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Resumo

"Processo para a medigdo da luminescéncia"

Processo para determinar a concentrag¢do de um composto
emissor de luz. Um impulso eléctrico & aplicado a um par de
eléctrodos fornecedores de corrente imersos num electrdlito
que apresenta posicionado entre os eléctrodos um condutor que
ndo se encontra em contacto electrdnico com os eléctrodos.
Como resultado do impulso eléctrico aplicado, o composto
emigssor de luz em contacto electrbdnico com o condutor produz
luminescéncia em que a luz emitida & medida e utilizada para

quantificar o composto emissor de luz.



Descrigdo

"Processo para a medigdo da luminescéncia"

Campo da invengdo

A presente invengao refere-se a um processo para
analisar a concentracdo de um composto emissor de luz através
da luminescéncia e, mals particularmente, a um processo para
analisar a concentracdo de um composto emissor de luz através
de luminescéncia quimica gerada electricamente.

Antecedentes da invengao

Existe uma necessidade cada vez maior de processos
especificos, sensiveis, répidos e econdmicos de detectar e
quantificar substé@ncias quimicas, bioldgicas e bioquimicas
tais como anticorpos, hormonas, virus, enzimas, metabolitos,
narcdticos, venenos, drogas, microrganismos e acidos
nucleicos. A sensibilidade necesséria e especificidade s&o
obtidas utilizando reac¢des de ligagdo, por exemplo, reacgdes
de anticorpos antigenos em gue a presenga de complexo de
valor diagnéstico, isto &, analito, & indicado por meio de
uma etiqueta detectével fixada a um ou mais dos materiais
complexos. Exemplos de compostos de etiquetagem
comercialmente dteis s3o aqueles passiveis de gerar uma
luminescéncia com base em processos fotoquimicos, gquimicos ou
excitagdo electroquimica.

Os processos analiticos com base na luminescéncia e nas
suas varias modificacdes s8o geralmente conhecidos pela sua
sensibilidade, mas cada um apresenta as suas prdprias

desvantagens a concentragdes muito baixas das espécies



emissoras. A sensibilidade da fluorescéncia € limitada pelo
fendémeno de difusdo Raleigh e Raman assim como impurezas
fluorescentes que aumentam a emissdo de fundo ndo especifica.
A fosforescéncia & principalmente restringida ao estado
s6lido e a emissdo daqueles muito poucos compostos dJue
apresentam fosforescéncia a temperatura ambiente na solugdo &
geralmente extremamente sensivel ao oxigénio, que dificulta
as suas aplicagdes préaticas. Os processos baseados na
fluorescéncia e fosforescéncia convencional wutilizam uma
excitagdo por luz e necessitam de uma fonte de luz e oSptica
apropriadas. Os processos com base na luminescéncia quimica
ndo necessitam de O&ptica de excitag¢do e a instrumentacdo é
geralmente muito simples. Contudo, os processos de
luminescéncia quimica s8o frequentemente sujeitos a sérias
interferéncias quimicas. O processo com base numa excitagdo
electroquimica instrumentalmente simples (isto é
luminescéncia quimica gerada electricamente ou ECL) utiliza
uma excitag¢do por um impulso eléctrico aplicado num eléctrodo
que proporciona um limite de detecgdo baixo.

O ECL de compostos inorgdnicos e orgdnicos em solugdes
electroliticas & bem conhecido na técnica. Por exemplo, o ECL
andédico de luminol no eléctrodo de platina num electrdlito
aquoso é estudado desde 1929 (por exemplo N, Harvey, J. Phys.
Chem. 33 (1929); K. Haapakka e J. Kankare, Anal. Chim. Acta
138 (1982) 263), ECL de Ru(bpy):** na presenga de oxalato num
electrélito aquoso e uma ECL catddica de Rul(bpy)s:*® na
presenga de peroxidisulfato e uma mistura de

acetonitrilo/agua foram documentados por Bard et al. (D. Ege,



W. Becker e A. Bard, Anal. Chem. 56 (1984), um ECL catddico
de varios ides inorgdnicos (K. Haapakka, J. Kankare e S.
Kulmala, Anal, Chim. Acta 171 (1985)259) e varios compostos
orgdnicos (K. Haapakka, J. Kankare e O. Puhakka, Anal, Chim.
Acta 207 (1988)195) num eléctrodo de aluminio coberto com
6xidos em electrdlitos aquosos que contém um agente oxidante
apropriado, em que o ECL de vida curta é medido durante o
impulso eléctrico aplicado aos eléctrodos. Uma variedade de
complexos térbio (III) & passivel de iniciar um ECL catddico
especifico de térbio (III) de vida longa num eléctrodo de
aluminio coberto de 6xido num electrdlito aquoso que contém
peroxidisulfato, que torna possivél eliminar o ECL de fundo
de wvida curta utilizando uma detecgdo ECL de resolugao
temporal criando deste modo a base para andlise de tracgo
extremo (J. Kankare, K. F&ldén, S. Kulmala e K. Haapakka,
Anal. Chim. Acta 256 (1992) 17; J. Kankare, A. Karppi e H.
Takalo, Anal. Chim. Acta 295 (1994)27). Foi proposta a
andlise da 1ligagdo dos analitos de interesse com base na
medicdo de ECL na superficie do eléctrodo: por exemplo, A.
Bard et al. (D. Ege, W. Becker e A. Bard, Anal. Chem. 56
(1984) 2413 e WO 86/02734) propuseram etiquetas de ECL que
contédm ruténio (III) - e 6smio (III) -; , J. Kankare e K.
Haapakka (GP 2217007 B, US ©5.308.754), J. ZKankare, K.
Haapakka, S. Kulmala, V. Nantd, J. Eskola e H. Takalo, Anal.
Chim. Acta 266 (1992) 205 e M. Billadeau et al. (WO 96/41177)
sugeriram a utilizag¢8o de etiquetas de ECL que contém In
(ITI1) (Ln(III) = Dy(III), Eu(IIi), Sm(III), Tb(III)) nas

andlises de ligacdo com base numa ECL de resolugdo temporal.



