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The article describes the main Chemiluminescence and Bioluminescence systems, presenting their
historic and conceptual aspects, emphasizing their applications in chemical and biological analyses
(immunoassays, molecular biology, environmental chemistry and other areas). It also describes the
properties, advantages and importance of luminescence in analyses, due to the sensitivity, quickness,

safety and reliability of the method.
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1. INTRODUCAO

A luminescéncia, um dos espeticulos mais fascinantes de
dissipagdo de energia é definida como emissdo de radiagdo
eletromagnética, por moléculas, de comprimentos de onda que
vio do ultravioleta ao infravermelho no espectro eletromagné-
tico. Essas radiagdes resultam da transi¢io de um estado ele-
tronicamente excitado para um estado de energia mais baixa.
A luminescéncia, a depender das formas de excitagdo, estd
subdividida em: quimioluminescéncia (QL), bioluminescéncia
(BL), termoluminescéncia, eletroluminescéncia e fotolumines-
céncia (Fluorescéncia e fosforescéncia)l.

QL e BL sido, analiticamente, os tipos de luminescéncia
mais importantes. Suas aplicagbes em ensaios clinicos, imu-
noensaios, no campo da ciéncia forense, anélise da polui¢do
do ar, contaminagio de alimentos e muitas outras, trazem ra-
pidez, seguranga e confiabilidade aos resultados?.

Muitas vantagens t&ém apontado as reagbes quimiolumines-
centes (QL) como sendo, na prética laboratorial de pesquisa
ou diagnéstico, mais convenientes que outras, sobretudo aque-
las baseadas na emissiio de radioisétopos. De sensibilidade
equivalente ou superior a estas, as reagdes QL ainda apresen-
tam a seu favor um custo operacional mais baixo, além da ndo
agressio ao operador e ao meio ambiente, tio problemdticas
quando se faz uso de materiais radioativos3.

2. ASPECTOS HISTORICOS

A luminescéncia é conhecida pela ciéncia hd muito tempo.
Aristételes (384-322 a.C.) descreveu em “De Anima” a BL de
fungos e bactérias, em peixes mortos. Depois, Robert Boyle,
na Alemanha, descobriu que o oxigénio estava envolvido no
processo bioluminescente (BL). Dubois também contribuiu
com seu trabalho de BL de vaga-lumes no século XIX.
Radziszwski sintetizou a lofina em 1877 e Eder o pirogalol
em 1887, sendo responsiveis pelos primeiros exemplos de
reagdes QL em solugdo. O fendmeno da QL foi descrito, pela
primeira vez, por Eilhard Wiedeman em 1888. Em 1928,
Albrecht descreveu as propriedades do luminol, enquanto a
lucigenina foi sintetizada por Gleu em 1935. Um fato curioso
foi demonstrado por soldados japoneses durante a Segunda
Guerra Mundial, que utilizavam pé de Cypridina, um crusta-
ceo muito comum nos mares do Japdo, juntamente com saliva,
originando uma luz azulada, que os ajudava na leitura de
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mapas nos acampamentos, sem que 0s inimigos os notassem.
Em 1947, a luciferase de vaga-lume foi, pela primeira vez,
isolada®. Em 1952, Strehler e Totter’ publicaram uma aplica-
¢do analitica desta enzima, na dosagem de ATP. O primeiro
ensaio QL foi descrito em 1976 com uma publicagdo Schroder
e colaboradores®.

O interesse e a aplicagio dessa metodologia tém crescido
desde entdo, 0 que é mostrado na literatura das ultimas décadas.

3. QUIMIOLUMINESCENCIA

Em reagdes QL, a energia excedente de uma molécula num
estado eletronicamente excitado singleto ou tripleto, é dissipada
na forma de radiacio eletromagnética, diferentemente do que
ocorre na maioria das reagdes exotérmicas, onde a dissipagdo é
na forma de calor ou excitagfio rotacional ou vibracional. O fe-
némeno da QL ocorre devido a quebra de ligagdes ricas em ener-
gia, tais como, perdxidos, hidroperéxidos ou 1,2-dioxetanos, ji
existente nas moléculas ou formadas a partir de rearranjos
moleculares (intermedidrios).

