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Resumo

Neste trabalho, foram desenvolvidos nanossensores fluorescentes reutilizaveis
para determinacao de ions Cu(ll) através do encapsulamento da rodamina B em
nanoparticulas de silica (NPSRB — 5), sintetizadas com base no método de Stdber.
Objetivando identificar, compreender e, consequentemente, controlar todos os
parametros envolvidos na sintese, foram realizados estudos uni e multivariado. No
estudo univariado foram avaliados os efeitos da temperatura, velocidade de agitacao,
concentragao do catalisador (hidroxido de amoénio), concentracdo de agua, razao
molar [H,O] / [TEOS] e [EtOH] / [TEOS]. No estudo multivariado foram avaliados os
efeitos da agua, TEOS, etanol e hidréxido de aménio. Os resultados do estudo
univariado mostraram que todos os parametros estudados apresentaram influéncia
no tamanho e morfologia das nanoparticulas. No estudo multivariado foi possivel
identificar que as variaveis envolvidas na sintese apresentam tais efeitos somente
em condicdes especificas. Apbés a identificacdo e, consequentemente, um maior
controle dos parametros envolvidos na sintese de nanoparticulas, iniciou-se o
desenvolvimento dos nanossensores fluorescentes reutilizaveis. Neste trabalho, dois
nanossensores foram desenvolvidos com concentracdo do catalisador (NHs) de 0,18
mol L' para o nanossensor 1, e 0,70 mol L' para o nanossensor 2. O nanossensor
2, produzido em uma sintese de 2 h, ndo apresentou resposta a ions Cu(ll)
(supressao de fluorescéncia), isso porque as nanoparticulas ndo possuiam
porosidade, o que impediu 0 acesso dos ions Cu(ll) a rodamina B encapsulada. O
nanossensor 1, desenvolvido em uma sintese de 7 h, apresentou resposta a ions
Cu(ll). O reagente luminescente foi adicionado em diferentes estagios da sintese (2,
3, 4 e 5 h), onde o0 nanossensor com a adicdo da rodamina B em 5 h de sintese
apresentou os melhores resultados. O nanossensor apresentou faixa linear entre 2,0
— 12,0 umol L, limite de deteccdo de 0,40 pmol L, limite de quantificacdo de 1,3
umol L', tempo de resposta de 50 s e seletivo a ions Cu(ll) podendo ser reutilizado 3
vezes. O nanossensor foi aplicado na determinacado de ions Cu(ll) em cachaga,
produzindo resultados que nao diferiram significativamente ao nivel de confianga de
95 % dos resultados obtidos por espectrometria de absorcao atémica.
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Abstract

In this work, a reusable fluorescent nanosensor for determination of Cu(ll) ions
was developed by encapsulating rhodamine B in silica nanoparticles synthesized
based on Stéber method. In preliminary studies, it was possible to identify a
relationship between the performance of nanossensor and the properties of the silica
nanoparticles. In order to identify, understand and thus control all the parameters
involved in the synthesis, univariate and multivariate studies were performed. In the
univariate study, it was evaluated the effect of temperature, stirring speed, catalyst
concentration (ammonium hydroxide), water concentration, and [H,O] / [TEOS] and
[EtOH] / [TEOS] molar ratios. In the multivariate study, it was evaluated the effect of
water, TEOS, ethanol and ammonium hydroxide. Results obtained in the univariate
study showed that all parameters affect the size and the morphology of the
nanopatrticles. In the multivariate study, it was found that the variables involved in the
synthesis have such effects only under specific conditions. After identification and,
consequently, better control of the parameters involved in the synthesis of
nanoparticles, the development of fluorescent nanosensors was carried out. Two
nanosensors were developed, synthesized with catalyst concentration (NHs) of 0.18
mol L for the nanosensor 1, and 0.70 mol L' for the nanosensor 2. The nanosensor
2, developed in a synthesis of 2 h, did not present response to Cu(ll) ions
(fluorescence quenching), because nanoparticles did not present porosity, which
prevented the access of Cu(ll) ion to rhodamine B encapsulated. The nanosensor 1,
developed in a synthesis of 7 h, showed response to Cu(ll) ions. The luminescent
reagent was added at different stages of the synthesis (2, 3, 4 and 5 hours), and the
nanosensor obtained with addition of rhodamine B after 5 h of synthesis showed the
best results. The nanosensor showed linear range from 2.0 to 12.0 umol L™, detection
limit of 0.40 umol L', quantification limit of 1.3 pmol L, response time of 50 s and
selectivity to Cu(ll) ions which can be reused 3 times. The nanosensor was applied to
the determination of Cu(ll) in sugar cane spirit and the results obtained did not show
significant differences from those obtained by atomic absorption spectrometry at a
confidence level of 95 %.
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CAPITULO 1 - Introdugédo

1.1. Introducao Geral

O estudo de nanomateriais teve inicio no século XIX, quando Faraday estudou
a cor de particulas coloidais de ouro, no qual foi possivel observar a relacao entre as
propriedade Opticas e o tamanho de particula [1]. Nos ultimos anos, o progresso de
métodos quimicos e fisicos e o desenvolvimento de instrumentagdo adequada para
estudo e manipulagdo da matéria em nanoescala, com flexibilidade e precisdo nunca
antes alcancadas, contribuiram para o avanco na producdo de nanomateriais [2].
Estes estudos foram impulsionados pela habilidade de controlar as propriedades dos
materiais através do tamanho das particulas, tornando-os significativamente
diferentes quando comparados ao seu material de origem [3].