Foram propostas varias configurac¢deg da célula de amostra e
processos de medigdo para a detecgdo de ECL em que a ECL é
gerada na superficie do eléctrodo (por exemplo na EP 65 8760
Al e da WO 96/28538) ou na superficie dos leitos magnéticos
recolhidos na superficie do eléctrodo (por exemplo na WO
92/14139; WO 92/14138, JP 08190801 A2 e WO 96/15440). Os
detectores de ECL foram aplicados em cromatografia liquida de
alta pressdo (por exemplo D. Skotty, W. Lee e T. Nieman,
Anal. Chem. 68 (1996)1530) e em electroforese capilar (por
exemplo G. Forbes, T. Niéman e J. Sweedler, Anal. Chim. Acta
347(1997)289).

Jones (EP 962 773) estudou conhecidas reacgdes ECL em
eléctrodos bipolares. Na referida publicagdo a reacgédo
electroquimica tem lugar em particulas de carbono condutoras
muito pequenas, sendo gue sdo necessarios por conseguinte
gradientes de alta tensdo, que ndo sdo realisticos na
pratica, para obter uma queda de tensdo suficiente através
das particulas de carbono condutoras. Jones ndo descreve
condutores combinados = de materiais electroquimicamente
inertes e metais isolados ou semimetais ou as suas misturas,
que proporcionam um dos aspectos uUnicos da presente invengdo,
contribuindo para a permissdo da andlise de varios
componentes e normalizacdo interna, tal como se apresenta a
seguir. Na andlise de vérios componentes, que €& uma das
formas de realizagdo preferidas da presente invengdo, &
também necessdrio um tampdo para cada etiqueta e para cada

material condutor tal como apresentado a seguir.



Tipicamente para ECL, o composto luminescente tem que
estar na proximidade prdxima da superficie do eléctrodo.
Especialmente tal como para as andlises imunoldégicas ECL, a
etiqueta ECL gque contém composto luminescente fixado ao
anticorpo ou antigeno, encontra-se ligada a superficie do
eléctrodo, por exemplo pela imunoreacgdo directa em gque um
dos imunoreagentes se encontra imobilizado na superficie do
eléctrodo (J. Kankare e K. Haapakka, GB 2217007 B, US
5.308.754), ou indirectamente utilizando leitos magnéticos
ndo condutores revestidos com imunoreagentes, dque apds a
imunoreacc¢do ter ocorrido, sdo acolhidos na superficie do
eléctrodo por um campo magnético. A vantagem de utilizar
estes leitos magnéticos é uma reacgao de ligagao
consideravelmente mais eficiente se comparada com aquela, por
exemplo, na superficie do eléctrodo plana revestida com
anticorpos. Contudo, a utilizagdo de leitos magnéticos em
analises ECL ndo se encontra livre de desvantagens: (i) a
eficiénecia de excitagdo é frequentemente baixa devido a ser
necessédria uma distincia de excitacdo de cexca de 25 A ou
menos da superficie do eléctrodo (veja, por exemplo WO
92/14139): (ii) a eficiéncia de detecgdo da luz emitida da
proximidade da superficie do eiéctrodo é impedida pela camada
do leito que protege da 1luz e (iii) os leitos magnéticos
desligam-se da superficie do eléctrodo durante um impulso de
excitagdo curto inibindo deste modo a eficiéncia de
excitacgdo.

Embora os leitos magnéticos proporcionem um melhoramento

em relacdo aos processos ECL convencionais, existe ainda uma



necessidade na técnica, de andlises ECL gque exibam uma
sensibilidade adicionalmente aumentada e permitam a analise
de varios componentes e/ou normalizag¢do interna. Sendo assim,
€ um objectivo da presente invengdo proporcionar um processo
ECL que apresente uma sensibilidade acentuada e,
vantajosamente, a capacidade de analisar a concentragdo de
varios analitos de interesse.

Sumdrio da invencdo

A presente invengdo proporciona um processo para medir a
concentragdo de um composto luminescente com sensibilidade
melhorada. O processo inclui proporcionar um electrdlito que
apresenta imerso dentro do mesmo um par de eléctrodos que
fornecem corrente com material condutor eléctrico posicionado
entre os eléctrodos, mas ndo em contacto electrdnico com os
eléctrodoé, e um compostd luminescente. E depois aplicada uma
corrente eléctrica aos eléctrodos para induzir o composto
luminescente em contacto electrdnico com o material condutor
eléctrico para prbduzir luminescéncia. A luminescéncia (isto
& luz emitida) & medida para obter a concentrac¢do do composto
luminescente.

Os exemplos dos materiais condutores eléctricos
compreendem, mas ndo se encontram limitados a, materiais
electroquimicamente inertes e metais isolados, 1ligas ou
semimetais ou combinac¢des dos mesmos . Os materiais
electroquimicamente inertes representativos s8o carbono
vitreo, ouro, platina, ou misturas dos mesmos. Os metais
isolados representativos ou semimetals sdo o aluminio,

hdfnio, magnésio, silicio, téntalo, titdnio, zircbdnio ou



misturas dos mesmos. De preferéncia, o material isolador & um
éxido ou revestimento polimero. Numa forma de realizagdo o
material condutor eléctrico & uma membrana porosa coberta com
uma camada fina do material electroquimicamente inerte ou
material isolado ou semimetal.

O electrdlito & um electrdlito ndo aquoso ou aquoso. O
composto luminescente encontra-se fixado & superficie do
material condutor eléctrico ou, alternativamente, encontra-se
ligado a um analito de interesse (por exemplo um &cido
nucleico ou sequéncia de aminodcido). Numa forma de
realizacdo, a luminescéncia & medida apds um atraso do fim de
um impulso eléctrico aplicado aos eléctrodos que fornecem a
corrente. Em outras formas de realizag¢do, a luminescéncia &
induzida wutilizando pelo menos dois compostos diferentes
electroquimico-luminescentes, pelo menos dois tipos
diferentes de materiais condutores eléctricos ou pelo menos
dois analitos diferentes de interesse.