Esse processo pode ser ativado enzimaticamente ou quimi-
camente.

O produto excitado ao retornar ao estado fundamental, emite
fétons, caracterizando a QL direta ou poderd transferir sua ener-
gia para uma outra molécula, sendo entéo, QL indireta’.
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Figura 1. Representagio esquemdtica da distribui¢do do elétron nos

orbitais moleculares para diferentes estados de uma molécula.
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Figura 2.

a. Esquema geral do fenémeno da QL.

b. Equagdo geral do rendimento qudntico total.

¢. Rendimento qudntico total, (medida de produgdo de luz).

Assim como nos casos de fluorescéncia, o sistema QL ndo
é um estado de equilibrio termodindmico e pode ocorrer na
fase gasosa, sélida ou liquida, sendo esta a mais aplicada. A
relacio entre QL e o fendmeno de absorgiio/emissio, tal como
fluorescéncia é apresentada a seguir. (Figura 3)
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w
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Figura 3.

1- Reagdo quimica entre A e B no estado fundamental
1 + 2- Quimioluminescéncia

2- Fluorescéncia

3- Absorgdo

3.1 Comparacgao entre sistemas Quimioluminescentes

3.1.1 Luminol

O luminol (5-amino-2,3-diidroftalazina-1,4-diona)?, é o
substrato de uma das mais cldssicas reagdes QL. Essa molécu-
la pode ser oxidada por H,O; na presenga de um catalisador,
em geral peroxidase (HRP-Hoseradish Peroxidase)?, formando
um peréxido altamente reativo, decompondo-se via um
didnion, fon ftalato, eletronicamente excitado. (Eq. 1)

Outros oxidantes usados incluem hipoclorito, iodo, perman-
ganato e oxigénio na presenga de catalisadores adequados, tais
como [Fe(CN)]3+ e Cu?*,

O rendimento quantico ($gr) de um sistema QL normal-
mente é muito maior que o BL. Para o luminol este é de 1%.
Para melhord-lo, sdo utilizados compostos quimicos como
intensificadores, cujo mecanismo de agdo ndo € totalmente
conhecido, embora ji existam propostas!?. A exemplo t&m-se
o p-iodofenol, manitol, histidina, 6-hidroxibenzotiazol,
diidroluciferina, dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinonal®-15,
Além desta caracteristica os intensificadores prolongam a
emissdo luminosal®,

O resultado da emiss@o luminosa pode ser detectado por
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201




sensores apropriados como os lumindmetros ou utilizando fil-
mes fotograficos!® ou de raio X'7. O limite de detecgdo do
luminol, como marcador, na presenga de intensificadores, no
sistema HyO,/peroxidase é de 5x10°17 mol13.1719, Alguns de-
rivados do luminol sfo apresentados a seguir. (Figura 4)

3.1.2 Derivados da Acridina

A lucigenina (nitrato bis-N-metil acridina)!-9.20.21 ¢ similar
ao luminol no que se refere a sua oxidagdo por H,O; em so-
lug@o alcalina, mostrado na reagdo abaixo. Porém essa reagdo
dispensa um catalisador enzimético e ocorre na presenga de
um fon metélico tal como Pb?*. (Eq. 2)

Deste modo proporciona a base de sua aplicagdo nio pos-
sivel com o luminol, sendo ¢qr de 1 a 2%. Na reagéo abaixo
tem-se um éster de acridina que também possui caracteristicas
luminescentes. (Eq. 3)

fHa
o H,o,/Ho
M"’
CH:.

3.1.3 Diaril oxalatos

Compostos como bis-(triclorofenil)oxalato (TCPO)?, sofrem
uma reagdo de oxidagdo QL com H;0,, via um oxalato inter-
medidrio, equivalendo portanto a QL indireta, como mostra a
reagio abaixo. (Eq. 4)

O melhor ¢qr, ocorre em solventes estéricos e a intensi-
dade luminosa aumenta na presenga de bases orgénicas
sendo inibida por 4cidos orgénicos. Um problema com o
diaril oxalato € a sua susceptibilidade a hidrélise afetando
a caracteristica de emissdo de luz. Ele tem sido usado em
acetato de etila, metanol, tampdo aquoso (pH 4-10) e siste-
mas contendo trietilamina para anélise de HzOz E menos
susceptivel a interferéncias, tal como 4cido idrico, porém é
menos sensivel que o luminol. Seu limite de detecgio € de
7x10-% mol/L 2.
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3.1.4 Derivados do 1,2-Dioxetano