A ISO (International Organization for Standardization) 229/TC JGW1
desenvolvida em junho de 2005 teve como objetivo a padronizacdo dos termos e
definicoes utilizados na area da nanotecnologia. Segundo a ISO 229, nanoescala € a
faixa de tamanho a partir de 1 nm até 100 nm. Assim, nanomaterial € um material
com qualquer dimensdo em nanoescala ou com estrutura interna ou estrutura de
superficie em nanoescala. Ja nano-objeto pode ser um material com uma, duas ou
trés dimensdes externas na escala nanométrica [4].

Em virtude de particulas em nanoescala apresentarem uma alta raz&o
superficie/volume, novas propriedades eletrbnicas, Opticas, fotoquimicas,
magnéticas, eletroquimicas e cataliticas podem ser obtidas dependendo do material
utilizado [5-8]. Essas novas propriedades abrem uma gama de possibilidades para a
fabricacdo de novos materiais que apresentam novas aplicagdes, diferentes do
material de origem. Neste contexto, a sintese da silica de Stdber baseada no
processo sol-gel merece destaque por ser um método que permite a preparacao de
materiais hibridos orgéanico-inorganicos [9]. Através do processo sol-gel vem sendo
possivel sintetizar nanoparticulas de silica fluorescentes (nanossensores
fluorescentes). As nanoparticulas de silica (NPs) atuam como suporte sélido para
imobilizacao de diferentes reagentes luminescentes. Esse tipo de nanossensor pode
estabelecer uma nova alternativa para a deteccao de ions metalicos com aplicacao
bioldgica, toxicoldgica e ambiental.
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1.2. Motivacao

Atualmente, o estudo das NPs, tem apresentado uma elevada importancia e,
consequentemente, um aumento no numero de publicacbes cientificas. O aumento
no numero de publicacbes estd diretamente ligado ao surgimento de novas
aplicacbes desse material em diferentes areas, tais como cromatografia [10],
ceramicas [11], catélise [12], pigmentos [13], semicondutores [14], e sensores
fluorescentes [15]. Em funcao das inUmeras aplicacdes das NPs, propriedades cada
vez mais especificas do material passaram a ser requeridas. Assim, como 0
tamanho, a morfologia e a estrutura das particulas produzidas, sdo propriedades
influenciadas tanto pelo método de sintese empregado, como também pelos
parametros envolvidos nesta sintese de nanoparticulas. Deste modo, a sintese de
nanoparticulas passou a ser foco de estudo e vem sendo cada vez mais explorada.

Uma das aplicagOes das NPs tem sido o desenvolvimento de nanossensores
fluorescentes para determinagéo de ions metalicos. Estudos recentes demonstraram
que o desempenho do nanossensor possui relagdo direta com o tamanho,
uniformidade e volume dos poros das particulas produzidas [16,17], reforcando a
importancia do controle dos parametros na sintese. A literatura também descreve,
embora que timidamente, trabalhos direcionados ao desenvolvimento de
nanossensores fluorescentes reutilizaveis para detecgdo de ions metélicos [18,19]
porém nao apresentaram resultados satisfatorios, o que evidencia que a reutilizacao

desses materiais ainda se encontra em fase de consolidacao.

Apesar de varios trabalhos reportarem o estudo dos parametros envolvidos na
sintese de NPs, a literatura tem apresentado resultados controversos em relacdo aos
efeitos causados pelos parametros (concentracao dos reagentes, grau de agitacao,
temperatura e catalisador) envolvidos na sintese [15,20-24]. Apesar de usar
métodos experimentais semelhantes, alguns artigos ([15,20-24]) apresentaram
resultados distintos sobre os efeitos da agua, do tetraetilortosilano (TEOS), da
temperatura e da aménia no tamanho médio das nanoparticulas. Isso ocorre porque
0s parametros envolvidos nao sao devidamente controlados e os efeitos causados

entre as interacdes entre as variaveis sao negligenciados, o que produz resultados
4
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irreprodutiveis e conflitantes. Uma das grandes dificuldades encontradas tem sido no
controle da concentragao do catalisador no meio. Isso porque, a maioria dos artigos
referente ao estudo dos parametros envolvidos na sintese de Stéber descrevem o
uso de amdnia concentrada (volatil) como catalisador, 0 que pode promover uma
série de erros. Por exemplo, uma variagdo na concentragcdo da amobnia provoca uma
variagdo na quantidade de agua e/ou de etanol envolvido na reagao [25,26], nao
sendo possivel identificar a influéncia da 4gua, do etanol ou da aménia na variagéo
do tamanho médio de particula. Devido aos resultados contraditorios, € possivel
identificar a necessidade de se ter uma técnica otimizada para a producao confiavel
de nanoparticulas esféricas de silica e, consequentemente, utiliza-las no
desenvolvimento de nanossensores fluorescentes reutilizaveis de forma controlada e

reprodutivel.