Vantajosamente, o] processo da presente invencao
proporciona uma andlise ECL com sensibilidade acentuada.
Outras vantagens incluem a capacidade de analisar a
concentracdoc de vArios analitos de interesse e proporcionar
normalizacdo interna. Estas e outras vantagens tornar-se-ao
visiveils da seguinte descrigdo.

Breve descricao dos desenhos

Figura 1 diagrama em bloco do dispositivo luminescente
gerado electricamente, sem contacto, com um {Unico

material condutor eléctrico.



Figura 2 grafico da luminescéncia como uma funcdo de
concentragdo de luminol medida por luminescéncia
gerada electricamente sem contacto.

Figura 3 grafico da luminescéncia como fungédo da
concentracdo Ru(bpy);** medida por luminescéncia
gerada electricamente sem contacto.

Figura 4 grafico da luminescéncia como uma fungdo da
concentragdo de térbio (IIT) medida por
luminescéncia gerada electricamente sem contacto
atrasada.

Figura 5 grafico da luminescéncia com uma fungdo da
concentracdo da hormona de estimulacdo da tiredide
humana (hTSH) medida pela luminescéncia gerada
electricamente sem contacto atrasada.

Figura 6 grafico de Tb(III) (@) e concentracgdes Ru(bpy);** (O
) numa mistura da amostra medida por luminescéncia
gerada electricamente sem contacto e sem contacto
atrasada, respéctivamente.

Figura 7 elétroluminograma do composto de Ru (bpy) 52"
ilustrando o efeito na luminescéncia ao variar o
didmetro dos condutores Au esféricos: 2,0 mm (-.-);
2,5mm (........ ); 3,5 mm (----): e 6,0 mm (—).

Descrigdo pormenorizada da invencio

A presente inveng¢do proporciona um processo Unico para
medir a concentragdo de um composto luminescente com
sensibilidade acentuada. Este processo tal como
adicionalmente descrito a seguir & na presente referido como

uma luminescéncia gerada electricamente sem contacto ou COEL.



De acordo com a presente invencao, encontra-se
proporcionado um electrdlito que contém um composto
luminescente que apresenta imerso no mesmo um par de
eléctrodos que fornecem a corrente. Um material condutor
eléctrico encontra-se poSicionado entre os eléctrodos que
fornecem a correnté, mas ndo em contacto electrdnico com os
eléctrodos. O contacto electrdnico neste contexto quer dizer
tanto o contacto fisico como estar dentro da distdncia de
excitacdo necessidria para induzir a luminescéncia de um
composto luminescente, que & de preferéncia 25 A ou menos.
Uma corrente eléctrica & gerada entre os eléctrodos induzindo
o composto luminescente dentrosdo contacto electrdnico de um
material condutor eléctrico a luminescéncia. Deste modo, ao
contrario dos processos ECL anteriores, a emiss@o de luz pode
ser gerada sem que o composto luminescente esteja em contacto
electrébnico com os eléctrodos que fornecem a corrente. A
luminescéncia (isto &, a emissdo de 1luz) & medida seguindo
técnicas convencionais para obter a concentragcdo do composto
luminescentes.

O material condutor eléctrico (na presente referido como
"condutor") & qualquer material condutor eléctrico que ndo
reage de modo prejudicial com o electrdlito. O condutor deve
apresentar uma condutividade igual a, de preferé€ncia maior do
que, a condutividade do electrdlito. Embora ndo se deseje que
esteja ligado pela teoria, cré-se que uma corrente faradaica
é gerada através do condutor provocando uma queda de tensdo
no electrdlito gquando uma corrente & gerada entre os

eléctrodos que fornecem a corrente. Este processo de gerar
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uma corrente faradaica é também conhecido como electrdlise
bipolar tal coﬁo mencionado em Eardley, D. Handley e S.
Andrew, Electrochim. Acta 18(1973)839; F. Goodridge, C. King
e A. Wright, Electrochim. Acta 22(1977)347; M. Fleischmann,
J. Ghoroghchian e S. Pons, J. Phys. Chem. 89(1985)5530.

De preferéncia o condutor & realizado de wum material
condutor eléctrico utilizado para eléctrodos em andlises ECL.
Por exemplo, o condutor pode ser um material
electroquimicamente inerte tal como carbono vitreo, ouro,
platina, ag¢o inoxidavel ou uma combinagdo dos mesmos. O
condutor pode também ser um material isolado, liga, semimetal
ou qualguer combina¢do dos mesmos. Os exemplogs especificos de
metais ou semimetais incluem, mas néo‘se encontram limitados
a, aluminio, hafnio, magnésio, silicio, tantalo, titénio,
zircdnio, ou qualgquer COmbinagao dos mesmos. Neste contexto,
isolado quer dizerlque o metal, liga ou semimetal se encontra
isolado (istoc é coberto) com um revestimento protector tal
como um o6xido ou revestimento polimero. 0 revestimento pode
apresentar entre 1 la 100 nandémetros, tal como com os
eléctrodos cobertos com &xido utilizados em andlises ECL
conhecidas.

Tal como serd visivel aos técnicos, a escolha do
material para o condutor depende do tipo de reacg¢do ECL
utilizada para gerar luminescéncia. Por exemplo, se uma
reacgao ECL anddica for utilizada para iniciar a
luminescéncia é seleccionado um material electroquimicamente

inerte. Por outro lado, se for utilizada uma reacgdo ECL
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catdéddica para iniciar a luminescéncia é seleccionado um metal
isolado, liga ou semimetal.