O que existe de mais recente no mercado em substratos
QL, sdo alguns derivados do 1,2-dioxetano. O 3,3,4-trimetil-
1,2-dioxetano foi o primeiro derivado a ser sintetizado, porém
decompde-se rapidamente A temperatura ambiente??, como
mostra a reagiio abaixo. (Eq. 5)

Diante desta dificuldade, outros derivados foram sintetiza-
dos conseguindo-se assim, compostos com elevada estabilida-
de. Um impedimento estérico no anel dioxetano, tal como o
grupo adamantano é, certamente, um fator estabilizante. O 3-
(2'-espiroadamantano)-4-metoxi-(3-fosforil)-fenil-1,2-
dioxetano ou AMPPD, apresenta uma meia-vida de 19 anos a
25°C!, o que proporciona uma grande vantagem em relagio
aos sistemas anteriormente citados. (Eq. 6)

A sensibilidade como marcador é de 1x102° mol 1. Os de-
talhes sobre a sintese desses compostos sdo omitidos pelo la-
boratéric TROPIX®. Porém, uma publicagiio recente, de um
grupo de pesquisadores desse laboratério, oferece maiores in-
formagdes sobre a mesma2?. O AMPPD € um excelente
substrato para a fosfatase alcalina. A intensidade de emissdo é
proporcional a concentragéo da enzima. O pH ideal de traba-
lho é de 9,0 e o comprimento de onda de emissio (Amax) é de
470 nm.

A seguir sdo apresentadas outras moléculas com proprieda-
des QL4 (Figura 5).

4. BIOLUMINESCENCIA

Determinados organismos vivos, diante da necessidade de
reproducio, predagéio ou sobrevivéncia, proporcionam a natu-
reza espeticulos caracteristicos que envolvem percepg¢io dos
sentidos, forga e habilidade com extraordindria originalidade.
Dentre esses espeticulos encontra-se a BL, definida como
emissdo luminosa decorrente de reagdes catalisadas por
enzimas com alto ¢qL. Apresentando rara beleza e elevada
sensibilidade, este fendmeno estd presente desde seres
unicelulares até seres superiores, porém € desconhecido em
mamiferos, anfibios, répteis e plantas superiores. Os organis-
mos BL ji estudados pelo homem incluem bactérias
(Achromobacter fischeri, Photobacterium, Vibrio)?4-28,
dinoflagelados (Gonyaulax, Pyrodinium, Pyrocystis)?8-29,
celenterados (Aequorea, Obelia)*%-32, antozodrios (Renilla)33-34,
fungos (Omphalia)?®, anelideos (Diplocardia)®-36, moluscos
(Latia)37:38, crustdceos (Cypridina)’®-45, insetos (Photinus
pyralis)*-48 e peixes (Apogon, Photoblepheron)*9-3%. A quimi-
ca da BL é complexa e ainda pouco compreendida. Em geral
a reagdo envolve oxigénio, um substrato (luciferina) e uma
enzima (luciferase). Outros reagentes algumas vezes tam-
bém sdo essenciais. Surge entdo a questdio quanto ao meca-
nismo de reagdo, através da qual uma descarboxilagio oxidativa,
levaria & produgdo das oxiluciferinas em estado excitado.
O isolamento e estudo de dioxetanos ¢ a-peroxilactonas (F.

*
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McCapra)?240, constituiram-se um marco importante no co-
nhecimento da emiss#o de luz in vivo, pois ocorre a formagio
desses intermedidrios nas reagdes de diversos sistemas BL.

4.1 Sistemas bioluminescentes

4.1.1 Insetos lampirideos

O vaga-lume é o sistema BL mais estudado. A produgio de
luz requer uma reagdo inicial onde, na presenga da luciferase
(LUC:EC 1.13.12.7., 50 KDa) (E) e tendo como cofator a
luciferina, hid uma conversdo desta a luciferil adenilato. Esse
intermedidrio, ainda sob catélise enzimdtica, combina-se com
oxigénio molecular para dar um complexo oxiluciferil-
adenilato-enzima como é apresentado no Esquema 1.