1.3. Objetivos

Neste trabalho, o objetivo foi desenvolver nanossensores 6pticos reutilizaveis
empregando rodamina B imobilizada em nanoparticulas de silica, obtidas pelo
método de Stdber, para a deteccédo de ions Cu(ll) em meio aquoso empregando a
técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Teve ainda por objetivo investigar os
efeitos causados pelos paréametros envolvidos (temperatura, concentracdo dos
reagentes e do catalisador, agitacdo magnética e razao molar entre os reagentes) na
sintese da silica de Stbber inicialmente de forma individual. Apdés um estudo
individual, utilizou-se o planejamento experimental 2* com os reagentes envolvidos
na sintese, permitindo uma andlise multivariada do sistema, tornando possivel uma
maior compreensao sobre os parametros e consequentemente um maior controle

sobre a sintese.
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2.1. Introducao

2.1.1. Nanotecnologia e Nanomateriais

O numero de publicagdes sobre o tema “nanomateriais” tem aumentado a uma
taxa exponencial desde o inicio de 1990, atingindo cerca de 52.000 publica¢gdes no ano
de 2012, como indicado por uma pesquisa na base de dados ISI Web of Knowledge
(2005). O grande numero de publicacdes sobre nanomateriais podem ser explicado
pelo fato de que a nanociéncia e a nanotecnologia abrangem ampla gama de areas,
incluindo a quimica, a fisica, a engenharia de materiais, a biologia, a medicina e a
eletrbnica. Na Figura 2.1 € possivel observar a porcentagem de publicagdes em 2012

na area de nanomateriais por alguns paises.
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Figura 2.1. Distribuicdo do numero de artigos publicados por pais no ano de 2012.

A definicao amplamente aceita de nanotecnologia € dada como a manipulacéao
de atomos ou moléculas em escala nanométrica de 1-100 nm [27]. Em geral, a
nanotecnologia pode ser entendida como a tecnologia que projeta, fabrica e aplica
nanoestruturas. O estudo fundamental entre as propriedades fisicas e fend6menos
relacionados a dimensdo em nanoescala é também chamado de nanociéncia.

Os materiais nanoestruturados sdo aqueles com pelo menos uma dimensao em

escala nanométrica, e incluem nanoparticulas, nanobastées e nanofios, nanocamadas
9
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e filmes finos [28].

Varios métodos tém sido propostos para o desenvolvimento de nanoestruturas,
sendo classificados em duas abordagens principais: Botton-up e Top-down. No método
botton-up o0s nanomateriais sao produzidos a partir de unidades moleculares ou
atdbmicas individuais em processos de auto-organizacdo. No método top-down as
estruturas em escala nanométrica sdo extraidas a partir de solidos maiores, por
exemplo, por processos mecanicos, tais como moagem de alta energia ou por
processos de litografia oOptica [29,30]. Na Figura 2.2 estdo descritos de forma
sintetizada as principais abordagens para produc¢ao de nanomateriais.

\
Top-down: i /
Litografia por feixe de elétrons
Raio X
UV extremo I )
f Quebrando %
(j) Estruturas Maiores (0] 0 0
Nanotubos/fibras 0 o
seCéo cruzada < 100 nm
Nanocomposito
Nanocamada |:>
Espessura < 100 nm Processamento
Adicional
O Nanocamadas
Nanoparticulas Fo. o 0.0 0. 004
Tamanho < 100 nm
Derivado de
% Atomos e Moléculas f Nanosuperficie
Bottom-up:
Sintese em fase gasosa aaa
Auto organizacéo
Método sol-gel aaa
aaa
- J

Figura 2.2. Principais processos e abordagens para a producdo de nanomateriais.

Embora o tamanho seja um fator determinante para definir a propriedade final do
nanometrial, ndo é o Unico fator influenciavel. A morfologia é um fator que rege outras
propriedades; por exemplo, a porosidade e a rugosidade da superficie alteram a razao
superficie-volume e, consequentemente, outras propriedades ja mencionadas nesse

10
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trabalho [31]. Os nanomateriais podem ser classificados através de sua morfologia,
baseando-se na sua dimensionalidade ou aspecto. Atualmente sado conhecidas 4
classes: OD; 1D; 2D e 3D. As estruturas 0D (dimensado zero) englobam todas as
nanoparticulas amorfas ou semicristalinas com diametro acima de 1 nm.
Nanoestruturas unidimensionais (1D) sado anisotrdpicas e muitas vezes possuem
propriedades fisicas exclusivas, tais como o transporte de elétrons balisticos e
caracteristicas dpticas especificas. Sdo exemplos de particulas 1D os nanotubos e os
nanofios. Estruturas 2D foram desenvolvidas por décadas na forma de filmes metalicos
finos, que podem aumentar significativamente as propriedades de superficie de um
determinado material. Por fim, as nanoestruturas 3D, que tém como exemplo matrizes
nanoporosas e cristais, sendo esses materiais sdo formadas pela auto-organizacao de
nanoparticulas [32].

2.1.2. Processo Sol-Gel

O termo sol-gel é usado para descrever uma série de processos de natureza
fisico-quimica que leva a formacdo de soélidos amorfos a partir de precursores
inorganicos, passando pelos estados de sol e de gel [33]. O sol é uma suspensao
coloidal de particulas sélidas em um liquido e o gel € uma estrutura rigida de particulas
coloidais, porosa e interconectada que inclui uma fase liquida no seu interior [9]. O
processo sol-gel possui diversas etapas e permite a manipulagdo de forma simples da
textura, da estrutura, da configuracdo e das caracteristicas quimicas do material
produzido. Esse processo, devido a sua extrema versatilidade, tem sido utilizado por
décadas para producao de vidros, filmes, mondlitos, placas, fibras, etc. [34]. Na Figura
2.3 sdo observados os diversos materiais obtidos pelo método sol-gel