Os condutores da presente invencdo podem também conter
componentes ndo condutores adicionais para alterar as
propriedades fisicas do condutor. Por exemplo, o condutor
pode possuir um ndcleo polimero para diminuir a densidade do
condutor para permitir gque © mesmo Sseja sSuspenso no
electrdlito. Do mesmo modo, o condutor pode possuir um nicleo
formado de um metal magnético ou liga para ajudar na recolha
do condutor. Os metais magnéticos e ligas conhecidos podem
ser utilizados, tal como aqueles apresentados no Handbook of
Chemistry e Physics, 70* ed., CRC press que €& incorporado
aqul como referéncia.

De acordo com a presente invengdo, o condutor pode
apresentar qualquer forma ou dimensdo. Por exemplo, o
condutor pode apresentar uma forma esférica ou eliptica. Os
materiais condutores eléctricos moldados como esferas
encontram-se facilmente disponiveis de fontes comerciais tal
como AbbotBall Company localizado em Connecticut, EUA. Os
condutores esféricos podem apresentar uma dimensdo de 10 pm a
10 mm. Do mesmo modo, o condutor pode ser uma matriz porosa
que apresenta na mesma o material electroquimicamente inerte,
ou o métal isolado ou semimetal.

Opcionalmente, o electrdlito pode conter condutores de
diferentes formas, dimensdes e materiais condutores
eléctricos para proporcionar potenciais limiares alternos
para induzir a luminescéncia. Por exemplo, tal como sera

visivel aos técnicos que seguem os ensinamentos da invengdo,
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os condutores formados de diferentes materiais, tal como ouro
e aluminio, irdo apresentar diferentes potenciais limiares
para 1iniciar a luminescénecia de um composto luminescente
(isto &, uma fracgdo ECL) em contacto electrdnico com o
condutor. Do mesmo modo, os condutores gue apresentam
diferentes dimensdes irdo também exibir diferentes potenciais
limiares para iniciar a Jluminescéncia da fracgdo ECL. Este
aspecto tGnico da invenc¢do permite que sejam conduzidas varias
reacgdes ECL no mesmo electrdlito, o que por sua vez facilita
a normalizagdo intexrna e a andlise de varios analitos de
interesse.

O electrdlito é qualquer electrédlito wutilizado para
reacgdes  ECL. De acordo com a presente invencdo, o)
electrdlito pode ser um electrdlito aquoso ou ndo aquoso. A
escolha do electrdlito & parcialmente determinada por
factores tais como o analito a ser detectado e a fracgdo ECL
a ser wutilizada. Por exemplo, se a concentragcdo de
biomoléculas (por exemplo &acido nucleico ou proteina) tiver
que ser averiguada, & seleccionado um electrélito agquoso
tampdo. Tais parémetros podem facilmente ser determinados
pelo técnico.

De acordo com a invengdo, a fracgdo ECL & qualquer
fracgdo luminescente wutilizada para andlises ECL. Sendo
assim, as frac¢des ECL sdo de preferéncia quelatos metdlicos.
Exemplos de quelatos metdlicos a serem utilizados incluem,
mas ndo se encontram limitados a, quelatos de transi¢do ou
metais de terra rara tals como ruténio, térbio, &smio, rénio,

iridio, rbédio, platina, indio, palddio, molibdénio, tecnécio,
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cobre, crémio, tungsténio, ou combinag¢des dos mesmos. Dois
quelatos especialmente preferidos s8o o ruténio e quelatos de
térbio.

Os eléctrodos de fornecimento de corrente sdo feitos de
quaisquer materiais condutores eléctricos wutilizados para
eléctrodos nas reacgdes ECL. Sendo assim, os eléctrodos podem
ser formados dos mesmos materiais condutores eléctricos
utilizados para formar os condutores tal como descrito acima.
Numa forma de realizacgdo da invengdo, os eléctrodos e o
condutor s3oc do mesmo material. Numa outra forma de
realizacdo, os eléctrodos de fornecimento de corrente sé&o
feitos de materiais condutores eléctricos em que ndo &
possivel qualquer emissdo ECL para minimizar a emissdo de
fundo. De preferéncia, os eléctrodos encontram-se espagados
distalmente um do outro.

Uma corrente eléctrica é gerada aplicando uma tensdo
apropriada aos eléctrodos de fornecimento de corrente durante
um quadro de tempo predefinido, resultando num fluxo de
corrente parcial através do condutor fazendo com que a
fracgdo ECL em contacto electrénico com o condutor entre em
luminescéncia. A tensdo necessaria (isto &, o potencial
limite) para induzir a luminescéncia depende do potencial
interfacial da interface electrolitica condutora e do trogo
da corrente faradaica que flul através da interface. Tal como
serd visivel aos técnicog da electrdlise bipolar, a corrente
flui através do condutor dependendo dos seguintes factores:
(1) a condutividade da solugdo electrolitica, (2) o material

condutor eléctrico utilizado para o condutor, (3) a dimensdo
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maior do condutor orientada ao longo das linhas de fluxo de
corrente, (4) o espago livre do trajecto da corrente na
solucdo electrolitica em redor do condutor, (5) o cardcter do
processo do eléctrodo que ocorre na interface, e (6) a
resisténcia interfacial entre o condutor e a solugdo. Deste
modo, a variacdo dos pardmetros tal como a dimensdo, forma,
orientacdo, localizag¢do ou material do condutor irad afectar a
tensdo necessdria para ser aplicada aos eléctrodos que
fornecem a corrente para induzir a luminescéncia. Estes
pariametros podem facilmente ser averiguados pelo técnico que
segue os ensinamentos da presente invengao.

A intensidade da luz resultante é medida no comprimento
de onda e/ou base de resoluc¢do temporal durante um periodo
necessario para alcangar o réacio necessario de sinal para
ruido, e utilizado para a quantificagdo do composto
luminescente. O detector de 1luz & qualquer dispositivo
detector de luz, tal como um fotomultiplicador ou um
fotodiodo com um filtro éptico ou monocromator.
Opcionalmente, o dispositivo detector de luz pode ser ligado
a um amplificador em que o sinal eléctrico do detector de luz
é amplificado  A concentracdo da fracgdo ECL é& determinada
por técnicas de andlise normais conhecidas na técnica.