Depois da emissdo, o complexo dissocia-se para formar a
enzima, AMP (Monofosfato de Adenosina), diéxido de carbo-
no e oxiluciferina’l. O CO; é derivado do grupo carboxila da
luciferina. A reagdo, quando realizada em laboratério, apre-
senta atividade mdxima em pH 7,8 a 25°C 46,

Muitas espécies de vaga-lumes assemelham-se no uso da
mesma luciferina, porém a cor da luz emitida pode ser diferen-
te devido as variagdes na estrutura molecular das luciferasess2,
O Amax é também alterado pela mudanga no pH, forga ibnica,
temperatura e a presenga de cloreto de zinco ou cddmio3.

A luz emitida, chamada de luz fria, pois praticamente nio
dissipa calor, é mais eficiente que o sol e muitas méquinas
construidas pelo homem (Eficiéncia: energia/massa). O ¢qL
desse sistema é cerca de 88 a 92% 5455

lil P
N‘\c_c< ’

L, o+ ame
H Ha

o — u@i}%
S~

Existem alguns métodos de extragdo e purificagio da
luciferase 5657, uns com uma rentabilidade bem razoével e
outros tornam-se quase que impraticdveis, por necessitarem
de uma grande quantidade de matéria-prima (vaga-lume) para
conseguir alguns miligramas de enzima. A luciferina também
jé foi isolada e sintetizada’3-63. ’

Recentemente, pesquisadores da Universidade da Califérnia,
através de técnicas de engenharia genética, inseriram o gene
responsével pela sintese da luciferase de vaga-lumes em
vetores (plasmideos), os quais passaram a expressar a enzima
em culturas de E. coli% ou de células de mamiferos®S.

Anestésicos como procaina e lidocaina inibem a reagao9,
bem como os fons Cl-, Br, NO5-, I- ¢ SCN- ¢7, E isto, realmen-
te, tem formado a base de ensaios.

4.1.2 Crusticeos

O Cypridina contém uma glandula na regido anterior do
seu corpo onde dois tipos de secregdio sdo armazenados sepa-
radamente. Diante de um estimulo, o animal langa essas se-
crecdes equivalentes & luciferina e luciferase, as quais utili-
zam o oxigénio dissolvido no meio hidrico para produzir uma
luminescéncia azulada, como mostra a reagdo. (Eq. 7)

4.1.3 Celenterados

O sistema BL do Aequorea, conhecido como medusa ou
dgua-viva, consiste em um complexo de fotoproteina que reage
com Ca?* para produzir uma luminescéncia azulada com Apax

I 0
g " C—C—-ATP-E
—
B H s.~“Ha

c—c:o
‘I:H + AMP + lucifercee —
2

(E)

N\c=°* N\c=°
& + COp — L, * hv(560nm)
HO Ha H S~ 2

Esquema 1

H
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469 nm e independe da presenga de oxigénio. A seguir € apre-
sentado a estrutura da fotoproteina do Aequorea, (Fig. 6).

4.1.4 Bactéria Marinha

Muitas bactérias marinhas luminescentes tém sido estuda-
das, particularmente a Beneckea harveyi (Photobacterium
fischeri) e Vibrio fischeri. Os componentes requeridos para a
BL sio FMNH; (Flavino Mononucleotideo reduzido), gerado
a partir do FMN pela oxidagio do NADH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo reduzido) ou NADPH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido) com auxilio da
enzima FMNredutase, uma cadeia de aldeido alifético
(RCHO), oxigénio e uma luciferase de bactéria (LUX: EC
1.14.14.3., 39-42 KDa), como mostra o esquema II.

A luz total produzida na reagio é proporcional 4 quantida-
de de cada um dos substratos (O,, FMNH, e RCHO) quando
eles estdo presentes em quantidade limite. A fungio da
luminescéncia, cujo ¢qL € de 20% & ainda pouco conhecida. A
Figura 7 apresenta as estruturas de luciferinas de outros siste-
mas BL.