2.1.2.1. Etapas do Processo Sol-Gel

A sintese de materiais a partir do processo sol-gel envolve o uso de um alcéxido
metalico, que através de hidrélise e condensacgéo permite a obtencao de materiais com
grande homogeneidade e pureza. O processo sol-gel pode ser dividido nas seguintes

etapas: hidrélise e condensacao, gelificacéo, envelhecimento do gel e secagem.
11
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Figura 2.3. Esquema geral do processo sol-gel e das diferentes vias possiveis

2.1.2.1.1. Hidrdlise e Condensacao

Os materiais produzidos através do processo sol-gel obtidos por via orgénica
sao sintetizados por hidrélise e condensacao de precursores, os alcoxidos metalicos,
utilizando acido ou base como catalisadores e um solvente orgénico, geralmente etanol
[35-37]. As reacdes de hidrolise e condensacdo dos alcoxidos metalicos ocorrem
através da substituicao nucleofilica bimolecular (SN2) no atomo metalico. A reacao de
hidrélise catalisada por acido envolve a protonacao do grupo alcéxido, seguida pelo
ataque nucleofilico da agua, para formagdo de um intermediario penta-coordenado.
Sob condig¢bes basicas, ocorre 0 ataque nucleofilico sobre o atomo de silicio pelo &nion
hidréxido, formando um intermediario penta-coordenado carregado negativamente,
seguido pela saida de um anion alcéxido. Na Figura 2.4 é possivel observar os
mecanismos envolvidos na hidrélise e condensacao do alcéxido de silicio em meio

acido e em meio basico.
12
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ROTA DE SINTESE:
CATALISE ACIDA

Hidrélise

OR OR 0 05 /OR /OR
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OR/ W OR : | OR
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RO — Si(OH),
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- 1 + +
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H H
OH OH
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Figura 2.4. Rotas de sintese envolvidas no processo sol-gel utilizando catalise acida ou
béasica.
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2.1.2.1.2, Nucleacao e Crescimento

A formacdo de uma nova fase concebida a partir de uma solucao, tem suas
dimensdes determinadas por dois processos distintos: a nucleagdo, que consiste na
formacao de centros iniciais de cristalizacao, para posterior crescimento das particulas
(consumo dos reagentes em solugao pelos nucleos primarios formados). Uma definigao
pratica de nucleacdo é que é um processo pelo qual pequenos nucleos instaveis sao
transformados em nanoparticulas dinamicamente metaestaveis, através da adicao
continua de mondémero livre em um sistema supersaturado. A teoria classica da
nucleacao pressupde que para os nucleos serem formados, os mesmos devem superar
uma barreira de energia potencial, devido a area superficial, a fim de chegar a um
tamanho de particula metaestavel. O maximo nesta barreira potencial corresponde ao
raio critico (r *), ou seja, o raio onde a particula esta em equilibrio com a solucao de
mondmero. Se a particula formada tiver raio menor que o raio critico, a particula se
redissolve e torna-se material precursor para crescimento de outras particulas ja
estaveis. Se o0 raio da particula for maior que o raio critico, a particula continua a
crescer enquanto houver monémero em solucdao. Através da equacado de Gibbs -
Thomson (1) € possivel calcular a barreia energética necessaria pra formagao de um

nucleo estavel:

Equacao (1)

AG = +
Ve ',
Desestabilizagdo devido ao N ,
aumento na energia de Estabilizagao devido a
superficie formacgao dos Nucleos

Onde AGv, é a energia livre por unidade de volume (J/m?3), A, r é o raio critico e y
€ a tensado superficial. A primeira parte representa a energia livre desfavoravel

associada a formacao da superficie e a segunda parte desta equacao representa a

14
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energia livre de formacao favoravel a um volume definido de material. Na Figura 2.5

observa-se a relacao entre energia livre e o raio critico da particula.

i amrty

AG |-m==-==zorsiime——

Energia Livre

AG

i 3AG
— r v
3

raio

Figura 2.5. Diagrama de energia livre de nucleacao para explicar a existéncia de um
raio critico (adaptado do livro “Crystallization”, J. Mullin)

O diagrama de LaMer [38] (Figura 2.6) pode ser usado para explicar
qualitativamente a formacgédo de particulas monodispersas a partir de uma solugéo
supersaturada, reforcando a discussao quantitativa do processo de formacédo e
crescimento de particula [39]. O diagrama divide-se em trés estagios: pré-nucleacao,
nucleagdo e crescimento. No estdgio | (pré-nucleagao), observa-se o aumento na
concentragdo do soluto, no entanto, a nucleacdo ndo acontece mesmo acima da
solubilidade de equilibrio (Cs). A nucleacdo ocorre apenas quando a concentracao
(Cmin) atinge um valor acima de Cs na qual AG é satisfeita (estagio Il). Assim que a
nucleagéo inicial ocorre, a concentracdo de espécies para crescimento diminui. No
estagio lll, quando a concentracao cai abaixo de Cmin, nucleos param de se formar e o
crescimento acontece até a concentracdo de espécies atingir Cs. Nesse caso, a
concentragao de espécies (supersaturagdo) aumenta abruptamente e cai rapidamente
abaixo de Cmin [40] .
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Figura 2.6. Representagédo esquematica da concentragédo do alcéxido metalico
molecularmente dissolvido antes e depois da nucleagdo em fungcéo do tempo.
(Adaptada do artigo de V.LaMer, onde se utilizou 0 TEOS como exemplo).