Numa forma de realizagdo preferida, o© processo da
presente invencdo é utilizado para medir um analito de
interesse. Tal como com outras andlises ECL conhecidas, a
fracgdo ECL é wutilizada como agente de etiquetagem para
quantificar a concentragdo de um analito de interesse. A

fraccdo ECL pode estar ligada como um agente de etiquetagem
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ao analito que interessa ou a um reagente utilizado para
averiguar a presenga do analito (por exemplo, um antigeno ou
anticorpo em andlises imunoldgicas). Sendo assim, o processo
da presente invengdo €& particularmente apropriado para
utilizag¢do com processos analiticos que apresentam baixas
exigéncias de limite de detecgdo. Os exemplos de tais
processos analiticos compreendem, mas ndo se encontram
limitados a, anidlises de 1ligagdo tais <como andlises
imunoldégicas, anadlises de hibridacdo de &cido nucleico,
andlises de libertag¢do, andlises valoradas por retrocesso e
sistemas de detecgdo utilizados em cromatografia,
electroforese capilar e andlise de injecgdo de fluxo.

Por exemplo, o processo da presente invengdo & utilizado
como uma andlise imﬁnolégica para determinar a concentracgdo
de um antigeno ou varios antigenos. O antigeno & quantificado
incubando um condutor ou varios condutores que tém
imobilizados nos mesmos um anticorpo primdrio com a amostra
que contém o antigeno e subsequentemente com um anticorpo
secundario ligado a uma fracgdo ECL. Apds incubag¢do durante
um periodo de tempo suficiente, o condutor ou condutores sdo
lavados, sendo que os anticorpos etiguetados ndo ligados sao
afastados. O condutor ou condutores s&8o subsequentemente
colocados numa célula entre eléctrodos que fornecem corrente,
em que a luminescéncia & induzida e medida de acordo com a
presente invengao.

Podem ser utilizadas wvarias modificagdes da andlise
imunoldégica descrita acima. Por exemplo, utilizando a

discriminag¢do de resolugdo temporal ou espectral podem ser
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simultaneamente detectados - dois ou mais compostos
etiquetados. A etiquetagem dupla acima descrita pode ser
estendida a andlises ndo competitivas em que o anticorpo
secunddrio €& etiquetado com diferentes fracg¢des ECL para
alcancar a normalizag¢do interna da andlise. Alternativamente,
podem ser utilizados dois ou mais compostos de etiquetagem
exigindo deste modo diferentes electrdlitos para a geracdo de
luminescéncia. Ao alterar o electrdlito, podem ser
quantificados diferentes compostos e analitos de etiquetagem
no mesmo ou diferentes condutores um apds o outro.

Do mesmo modo, as variagdes na dimensdo ou material dos
condutores permite a edigéb simultdnea de diferentes
compostos de luminescéncia e determinar a concentragdo de
diferentes analitos numa amostra. Por exemplo, dois
condutores de diferentes dimensdes podem ser revestidos com
diferentes anticorpos primédrios. Os condutores sdo depois
incubados com uma mistura que contém dois antigenos
diferentes a serem quantificados e dois  anticorpos
secundarios etiquetadosbcom a mesma fracgdo de ECL. Apds um
periodo de tempo suficiente, os condutores sdo lavados para
retirar os anticorpos secunddrios n3o ligados. Os condutores
sdo depois colocados numa célula onde a luminescéncia &
induzida pelo aumento gradual da tensdo aplicada nos
eléctrodos que fornecem a corrente. Conforme a tensdo &
gradualmente aumentada, a luz & primeiro emitida no condutor
maior dado que possui um potencial limite menor do que a sua
parte contrdria menor. Assim que a queda de tensdo na solugdo

electrolitica for suficientemente alta, a luz comega entdo a
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emitir no condutor menor. Outras modifica¢des do processo da
presente invengdo podem ser facilmente averiguados pelos
técnicos.

Exemplos

Os seguintes exemplos ndo limitativos ilustram a
utilizac¢do de luminescéncia gerada electricamente sem
contacto (COEL). A figura 1 apresenta um diagrama geral do
dispositivo a ser utilizado de acordo com a invengdo. Em
relagdo a figura 1, & proporcionada uma célula (10) que
apresenta paredes de célula (12) que rodeiam o electrdlito
(14) . O electrdlito (14) apresenta imerso dentro do mesmo um
par de eléctrodos (16, 18) que fornecem a corrente e um
condutor (20) posicionado entre os eléctrodos, mas ndo em
contacto electrdnico com os eléctrodos. Ligada aos eléctrodos
(16, 18) encontra-se wuma fonte de corrente (22) que se
encontra também ligada a um dispositivo de gravagdo (24), que
por sua vez se encontra ligado a um detector de luz (26) para
detectar a luz (hv) emitida no condutor.

A célula utilizada nos seguintes exemplos era uma célula
de politetrafluoroetileno que apresenta as dimensdes: C = 16
mm, L = 7 mm, D = 9 mm. Os eléctrodos que fornecem a corrente
foram feitos de um fio em ac¢o inoxidavel com um didmetro de 2
mm. Os eléctrodos encontravam-se espagados a 11 mm um do
outro. A fonte da corrente ‘era um gerador de impulsos
colestaticos caseiro passivel de gerar impulsos quadrados de
60 volts (V) e 0,4 milissegundos (ms). O detector de luz era
um fotomultiplicador vHamamatsu, modelo N°. R3550. O sinal

detectado foi amplificado com um pré-amplificador Stanford
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Research modelo n°® SR455. O sinal amplificado foi contado com
um contador de fotdes Stanford Research modelo N°. SR400. O
contador de fotdes foi ligado a um comﬁutador para controlar
o sistema de medig¢do e armazenamento de dados.

