua 

distribuição é feita por guias de onda retangulares, cilíndricos ou cabos coaxiais especiais. 

A detecção das micro-ondas é feita por diodos (cristais) após amplificação das micro-

ondas. Na detecção heterodina mostrada acima, antes do circulador, parte da micro-ondas 

é redirecionada para um ramo secundário com ajuste de fase e atenuação. Este ramo 

secundário garante, após o mixer, uma polarização mínima no diodo detector para colocá-

lo no regime de trabalho em que seu sinal é linear. 

Com o objetivo de manter a frequência da micro-ondas estável, sem variações, com 

flutuações da rede elétrica ou de temperatura nos outros componentes todo espectrômetro 

possui um sistema de controle denominado CAF (controle automático de frequência). 

Este sistema é baseado na correção da frequência gerada pelo Klystron (ou diodo Gunn) 

caso haja algum desvio da frequência desejada na cavidade a partir de uma modulação da 

micro-ondas em amplitude (8 kHz).  

De forma a obtermos o máximo de energia do campo de micro-ondas de forma 

concentrada a amostra é inserida em uma cavidade ressonante. Um ajuste do acoplamento 

da cavidade garante que a reflexão para fora da cavidade seja mínima (acoplamento 

crítico). Além disto, o campo magnético responsável pelo desdobramento dos níveis 



39 
 

eletrônicos é modulado em 100 kHz por bobinas internas à cavidade. Essa modulação 

garante a detecção do sinal refletido pela cavidade e que chega ao cristal detector, após 

ser pré-amplificado e enviado para um Lock-In ajustado também em 100 kHz. Este sinal 

refletido só ocorre na ressonância, quando há absorção de micro-ondas e desacoplamento 

da cavidade. Se a linha de absorção de EPR for uma curva Lorentziana, o sinal em fase 

com a modulação de 100 kHz, depois de filtrado e amplificado, será proporcional à 

derivada da absorção (derivada da Lorentziana) como mostrado na Figura 9 abaixo. 

 

Figura 9: Modulação Campo Magnético. 

 

Figura 9: Representação gráfica da absorção de micro-ondas em função ao campo magnético 

para uma determinada transição de EPR (Linha em preto). As linhas em verde representam o 

campo magnético modulado em 100 kHz. A potência de micro-ondas absorvida em função do 

campo magnético é mostrada no eixo vertical. O sinal detectado após de modulação pelo Lock-

in é a derivada da absorção (𝑑𝐹(𝐵)/𝑑𝐵). 

 

Além dos componentes principais mencionados acima, existem também 

atenuadores, isoladores, dispositivos de ajuste da fase, acopladores direcionais, 

circuladores e amplificadores de micro-ondas, frequencímetros, dentre outros, cada qual 

com sua função específica. 
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Neste trabalho, um espectrômetro de EPR comercial (Miniscope MS400), 

fabricado pela empresa Magnettech (Alemanha) e apropriado a trabalhos em solução, foi 

empregado. Esse espectrômetro pertence à UFMG e encontra no departamento de Física, 

mas especificamente no laboratório de Ressonância Magnética e, pode ser visto na Figura 

10: 

Figura 10: Espectrômetro MS400. 

 

Figura 10: Espectrômetro de EPR da empresa Magnettech. 

 

O espectrômetro MS400 trabalha à temperatura ambiente com frequências entre 

9,3 e 9,55 GHz (banda X), com campos variando de 100 a 600 mT. A modulação de 100 

kHz varia de 0,05 a 0,60 mT. Sua cavidade é retangular (modo TE102). Todo controle do 

espectrômetro, seja o ajuste da ponte de micro-ondas e a coleta de dados, é feito por um 

microcomputador. As amostras líquidas (soluções ou suspensões) são acondicionadas em 

capilares de capacidades de 50 μL (Hirschmann, Alemanha) e seladas com massa especial 

(Critoseal, EUA). Os capilares são então inseridos em tubos de quartzo, próprios para 

EPR, de (comprimento 250 mm, diâmetro externo de 4 mm e interno de 3 mm) (Wilmad, 

EUA), e que por sua vez são colocados na cavidade. 
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3.2 Espectroscopia de absorção ótica UV-Vis  

Uma das técnicas utilizada para a caracterização das amostras discutidas neste 

trabalho foi a espectroscopia de absorção óptica na faixa espectral do UVA até o 

infravermelho próximo (350 nm – 850 nm). A técnica é fundamentada na detecção dos 

fótons que atravessam a amostra (I) e é comparada com a intensidade de fótons que 

incidem na mesma (I0). A intensidade do feixe que atravessa a amostra obedece a seguinte 

relação: 

 

𝐼 =  𝐼010
−𝜀(𝜆)𝐶 𝐿 , (26) 

 

onde I0 é intensidade do feixe incidente, λ é comprimento de onda do feixe incidente, C é 

a concentração do absorvedor, L é o caminho ótico percorrido pela radiação, ε(λ) é o 

coeficiente de absorção molar. A transmitância (T) é definida pela razão entre a 

intensidade do feixe incidente e transmitido: 

 

𝑇 =
𝐼

𝐼0
= 10−𝜀(𝜆)𝐶 𝐿 . 

(27) 

 

A absorbância é definida pela lei de Lambert-Beer: 

 

𝐴 =  − log 𝑇 =  휀(𝜆)𝐶 𝐿. (28) 

  

Em um experimento padrão a luz de uma lâmpada incide em uma rede de difração 

e, variando-se o ângulo é selecionado o comprimento de onda incidente específico na 

amostra. O espectrofotômetro utilizado neste trabalho foi o modelo UV-3600 (Shimadzu) 

que situa-se no laboratório de Nanomateriais do departamento de Física da UFMG. 
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3.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) 

 

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS, do inglês 

gas chromatography-mass spectroscopy) foi a principal técnica de identificação 

molecular utilizada em todo trabalho. Esta técnica analítica tem como base a separação 

de compostos a partir da vaporização da amostra sem causar sua decomposição.  

Inicialmente a amostra acondicionada em um frasco é inserida no injetor, após ser 

volatizada, juntamente com a fase móvel. A fase móvel é um gás inerte, em nosso caso 

foi utilizado hélio, que tem a função de carrear o analito por toda a coluna cromatográfica. 

A separação se baseia nos diferentes tempos de distribuição dos compostos da amostra 

entre a fase estacionária (líquido de alta viscosidade revestindo as suas paredes internas 

da coluna) e a fase móvel. Os compostos introduzidos na coluna que não têm muita 

interação com a fase estacionária são primeiramente eluídos pela fase móvel até o 

detector, sendo eluídos, em seguida, os que têm mais afinidade com a fase estacionária. 

A análise é rápida, podendo ser efetuada em minutos67. A temperatura da coluna 

cromatográfica é outro parâmetro muito importante na implementação da técnica de 

cromatografia gasosa. De forma que, possibilita o controle na eluição do analito; em geral 

para uma melhor resolução na detecção é utilizado um gradiente de temperatura nas 

colunas. Em nosso sistema utilizamos duas colunas distintas: coluna HP-5MS (30 m x 

0,25 mm i.d. e 0,25 μm) e coluna HP - INNOWAX (30 m, 0,250 mm e 0,15 μm). Ambas 

operando com os seguintes parâmetros: volume de injeção de 1 μL, razão de divisão 1:10, 

injetor a 250 ºC, a coluna partiu de 40 ºC e foi aquecida até 250 ºC (taxa de 20 ºC min-1). 

Um esquema dos componentes comuns à técnica de cromatografia gasosa segue 

representado na Figura 11, nesta também segue os componentes do detector de massa que 

serão abordados a seguir.  
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Figura 11: Diagrama Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (GC-MS). 

 

Figura 11: Diagrama dos componentes básicos de um cromatógrafo acoplado à espectrograma 

de massas. 

 

O espectrômetro de massa acrescenta um ganho significativo à implantação da 

técnica de cromatografia, de maneira a determinar a massa molecular de um composto, 

bem como, auxilia na investigação da estrutura química do composto. De modo geral, os 

espectrômetros de massa são constituídos de três partes fundamentais: a fonte de 

ionização, o analisador, e detector, conforme ilustrado na Figura 1267. A amostra eluída 

pela coluna cromatográfica é ionizada pela fonte de ionização, em nosso caso via 

ionização por impacto de elétrons (EI) (energia de elétrons 70 eV). Os íons são então 

acelerados pelas placas de um capacitor, e finalmente defletidas pela ação de um campo 

magnético perpendicular a trajetória (Figura 11). Assim, os íons são separados, no 

analisador de massa, de acordo com sua razão carga/massa, e são coletados pelo detector. 

Para proporcionar um deslocamento mais livre para os íons todo o processo é realizado 

em alto vácuo (10-6 a 10-10 torr). Os espectros coletados são comparados a um banco de 

dados (biblioteca) com centenas de milhares de espectros, e fragmentos gerados pela 

ionização de impacto, em nosso caso utilizamos a biblioteca NIST. As amostras foram 

analisadas em um cromatógrafo do modelo GC Agilent 7890A acoplado a um detector 

seletivo de massa Agilent 5975C MS, equipamento situado no laboratório de Materiais 

Avançados do departamento de Química da UFMG.    
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Figura 12: Diagrama Espectrometria de Massas. 

 

Figura 12: Esquema simplificado de um espectrômetro de massa, adaptado67. 
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4. DETECÇÃO DE OXIGÊNIO SINGLETO POR EPR: A 

INSTABILIDADE DO RADICAL NITROXIL 

 

Neste capítulo iremos apresentar e discutir os resultados inéditos que foram 

obtidos no estudo do uso de sondas redox na detecção e quantificação de oxigênio singleto 

(1O2). Este trabalho foi publicado em fevereiro de 2022 na revista de significativa 

importância cientifica: Free Radical Biology & Medicine68. Os resultados aqui expostos 

impactam de forma direta não só a metodologia de sondas redox, como também a técnica 

de terapia fotodinâmica. A viabilidade da terapia fotodinâmica se dá pela existência de 

compostos, denominados de fotossensibilizadores, quando foto-excitados na região 

espectral específica, para porfirinas a banda Soret e as bandas Q geram de maneira 

abundante a espécie reativa oxigênio singleto. O uso de sondas redox, da classe das 

aminas cíclicas, como TEMP, Oxo-TEMP, Hidroxi-TEMP é a maneira mais direta e 

quantitativa de mensurar a eficiência de um fotossensibilizador relatada até então na 

literatura. Em nosso trabalho nos concentramos na sonda redox Hidroxi-TEMP (vide 

Figura 4), sendo ela a que possui maior solubilidade em água dentre as citadas e, também 

possui um baixo custo de aquisição. Realçada a importância das sondas redox na aferição 

de oxigênio singleto aliada à técnica de terapia fotodinâmica, partiremos para a descrição 

de nosso trabalho que contribuiu nesta importante área da ciência. O ímpeto que guiou 

este trabalho se deu pela necessidade de compreensão de um comportamento anômalo em 

sistemas com uso de fotossensibilizadores e Hidroxi-TEMP, durante a iluminação na 

região espectral visível. Nota-se que em poucos minutos de iluminação é observado uma 

diminuição da intensidade do sinal de EPR, referente ao radical nitroxil produto da 

oxidação do grupo amina do Hidroxi-TEMP por parte do 1O2
69-72. Considerando-se a alta 

estabilidade da molécula do radical nitroxil (TEMPOL)36,73, formado após a interação 

com o 1O2, somente nos resta a hipótese de que estivesse ocorrendo uma degradação do 

radical nitroxil devido à algum agente extrínseco, presente no meio. Este comportamento 

(degradação), até então, não foi discutido em trabalhos anteriores na literatura de forma 

extensa70,74. Portanto, se faz necessária a identificação dos agentes responsáveis, e a 

definição de um mecanismo de degradação. 
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4.1.  Cinética de geração do radical nitroxil 

 

Iniciamos o nosso estudo na investigação dos principais parâmetros que afetam a 

cinética de geração radicais nitroxil. Sendo a quantidade de 1O2 gerada durante a 

iluminação do sistema dependente da concentração do FS utilizada, mantivemos a 

concentração inicial de FS constante em todos os casos (100 μmolL-1). De forma a 

construção de um trabalho que abrangesse sistemas com sondas redox e 

fotossensibilizadores de uma forma geral utilizamos uma vasta variedade de porfirinas 

hidrossolúveis. Como representado na Figura 13 utilizamos porfirinas de diferentes 

extensões moleculares, cargas das espécies iônicas e com variações no macrociclo. A 

utilização de porfirinas estáveis em soluções aquosas se deu pela sua importância quando 

aplicadas em sistemas biológicos. As porfirinas foram sintetizadas pelo grupo da 

professora Dayse Carvalho da Silva Martins do Departamento de Química da UFMG. 