2.1.2.1.3. Gelificacao

A medida que as reagdes de hidrélise e condensacgéo evoluem, os mondmeros
reagem entre si de forma irreversivel através dos seus grupos terminais, formando
particulas e agregados de tamanho e complexidade crescente. A gelificacdo € um
processo em que as particulas coloidais de silica e espécies condensadas unem-se
formando uma rede tridimensional [41]. A transi¢cdo de sol para gel é irreversivel e o
meio reacional, contendo os reagentes, passa a um sistema de duas fases: o gel final &
constituido por particulas amorfas de dimensdes variaveis, com uma fase de liquido
intersticial. O ponto ou tempo de gelificagao, tgel, corresponde ao momento da reagao
em que um numero critico de mondémeros interligados € excedido e a massa total
sélida se encontra interligada [42]. Esta estrutura pode mudar apreciavelmente com o
tempo, dependendo da temperatura, solvente, condicbes de pH e a remogédo do
solvente (secagem).
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2.1.2.1.4. Envelhecimento do Gel

Quando em um gel ha liquido em seu poro, a sua estrutura e propriedades
continuam a mudar muito depois do ponto de gelificacdo. Este processo é chamado de
envelhecimento [43]. Nesta fase, ainda existem oligdmeros livres para se difundirem e
reagirem, e a rede soélida contém ainda a fase liquida continua que permite um
transporte rapido de moléculas no seu interior. Quatro processos podem ocorrer,
isoladamente ou ao mesmo tempo, durante o envelhecimento, incluindo a
policondensacao, a sinerese, amadurecimento de Ostwald e a transformagéo de fase
[44]. Embora existam diversos trabalhos na literatura sobre envelhecimento do gel, ha
relativamente pouco conhecimento dos mecanismos e cinética de envelhecimento. As
reacOes de policondensacdo continuam a ocorrer dentro da rede de gel, enquanto
silandis vizinhos estao pertos o suficiente para reagir. Isso aumenta a conectividade da
rede e sua dimensao fractal. A sinerese é a contragdo espontanea do gel, o que resulta
na expulsdo do liquido dos poros. O amadurecimento de Ostwald consiste num
processo de maturagédo por redissolucao e precipitacdo, conduzido por diferencas de
solubilidade entre superficies com diferentes raios de curvatura. Uma vez que as
superficies convexas sdo mais soluveis do que superficies concavas, se um gel é
imerso em um liquido em que seja soluvel, o material dissolvido tendera a precipitar em
regides de curvatura negativa. Isso significa que os espagos entre as particulas irdo
crescer e pequenos poros podem ser preenchidos, resultando numa diminuicdo do
tamanho médio dos poros do gel e, consequentemente, numa diminuicdo da area

superficial [33].

2.1.2.1.5. Secagem

A etapa de secagem é importante, pois também define o tipo de produto obtido
através do processo sol-gel. Durante a secagem, o liquido é removido dos poros das
particulas interligadas (rede). Quando um gel é seco, a sua estrutura pode ser alterada
substancialmente. Durante a secagem térmica ou evaporacao a temperatura ambiente,

as forgas capilares induzem tensdes sobre o gel, que aumentam os numeros de
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coordenacdo das particulas e induzem ao colapso da rede. A eliminacdo do solvente
no gel a temperatura ambiente resulta na formacdo de um material vitreo chamado
xerogel, ou alcogel se o liquido contido nos poros for majoritariamente alcool. O liquido
contido nos poros pode ainda ser eliminado através de um processo de secagem
supercritica (processo para remover o liquido em uma maneira precisamente
controlada). A extracdo supercritica de solvente a partir de um gel ndo induz tensées
capilares devido a falta de interfaces por vaporizagdo do solvente. Nestas condigdes,
obtém-se uma estrutura altamente porosa e de baixa densidade, sem que haja reducao
de volume nem colapso dos poros, designada por aerogel [45—-48].

2.1.3. Silica de Stober

A importancia e vantagens das nanoparticulas de silica sdo observadas néo
somente no campo cientifico, mas também em varias areas industriais, como por
exemplo, catalise, pigmentos, area farmacéutica, sensores de umidade e isoladores
térmicos [49]. Na maioria das aplicagbes das nanoparticulas, a morfologia, o tamanho
médio e a distribuicdo de tamanhos sdo considerados como as principais propriedades
que devem ser controlados. As nanoparticulas de silica tém sido sintetizadas em
tamanhos que variam de 5 nm até micrémetros de didmetro. Existem varias técnicas de
sintese que podem ser utilizadas para preparar nanoparticulas silica. Estas incluem
emulsdo agua-odleo, pirdlise por pulverizagcdo em chama, micela reversa e processo sol-
gel [52-60].

Baseado no processo sol-gel, Stéber & Fink, em 1968, sintetizaram
nanoparticulas esféricas de didxido de silicio através da hidrolise e condensagéo do
TEOS em etanol e agua, utilizando aménia como catalisador [59]. O método de Stéber,
além de versatil e rapido, permite obter particulas esféricas com tamanho uniforme,
sendo possivel obter particulas entre 5 a 2000 nm. O mecanismo envolvido na sintese
de Stdber é semelhante a catalise basica descrita na Figura 2.4

A silica de Stdéber pode ser utilizada como suporte para a incorporagdo de

moléculas de interesse, adquirindo as caracteristicas da molécula imobilizada e
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mantendo sua estrutura ap6s as reacdes de imobilizacdo [60]. A vantagem de se
utilizar a silica de Stdber esta associada a fotoestabilidade, a estabilidade quimica, a
biocompatibilidade, a facil modificagédo e ao fato de a matriz de silica ser inerte [7].
Diversos trabalhos sdo descritos na literatura envolvendo nanoparticulas de silica
dopadas (processo de imobilizagcdo) com materiais luminescentes para construgao de
nanossensores opticos [61-64]. Os métodos mais utilizados para imobilizacdo do
reagente luminescente nas nanoparticulas sao: (1) adsorgéo, (2) ligacdo covalente e
(3) encapsulamento [65]. No terceiro capitulo dessa dissertacao sera possivel observar
o uso da silica de Stéber dopado com rodamina B (encapsulamento) como
nanossensor fluorescente reutilizavel para a determinacao de ions metalicos em meio

aguoso.