Embora a corrente eléctrica seja o factor primdrio para
a queda de tenséo nos condutores e deste modo para a geragdo
de Juminescéncia, devido a razles instrumentais somente a
tensdo aplicada aos eléctrodos de fornecimento de corrente &
aplicada nos exemplos 1 a 6.

Exemplo 1

Luminescéncia gerada electricamente sem contacto com

luminol

Solugdes amostra foram  preparadas dos seguintes
componentes: 5,0 x 1072 de tampd3o de borato ajustado para pH
7,8, 7,1 x 1002 M de azida de sédio e quantidades variaveis de
luminol (isto é 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona). A
luminescéncia gerada electricamente sem contacto (COEL) foi
iniciada a supérficie de um condutor de aluminio esférico com
6,3 mm dé didmetro (condutor Al) (AbbotBall Company) tal como
se segue: impulsos de excitagdo de 0,4 milissegundos de
duracdo e 60 V de amplitude com o nivel zero de 10 ms
intermitentes foram aplicados aos eléctrodos que fornecem a
corrente resultando numa corrente de pico de aproximadamente
50 mA na solucgdo amostra. A emissdo de luz resultante (isto &
a resposta COEL) do condutor Al foi detectada pelo
fotomultiplicador. A resposta COEL integrada dos 500 impulsos
de excitagdo com uma fungdo da concentragdo de luminol nas

Solucdes amostra encontram-se apresentadas no quadro 1 e
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figura 2. A resposta COEL de fundo (isto & a resposta sem o
condutor Al na cé&lula da amostra) foi de aproximadamente 50

vezes menor do que a resposta COEL de fundo andloga no quadro

1.
Quadro 1
Resposta COEL como uma fung¢do da concentragdo de luminol
[Luminol] /mol 1% COEL/au
0 7563
1,0 x 107 7490
1,0 x 107%° 15839
1,0 x 1077 58352
1,0 x 10°° 363900
1,0 x 1077 ' 2381000
Exemplo 2
Luminescéncia gerada electricamente sem contacto com
Ru(bEZHE

As solugdes de amostras foram preparadas dos seguintes
componentes: 1,12x10™" M potéssio diidrogeno fosfato e tampdes
8,80 x 107* M dipotéssio hidrogeno fosfato a pH 7,2, 1,0 x 10~
! M tripropilamina, 7,1 x 10% M de azida de sbédio e
quantidades variaveis de tris(2,2'-
bipiridil)ruténio(II) (Ru(b-py)s:**). A luminescéncia gerada
electricamente sem contacto (COEL) foi iniciada na superficie
de um condutor de ouro esférico com 5,0 mm de didmetro
(condutor Au) (isto & wuma bola de vidro coberta com uma

camada de ouro evaporada em vacuo) tal como se segue:

impulsos de excitagdo de 0,4 ms de duragdo e 6,0 V de
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amplitude com o nivel =zero intermitente de 10 ms foram
aplicados aos eléctrodos que fornecem a corrente resultando
numa corrente de pico de aproximadamente 50 mA na referida
solugdo amostra. A emissdo de 1luz resultante (isto é a
resposta COEL) do condutor Au foi detectada pelo
fotomultiplicador. As respostas COEL integradas de 500
impulsos de excita¢do como uma fungdo da concentracgdo
Ru(bpy03m' na sgolug¢do amostra encontram-se apresentados no
guadro 2 e figura 3. A resposta de funda COEL (isto & a
resposta sem o condutor Au na célula da amostra) era de cerca
50 vezes menor do que a resposta COEL de fundo andloga no

quadro 2.

Quadro 2

Resposta COEL como uma fungdo da concentrag¢do Ru(bpy)32+

[Ru (bpy)3**] /mol 17* COEL/au
0 - 853
1,0 x 1078 ' 11025
1,0 x 1077 131540
1,0 x 107° 942059
1,0 x 107° 6715220
Exemplo 3

Luminescéncia gerada electricamente sem contacto com

térbio (III)-1

Solugdes amostra foram preparadas dos seguintes
componenteg: tampdoc de borato 5,0 x 102 M ajustado para pH

7,8, 7,1 x 10 M azida de sbédio e varias quantidades de
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quelatos de Tb(III)-1 em que 1 é 2,6-bis [N, N-
bis (carboximetil)aminometil] -4-benzoilfenol. A COEL foi
iniciada na superficie de um condutor Al esférico com 6,3 mm
de didmetro (AbbotBall Company) tal como se segue: impulsos
de excitagdo de 0,4 ms; duragdo e 60 V de amplitude com nivel
zero intermitente a 100 ms foram aplicados aos eléctrodos que
fornecem a corrente -resultando numa corrente de
aproximadamente 50 mA nas referidas Solugdes amostra. A
emissdo de luz resultante do condutor Al foi detectada pelo
fotomultiplicador durante o intervalo de 0,08 - 8,0 ms do £im
do impulso de excitagdo de 0,4 ms (isto & uma resposta COEL
atrasada ou, abreviado, uma resposta DCOEL). A resposta DCOEL
integrada dos 500 impulsos de excitagdo como uma funcdo da
concentracdo de térbio (III) nas Solugdes amostra encontram-
se apresentadas no quadro 3 e figura 4. A resposta DCOEL de
fundo (isto & a resposta sem o ;ondutor Al na célula da
amostra) foi de cerca de 5000 vezes menor do que a resposta

DCOEL de fundo andloga no quadro 3.

Quadro 3
Regposta DCOEL como uma fungdo da concentragdo de térbio(III)-1

[Tb(III)-1]/mol 17° DCOEL/au

0 10054

1,0 x 1077 46499

1,0 x 10°° 337576

1,0 x 1077 4001260

Exemplo 4

Andlises imunoldgicas da hormona de estimulagdo da

tiredide humana
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(hTSH) pela luminescéncia gerada electricamente sem

contacto

A. Preparagdo do composto de etiguetagem

Fol wutilizado wum complexo de térbio (III) com 4-
(3-isotiocianatobenzoil) -2, 6-bis [N, -N-bis (carboximetil)amino-

metil] fenol como o composto de etiquetagem e foi sintetizado

tal como descrito em J. Kankare et. Al., Anal. Chim. Acta,
266:205 (1992), que & incorporado na presente como
referéncia.