 



47 
 

Figura 13: Estrutura Molecular Porfirinas. 

 

Figura 13: Estruturas químicas das porfirinas (a) [H2T4MPyP](OTs)4, (b) Na4[H2T4SPP], (c) 

[H2T2MPyP](OTs)4, (d) [ZnT4MyPyP](OTs)4, (e) [MnT4MyPyP](OTs)5, (f) H2T4CPP, and (g) 

[H2T4TriMAPP](OTs)4. 

. 

Descreveremos agora os detalhes da preparação das amostras para os 

experimentos de EPR, bem como a descrição das análises dos espectros obtidos. As 

alíquotas foram preparadas seguindo as proporções de 25 L de uma solução aquosa 

contendo o FS, 50 L de solução de Hidroxi-TEMP e 25 L de água deionizada com 

adição, ou não, de hidróxido de sódio, quando se alterou a basicidade do meio. A 
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iluminação das amostras se fez com luz branca a partir de uma lâmpada de LED com 

radiância integrada de 16 mW cm-2.  

Iniciamos o primeiro experimento de forma a compreender como diversos parâmetros, 

tais quais a quantidade de sonda redox, variação do ambiente químico e mudança do FS 

influenciam a cinética de geração do radical nitroxil. A partir da dupla integração dos 

espectros de EPR, em relação ao tempo de iluminação, e comparação com a amostra 

contendo uma concentração conhecida de TEMPOL (1 mmolL-1), a cinética de geração 

do radical nitroxil para cada FS foi realizada. Variando apenas o FS utilizado, nota-se a 

variação na forma de linha da cinética da geração de radical nitroxil, conforme exposto 

na Figura 14, durante iluminação do sistema (porfirina à 100 μmolL-1 juntamente com o 

Hidroxi-TEMP à 1 molL-1). A quantidade em excesso de sonda redox em relação a de FS 

é justificada pela intenção de detectarmos o máximo possível de 1O2 produzido durante a 

iluminação do sistema. Chama-se a atenção para o comportamento anunciado 

anteriormente, para algumas porfirinas, de diminuição da quantidade de radical nitroxil 

detectado a partir de um certo tempo de iluminação. 

Figura 14: Cinética Radicais Nitroxil Após Iluminação Porfirinas. 

 

Figura 14: Concentração de radical nitroxil, produto da oxidação do hidroxi-TEMP (1 molL-1) 

por parte do 1O2, em relação ao tempo de iluminação com luz branca das porfirinas 

([H2T4MPyP]4+, [H2T4SPP]4-, [H2T2MPyP]4+, [H2T4CPP]4-, [ZnT4MyPyP]4+, [MnT4MyPyP]5+, 

e [H2T4TriMAPP]4+) à 100 μmolL-1. 
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Observando as curvas da cinética de geração de radicais nitroxil, para todas as 

porfirinas utilizadas, nota-se pelo menos dois regimes distintos. Em um primeiro 

momento há um crescimento pronunciado na geração radicalar e, em seguida, é observado 

um regime de saturação na quantidade de radicais nitroxil ou uma diminuição abrupta do 

sinal de EPR ([H2T4MPyP]4+, [H2T2MPyP]4+, e [H2T4TriMAPP]4+). A perda do 

paramagnetismo do radical nitroxil, radical da classe dos nitróxido, formado na interação 

com o 1O2, não é comumente encontrado na literatura, uma vez que os radicais nitróxidos 

pertencem à classe dos radicais mais quimicamente estáveis existentes36. Autores como 

Safar et al.70 obtiveram curvas de cinética radicalar semelhantes, e justificam o 

aparecimento da degradação do radical nitroxil à grande quantidade de 1O2 gerada, uma 

vez que esta espécie é altamente oxidativa70.  

Diversos trabalhos utilizam a metodologia de forma a aferir a eficiência de 

geração 1O2 entre FS75-77, o mais comum é realizar uma aproximação linear dos primeiros 

instantes de iluminação70,78, baseando na hipótese de que há apenas a geração dos radicais 

nitroxil. A partir da linearização deste intervalo da cinética é extraída a constante de 

reação para cada FS, e então é comparada a eficiência de cada amostra. Iremos ao longo 

do trabalho demonstrar que esta interpretação deve ser reavaliada, uma vez que as 

cinéticas observadas no uso do Hidroxi-TEMP são dadas pela geração de radicais nitroxil 

somada da degradação destes, ainda nos instantes iniciais de iluminação.   

Em seguida, partimos para o estudo do efeito da variação da quantidade de sonda 

redox no comportamento cinético da reação (Figura 15), a partir de iluminação da 

porfirina [H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1). Neste experimento variamos a quantidade de 

sonda redox utilizada, de 10-100 vez menor que a utilizada no primeiro experimento. 

Como a quantidade empregada ainda se excedia, e muito, a quantidade de radicais nitroxil 

formada no primeiro teste (vide Figura 14) não era esperado grande variação na cinética 

da reação. Na Figura 15 seguem as cinéticas de reação obtida com a variação da 

quantidade de sonda redox. Em primeira análise nota-se uma diminuição da quantidade 

de espécies degradadas quando se utiliza o Hidroxi-TEMP em concentrações menores, 

indicando que a presença da sonda redox leva a um deslocamento no equilíbrio químico 

na geração de 1O2 por parte do FS70. Para diminuirmos, então, a contribuição da 

degradação radicalar buscamos a quantidade ideal de sonda redox a ser utilizada, 

conforme apresentado nas seções seguintes. 
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Figura 15: Cinética Radicais Nitroxil - Variação Concentração Hidroxi-TEMP. 

 

Figura 15: Concentração de radical nitroxil, utilizando o Hidroxi-TEMP em diversas 

concentrações, em relação ao tempo de iluminação com luz branca da solução aquosa contendo 

[H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1). 

 

A influência do pH também foi avaliada neste trabalho, uma vez que a utilização 

do Hidroxi-TEMP impõe a condição de um ambiente alcalino (pH ~13 para 1 molL-1 de 

Hidroxi-TEMP em solução aquosa, aferido por fitas de pH da marca Macherey-Nagel) 

devido à basicidade da molécula (pKa = 14.99)61. Partindo da solução aquosa contendo o 

Hidroxi-TEMP a uma concentração de 1 molL-1 juntamente com 100 μmolL-1 da porfirina 

[H2T4MPyP]4+ ajustamos o pH, adicionando ácido nítrico ao sistema, para diversos 

valores, e em seguida, iluminamos todas as amostras. Com os espectros de EPR das 

amostras em função do tempo de iluminação, construímos a cinética de geração de radical 

nitroxil em função do pH, como mostrado na Figura 16. Nota-se que a mudança na 

cinética da reação ocorrida (Figura 16) é similar à presente na variação da quantidade de 

sonda redox no sistema (Figura 15). Ao ajustarmos o pH, em direção a acidificação, 

significa que estamos favorecendo a protonação da sonda redox e, consequentemente, 

impedindo o seu funcionamento. Assim sendo, em pH abaixo do limiar de neutro (pH ≤ 

7) não observaremos a formação do radical nitroxil. Este resultado apesar de evidente, 
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estabelece algumas restrições para o uso da metodologia. Em suma, é errôneo utilizar a 

metodologia de sonda redox para aferir a eficiência da geração de oxigênio singleto fora 

do regime de meio alcalino. Consequentemente, a eficiência na geração de 1O2 de um FS, 

aferida no uso de Hidroxi-TEMP, estará restrita ao pH utilizado no sistema em questão, 

uma vez que o pH influencia a capacidade de gerar 1O2 pelo FS e, que dependerá da 

quantidade da sonda redox utilizada. 

Figura 16: Cinética Radicais Nitroxil - Variação pH. 

 

Figura 16: Concentração de radical nitroxil, utilizando o Hidroxi-TEMP à 1 molL-1, em relação 

ao tempo de iluminação com luz branca da solução aquosa em pH distintos (ajustados após a 

adição da sonda redox) contendo [H2T4MPyP]4+ em (100 μmolL-1). 

 

4.2. Investigação da degradação radicalar 

 

Demonstrada a diversidade de fatores que influenciam a cinética de geração do 

radical nitroxil, partimos para o estudo da degradação do radical nitroxil de forma isolada. 

Declarado o objetivo dos próximos experimentos, substituímos o hidroxi-TEMP pelo 

radical livre TEMPOL, lembrando que este é o radical formado após a interação do 1O2 

com o Hidroxi-TEMP. Começamos pela solução aquosa de TEMPOL à 200 μmolL-1 

(quantidade similar a máxima obtida de radical hidroxila, Figura 14) juntamente com a 
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porfirina [H2T4MPyP]4+ à 100 μmolL-1 de forma a simularmos os resultados obtidos com 

o Hidroxi-TEMP. Surpreendentemente, durante a iluminação do sistema, o sinal de EPR 

do radical se manteve sem alterações (pontos em preto, Figura 17). Este resultado descarta 

o protagonismo isolado do oxigênio singleto no processo de degradação do radical 

nitroxil.  

De forma a observarmos a degradação do radical TEMPOL (nitroxil), como 

aferido com o uso da sonda redox, seguimos para a mudança do ambiente químico. Assim 

sendo, acrescentamos NaOH ao sistema de forma a ajustarmos o pH para alcalino (pH 

~14). Iniciando a iluminação do sistema percebe-se a diminuição do sinal de EPR do 

radical (pontos em verde, Figura 17). Repetimos o teste sem a presença do 

fotossensibilizador de forma a atestarmos se a degradação radicalar seria causada pela 

hidroxila, proveniente do meio alcalino, e novamente não foi observada alteração no sinal 

de EPR. Vale destacar que os testes de degradação do TEMPOL relatados agora se 

estendem para todas as porfirinas, entretanto, dado à similaridade no comportamento, 

iremos expor neste trabalho apenas os resultados obtidos utilizando a porfirina 

[H2T4MPyP]4+. 

Aferida a importância do ambiente químico na degradação radicalar continuamos 

a investigar a influência do pH no processo. Ao se diminuir o pH do meio, adicionando 

ácido nítrico ao sistema, aferimos que a degradação do radical se tornou cada vez mais 

lenta (Figura 17). Para o sistema em pH ≈ 10 somente 10% da quantidade inicial radicalar 

foi degradada durante a iluminação do sistema por 30 minutos. Ao utilizarmos o supressor 

de oxigênio singleto, o NaN3, (Figura 17, pontos em alaranjado) no sistema com o pH ≈ 

14 era esperado que não houvesse a degradação radicalar. Entretanto, o observado foi 

uma pequena antecipação da degradação do TEMPOL (curva alaranjada Figura 17). Este 

resultado descarta de vez o protagonismo do 1O2 no processo direto da degradação do 

radical nitroxil.  
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Figura 17: Degradação TEMPOL - Variação pH. 

 

Figura 17: Concentração relativa de TEMPOL, via dupla integração do espectro de EPR, durante 

iluminação com luz branca da solução aquosa em diversos valores pH contendo [H2T4MPyP]4+ à 

100 μmolL-1. 