2.2. Parte Experimental

2.2.1. Reagentes Utilizados

e Agua desionizada (= 18 MQ)

e Etanol absoluto (Merck)

e Solucdo de amoénia (2,0 mol L' em etanol, Aldrich)
e Solucao de hidréxido de aménio (28% NHs, Synth)
e Tetraetilortosilano (TEOS) (= 99,0 %, Aldrich)

e Solugao aquosa padréo de hidroxido de aménio (2,0 mol L' NHa)
2.2.2. Sintese de Nanoparticulas de Silica

A sintese das nanoparticulas de silica foi realizada baseando-se no método de
Stéber. Inicialmente misturou-se a solugdo aquosa padrao de hidroxido de amdnio com
etanol absoluto e, durante 15 minutos, o sistema permaneceu com agitagao constante.
Apés o periodo inicial de mistura, adicionou-se o tetraetilortosilano (TEOS, = 99,0 %),
iniciando-se a reacao de hidrélise, seguida de condensacédo durante 120 minutos a
70°C, sob agitacdo magnética de 350 rpm. Apds a sintese, as particulas formadas
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foram isoladas por centrifugacdo (14.000 rpm/60 min). Na sequéncia, o material foi
lavado trés vezes com etanol para eliminacdo do solvente e do catalisador do meio
reacional. O material decantado foi seco em estufa durante 24 h a 60 °C. Na Figura 2.7
€ possivel visualizar a representacdo do sistema utilizado para sintese de
nanoparticulas de silica. Foram utilizados reatores com camisas (150 mL), que

permitiram a circulagdo de dgua a uma determinada temperatura.

Figura 2.7. Esquema do sistema utilizado para sintese de nanoparticulas de silica. (A)
Banho termostatizado, (B) Mangueira de conexao e (C) Reatores com camisas para
termostatizar (150 mL de capacidade).

2.2.3. Estudos dos Parametros Envolvidos na Sintese das
Nanoparticulas

2.2.3.1. Avaliacao da Concentracao do Catalisador

Para avaliacdo do efeito do catalisador (NH4OH) no tamanho meédio das
particulas, foram realizadas diversas sinteses em meio aquoso e em meio alcodlico,
variando a concentragdo da solugdo aquosa de hidroxido de aménio e mantendo a

concentragdo dos demais reagentes constante. Desse modo, foi possivel avaliar a
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influéncia do catalisador no tamanho médio e uniformidade das particulas formadas na
sintese. As concentracbes dos reagentes utilizados estdo descritos na Tabela 2-1

abaixo:

Tabela 2-1. Concentracédo dos reagentes utilizados no estudo do efeito do catalisador
na sintese de nanoparticulas de silica. O TEOS foi utilizado em todas as sinteses com
concentragédo constante (0,32 mol L7).

Etanol Aménia Agua Etanol

Amostra (mol/L) (mol/L) (mol/L) (%Vv/v)
NP -1 6,42 0,53 31,10 38
NP -2 6,42 0,56 31,10 38
NP -3 6,42 0,59 31,10 38
NP -4 6,42 0,63 31,10 38
NP -5 6,42 0,70 31,10 38
NP -6 11,80 0,22 13,80 70
NP -7 11,80 0,27 13,80 70
NP -8 11,80 0,31 13,80 70
NP -9 11,80 0,36 13,80 70
NP -10 11,80 0,45 13,80 70

2.2.3.2. Avaliacao da Razao [H20] / [TEOS] e [EtOH] / [TEOS]

ApOs a avaliagédo do catalisador (item 2.2.3.1), um novo estudo foi desenvolvido
para avaliar o efeito causado pela variacao da razao entre [H20] / [TEOS] (0,3 a 5,6) e
[EtOH] / [TEOS] (5,5 a 15,5) na sintese de nanoparticulas. As sinteses foram
realizadas variando a concentragdo do etanol (6,42 a 11,80 mol L") e da agua (13,80 a
31,10 mol L"), mantendo-se constantes as concentragées de TEOS (0,32 mol L") e da
amonia (0,22 mol L'). Quando se avaliou a razao [H20] / [TEOS], o catalisador utilizado
foi a solugao alcodlica de hidroxido de aménio padrédo e para avaliar [EtOH] / [TEOS]
utilizou-se uma solugdo aquosa de hidroxido de amoénio padrdo, sendo possivel
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controlar de forma rigorosa a concentracao de todos os parametros envolvidos nesse
estudo. A concentracdo de cada reagente citado é referente a concentragao na mistura.