B. Etiquetagem de anti-hTSH IgG

Foi permitido a um excedente em 60 vezes de complexo de
térbio (I1I) 4- (3-isotiocianatobenzoil) -2, 6-bis [N, -N-
bis (carboximetil)aminometil] fenol reagir durante a noite com
anti-hTSH IgG (Oy Medix Biochemica Ab, Kauniainen, Finlandia)
a pH 9,5. O anticorpo etiquetado foi separado do complexo de
térbio (III) livre excedente numa coluna cheia com Sephadex
G-50(1,0 x 5,5 cm) e Sepharose 6 B(1,0 x 5,2 cm) utilizando
tampdo de carbonato de sddio 1,0 x 10*' M a pH 9,3, contendo 9
g 1" de cloreto de sédio e 0,5% de azida de sédio como agente
eluiente.

C. Revestimento dos condutores de aluminio

Os condutores Al com v6,3 mm de didmetro (AbbotBall
Company) foram revesﬁidos com anti-hTSH IgG por uma adsorgdo
figsica com tampdo 5,0 x 10? M Tris-HCI a pPH 7,5, contendo
cloreto de sédio 9 g 17" e 0,05% de azida de sd&dio. A mistura
da reacgdo foi deixada durante a noite & temperatura

ambiente. Apds o revestimento, os condutores Al foram lavados

o\°

com uma solug¢do contendo 9 g‘]fl cloreto de s6dio, 0,01% de
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azida de sbédio 0,2 glq' Tween, e saturados com 0,1% BSA
(albumina de soro de bovino) durante a noite e armazenado
htmido a 4° centigrados.

D. Andlises imunoldgicas de hTSH

Um amarelo de 100 pl de uma norma apropriada contendo um
0,1, 10, 100 ou 1000 wuU ml™* de hTSH (Orion Diagnostica,
Espoo, Finlandia) foi adicionado num tubo de ensaio de 300 nl
seguido de 14,5 ul de uma solugdo anti-hTSH etiquetada com
térbio (III) em que 23,4 ug ml™* do anti-hTSH etiquetado com
térbio (III) foram dissolvidos em 5,064 ml de 5,0 x 102 M de
tampdo TRIS-H,SO, a pH 7,8 contendo adicionalmente cloreto de
sédio 9 g 1%, 5 g 17t de BSA, 0,5 g 17* de azida de sdédio, 0,5
g 1* de globulina y de bovino, 0,1 g 1"* Tween 20, 7,9 mg 1
DTPA (4cido dietilenotriaminpentaacetico). O condutor Al
revestido e lavado foi <colocado no tubo de ensaio
anteriormente mencionado. Apds uma hora de incubagdo agitando
continuamente, o condutor Al £foi lavado duas vezes durante
dois minutos com 400 ul 5,0 x 107> M de tampdo TRIS-HCI a pH
7,4 contendo adicionalmente 0,05% de azida de sdédio, 0,2%
BSA, 0,1% Tween. O condutor Al foi depois transferido para a
célula COEL contendo 5,0 x 1072 M de tampdo H3BO;- H,S0, a pH
7,8 e 1,0 x 10° M de azida de sdédio. A resposta DCOEL foi
medida seguindo o© procedimento do exemplo 3, sendo oOs

resultados apresentados no quadro 4 e figura 5

Quadro 4
Bnédlises imunolégicas de hTSH por luminiscéncia gerada

electricamente sem contacto
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hTSH/uU ml™?* DCOEL/au
0 471
1 650
10 1070
100 , 4380
1000 13620
Exemplo 5

Andlise multicomponente

Por luminescéncia gerada electricamente sem contacto

Solugdes amostra foram  preparadas dos seguintes
componentes: 5,0 x 10> M de tampdo do borato ajustado para pH
7,8, 3,0 x 107 M de peréxidisulfato e 1,0 x 103 M Tween
(monolaurato de polioxietileno (20) sorbitano e quantidades
varidveis de Ru(Bpy):*" e quelato de Tb(III)-1. A COEL foi
iniciada & superficie de um condutor Al esférico com 6,3 mm
de di8metro (AbbotBall Company) tal como se segue: impulsos
de excitacdo de 0,4 ms de duracdo e 60 V de amplitude com o
nivel =zero intermitente de 100 ms foram aplicados aos
eléctrodos que fornecem a corrente resultando numa corrente
de aproximadamente 50 mA na referida solugdo amostra. A
emissdo de luz resultante do condutor Al foi detectada pelo
fotomultiplicador durante o impulso de excitag¢do (isto &, uma
resposta COEL) e durante o intervalo de 0,08 - 8,0 ms do fim
do impulso de excitagdo de 0,4 ms (isto & uma resposta COEL
atrasada ou DCOEL). As respostas COEL e DCOEL integradas dos
500 impulsos de excitagdo encontram-se apresentadas no guadro
5 e figura 6: a resposta DCOEL pode ser utilizada para a

quantificagdo de Tb(III)-1 nestas misturas da amostra porgque




25

a COEL de Ru(bpy)s:** teve uma vida demasiado curta para
alcangar a janela de detecgdo de 0,08 - 8,0 ms, enquanto que
a resposta COEL apresentada (isto & a resposta COEL observada
subtraida da resposta COEL de Tb(III)-1 que por sua vez, €
estimada da resposta DCOEL medida) pode ser utilizada para a

quantificacdo de Ru(bpy)i**.