 

Para demonstrar a eficiência na captura de 1O2 pelo NaN3, repetimos o 

experimento utilizando a sonda redox Hidroxi-TEMP em substituição ao TEMPOL. 

Neste caso, como esperado, não há formação de radical nitroxil ao iluminar a solução de 

porfirina (Figura 18a). É importante lembrar que a adição de NaN3 à solução contendo o 

radical TEMPOL não é suficiente para sua degradação (Figura 18b).  
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Figura 18: Degradação TEMPOL - Supressores e Atmosfera Controlada. 

 

 

Figura 18: (a) Concentração de radicais nitroxil, Hidroxi-TEMP (1 molL-1) oxidado por 1O2, em 

relação ao tempo de iluminação da luz branca de [H2T4MPyP]4+ a 100 μmolL-1 com e sem adição 

de NaN3 (3,2 mg). (b) Espectros EPR TEMPOL (200 μmolL-1), em meio alcalino (pH = 14), 

adicionado de 3,2 mg de NaN3 em diferentes intervalos de tempo de iluminação. 
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Outro teste que corroborou com os resultados anteriores foi o uso de uma solução aquosa 

de TEMPOL anaeróbica (sonicada por 10 min, injeção constante de N2 durante 30 min) 

em pH ~14 contendo [H2T4MPyP]4+ porfirina a 300 μmolL-1. A iluminação com luz 

branca dessa solução resultou na degradação completa do radical TEMPOL em 20 min 

(Figura 19), semelhante à encontrada para a solução aquosa com a adição de NaN3.  

Figura 19: Degradação TEMPOL - Atmosfera Controlada 

 

Figura 19: Concentração relativa de TEMPOL a 1 mmol L-1 durante a iluminação com luz branca 

da solução alcalina (pH ≅ 14) contendo [H2T4MPyP]4+ a 300 μmolL-1 em condições anaeróbicas 

(sonicação 10 min, injeção constante de N2 durante 30 min). 

 

Com a finalidade de encontrarmos o principal responsável pela degradação 

radicalar, nos atentamos para a estabilidade da porfirina ([H2T4MPyP]4+) em função do 

pH da solução durante iluminação do sistema. Realizamos os testes de estabilidade a 

partir dos espectros de absorção ótica (UV-Vis) da porfirina em função do tempo de 

iluminação (sem a presença do TEMPOL), vide Figura 20. Observamos que a 

fotodegradação da porfirina é mais acentuada quando o meio é mais alcalino. 

Concordando com o resultado encontrado para a degradação radicalar, mostrando-se uma 

correlação entre estabilidade da porfirina e degradação do radical nitroxil. Para 

definirmos a quantidade degradada de porfirina, aferimos a variação na intensidade da 
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banda de Soret e das bandas Q da porfirina. Vale ressaltar que a diminuição na intensidade 

da banda de Soret, durante iluminação, nos leva a interpretar que há uma ruptura no 

macrociclo porfirínico, visto que o aparecimento da banda de Soret está associado a 

transição entre os estados dos elétrons dos orbitais π para π* entre os dois orbitais HOMO 

e os dois LUMO presentes no macrociclo.  

 Figura 20: Foto-degradação Porfirina - Variação pH. 

 

Figura 20: Intensidade relativa da banda de absorção (banda de Soret) da [H2T4MPyP]4+ (100 

μmolL-1) em solução aquosa em função do pH, e contendo NaN3, em relação ao tempo de 

iluminação com luz branca. 

 

A degradação da porfirina em meio alcalino mesmo utilizando o supressor de 

oxigênio singleto (curva em verde, Figura 20), a azida de sódio (NaN3), não descarta a 

responsabilidade do 1O2 no processo. A interação do oxigênio molecular com a porfirina 

em seu estado excitado, formando assim o oxigênio singleto, se dá a partir de uma troca 

de energia não radiativa. Nossa hipótese é que a proximidade do 1O2 com a molécula de 

porfirina, após a sua formação via cruzamento intersistema, propicie a interação 

destrutiva entre as partes antes mesmo da captura da azida de sódio (NaN3). 

Partindo agora para a investigação do mecanismo de degradação do radical TEMPOL, 

olharemos de maneira mais detalhada para a forma de linha do espectro de EPR. Ao longo 
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da iluminação da porfirina, em meio alcalino, é evidente o aparecimento de uma 

assimetria no padrão de intensidade entre as três transições de spin do espectro de EPR 

(Figura 21a). Uma variação na modulação do campo magnético nos revela que a mudança 

na forma de linha é na verdade causada por uma sobreposição de dois sinais de EPR 

distintos. A partir de uma simulação do espectro de EPR com o auxílio do software 

Matlab®, mais especificamente a sub-rotina Easyspin®79, extraímos os parâmetros do 

Hamiltoniano de spin dos sinais radicalares envolvidos (Figura 21b). O valor da constante 

hiperfina de interação entre o spin eletrônico (S = ½) do elétron desemparelhado, centrado 

no átomo de oxigênio interagindo com o spin nuclear proveniente do átomo de nitrogênio 

(I = 1), aN = 1,61 mT, juntamente com os valores de largura de linha, 0,07(2) mT, 

credenciam que o novo sinal radicalar seria proveniente do radical TEMPONE (4-Oxo-

2,2,6,6-tetrametilpiperidinooxi)80. Já o sinal com três transições de spin identificado pela 

constante hiperfina aN = 1,70 mT é referente ao radical livre TEMPOL. A presença do 

TEMPONE durante a iluminação do sistema revela um estado intermediário do radical 

até a sua completa degradação. A diferença estrutural do TEMPONE em relação ao 

TEMPOL é a ausência de um hidrogênio em ligação com o oxigênio fora do anel 

piperidina. Este resultado expõe o caráter oxidativo dos possíveis subprodutos do 

fotossensibilizador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Degradação TEMPOL - Forma de Linha Espectro EPR. 
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Figura 21: (a) Variação da forma de linha do sinal de EPR do TEMPOL durante iluminação com 

luz branca da solução alcalina (pH ≅ 14) contendo [H2T4MPyP]4+ à 100 μmolL-1, evidenciado 

pela diminuição na amplitude da modulação do campo estático (0,05 mT). (b) Espectro 

experimental de EPR do sistema TEMPOL+ [H2T4MPyP]4+ em pH ≅ 14 após 8 minutos de 

iluminação com luz branca. Simulação dos espectros dos radicais TEMPOL (magenta) e 

TEMPONE (azul) em solução. A sobreposição dos espectros de EPR dos radicais segue em 

vermelho. 
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A formação de TEMPONE a partir da desprotonação do TEMPOL já foi observado em 

outro sistema como o relatado por Nakamura et al.78. A semelhança na forma de linha do 

espectro de EPR resultante após 10 minutos de iluminação no sistema contendo a 

porfirina [H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1), utilizando a varredura de 0,05 mT na modulação 

do campo magnético estático, é evidenciada ao aferirmos o sinal de EPR da solução 

contendo TEMPOL (0,5 mmolL-1) e TEMPONE (0,5 mmolL-1) em solução aquosa, vide 

Figura 22.   

Figura 22: Forma de Linha TEMPOL + TEMPONE 

F 

Figura 22: Espectro experimental de EPR do sistema TEMPOL + [H2T4MPyP]4+ em pH ≅ 14 

(linha em preto) após 10 minutos de iluminação com luz branca, amplitude da modulação do 

campo magnético estático (0,05 mT), juntamente com o espectro de EPR da solução aquosa 

contendo TEMPOL (0,5 mmolL-1) e TEMPONE (0,5 mmolL-1), linha em vermelho.  

 

Tendo como base que o TEMPONE é um intermediário na degradação radicalar, 

conforme evidenciado pelo experimento EPR (Figura 21b), a degradação deste radical 

levaria menos tempo, do que com TEMPOL, durante iluminação da porfirina em meio 

alcalino. Ao realizarmos o experimento de iluminação do sistema com as amostras 

contendo TEMPOL/TEMPONE, ambos a 2 mmolL-1, juntamente com a porfirina 

[H2T4MPyP]4+ a 100 μmolL-1, nota-se a degradação antecipada para o radical 
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TEMPONE, vide Figura 23. Em menos de cinco minutos de iluminação todo o radical 

TEMPONE foi degradado, enquanto TEMPOL demorou cerca de 50 minutos, o que nos 

leva a concluir que o processo mais custoso na degradação do radicalar seria a 

desprotonação do radical TEMPOL. 

Figura 23: Degradação TEMPOL x TEMPONE. 

 

Figura 23: Concentração relativa de TEMPOL/TEMPONE inicialmente à 2 mmolL-1 durante a 

iluminação com luz branca de solução alcalina (pH ≅ 14) contendo [H2T4MPyP]4+ a 100 μmolL-

1. 

 

Como já antecipado no parágrafo anterior, a identificação dos subprodutos da 

degradação do TEMPOL e da porfirina ([H2T4MPyP]4+) foi de fundamental importância 

para a conclusão do mecanismo. Seguindo este objetivo, utilizou-se a técnica de 

cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massas. Os cromatogramas foram 

obtidos após iluminação por 40 minutos da solução alcalina (pH = 14) contendo 

[H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1) junto com TEMPOL/TEMPONE (2,5 mmolL-1). As 

Figuras 24a-c e 25 mostram as estruturas moleculares observadas no cromatograma e 

comparadas com dados da biblioteca de software do equipamento com semelhanças 

superiores a 95%. O radical TEMPONE foi encontrado (tempo de aquisição de 8,45 min) 

quando o radical TEMPOL foi inicialmente utilizado, conforme previsto pelos espectros 

EPR (Figura 24a). Várias espécies diamagnéticas também foram identificadas no 
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cromatograma (Figura 24a-b). Quando o radical TEMPOL é utilizado para degradação, 

encontramos os produtos Hidroxi-TEMP (tempo de aquisição de 6,64 min), Oxo-TEMP 

(tempo de aquisição de 5,60 min) e Forona (2,6-Dimetil-2,5-heptadien-4-um, C9H14O, 

138.207 Da, tempo de aquisição de 5,20 min). Analisando a estrutura molecular da 

Forona, podemos predizer que ela seria o produto final de degradação, pois, dentre os 

produtos diamagnéticos é a única que não compartilha o anel piperidina em sua estrutura. 

Hipoteticamente, se os produtos finais de degradação fossem as moléculas 

correspondentes às sondas redox (Hidroxi-TEMP e Oxo-TEMP), teríamos um processo 

cíclico na quantidade de radical e sonda redox em um experimento de iluminação com o 

fotossensibilizador, não condizente com cinética de formação radical nitroxil de spin 

observada (Figura 14). As diferenças verificadas no cromatograma para amostra 

utilizando o TEMPONE foram a ausência do radical TEMPOL e de Hidroxi-TEMP, 

confirmando os postulados propostos (Figura 24b). Outros compostos foram detectados 

em ambos os sistemas, o primeiro de natureza desconhecida com um tempo de aquisição 

de 6,19 min, com uma relação carga-massa de 171, a mesma do radical TEMPONE. No 

entanto, carece de quaisquer outras informações, limitando-nos a apresentar outras 

conclusões sobre o mesmo. O segundo composto é a acetamida, derivada da oxidação do 

solvente utilizado para realização da caracterização. Os produtos diamagnéticos 

observados indicam um processo de degradação radicalar, inverso ao realizado pela 

produção industrial do radical TEMPOL81-85. 