5. APLICACOES ANALITICAS

Andlises diretas de metais, tais como fons divalentes Cu?*,
Co?*, Ni?* e os fons vanadila, podem ser feitas utilizando o
sistema luminol/H20; numa concentragio de 1-10ppb%8. Man-
ganés (Mn2+) também pode ser determinado quando uma amina
é adicionada para aumentar seu potencial de reducdo pela es-
tabilizagio do fon Mn3* %8 Cromo (Cr3*) pode ser determina-
do em presenga de outros metais, com adigio de EDTA para
desativar a maioria das interferéncias®®. O fon Fe?* pode ser
analisado pela reagio luminol/ar na auséncia de H,0,"°.

Arsénio (As?*), numa concentragio aproximadamente 2x10-'M,
pode ser determinado por titulagio com iodo, usando a reagio
oxidativa do luminol para indicar o ponto final®8. Qutros exem-
plos incluem titulagdo de tilio’! e chumbo’? com dicromato e
andlise do Fe?* pela titulagio com Ce** 73, O aparecimento da
QL indica o excesso de oxidante.

A meia vida de materiais como polimeros, 6leos lubrifi-
cantes, alimentos e outros depende muito das condi¢des de

| N OH
Ha
o H
COOH
(proteina)
Figura 6

uso e do seu grau de oxidagdo.

A meia vida pode ser determinada aceleradamente pela téc-
nica de temperatura elevada, porém o mecanismo da auto-
oxidagdo poderd ser alterado com a temperatura e, com isso,
os resultados obtidos nem sempre sdo coerentes com a obser-
vagdo pritica. Um método baseado na medida da QL, mede o
grau de oxidagdo de sdlidos e liquidos. A intensidade da QL
é fungio da taxa de oxidagdo do material.

A poluigido do ar também pode ser analisada utilizando a
QL. Ozénio pode ser determinado através da sua reagdo QL
com o etileno, sendo o limite de detecgdio de 6-9 ppb’.

Os 6xidos de nitrogénio’, os maiores poluentes produzi-
dos por veiculos automotores e combustiveis fésseis, podem
ser determinados pela reagdo QL com O3, podendo ser detec-
tado 0,02 ppm’’78. SO,, presente no ar em concentragio de
aproximadamente 40 mg/m3, pode ser analisado passando-se
amostras de ar por uma solugdo aquosa de tetracloromercurato
que converte o SO, no complexo diclorossulfitomercurato. A
oxidag@o do complexo por KMnO4 é QL e a intensidade é
proporcional A concentragiio de SO;7.

A determinag@o de hidrocarbonetos na exaustio de automé-
veis também pode ser realizada por uma reacio QL na fase ga-
sosa com oxigénio®0, Olefinas e hidrocarbonetos aromiticos po-
dem ser detectados, contudo o método é mais sensivel para

E=FMN ReasZc " Escura ”

O0H

Cinterm-.II)
E + FMN + Ha05

E—FMNH E=FMNH
Cintermedidrie I2 RCOH 00H
E . , .
Cluciferase Cintermediario IIAD
NAD* FMNH, *RCUOH
Oz E—FMN* HOH
FMN Cauto~oxidosZo) l~~~~~~ h 478-505nm
redutase \ » )
Ha02 E—FMN* HOH
NADH, FMN

E + FMN + Ha0

Esquema I1
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I-Estrutura bésica da luciferina do Cypridina e Renilla (Comparagdo)

R /R"'
N
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‘R'=+ ‘R'+ —0OH

NH \R" + —CHp—CgHsg
‘R" + =C-NH-C=NH
fHa

‘\R""+ —CH-CHa—CHq ‘R"'+ R nfo identificades embora

II- Luciferinas de outras espécies:
A. Latia (molusco de dgua doce)

Hg CH

B. Diplocdrdia (Anelideo)
0
N/\/CHU
H

A_.. = 500 nm

R = —CH; a BL ainda ¢ gtivada

3 ?H:l ﬁ H: CHE 0

1]
CHz ),C=CHO—CH * D, — CHz )2C‘CH3 )\qu = 5°°nm
CHgy CHj, ‘

C. Dmollagelado

A =475 nm

Figura 7

olefinas. Contaminantes tais como CO, CO,, SO, e NO; nio
interferem.