2.2.3.3. Avaliacao do Efeito da Temperatura e Agitacao

Apés essa etapa inicial, estudou-se a influéncia da temperatura e da agitacao
magnética no tamanho médio e na uniformidade das nanoparticulas. Sinteses foram
feitas variando-se a temperatura de 20 a 70 °C, e variando a agitacao de 350 a 1600
rom. A temperatura foi controlada através de um banho termostatico e a agitacao por
meio de um foto tacometro digital MDT-2244B. As sinteses realizadas para esse estudo
utilizaram concentracdes iguais aquelas empregadas na sintese da NP — 5 descrita no
item 2.2.2.

2.2.4. Otimizacao do Processo de Sintese das Nanoparticulas de
Silica

2.2.4.1. Planejamento Fatorial 2*

Como o processo de sintese de nanoparticulas pode ser influenciado por
multiplas variaveis, o planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica poderosa para
a determinacdo dos efeitos de cada varidvel envolvida no processo e as suas
interag6es. O principal foco do planejamento € extrair do sistema em estudo o maximo
de informacao util, fazendo o minimo de experimentos possiveis. Apds esse processo
de triagem das varidveis mais significativas, sdo executados experimentos que
permitem o refinamento e um melhor conhecimento do sistema em estudo. O
planejamento foi desenvolvido com objetivo de identificar qual dos reagentes e suas
interacdes na sintese de nanoparticulas apresenta uma maior contribuicado no tamanho
médio das particulas formadas, tornando possivel uma otimizagdo da sintese. Foram
utilizados quatro fatores (quantidades de etanol, TEOS, agua e aménia) e dois niveis
(+1, -1), o que significa a realizagao de 16 experimentos em duplicata. A quantidade
real de cada parametro é apresentada na Tabela 2-2.
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Tabela 2-2. Planejamento fatorial 2* da sintese de nanoparticulas de silica.

Fatores Nivel Inferior (-1) Nivel Superior (+1)
Etanol (mmol) 240 440
TEOS (mmol) 12,0 13,0
Amonia (mmol) 4,00 11,0
Agua (mmol) 500 1200

2.2.5. Técnicas de Caracterizacao

2.2.5.1. Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica utilizada para
caracterizagdo da morfologia e do tamanho de particula. O principio do funcionamento
do MEV consiste na emissdo de um feixe de elétrons por um filamento de tungsténio
mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30 Kv
[66]. A morfologia das particulas foi observada através de micrografias eletrénicas de
varredura coletadas em um microscoépio eletrénico de varredura JEOL JSM-360 - LV,
operando a 20 kV com imagens de elétrons secundarios. As amostras foram
analisadas sobre um suporte para amostra de Cu-Zn, metalizado com uma camada de

10 nm de ouro (metalizador Bal-tec MED020 Coating system).
2.2.5.2. Espalhamento Dinamico de Luz

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) baseia-se na determinacao da
intensidade de luz espalhada por particulas em suspensdo em movimento Browniano
[67]. As medidas das suspensdes de nanoparticulas em agua e etanol foram realizadas
em um Nanosizer da Malvern. Na primeira parte, a amostra sélida das nanoparticulas
foi dispersa em agua (sintese em meio aquoso) ou etanol (sintese em meio alcodlico),
e deixada no ultrassom durante 30 min. Ap6s a sonicacdo, 2 mL da suspensao foram
transferidos para uma cubeta de quartzo (1 cm de caminho éptico) e a medida foi feita
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com detector em um &angulo fixo de 90° e temperatura de 25 °C. A medida de
espalhamento de luz permitiu obter o tamanho médio e a dispersdo do tamanho das
particulas em suspensao.

2.2.5.3. Determinacdo da Area Superficial e Volume de Poro

A determinagéo da area superficial especifica dos materiais em nanoescala é util
para compreender a interacdo desse material com outras espécies, uma vez que esses
parametros estao relacionados com a acessibilidade aos poros e a superficie ativa. A
area superficial especifica ou area B.E.T, nos fornece informacdes a respeito da area
superficial total, a qual pode ser determinante na quantidade de material imobilizado
nas nanoparticulas. Existem dois tipos diferentes de formacédo porosa. O primeiro tipo
se constitui de espagos existentes entre as particulas primarias de um sdlido
(porosidade de agregados). Fazem parte ainda deste primeiro tipo de poros 0s espagos
existentes entre as particulas. O segundo tipo de porosidade é formado quando uma
parte do sélido € removida, seja por um processo de solubilizagéo parcial deste solido
ou eliminagao do solvente utilizado na sintese (porosidade estrutural). Neste trabalho, a
area superficial foi determinada através da construcdo de uma isoterma de adsorcao,
utilizando o gas N2 como adsorbato. As isotermas de adsorcao/dessorcdo das
nanoparticulas de silica foram obtidas apds as amostras terem sido desgaseificadas a
180 °C sob vacuo. O volume dos poros foi calculado pela equacao t-plot.