Figura 24: Cromatogramas de Degradação TEMPOL e TEMPONE. 
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Figura 24: (a) Cromatograma após 40 minutos de iluminação com luz branca de [H2T4MPyP]4+ 

(100 μmolL-1) junto com TEMPOL (2,5 mmolL-1) em solução aquosa alcalina (pH ≅ 14). (b) 

Cromatograma após 40 minutos de iluminação com luz branca de [H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1) 

junto com TEMPONE (2,5 mmolL-1) em solução aquosa alcalina (pH ≅ 14). 
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Modificando a preparação do sistema, mantendo apenas a porfirina 

([H2T4MPyP]4+) sob iluminação em pH = 14, e aumentando a proporção de acetonitrila 

em relação à quantidade de água, observamos o produto de degradação da porfirina 

(tempo de aquisição de 4,15 min) durante a iluminação do sistema (Figura 25). A 

molécula é um produto da clivagem do macrociclo da porfirina, vale destacar a presença 

de dois átomos de oxigênio nas extremidades da molécula. Um possível modelo que 

explica a quebra da molécula de porfirina como tal seria a entrada do oxigênio no estado 

singleto no macrociclo, auxiliada pela mudança de carga e estado eletrônico causada pelo 

meio alcalino, causando sua ruptura e integração dos átomos de oxigênio, à molécula. Um 

modelo semelhante ocorre em sondas de oxigênio singleto, para medição da metodologia 

de rendimento quântico de oxigênio singleto, como a sonda DBPF (1,3-Difenil-2-

benzofurano)86, na qual o oxigênio singleto é incorporado à estrutura, causando uma 

alteração na fluorescência da molécula. 

 

Figura 25: Cromatograma de Degradação Porfirina 

 

 

Figura 25: Cromatograma após 40 minutos de iluminação com luz branca de [H2T4MPyP]4+ (100 

μmolL-1) em solução aquosa/acetonitrila (1:10) alcalina (pH ≅ 14). 
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Desvendado os subprodutos formados durante o processo da iluminação da 

porfirina juntamente com a presença da sonda redox, que em seguida torna-se o radical 

livre TEMPOL, constrói-se o mecanismo da degradação dos mesmos conforme 

sintetizado na Figura 26. Pelo mecanismo percebe-se o caráter anti-oxidante da porfirina, 

em meio alcalino, no seu estado excitado (tripleto), bem como o papel de agente de 

sacrifício do radical TEMPOL durante a iluminação do sistema e a especificidade do 

oxigênio singleto na quebra do macrociclo porfirínico.  

 

Figura 26: Mecanismo Degradação Radical Nitroxil e Foto-degradação Porfirina. 

 

Figura 26: Representação do mecanismo de degradação molecular do TEMPOL e do 

fotossensibilizador durante iluminação com luz branca em meio alcalino.  

 

O experimento que corroborou a hipótese de que o TEMPOL atuaria como agente 

de sacrifício, conforme exposto no modelo da Figura 26, veio com o uso do radical livre 

TEMPOL em excesso (1 – 100 mmolL-1) juntamente com uma quantidade fixa de 

moléculas de porfirina [H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1). O objetivo inicial deste 

experimento foi observar o limite superior de degradação radical durante a iluminação do 

sistema (Figura 27a). Inesperadamente, mesmo para uma concentração de 100 mmolL-1 

de TEMPOL, após 30 minutos de iluminação, 10% da concentração inicial foi degradada. 

Com a utilização de uma concentração de 10 mmolL-1 de TEMPOL, no mesmo intervalo 

de tempo, obtivemos uma degradação de cerca de 5 mmolL-1 (50%). Este resultado indica 

que a degradação radicalar não segue um comportamento linear e, talvez mais importante, 

cada molécula de porfirina tem o potencial de degradar muito mais do que apenas uma 
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molécula de TEMPOL. Durante a realização dos experimentos, discutidos acima, foram 

seguidos os espectros de absorção óptica (UV-Vis) durante a iluminação do sistema 

(Figuras 27b). Em conclusão, temos uma maior inércia na degradação da porfirina no 

sistema com maior quantidade de radicais, confirmando a interação da porfirina no estado 

excitado, em meio alcalino, com o radical TEMPOL causando a perda de seu 

paramagnetismo, conforme resumido na Figura 26. 
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Figura 27: Limite Degradação TEMPOL. 

 

 

Figura 27: (a) Concentração relativa de TEMPOL durante iluminação com luz branca da solução 

alcalina (pH = 14) contendo [H2T4MPyP]4+ à 100 μmolL-1 com diferentes concentrações iniciais 

de TEMPOL. (b)  Intensidade relativa da banda de absorção (banda Soret) da solução aquosa 

contendo [H2T4MPyP]4+ (100 μmolL-1) e TEMPOL com valores distintos de concentrações, em 

relação ao tempo de iluminação do sistema. 
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Segundo o mecanismo aqui apresentado o responsável pela degradação radicalar 

do TEMPOL (radical nitroxil) seria a própria porfirina. De maneira a atestar, mais uma 

vez, este modelo realizamos o experimento descrito a seguir. A partir da adição de 8 μL 

de peróxido de hidrogênio (30%) à 460 μL da solução aquosa de hidroxi-TEMP à 100 

mmolL-1 realizamos subsequentes medidas de EPR em intervalos de tempo pré-definidos. 

Conforme já relatado na literatura, devido à adição de peróxido de hidrogênio, em meio 

alcalino, haverá uma dismutação do peróxido mediada por ele mesmo e, 

consequentemente, temos a formação do radical hidroxila (•OH) e radical superóxido 

(•O2
-
)87,88. Devido ao decaimento do radical superóxido em oxigênio singleto89, ou se o 

Hidroxi-TEMP também pode gerar o radical nitroxil após interação com o radical 

superóxido, conforme defendido por alguns autores90,91, a metodologia de sonda redox 

usando Hidroxi-TEMP é adequada. Ao observar a cinética de geração do radical nitroxil, 

percebe-se que teremos apenas o regime de crescimento do sinal EPR (Figura 28), ou 

seja, não há degradação da espécie radicalar. Deve-se notar também que, em alguns casos, 

a quantidade absoluta de radicais nitroxil detectada excede em algumas ordens de 

magnitude a observada com o uso de porfirinas. Cinética semelhante ocorre em sistemas 

onde temos a troca de portadores de carga entre o semicondutor (após excitação óptica) e 

o oxigênio molecular (mecanismo tipo I), uma vez que temos a formação do radical 

superóxido, conforme relatado pelos autores Silva et al.92. Assim, dada a ausência da 

degradação do radical nitroxil, temos outra evidência que corrobora o modelo defendido 

até o momento de que a degradação radical ocorre devido à interação entre o 

fotossensibilizador, no estado excitado, e o grupo nitróxido em meio básico. 
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Figura 28: Cinética Radicais Nitroxil Sistemas sem Fotossensibilizadores. 

 

Figura 28: Evolução temporal radicalar após a adição de 8 μL H2O2 (30%) a solução aquosa 

contendo a sonda redox Hidroxi-TEMP (100 mmolL-1). 

 

4.3. Protocolo  

 

Um estudo mais aprofundado da metodologia do uso de sondas redox foi o que 

orientou o nosso trabalho, uma vez que a sua aplicação tem como finalidade atestar a 

eficiência de fotossensibilizadores em aplicações como a PDT. A influência dos 

parâmetros como a concentração de sonda redox e de moléculas do fotossensibilizador, 

bem como o efeito do pH no sistema, aliados ao aprendizado acerca da degradação 

radicalar, por parte da porfirina, nos possibilitou a criação de um protocolo que permite a 

observação de uma cinética de geração de radical nitroxil eficiente e com o mínimo de 

influência da degradação radicalar. Ao utilizarmos uma solução composta por Hidroxi-

TEMP à uma concentração de 10 mmolL-1 (pH ~10) juntamente com o 

fotossensibilizador à 100 μmolL-1 obtemos uma cinética de geração de radicalar com 

comportamentos similares para todas as amostras (Figura 29). Portanto, uma vez que as 

cinéticas de geração radicalar são descritas pela mesma equação é possível comparar a 

eficiência de geração de 1O2 entre as amostras de forma mais fidedigna. Em concentrações 
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menores de Hidroxi-TEMP teremos espectros de EPR muito ruidosos, apesar de que 

teremos um meio mais próximo ao neutro, impossibilitando uma análise confiável da 

quantidade radicalar formada. Vale lembrar que os parâmetros apresentados podem se 

flexibilizar também devido a potência luminosa utilizada em cada sistema. Entretanto, 

vale ressaltar que demonstrada a interação destrutiva do fotossensibilizador com o radical 

nitroxil, o ideal é que tenhamos um meio menos alcalino possível sem uma grande perda 

da qualidade do sinal de EPR resultante durante iluminação do sistema.  

Figura 29: Cinética Radicais Nitroxil - Protocolo. 

 

Figura 29: Concentração de radical nitroxil, oxidação do Hidroxi-TEMP (10 mmolL-1) pelo 1O2, 

em relação ao tempo de iluminação com luz branca dos fotossensibilizadores ([H2T4MPyP]4+, 

[H2T4SPP]4-, [H2T2MPyP]4+, e [H2T4TriMAPP]4+) à 100 μmolL-1. 
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5. ARMADILHAS DE SPIN/SONDAS REDOX EM APLICAÇÕES 

 

Neste capítulo iremos divulgar os resultados alcançados nos trabalhos realizados 

em colaboração, durante o processo de doutoramento1,69,92,-101, em que a metodologia de 

armadilhas de spin e, sondas redox, auxiliou na compreensão dos mecanismos estudados. 

Em Apêndice segue a primeira página de todas as publicações11, dos trabalhos realizados 

durante o doutoramento, no formato das revistas em que foram divulgados de forma 

online. Estes trabalhos estão compreendidos em diversas áreas como a terapia 

fotodinâmica, catálise heterogênea e foto-catálise. Serão descritos os detalhes 

experimentais acerca de toda metodologia utilizada em cada trabalho de forma a 

evidenciar a importância das armadilhas de spin/sonda redox na elaboração dos estudos. 

Dividimos o capítulo em três subsecções de acordo com as aplicações dos materiais 

estudados via a metodologia de armadilhas de spin e sondas redox. Iniciaremos com a 

subseção que descreve a importância da metodologia em auxílio à técnica de terapia 

fotodinâmica na caracterização de ROS durante o processo de iluminação de 

fotossensibilizadores. Selecionamos dois trabalhos69,93 com características em comum, de 

modo a demonstrar a relevância do uso de armadilhas de spin e, sondas redox, na 

caracterização dos fotossensibilizadores. 

 

5.1. Armadilha de spin/Sonda redox aliada à Terapia Fotodinâmica (PDT) 

 

Na subseção a seguir serão expostos os resultados obtidos em dois trabalhos 

selecionados em que foi utilizada a metodologia de armadilha de spin e sondas redox na 

caracterização dos fotossensibilizadores a serem empregados na PDT. Os dois projetos 

selecionados foram realizados em colaboração com o professor Bernardo Almeida 

Iglesias do Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Maria12. O 

primeiro projeto aqui relatado foi baseado no estudo de propriedades ópticas e foto-físicas 

dos fotossensibilizadores trans-A2B-corroles possuindo unidades pirenil ligadas na 

posição meso-10 ou substituintes fenil (conforme a Figura 30)93. A estrutura molecular 

dos corroles é bastante similar à das porfirinas, com quatro moléculas de pirrol. No 

 
11 Formatação segundo as normas das revistas nas quais foram publicados os trabalhos. 
12 Foram realizados diversos projetos em colaborações com o mesmo grupo do professor Bernardo Almeida 

Iglesias, havendo quatro publicações em revistas cientificas, com um total de 17 citações até o presente 

momento de escrita desta tese.  
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entanto, a ausência do meso-carbono na estrutura do macrociclo causa uma ligação direta 

pirrol-pirrol e altera algumas propriedades conformacionais e eletrônicas102. Em relação 

às propriedades foto-físicas, os espectros UV-visível dos corroles apresentam transições 

eletrônicas bastante semelhantes aos dos análogos de porfirina, com presença da banda 

de Soret e das bandas Q. As propriedades fotofísicas/fotobiológicas das moléculas de 

corroles possuem um destaque científico considerável, uma vez que elas podem ser 

aplicadas como, por exemplo, estruturas promissoras no desenvolvimento de agentes para 

imagem e terapia simultâneas do câncer, além de eficácia significativamente melhorada 

no bloqueio da progressão tumoral e metástase in vivo103-105. Este importante trabalho foi 

publicado em julho de 2020 na revista Physical Chemistry Chemical Physics.  