O gés niquel carbonila, extremamente téxico, pode ser de-
tectado pela reagdo QL com oz6nio na presenga de CO, po-
dendo ser detectada 0,01 ppb. A reagdo produz 6xido de ni-
quel (Ni?*) excitado, por um processo de cadeia que gera
muitos f6tons a partir de cada molécula®!,

O sistema luminol é utilizado na determinag@o de H,O; em
concentragdes de 10-18 M, usando o complexo cobalto (Co3*)
trietanolamina$? ou ferricianeto®? ou ainda peroxidase34 como
ativadores. Este dltimo envolve um sistema de inje¢do por
fluxo e utiliza um intensificador QL, permitindo analisar até
80 amostras/hora.

As vantagens inerentes aos sistemas luminescentes, tais como
sensibilidade, praticidade, baixo custo e auséncia de riscos du-
rante o manuseio, conduziram a exploragdo da BL e QL como
ferramenta analitica em quimica clinica e investigagdo cientifi-

206

ca. Dentre os principais campos de aplica¢Bes ressaltam-se:

5.1 Microbiologia

A dosagem de ATP através da reagdo catalisada pela
luciferase de vaga-lume, consiste num método largamente em-
pregado para contagem de células, bem como, para detec¢io de
microorganismos como Staphylococcus aureus® e Leptospira
interogans®6, dentre outros. Essa reagfio luminescente tanto pode
ser avaliada em secregdes orginicas (sangue, urina, plasma)
como no controle de qualidade de alimentos$7, tendo como in-
conveniente o fato de ndo ser especifica.

5.2 Enzimologia

Enzimas, em geral as de oxi-redugéo, substratos ou cofatores
de reacdes, sdo passiveis de abordagem direta ou indireta atra-
vés da BL, utilizando luciferase soliivel ou co-imobilizada com

QUIMICA NOVA, 16(3) (1993)



0
E) O HH
N“c—@-ﬁ-%—cooH
" s FHa CCHadg
NH
£=NH
NHa

B) OHH

N\c’c<0t:H= OI:::I:: N“c-g—ﬁ—é—qocu
Y s’,éu, " :> <s’,éH, Ha

0
D) o N\C/<OH
HO—%— sffé“=
OH

A- Ester metil D-luciferina
B- D-luciferil-L-fenilalanina
C- D-luciferina-O-sulfato
D- D-luciferina-O-fosfato
E- D-luciferil-L-N® arginina

Figura 8

Tabela 1. Ensaios BL para Enzimas, Substratos e Cofatores

ENSAIOS SENSIBILIDADE REFERENCIA
ENZIMA
Alcool Deidrogenase | 0,015-3 pmol 88
ATPase — 89
SUBSTRATOS E
COFATORES
ATP 90-92
Etanol 0,0004-0015% 88,93
Glucose 150-1500 pmol 94,95
NADH 10 pmol-200 nmol 96

as demais enzimas do sistema estudado. A tabela 1 apresenta
algumas aplicagdes da luminescéncia em enzimologia.

5.3 Imunologia

Horménios, drogas e outras substincias presentes em baixo
nivel em fluidos orgénicos sdo, comumente, medidos por tes-
tes radioativos ou colorimétricos. Com o desenvolvimento de
imunoensaios baseados na luminescéncia, diversos sistemas
apresentam-se disponiveis comercialmente.

Estes métodos empregam uma proteina com alta especifici-
dade, tal como anticorpo, ligada a um marcador QL ou BL
(luciferina, luciferase, luminol e outros).

O uso da BL de vaga-lume em imunoensaios tem algumas
limitagdes devido & complexidade e instabilidade do sistema
especialmente quando os substratos sdo expostos ao vidro e 2
luz ultravioleta. Porém W. Miska e R. Geiger®® em 1986,
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desenvolveram alguns derivados da luciferina, apresentados a
seguir, que sdo muito mais estdveis e de maior poder de uso.
(Figura 8)

A utilizagdo da QL e BL estd bastante avangada. Existem di-
versas outras aplicagdes inclusive em sondas de DNA! que estio
sendo largamente empregadas, principalmente em determinages
de paternidade e no campo da criminalistica (Ciéncia Forense).
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