Quadro 5

Resposta COEL e DCOEL como uma fungdo das concentrac¢des Tb(III)-1 e

Ru (bpy) ;** combinadas
[To(III)-1 + COEL de Ru(bpy)s** /au |DCOEL de Tb(III)-1/au
[Ru (bpy) 3%*] /mol™*
1,0 x 10%+ 1,0 x 10°° 335772 36377
1,0 x 107+ 1,0 x 10°° 382782 317303
1,0 x 10°+ 1,0 x 10°° 1383670 2933600
1,0 x 107+ 1,0 x-1077 34376 377757
1,0 x 107+ 1,0 x 10°° 382782 317303
1,0 x 107+ 1,0 x 107° 1697352 395255
Exemplo 6
Luminescéncia gerada electricamente sem contacto

selectiva na dimensao

Uma solugdo amostra foi preparada dos seguintes
componentes: 1,12 x 10 M fosfato de potdssio dihidrogenado e
8,80 x 10?2 M de tampdo de fosfato de potdssio hidrogenado a
pH 7,2, 1,0 x 10* M tripropilamina, 7,1 x 102 M de azida de
sédio e 1,0 x 1078 M tris(2,2’bipiridil)ruténio (II)
(Ru(bpy)s**) . A COEL foi iniciada separadamente na superficie

dos condutcres de ouro esféricos (condutores Au) com OS
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didmetros apresentados no quadro 6 (isto &, uma bola de vidro
coberta com uma camada de ouro evaporada em vacuo) aplicando
uma tensdo de excitac8o CC de 0 V a 20 V nos eléctrodos de
fornecimento de corrente a uma velocidade de varrimento de
0,25 V s na solucdo amostra. As respostas COEL resultantes
de Rul(bpy)s;®" de diferentes condutores Al foram detectadas
pelo fotomultiplicador e sdo apresentadas na figura 7 (2,0 mm
(=.-), 2,5 mm (........ ), 3,5 mm (---) e 6,0 mm (__)). As
voltagens de pico e intensidades de COEL de Rul(bpy)s®”

utilizando os diferentes condutores Au encontram-se

apresentadas no quadro 6.

Quadro 6
Tensdes de pico € intensidades de pico na COEL Ru (bpy) 3** nos

electroluminogramas obtidos utilizando diferentes condutores Au

Didmetro do condutor TensBes de pico/V COEL de Ru(bpy)s** /Au
Au/mm

2,0 14,0 4600

2,5 10,5 10600

3,5 8,9 46300

6,0 5,7 157000

Lisboa, 29 de Julho de 2008




Reivindicagdes

Processo para gJgerar luminescéncia de um composto
luminescente para a quantificag¢do do referido composto
luminescente, que compreende: proporcionar um electrdlito
que apresenta dentro do mesmo (i) um par de eléctrodos
que fornece a corrente, (i1) um material condutor
eléctrico posicionado entre os referidos eléctrodos, mas
ndo em contacto electrdédnico com os referidos eléctrodos,
e (iii) encontrando-se o referido composto luminescente
em contacto electrdnico com o referido material condutor
eléctrico; e aplicar uma corrente eléctrica aos referidos
eléctrodos induzindo deste modo o referido composto

luminescente a luminescéncia.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por o referido processo compreender adicionalmente medir
a referida luminescéncia para quantificar a concentracgdo

do referido composto luminescente.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por o referido material condutor eléctrico ser material

electroquimicamente inerte.

Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
por o referido material electroguimicamente inerte ser

carbono vitreo, ouro, platina ou misturas dos mesmos.
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Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido material condutor eléctrico ser um metal

isclado ou semimetal.

Processo de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
por o referido material isolado ou semimetal ser isolado

com um &xido ou revestimento polimero.

Processo de acordo com a reivindicacgdo 5, caracterizado
por o referido metal ou semimetal ser aluminio, hafnio,
magnésio, silicio, téantalo, tité&nio, zircdnio ou misturas

dos mesmos.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido material condutor eléctrico ser uma
membrana porosa coberta com uma camada fina de um
material electroquimicamente inerte ou um metal isolado

ou semimetal.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido material condutor eléctrico ser uma
combina¢do de um material electroquimicamente inerte e um

material isolado ou semimetal.

Processo de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado
por o referido material condutor eléctrico compreender

adicionalmente um material magnético.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido electrdlito conter pelo menos dois

materiais condutores eléctricos.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por o referido electrdlito conter pelo menos dois

diferentes tipos de materiais condutores eléctricos.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por o referido electrdlito ser um electrdlito aquoso.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por o referido electrdlito ser um electrdlito ndo aquoso.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por o referido composto luminescente se encontrar fixado

4 superficie do referido material condutor eléctrico.

Processo de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado
por o referido composto luminescente estar 1ligado a um

analito de interesse.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a referida luminescéncia ser medida apds um atraso do
término da referida corrente eléctrica aplicada aos

referidos eléctrodos fornecedores de corrente.



18.

19.

20.

21.

22,

23.

Processo de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado
por a referida luminescéncia resultar de pelo menos dois

compostos luminescentes diferentes.

Processo de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
por a referida luminescéncia ser formada & superficie de
pelo menos dois tipos diferentes de materiais condutores

eléctricos.

Processo de acordo com a reivindicag¢do 19, caracterizado
por a . referida  luminescéncia nas superficies dos
referidos diferentes materiais condutores eléctricos ser
iniciada e medida a diferentes niveis de corrente

passando através dos eléctrodos fornecedores de corrente.

Processo de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado
por as medigdes de dois ou mais compostos Iluminescentes
gquimicos em diferentes condutores serem utilizadas para a

normalizag¢do interna.

Processo de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado
por as medig¢des de dois ou mais compostos luminescentes
em diferentes condutores serem actualizadas para

determinar a concentracfo de dois ou mais analitos.

Processo de acordo com a reivindicag¢do 16, caracterizado
por o referido analitico de interesse ser uma sequéncia

de acido nucleico.



24. Processo de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado

por o referido analito ser uma sequéncia de amino &acido.

Lisboa, 29 de Julho de 2008
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