Figura 30: Estrutura Molecular Corroles PhC6F5cor (1a) e PyrC6F5cor (1b). 

 

Figura 30: Estruturas dos meso-trans-A2B-corroles 1a e 1b. 

 

No segundo projeto, o propósito foi a caracterização das propriedades físico-

químicas, desta vez utilizando novos fotossensibilizadores à base de porfirinas tetra-

catiônicas isoméricas contendo unidades periféricas [Pd(bpy)Cl]+ ligadas à substituintes 

piridil68 (veja Figura 31). A escolha do ligante derivado do íon Pd(II) se dá pela 

capacidade de geração de espécies reativas de oxigênio e pela sua atividade microbiana106. 

Surpreendentemente, poucos estudos relataram a atividade fotodinâmica de porfirinas 

com substituintes ligados perifericamente da família do paládio107. Um resultado 

interessante obtido foi o estudo da interação e foto-oxidação da albumina de soro bovino 
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(BSA) em detalhes com auxílio da metodologia de armadilha de spin/sonda redox69. Este 

trabalho foi publicado em maio de 2020 na revista Dalton Transactions. 

Em ambos os projetos o emprego da metodologia de sonda redox chegou a 

vereditos na eficiência de geração de 1O2 entre os fotossensibilizadores, bem como na 

contribuição da geração em diferentes faixas do espectro da luz visível, e identificação de 

outras ROS formadas indiretamente pelo 1O2 ou via mecanismo tipo I. 

Figura 31: Estrutura Molecular Porfirinas Meso-Tetra-Piridil. 

 

Figura 31: Representação estrutural das porfirinas meso-tetra-piridil adicionadas das bases 

[Pd(bpy)Cl]+ na posição meta (3-PdTPyP) ou na posição para (4PdTPyP). 

 

Para avaliar a cinética de geração de 1O2, e consequentemente aferir o 

fotossensibilizador mais eficiente, utilizamos a sonda redox Hidroxi-TEMP (1 molL-1). 

As alíquotas para realização dos experimentos de EPR foram preparadas da seguinte 

maneira: (i) 25 μL de solução contendo a sonda redox em DMSO, (ii) 12,5 μL de solução 

de DMSO contendo o Corrol à 57 μmolL-1 e (iii) 12,5 μL de DMSO. Em alguns casos 

supressores foram adicionados ao sistema. O sistema foi iluminado a partir de uma 

lâmpada de LED branco com radiância integrada medida para os diferentes tipos de 

iluminação sob condições experimentais para luz branca e vermelha de 16 mWcm−2 e 4,0 

mWcm−2, respectivamente, conforme calibrado por um medidor de potência Coherent 

Lasermate/D. De forma a avaliarmos a eficiência das amostras quando iluminados 

somente na região espectral das bandas Q. A partir de dupla integração do espectro de 

EPR a concentração e a cinética de geração de radicais nitroxil foi elaborada em relação 

ao tempo de iluminação dos fotossensibilizadores (Figura 32). 
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Figura 32: Cinética Radical Nitroxil Corroles. 

 

 

Figura 32: Concentração de radical nitroxil em função do tempo de iluminação em DMSO sob 

(a) iluminação em luz branca (símbolos pretos) e luz vermelha (símbolos vermelhos) do corrol 

PhC6F5cor (1a) e (b) do corrol PyrC6F5cor (1b). 

 



74 
 

Ao analisarmos as Figuras 32 a e b nota-se que os corroles possuem 

comportamentos semelhantes com uma pequena vantagem na eficiência da amostra 

PhC6F5cor (1a) quando iluminada em todo espectro visível. Já para a iluminação no 

vermelho o resultado se inverte, explicado pela maior densidade de estado do PyrC6F5cor 

(1b) na faixa de 630 nm, visto pelo espectro de absorção óptica (UV-Vis)93. Para todos 

os casos, as condições de iluminação de luz vermelha, embora com muito menos 

intensidade de potência quando comparadas à irradiação de luz branca (25%), têm quase 

o mesmo efeito. Chegamos à conclusão de que a geração de 1O2 é predominantemente 

atribuída à interação entre os elétrons excitados na faixa de energia das bandas Q e o 

oxigênio molecular, mesmo com uma densidade de estados para a banda de Soret muito 

superior às demais.  

Para o segundo projeto também foram preparadas alíquotas no ambiente químico 

DMSO/PBS na proporção de uma parte de DMSO para quatro partes de PBS. De modo 

a estudar a viabilidade dos fotossensibilizadores em ambientes próximos aos realizados 

em aplicações biológicas. As cinéticas de geração dos radicais nitroxil a partir do uso da 

sonda redox Hidroxi-TEMP (1molL-1), durante a iluminação das amostras 3-PdTPyP e 

4PdTPyP, seguem apresentados na Figura 33.  
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Figura 33:Cinética Radical Nitroxil Porfirinas Meso-Tetra-Piridil. 

 

 

Figura 33: Concentração de radical nitroxil em função do tempo de iluminação em DMSO 

(símbolos sólidos) ou DMSO/PBS (1:4) (símbolos abertos) soluções sob (a) luz branca para 

ambas as porfirinas 3-PdTPyP (símbolos azuis) e 4-PdTPyP (símbolos vermelhos) e (b) luz 

vermelha para ambas as porfirinas 3-PdTPyP (símbolos azuis) e 4-PdTPyP (símbolos vermelhos). 
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Para todas as amostras é notável, pelas Figuras 32 e 33, que as curvas nos 

primeiros instantes de iluminação são descritas por uma cinética de primeira ordem e que 

as porfirinas têm eficiências semelhantes, sob iluminação branca e vermelha, a partir das 

curvas de quantificação do radical nitroxil dado pela oxidação do grupo amina do 

Hidroxi-TEMP pelo 1O2 em soluções DMSO e DMSO/PBS (1:4). Quando dissolvidas em 

DMSO, as porfirinas 3-PdTPyP e 4-PdTPyP apresentam comportamento semelhante, 

com geração de 1O2 muito pronunciada até os primeiros três minutos de iluminação. 

Observe que a diminuição da intensidade do sinal EPR para tempos de iluminação mais 

longos pode ser explicada pela degradação dos radicais nitroxil no sistema, conforme 

visto na seção 4.1. Comparamos a eficiência entre os fotossensibilizadores (porfirinas 3-

PdTPyP e 4-PdTPyP) a partir de uma avaliação da constante de reação para a geração de 

1O2 por uma aproximação linear dos primeiros instantes de iluminação, entre a quantidade 

de radical nitroxil instantânea (RN(t)) e o tempo (t). Pela equação da reta extraímos a 

constante de reação (k) para cada porfirina como exibido na tabela 1. 

 

Tabela 1: Constantes de reação k para a geração de 1O2 sob iluminação, com luz branca e luz 

vermelha, das porfirinas 3-PdTPyP e 4-PdTPyP em soluções de DMSO e DMSO/PBS (1:4). 

Porfirina 

K(min-1) 

DMSO/luz 

vermelha 

K(min-1) 

DMSO/luz 

branca 

K(min-1) 

DMSO/PBS/luz 

vermelha 

K(min-1) 

DMSO/PBS/luz 

branca 

3-PdTPyP 0,0188(1) 0,0353(2) 0,0046(4) 0,0031(2) 

4-PdTPyP 0,0161(4) 0,0273(5) 0,0061(7) 0,0015(3) 

Tabela 1: Constantes Geração 1O2 Porfirinas sob Luz Branca e Luz Vermelha. 

As constantes de reação da Tabela 1 e os gráficos das Figuras 33a e b exibem que 

as porfirinas apresentam eficiências semelhantes quando em DMSO e também no sistema 

em DMSO/PBS (1:4). Ainda assim a constante de reação apresenta uma pequena 

vantagem para a porfirina 3-PdTPyP. Maior agregação de porfirinas em soluções de 

DMSO/PBS pode explicar as eficiências mais baixas quando comparadas com o sistema 

somente em DMSO. 

A armadilha de spin PBN foi utilizada nos dois projetos para identificarmos as 

demais ROS formadas após iluminação dos fotossensibilizadores. Em todos os casos os 

espectros resultantes, após a iluminação do sistema, apresentaram a sobreposição de dois 
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adutos de spin (Figura 34). O sinal de EPR associado ao tripleto é semelhante aos 

encontrados nos demais projetos e é referente a degradação da armadilha de spin PBN 

(PBN*). O aduto de spin caracterizado pelas seis transições de spin possui uma interação 

hiperfina entre o elétron desemparelhado (S = 1/2), centrado no átomo de oxigênio, e o 

spin nuclear (I = 1) proveniente do isótopo de 14N (aN = 1,40 mT) somada à interação com 

o spin nuclear do átomo de H (aH = 0,22 mT)108. Este segundo aduto após a simulação do 

espectro foi identificado pela captura do radical metil (•CH3), formado pela interação 

entre o radical •OH e molécula de DMSO. A reação de formação deste radical segue 

demonstrada na reação 1109. Portanto, o uso do PBN demonstrou a geração do radical 

hidroxila por parte dos fotossensibilizadores durante iluminação. De forma a elucidar o 

mecanismo de geração do radical repetimos os experimentos utilizando o supressor de 

oxigênio singleto, a azida de sódio (NaN3) à uma concentração de 0,2 molL-1 diluída em 

DMSO. Nessas condições, nenhum aduto de spin foi observado durante a iluminação do 

sistema, indicando que o 1O2 é responsável pela formação do radical •OH. Vale lembrar 

que esses resultados são comuns às amostras de porfirinas (3-PdTPyP e 4-PdTPyP) e os  

corroles (PhC6F5cor (1a), PyrC6F5cor (1b)). 

 

CH3SOCH3 + •OH → •CH3 + CH3SO2H 

Reação 1: Reação da formação do radical metil. 
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Figura 34: ROS via PBN Corroles e Porfirinas. 

 

Figura 34: Espectro EPR dos adutos de spin gerados na captura pelo PBN (linha preta) e espectro 

simulado (linha vermelha) após iluminação com luz branca (20 min) da porfirina 3-PdTPyP em 

DMSO. Os adutos individuais espectros azul e magenta representam, respectivamente, as 

simulações dos espectros dos adutos de spin PBN* e PBN/•CH3. 

 

De maneira complementar a identificação de ROS geradas sob iluminação 

utilizamos a armadilha de spin DMPO em solução de DMSO à uma concentração de 0,6 

molL-1 (0,3 molL-1 para os corroles). Em todos os sistemas foi observada a formação do 

radical •O2
-  . Os espectros de EPR revelaram a formação de até quatro adutos de spin, para 

o caso das porfirinas, sob iluminação do sistema (Figura 35): DMPO/•OOH, DMPO*, 

DMPO/•CH3 e DMPO/•O2
-  (no caso das porfirinas). O espectro EPR do aduto de spin 

identificado por DMPO/•OOH é caracterizado pela interação do spin eletrônico S = 1/2 

com o spin nuclear de 14N (aN = 1,38 mT) e mais dois átomos de hidrogênio (aH(β) = 1,16 

mT e aH(γ) = 0,09 mT)52 (linha azul, Figura 35). A captura do radical peroxila é produto 

da protonação do radical •O2
-  ou do aduto de spin associado (DMPO/•O2

-  com aN = 1,24 

mT, aH(β) = 1,02 mT e aH(γ) = 0,15 mT)110. A presença do mesmo indica a geração do 

radical superóxido durante a iluminação do sistema. Já os demais adutos de spin DMPO* 

e DMPO/•CH3 (com aN = 1,53 mT e aH(β) = 2,1 mT)111 já foi demonstrado que são 
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produtos de interações do 1O2, formado via cruzamento inter-sistema pelos 

fotossensibilizadores, com demais agentes. Com a utilização do supressor de oxigênio 

singleto, a NaN3 (0,3 molL-1) no experimento, durante iluminação, não houve alterações 

nos espectros dos adutos de spin DMPO/•OOH e DMPO/•O2
- . Este último experimento, 

com o uso do supressor, nos confirmou a formação do radical •O2
-  em paralelo a formação 

de 1O2 durante iluminação dos fotossensibilizadores (porfirinas e corroles). Em 

conclusão, o processo dominante na iluminação dos fotossensibilizadores estudados tanto 

com iluminação de luz branca e vermelha é a formação do 1O2 pela troca de energia não 

radiativa entre a porfirina/corrole no estado excitado e o oxigênio molecular (mecanismo 

tipo II), acarretando a formação do radical •OH por reações secundárias. Em paralelo 

temos também, em menor quantidade, a troca de carga entre a porfirina/corrole o oxigênio 

molecular formando o radical •O2
-  via mecanismo tipo I. Portanto, os compostos Pd (II) 

anexadas as porfirinas, e os grupos fenil/pirenil aos corroles, não afetam 

significativamente a propriedade fotodinâmica dos fotossensibilizadores por si só, sendo 

então espécies promissoras em aplicações de PDT. 
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Figura 35: ROS via DMPO Corroles e Porfirinas. 

 

 

Figura 35: Espectro EPR experimental (linha preta) do DMPO (0,6 molL-1 ou 0,3 molL-1) sob 

iluminação (luz branca) da solução em DMSO (a) contendo o corrole 1b; (b) contendo a porfirina 

3-PdTPyP. 
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5.2. Catalisadores para degradação de drogas/agentes tóxicos 

 

A partir de agora iremos exibir os resultados colhidos dos projetos em colaboração 

das áreas de foto-catálise e catálise heterogênea. Nessa primeira subseção selecionamos 

três trabalhos distintos com a característica em comum do uso de catalisadores para 

degradação de agentes tóxicos e poluentes. O primeiro trabalho a ser exposto foi 

elaborado em colaboração com os grupos dos professores Humberto Osório Stumpf e Ana 

Paula de Carvalho Teixeira, do Departamento de Química da UFMG. O objetivo era 

utilizar a metodologia de armadilha de spin na identificação das ROS responsáveis na 

fotodegradação da amoxicilina (AMX) por amostras de catalisadores a base de polímeros 

do nitreto de carbono (P-C3N4). O apelo do trabalho era a elaboração de um catalisador 

sem metais em sua estrutura que pudesse promover a quebra das moléculas de poluentes 

comumente encontrados em efluentes de água, como por exemplo, os antibióticos112,113, 

durante iluminação por luz solar. Este trabalho relevante foi publicado em janeiro de 2021 

pela revista Journal of Hazardous Materials.  

O catalisador sintetizado pelos autores Silva et al.92 utiliza como precursor do 

polímero de nitreto de carbono o composto Tioureia (CSN2H4). A escolha desta molécula 

se deu pela indução de uma maior quantidade de defeitos estruturais do C3N4 quando 

utilizado este precursor. A maior incidência de defeitos na estrutura do catalisador, 

acarreta a formação de níveis discretos dentro do gap de energia, perturbando assim o 

processo de recombinação entre o par elétron-buraco após excitação ótica. A menor 

ocorrência do processo de recombinação, e consequentemente perda de luminescência do 

material, possibilitou a troca de portadores entre o oxigênio molecular dissolvido no meio 

(água) e o semicondutor, gerando então as ROS de interesse.   

Para os estudos fotocatalíticos utilizando a metodologia de armadilha de spin, 10 

mg de amostra de catalisador foram dispersos em 2 mL de solução aquosa contendo 

DMPO ou a sonda redox Hidroxi-TEMP. A suspensão, sob constante agitação, foi então 

iluminada com luz branca produzida a partir de uma lâmpada LED branca (radiância 

integrada de 16 mW cm-2, calibrada por um medidor de potência Coherent Lasermate/D). 

Após diferentes intervalos de tempo, alíquotas de 50 μL foram preenchidas em capilares 

de vidro, seladas e analisadas por EPR dentro de um tubo de quartzo (Wilmad Labglass). 

A escolha da metodologia de separações de alíquotas, do sistema em constante agitação, 

em intervalos recorrentes se deu pela garantia de maior contato entre o catalisador e o 
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ambiente. O que não ocorreria se utilizássemos apenas uma alíquota durante a iluminação, 

pois o catalisador rapidamente iria se acumular no fundo do capilar perdendo área de 

contato com a solução.  

Os experimentos de EPR definiram as ROS envolvidas na degradação da AMX 

realizadas durante a foto-catálise. Para o primeiro teste fotocatalítico, 10 mg de DMPO 

(44,2 mmolL-1) foram adicionados a 2 mL da suspensão aquosa contendo 10 mg de 

catalisador (CN-T) para identificar as ROS geradas durante a iluminação de luz branca. 

A escolha do DMPO se deu pela sua maior abrangência de capturas de radicais que as 

demais armadilhas de spin e sondas redox (PBN, M4PO e Hidroxi-TEMP). Após 30 

minutos de iluminação obtivemos o espectro de EPR mostrado na Figura 36a, ele é 

resultante da superposição entre dois sinais de adutos spin distintos: DMPO/•OH e 

DMPO*. Assim como precedido nos demais resultados os adutos de spin foram 

identificados por simulações de espectros EPR usando o software Matlab, mais 

especificamente a sub-rotina Easyspin®79. O espectro EPR do primeiro aduto (azul, 

Figura 36a) é caracterizado pela interação hiperfina (hf) do spin eletrônico (S = ½), 

proveniente do elétron desemparelhado centrado no átomo de oxigênio da ligação (N-O), 

com o spin nuclear I = 1 oriundo do isótopo 14N (de abundância natural de 99,63 %) e 

com spin nuclear I = ½ do isótopo 1H presente na posição β na molécula do DMPO. Os 

valores da interação hiperfinas obtidos pela simulação foram aN = aH (β) = 1,49 mT, e 

correspondem ao aduto de spin DMPO/•OH52. Já o aduto de spin identificado por 

DMPO*, caracterizado pelo tripleto definido pela interação hf entre o spin eletrônico e o 

spin nuclear de 14N (aN = 1,46 mT), foi interpretado por uma degradação do próprio 

DMPO em processos durante iluminação no visível.  
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Figura 36: ROS Foto-catálise CN-T. 

 

 

Figura 36: (a) Espectro EPR da dispersão de g-C3N4 (10 mg) em água juntamente do DMPO 

após 45 min de iluminação com luz branca. (b) Concentração de radical nitroxil (Hidroxi-TEMP) 

em função do tempo de iluminação (símbolos pretos), na presença de supressor de buraco oxalato 

de sódio (Na2C2O4, símbolos vermelhos) e com adição de supressores de O2
-  (símbolos azuis). 
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Entretanto, a detecção do aduto DMPO/•OH poderia estar associado a conversão 

do aduto de spin DMPO/•O2
-  e não somente a formação do radical hidroxila em si, uma 

vez que, em solventes próticos, o aduto DMPO/•O2
-  é convertido em DMPO/•OH em 

frações de segundos. Outro argumento que acompanhava a hipótese de formação do 

radical superóxido era a possibilidade da interação do oxigênio molecular presente no 

meio com os elétrons da banda de condução do catalisador formando o radical em 

questão. Partimos então para o uso da sonda redox Hidroxi-TEMP. Mesmo que a 

formação do radical nitroxil ocorresse somente pela interação entre o oxigênio singleto e 

o Hidroxi-TEMP, o uso desta sonda redox se justifica pela habitual conversão do radical 

•O2
-  na molécula de oxigênio singleto89. Neste segundo experimento substituímos o 

DMPO por 75 mg do Hidroxi-TEMP (238,85 mmolL-1), o aduto de spin formado é o 

radical TEMPOL que é característico de um tripleto causado pela interação hiperfina 

entre o spin eletrônico S = 1/2 e o spin nuclear I = 1 do núcleo 14N com constante hiperfina 

aN = 1,58 mT. Devido à alta estabilidade do TEMPOL, ele pode ser quantificado com 

segurança por integração dupla dos espectros de EPR e comparação com a amostra 

contendo uma concentração conhecida de TEMPOL (1 mmolL-1). Assim foi elaborada a 

evolução temporal de formação radicais nitroxil durante iluminação com luz branca 

(pontos em preto, Figura 36b). De forma a comprovar a metodologia empregada 

realizamos o próximo experimento acrescentando 150 mg de um supressor do radical 

superóxido, o tiron (sal dissódico de ácido 4,5-dihidroxi-1,3-benzenossulfônico 

monohidratado, 150 mg). E como esperado não ocorreu formação do radical nitroxil 

durante a iluminação (pontos em azul, Figura 36b), demonstrando o papel primário do 

radical •O2
-  na formação de 1O2, podendo ser visto na Figura 36b (pontos em vermelho). 

Utilizamos também o supressor de buraco (h+), o oxalato de sódio114
, de forma a visualizar 

a contribuição do mesmo na formação do radical •O2
- . O resultado foi a diminuição na 

geração de radicais nitroxil, demonstrando que parte dos radicais superóxidos pudessem 

ser formados de reações cruzados com o radical hidroxila, formado de interação de 

moléculas d’água com h+, mas em geral a maior parte da produção deste radical viria a 

ser de captura de elétrons da banda de condução do catalisador pelo oxigênio molecular. 

Em conclusão, identificou-se que o processo fotocatalítico dominante por CN-T sob luz 

branca é devido a um mecanismo de transferência de elétrons e buracos. Os radicais 

superóxidos são formados pela transferência de elétrons excitados da banda de condução 

do CN-T para o oxigênio molecular, sendo este o processo mais relevante. Também pode 

ser transferido para H2O2 produzido a partir de H2O e O2 levando a geração de radicais 
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hidroxila. Por outro lado, buracos excitados na banda de valência do CN-T também estão 

participando do processo fotocatalítico, oxidando H2O2 formando radicais. Estes 

resultados não só mostraram a importância da metodologia de armadilhas de spin e sondas 

redox como a relevância do uso de supressores.  

No próximo trabalho em colaboração com a professora Regina de Fátima Peralta 

Muniz Moreira, do Departamento de Engenharia Química da UFSC, a motivação do uso 

da metodologia foi a de identificação de ROS responsáveis na quebra de uma molécula 

específica, assim como no trabalho relatado anteriormente. O grupo sintetizou o 

catalisador Ag2MoO4 conforme relatado95, com a finalidade de degradação da molécula 

pantoprazol (PAN) que é uma das drogas mais consumidas no mundo115 e resíduos da 

mesma são encontradas em quantidades preocupantes em águas residuais domésticas. 

Este trabalho foi publicado em janeiro de 2021 na revista Chemosphere. 

Os experimentos utilizando armadilhas de spin foram divididos em duas vertentes, 

uma delas para testar a eficiência fotocatalítica do catalisador, iluminando o sistema com 

luz branca produzida a partir de uma lâmpada LED branca (16 mW cm-2, calibrada por 

um medidor de potência Coherent Lasermate/D) sob agitação; e a segunda sem 

iluminação do sistema somente com a adição de 100 μL de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

à 5% de concentração. No primeiro experimento em que foi adicionado 20 mg de DMPO 

(88,4 mmolL-1) contendo 2 mL de solução aquosa com 10 mg do catalisador em 

suspensão, os resultados foram equivalentes tanto no sistema sob iluminação quanto com 

a adição de H2O2. Em ambos os casos se observou o aduto de spin DMPO/•OH, espectro 

similar ao encontrado no projeto anterior. De forma a aferir se o catalisador pudesse estar 

gerando radical superóxido pela troca de portadores com o oxigênio molecular foi 

adicionado 80 mg de Hidroxi-TEMP (254,77 mmolL-1). Ao contrário do observado no 

projeto anterior não foi observada a formação de radicais nitroxil em nenhum dos dois 

casos (sob iluminação ou com adição de peróxido), descartando assim a hipótese de 

formação de •O2
-  por mediação do catalisador Ag2MoO4.  

De forma complementar, a armadilha de spin PBN foi utilizada nos demais 

experimentos. O PBN foi escolhido para visualização da cinética de reação do radical 

•OH, dado que esta armadilha de spin possui especificidade na captura dos derivados 

deste radical. No caso do DMPO não foi possível obter uma cinética de reação pela sua 

maior constante de captura do radical impossibilitando a sua observação, e pelo fato da 

baixa estabilidade do aduto de spin. Nos experimentos substituímos o DMPO pelo PBN, 

na concentração de 0,2 molL-1 em solução mista de etanol/água (relação 1: 1). A Figura 
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37a (preto) mostra um espectro de EPR obtido após 10 min. de interação entre o 

catalisador Ag2MoO4, peróxido de hidrogênio e PBN em solução de etanol/água.  

O espectro de EPR, presente na Figura 37a, apresenta a superposição de dois 

espectros de adutos de spin. Os radicais capturados pelo PBN compartilham a sua origem 

da interação do radical hidroxila com a molécula de etanol. Portanto, o espectro EPR 

resultante ao longo da reação é dado pela competição entre a captura/geração desses dois 

adutos de spin com parâmetros da interação hiperfina (hf) aN = 1,44 mT e aH(β) = 0,24 mT 

(radical etoxi, OCH2CH3) e com aN = 1,55 mT e aH (β) = 0,34 mT (radical α-hidroxietil, 

CH3CHOH) 108,116.  
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Figura 37: ROS Catálise Ag2MoO4. 

 

 

Figura 37: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) obtido após adição de H2O2 à 

solução etanol/água na presença do catalisador Ag2MoO4. Os espectros EPR simulados usando o 

software Easyspin® são mostrados em azul e magenta, e sua soma em vermelho. (b) Cinética da 

geração de adutos spin absoluta pela captura do PBN em função do tempo de reação. 
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Na Figura 38 é exibido a estrutura molecular dos radicais bem como, os adutos de spin 

gerados nas suas capturas. A Figura 38 apresenta a evolução cinética da geração do radical 

•OH em função do tempo após a adição de peróxido de hidrogênio.  

Portanto, para este projeto através do uso da metodologia de armadilha de spin 

chegamos à conclusão de que a ROS dominante nos processos catalíticos com o 

catalisador Ag2MoO4 é o radical hidroxila (•OH). Para a peroxidação sem iluminação, o 

provável mecanismo de formação do radical é dado pela reação de Fenton, na qual ocorre 

a oxidação do Ag2MoO4 e a formação do radical hidroxila. Enquanto isso, reações 

fotocatalíticas, com iluminação no visível, os pares elétron/buraco que então transferem 

cargas para as moléculas do solvente (mecanismo tipo I, i.e., transferência de portadores 

de carga) levando à geração de radicais hidroxila. Neste projeto vale destacar a 

capacidade da metodologia desenvolver cinéticas de reação com diferentes armadilhas de 

spin e sua extensão, além de processo ativados por excitação óptica.  

 

Figura 38: Estrutura molecular dos adutos de captura α-hidroxietil e etoxi pelo PBN. 

 

Figura 38: Adutos de spin dados pela captura do PBN das espécies radicalares geradas (etoxi e 

α-hidroxietil) após adição de H2O2 à solução de etanol/água na presença de catalisador Ag2MoO4. 

 

Em outro importante projeto em colaboração com o grupo do professor Luiz 

Carlos Alves de Oliveira do Departamento de Química da UFMG, a metodologia de 

armadilha de spin teve papel fundamental na identificação do processo de fotodegradação 

da molécula de metil Paraoxon (MP), um simulador de arma química altamente 

neurotóxico, no ácido fosfórico sem toxicidade celular. O catalisador sintetizado pelo 

grupo é baseado na imobilização de nanopartículas de NbOFe em fibras do tecido 

policaprolactona (PCL). Em iluminação por 48 horas houve a conversão de 94,5% do MP 

em ácido fosfórico demonstrando a eficácia das nanofibras (NbOFe-NF) em aplicações 

como equipamentos de proteção contra guerras químicas94. Conversão esta que não 
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ocorre na ausência do catalisador ou de exposição a luz na faixa espectral do visível. Este 

trabalho inovador foi publicado em maio de 2021 na renomada revista  Applied Catalysis 

B: Environmental. 

A primeira técnica utilizada na investigação dos produtos de degradação do MP 

foi a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, após iluminação por 24 

horas com luz visível de um corte de tecido (3 × 3 cm) em contato com o agente de 

neurotóxico. Em seguida, os tecidos submetidos à foto-catálise foram colocados em 

contato com 10 mL de água, agitados por 24 horas a 100 rpm e na ausência de luz, para 

então aliquotar 4 mL da solução e misturados à 4 mL de acetonitrila e deixados por mais 

24 h a -20 ◦C. Separada a fase orgânica os produtos de degradação foram obtidos e 

identificados conforme apresentados na Figura 39. 

Figura 39: Cromatograma de NbOFe-NF após 24 h de luz visível. 

 

Figura 39: Cromatograma gasoso dos produtos encontrados na fotodegradação do MP após 

iluminação com luz visível do NbOFe-NF por 24 h. 

 

Ao analisar as espécies identificadas pelo cromatograma da Figura 39 nota-se que 

os principais produtos foram o dimetilfosfato (DMPP) e o 4-nitrofenol (4-NP). A 

presença de tais compostos é geralmente atribuída à hidrólise entre o grupo 

organofosforado e a parte aromática da molécula MP (ligação P-O-Ar), catalisada por 
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hidroxilas ou água presentes na superfície de metalorgânicos e metal de transição 

óxidos117,118. Desvendados os produtos de degradação do MP o próximo passo foi a 

elaboração do mecanismo de degradação do agente neurotóxico, e para isso fora preciso 

identificar qual seria a espécie reativa que promove a clivagem da ligação P-O-Ar 

impedindo a capacidade de desativação da acetilcolinesterase pelo composto. Neste 

objetivo de investigação de mecanismo fotocatalítico a metodologia de armadilha de spin 

teve papel fundamental. Partimos então para a descrição da realização das medidas de 

armadilha de spin, juntamente com a interpretação dos resultados alcançados. De forma 

a identificar a ROS envolvida na conversão do MP, foram realizados espectros de EPR 

em tempos predeterminados de iluminação no visível do sistema com 1 mL de suspensão 

aquosa de DMPO (150 mmolL-1) e 5 mg de NbOFe. Uma alíquota de 50 μL foi extraída 

através de um capilar de vidro após 30 min de iluminação com luz branca, produzida a 

partir de uma lâmpada LED branca, sob agitação. O espectro de EPR obtido é apresentado 

na Figura 40 e demonstra a formação do radical hidroxila pelo processo fotocatalítico. 

Portanto, o emprego da metodologia levou à conclusão de que a degradação de MP é 

impulsionada, com eficiência e seletividade, pelo radical •OH formado a partir de vapor 

de água. 
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Figura 40: ROS Foto-Catálise NbOFe-NF. 

 

Figura 40: Espectro de EPR dos adutos de DMPO (linha alaranjada) obtido após 30 minutos de 

iluminação com luz branca da suspensão aquosa contendo o NbOFe-NF. Os espectros simulados 

do aduto de spin DMPO/•OH e DMPO* são mostrados em magenta e preto, respectivamente, e 

sua soma em vermelho. 

 

A partir da identificação dos produtos de degradação do agente neurotóxico e da 

espécie radicalar responsável pela clivagem da cadeia aromática, decorrente do uso da 

metodologia de armadilha de spin, foi elaborado o mecanismo de conversão do MP em 

ácido fosfórico conforme exibido na Figura 41. 
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Figura 41: Mecanismo de fotodegradação do MP 

 

Figura 41: Mecanismo de fotodegradação do MP. 

 

5.3. Catalisadores em conversões seletivas 

 

Nesta subseção iremos relatar os resultados obtidos a partir da metodologia de 

armadilha de spin em colaboração novamente com o grupo do professor Luis Carlos 

Alves de Oliveira do Departamento de Química da UFMG. Neste projeto a metodologia 

não somente identificou a ROS envolvida na conversão da molécula estudada como foi 

capaz de descrever todo o caminho da extensa reação1. Sem a aplicação da metodologia 

dificilmente o mecanismo de conversão seria esclarecido e consequentemente todo 

projeto poderia não satisfazer os objetivos alcançados. Neste trabalho foi elaborada a 

produção de γ-valerolactona (GVL), molécula de alto interesse para indústria devido 

aplicações como solvente verde e aditivo de combustível119-121, a partir de conversão 

fotocatalítica via iluminação no UV do ácido levulínico (LA) usando a técnica de 

transferência de elétrons acumulada. Foi utilizado como fotocatalisador um ácido nióbico 

comercial (HY-340) produzido pela Companhia Brasileira Metalurgia e Mineração 

(CBMM). O tempo de iluminação mais longo (48 h) leva à conversão de subprodutos em 

GVL com seletividade máxima de 44,7%. Este trabalho de amplo interesse científico e 

industrial foi publicado em maio de 2021 na renomada revista Applied Catalysis B: 

Environmental. 

Observou-se que sob irradiação UV da solução etanolica, sem oxigênio molecular 

adsorvido no sistema, contendo o catalisador HY-340, ocorre uma mudança na coloração 

da superfície do catalisador de branco para cinza escuro. Fenômeno associado ao acúmulo 
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de elétrons na banda de condução do semicondutor1. No entanto, a exposição ao oxigênio 

atmosférico faz com que o HY-340 retorne imediatamente à sua cor branca original. Foi 

constatado que sob a condição de acumulação de elétrons na superfície do catalisador 

aumentou significativamente a conversão do LA em GVL, quase que triplicou (11,5% 

para 29,7%). O próximo passo foi a investigação do mecanismo de conversão em GVL 

pelo processo fotocatalítico de transferência de elétrons. Seguindo neste objetivo foram 

elaborados uma série de experimentos com a metodologia de armadilha de spin para a 

identificação de todos as ROS envolvidas na foto-catálise, para então a elaboração de um 

mecanismo global de conversão. Iniciamos o processo investigativo utilizando a 

armadilha de spin PBN à uma concentração de 85 mmolL-1 em 1 mL de solução etanólica 

com 5 mg do catalisador (HY-340) em constante agitação e sob iluminação no UV, 

conforme realizado na foto-catálise. O espectro de EPR resultante durante a iluminação 

do sistema revelou o aparecimento de captura radicalar. Já nos primeiros instantes de 

iluminação é possível notar a sobreposição de dois adutos de spin (vide Figura 42a). Após 

a simulação dos espectros foi possível a identificação dos adutos de spin dados por 

PBN/H3C-CH2O• (Etoxi, aN = 1,434 mT e aH(β) = 0,260 mT) e PBN/H3C-•CH-OH (α-

hidroxietil, aN = 1,529 mT e aH(β) = 0,355 mT)122. Os dois adutos de spin são gerados pela 

oxidação da molécula de etanol via buracos (h+) fotogerados1. Em seguida foi realizada a 

quantificação do sinal de EPR, via dupla integração do espectro, em relação ao tempo de 

iluminação e, então separação da contribuição de cada aduto de spin. A cinética de 

geração do radical etoxi e α-hidroxietil é apresentada na Figura 42b. É notável que a partir 

de 20 minutos de iluminação do sistema a espécie dominante é o radical α-hidroxietil.  
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Figura 42: Adutos de spin (PBN) gerados na iluminação UV do HY340 em etanol. 

 

 

Figura 42: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) obtido após 20 minutos de 

iluminação no UV em suspensão degaseificada com etanol na presença do catalisador HY-340. 

(b) Cinética da geração de adutos spin capturados pelo PBN, PBN/H3C-•CH-OH em vermelho e 

PBN/H3C-CH2O• em preto, em função do tempo de iluminação. 
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A dominância do radical α-hidroxietil é concomitante com a alta concentração de 

6-hidroxi heptano 2,5-diona (HHD) encontrada pela cromatografia durante os testes 

fotocatalíticos. Essa molécula é um dos primeiros produtos da conversão do LA e exibe 

o caminho da reação, outro possível seria a formação de levulinar (EL) que é dado pela 

interação do LA com o radical •OH1. Na Figura 43 segue apresentando o mecanismo de 

conversão do LA no subproduto HHD pelo radical α-hidroxietil. 

Figura 43: Mecanismo de produção fotocatalítica de HHD. 

 

Figura 43: Mecanismo de produção fotocatalítica de HHD.  

 

Entretanto, neste primeiro experimento não foi identificada a espécie reativa que 

justificasse a conversão do HHD nos demais subprodutos, identificados via GC-MS1, até 

o produto final GVL. Assim outro experimento com a metodologia foi realizado 

utilizando o PBN dessa vez em solução aquosa degasada, ou seja, sem a presença do 

oxigênio molecular. A mudança de solvente se deu pela baixa constante de reação da 

captura do radical •OH diretamente e baixa estabilidade do aduto PBN/•OH facilitando a 

visualização dos demais radicais formados na reação. Assim, após cinco minutos de 

iluminação no UV já foi possível identificar o aduto de spin caracterizado por quatro 

linhas com padrão de intensidade de 1:2:2:1 originadas pela interação hiperfina com aN = 

aH(β) 1,45 mT123 (asterisco azul, Figura 44a). Pela simulação identificamos o aduto de spin 

PBN/•H. Embora a metodologia tenha detectado a presença de H• no sistema em meio 

aquoso, a produção de hidrogênio atômico em etanol é evidenciada pelo H2 encontrado 

na parte de cima do reator (mesmo que em pequenas quantidades) ao final de cada reação 

de 24 h1, que aponta fortemente que a redução fotocatalítica de derivados de LA ocorre 
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pela transferência de H•. Uma vez evidenciado o agente responsável pela conversão do 

HHD em GVL impõe-se que o sistema deva conter baixas concentrações de oxigênio 

molecular, que é um excelente aceitador de elétrons, capturando-os ao invés de reduzir 

H+. A evidência da captura do elétron na banda de condução do HY-340 pelo oxigênio 

molecular é notada pelo retorno da coloração esbranquiçada (após iluminação a superfície 

do material torna-se cinza escuro) do material ao ser exposto à atmosfera de O2. A 

metodologia de armadilha de spin também serviu de sustentação para esse modelo. Ao 

utilizarmos o DMPO à 115 mmolL-1 em solução etanolica, sem degasar o ambiente, junto 

com 5 mg do HY-340 e sob iluminação podemos extrair o espectro de EPR dos adutos de 

spin formados. Após cinco minutos de iluminação já foi possível notar a presença do 

aduto de spin DMPO/•OOH (linha azul da Figura 44b, parâmetros hiperfinos aN = 1,330 

m T, aH(β) = 0,980 m T e aH(γ) = 0,100 m T)124. O radical peroxila (•OOH) é resultado da 

protonação do radical superóxido (•O2
- ) que por sua vez é produto da captura do elétron 

da banda de condução do HY-340 pelo oxigênio molecular. 
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Figura 44: Aduto de spin (PBN) gerado na iluminação UV do HY340 em H2O. 

 

 

Figura 44: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) após 5 minutos de iluminação 

(UV) em suspensão aquosa com HY-340 desgaseificada. (b) Espectro de EPR dos adutos de 

DMPO (linha preta) após 5 minutos de iluminação (UV) da suspensão aquosa com HY-340. 
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Finalmente, identificados os produtos de conversão e espécies radicalares 

presentes na foto-catálise do HY-340 quando iluminado no UV em solução etanolica pela 

metodologia de armadilhas de spin foi possível elaborar o complexo mecanismo exposto 

na Figura 45. Enfim, este e os demais trabalhos em colaboração aqui apresentados 

demonstraram a importância e o potencial da metodologia de armadilha de spin aplicada 

em diversas áreas da ciência. Doravante, apresentaremos as conclusões a que chegamos 

na realização deste trabalho de doutoramento.  

Figura 45: Mecanismo fotocatalítico global de conversão de derivados de LA em GVL. 

 

Figura 45: Mecanismo fotocatalítico global para conversão de derivados de LA em GVL 

usando a técnica de transferência de elétrons acumulada. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho foram apresentados diversos resultados destacando a importância 

da metodologia de armadilhas de spin e sondas redox em experimentos de ressonância 

paramagnética eletrônica. Dentre elas foram citadas as áreas de catálise heterogênea, foto-

catálise e terapia fotodinâmica. A partir dos resultados aqui discutidos podemos sintetizar 

que a metodologia é indispensável na quantificação e identificação de espécies reativas 

de oxigênio. Também demonstrou-se a relevância do uso combinado no maior número 

possível de armadilhas de spin e supressores no processo a ser estudado de maneira a se 

obter um mecanismo mais fidedigno. 

 Na área de terapia fotodinâmica o uso de sondas redox se mostrou uma 

metodologia muito eficiente e acessível na detecção de 1O2 gerados pela troca de energia 

entre o fotossensibilizador (excitado oticamente) e o oxigênio molecular (mecanismo tipo 

II). Devido à alta estabilidade do radical nitroxil, formado pela oxidação do grupo amina 

da sonda pelo 1O2, é perfeitamente viável comparar eficiência entre fotossensibilizadores. 

Entretanto, algumas prudências foram discutidas e protocoladas para uma minimização 

de possíveis erros na aplicação da metodologia. Uma vez fundamentada que a cinética de 

radicais nitroxil durante a iluminação do fotossensibilizador é dada pela combinação de 

geração radicalar com a degradação do mesmo, foi discutido neste trabalho diversos 

parâmetros que afetam a cinética. Foi demonstrada que a quantidade de sonda redox afeta 

a geração de 1O2 por parte do fotossensibilizador, uma vez que uma maior quantidade 

desloca o equilíbrio químico do sistema induzindo a uma maior produção da espécie 

reativa. Outro fatores importantes  são a quantidade de sonda redox adicionada no sistema 

e o pH do meio, pois a adição de hidroxi-TEMP aumenta a basicidade do ambiente 

químico. A variação do ambiente não só influencia a estabilidade e eficiência do 

fotossensibilizador, bem como, afeta a degradação do radical nitroxil durante a 

iluminação do sistema. Ressaltamos que em ambientes ácidos (pH < 7) o uso de sondas 

redox como o hidroxi-TEMP é ineficiente, pois a acidificação do sistema impede a 

oxidação do grupo amina pelo 1O2. Foi investigado de forma sistemática a degradação do 

radical nitroxil em experimentos de sondas redox e porfirinas, chegando-se ao modelo de 

que a mesma ocorre, em ambientes alcalinos, pela interação entre a porfirina em seu 

estado excitado e o radical. Lembrando que o pH tem um papel fundamental na cinética 

de degradação do radical nitroxil, uma vez que em meios mais alcalinos haverá uma maior 
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quantidade de espécies degradadas. A partir de experimentos com o uso do radical 

TEMPOL (radical nitroxil), porfirinas com adição do composto NaN3 (supressor de 

oxigênio singleto), e também sem a presença de oxigênio molecular no sistema, foi 

descartada a hipótese mais aceita até então de que a degradação radicalar fosse produto 

da interação do próprio 1O2 com o radical nitroxil. A partir do uso da técnica de EPR e 

cromatografia gasosa juntamente com a análise da razão carga-massa, identificamos os 

produtos de degradação dos radicais nitroxil, que foram, TEMPOL → TEMPONE → 

Forona (diamagnético). O processo observado de degradação é inverso ao realizado na 

produção industrial do radical TEMPOL. Também foi possível elaborar o mecanismo de 

fotodegradação da porfirina causada pelo 1O2 em meio básico. Todos estes resultados nos 

serviram de base para a criação de um protocolo que buscasse auxiliar futuros usuários 

da metodologia. Para uma comparação confiável da eficiência na geração de 1O2 com o 

método de sonda redox Hidroxi-TEMP, é necessário um regime em que tenhamos uma 

perturbação cinética mínima por parte da degradação de radicais nitroxil e um sinal 

satisfatório de EPR. Para o uso de Hidroxi-TEMP e porfirinas, as quantidades otimizadas 

foram 10 mmolL-1 e 100 μmolL-1, respectivamente. Mas deve se lembrar que ao utilizar 

fotossensibilizadores e sondas redox para quantificar 1O2, a busca por um regime em que 

não haja degradação de radicais nitroxil é utópica, pois o ambiente alcalino será inerente 

quando esta metodologia for utilizada. Em estudos futuros espera-se investigarmos com 

mais detalhes a interação de degradação entre a porfirina no seu estado excitado e o 

radical nitroxil. 

 Ainda na área da terapia fotodinâmica, a metodologia de armadilha de spin 

demonstrou que fotossensibilizadores quando iluminados na região espectral do visível 

ainda assim produzem espécies radicalares, embora em menor quantidade quando 

comparada à produção de 1O2, a partir da troca de portadores com o ambiente. Os radicais 

observados foram os radicais •OH, a partir do uso da armadilha de spin PBN ou do 

DMPO, muitas vezes gerados de forma indireta por algum processo secundário 

envolvendo o 1O2, ou de forma direta pela transferência de buraco dos orbitais HOMO 

com o meio, como moléculas de água. Outro radical comumente observado foi o •OOH, 

a partir do uso da armadilha de spin DMPO, que é produto da protonação do radical 

superóxido (•O2
- ) originado pela transferência de elétrons pelo fotossensibilizador no 

estado excitado para o oxigênio molecular presente na solução. Dessa forma a 

metodologia se mostrou bastante eficiente e indispensável na identificação e 

quantificação de ROS de forma geral para a terapia fotodinâmica.      
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Na área de catálise heterogênea e foto-catálise este trabalho apresentou resultados 

muito importantes a partir do uso da metodologia de armadilhas de spin e sondas redox 

em diversos projetos em colaboração, sendo alguns deles destacados no texto. Nesta área 

a identificação das espécies radicalares envolvidas ao longo do processo, seja durante a 

iluminação do sistema ou adição de algum precursor, é de vital importância. O uso de 

materiais semicondutores, como catalisadores, disponibiliza uma separação de cargas 

entre os elétrons da banda de condução e buracos da banda de valência que promovem a 

formação de espécies radicalares a partir de interação com o oxigênio molecular, ou 

moléculas do solvente, de forma muito comum e essencial para a catálise. A fácil 

identificação de ROS pela metodologia de armadilhas de spin de forma seletiva e estável 

foi a principal característica que tornou a metodologia propícia na elaboração de 

mecanismos catalíticos em diversos trabalhos em colaboração. O uso das armadilhas de 

spin PBN e DMPO foram suficientes na identificação e quantificação de diversos radicais 

como •OH, •OOH, •CH3, •O2
- , •OCH2CH3, CH3•CHOH, •H e outros. Vale uma reflexão 

pela capacidade de oxidação, quebras moleculares, e outros processos, gerados pelas 

espécies radicalares estudadas neste trabalho. O que também demonstra que a utilização 

destas espécies traz importantes aplicações cientificas e industriais, seja em 

degradação/mineralização de poluentes bem como conversões seletivas de compostos. 

Outro importante resultado na aplicação da metodologia foi a eficiência no uso da sonda 

redox hidroxi-TEMP na quantificação indireta, para efeito de comparação, do radical •O2
- .  
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