2.2.5.4. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho Médio
com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho usando transformada de Fourier é uma
técnica que analisa a interacédo da radiacao eletromagnética com a matéria. A radiacao
infravermelha é emitida em diferentes frequéncias e ao atingir a amostra uma parte da
radiagdo € absorvida, enquanto outra parte é transmitida. Com a técnica de
infravermelho é possivel obter informacdes sobre as ligagdes presentes na amostra. Os
espectros de absorcdo no infravermelho das nanoparticulas de silica sintetizadas no
item 2.2.2 foram coletados utilizando um espectrémetro da marca MB100 Bomem com
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resolucdo de 4 cm, na faixa de 4000 a 400 cm™' e acumulagdo de 16 varreduras.
Foram feitas pastilhas com KBr com concentracdo de 2 %(m/m) para realizacdo das

medidas.
2.2.5.5. Ressonancia Magnética do *°Si

A analise de RMN de 2°Si fornece informacdes sobre o ambiente em torno dos
atomos de silicio que compdem a matriz inorganica e a estrutura da silica sem conter
qualquer grupo organico imobilizado na superficie. As estruturas das espécies quimicas
com nucleo de silicio nas nanoparticulas de silica podem ser representadas através da
porcentagem de grupos Qn, onde n pode variar de 1 a 4. Na Figura 2.8 é possivel
observar as estruturas correspondentes a Q1, Qz, Qs e Q4. Os espectros de RMN de
29Si das amostras foram obtidos em um equipamento de 400 MHz Bruker Avance 400,
operando em 79,49 MHz, rotagcdo de 10 KHz, pulso simples de 2 us de duragcao e
tempo de espera entre os pulsos de 60 s. Esse tempo entre os pulsos é necessario
para garantir que todos os nucleos relaxassem antes que outro pulso de relaxacéo

atingisse o material.

E— O\Si/OH E— O\Si/OH
rRo” om o o
Q1 Q2
o O\Si/o o o O\Si/o o
_— O/ \OH _ O/ \O
Qs Qa4

R - -CHs, -CH2CHs, -(CH2)3Cl2

Figura 2.8. Espécies de silicio presente na silica.
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Caracterizacao

2.3.1.1. Espectroscopia no Infravermelho Médio

Na Figura 2.9 observa-se o espectro de absorcao na regido do infravermelho
médio das nanoparticulas de silica. Os espectros de infravermelho das nanoparticulas
de silica apresentaram modos vibracionais em 473, 798 e 1100 cm™' correspondentes
as vibragdes 6(Si-O-Si), vs(Si-OH) e vs(Si-O-Si), respectivamente. Vibragdes originarias
da absorcao de moléculas de agua na regido de 3440 cm™ também foram observadas.
Estas vibragdes indicam a presenca de grupos -OH livres na superficie da silica [68].
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Figura 2.9. Espectro no infravermelho médio das nanoparticulas de silica

Através da espectroscopia no infravermelho médio foi possivel comprovar que o
método proposto e as condicbes experimentais utilizadas nesse trabalho, baseado na
sintese de Stéber, mostrou-se eficiente para sintese de particulas de diéxido de silicio,
e que o numero de lavagens proposto demonstrou ser suficiente para eliminacao das

demais espécies envolvidas na sintese e incorporadas ao produto final.
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2.3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de ?°Si

Os espectros de RMN das nanoparticulas de silica, ilustrados na Figura 2.10,
mostraram a presenca de sinais em -90, -100 e -110 ppm correspondente aos sitios Qz,
Qs e Qa, respectivamente. Ou seja, as medidas de RMN mostram que as
nanoparticulas sdo compostas Unica e exclusivamente de grupos silanéis (Si-OH) e
siloxanos (Si-O-Si). Também através do espectro de RMN é possivel observar que as
abundancias das espécies aparecem na proporgao 1:10:15, respectivamente a Qz, Qs
e Q4. Essas proporcdes observadas através do RMN indicaram que o TEOS foi
completamente hidrolisado, produzindo assim particulas compostas apenas por grupos

siloxanos e grupos silandis [68].

T T ' —T 777
-20 -4IO -6[0 -8I0 -100 -120 -140 -160 -180 -200
ppm

Figura 2.10. Espectros de RMN 2°Si das nanoparticulas de silica.

2.3.2. Avaliacao do Efeito dos Parametros Envolvidos na Sintese
de Nanoparticulas de Silica

2.3.2.1. Efeito da Temperatura

O efeito da temperatura no tamanho e na uniformidade das nanoparticulas foi
avaliado conforme descrito na segéo 2.2.3.3 desta dissertagdo. A literatura atual indica
que o efeito da temperatura no tamanho médio de particula esta relacionado com dois

fatores: taxa de nucleagéo e tamanho critico do nucleo. Através das medidas de DLS é
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possivel visualizar Na Figura 2.11 que o aumento na temperatura de reacao resulta no

decréscimo do tamanho de particula.
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Figura 2.11. Influéncia da temperatura no tamanho de particula deteminados por DLS,
onde é apresentado o tamanho médio e o desvio (n=2).

De acordo com a Equagdo 2 é possivel observar que o aumento da
temperatura provoca um aumento na taxa de nucleacdo comparado com a taxa de
crescimento da particula, consequentemente o tamanho médio das particulas do
sistema diminui [24].

_ _lemy?v? Equacao (2)
J=A.exp]| 3k3T2(In S)2 ]

Onde J é a taxa de nucleacao (nucleos por minuto), A € o fator pré-exponencial, k € a
constante de Boltzann, y € a tensao superficial, S é o grau de saturagao, v o volume e
T € a temperatura em Kelvin. Outro efeito da temperatura € sobre tamanho critico da
particula. O tamanho critico representa o tamanho minimo no qual o nucleo se torna
estavel (r = r*). Nucleos com tamanho abaixo do tamanho critico redissolvem-se
tornando precursores para o crescimento de particulas estaveis [69]. Em temperaturas
elevadas o tamanho critico € maior, ou seja, particulas s6 se tornam estaveis em

tamanhos maiores. Através da equacao 3 e da Figura 2.12 pode-se observar a relacao
28



Capitulo 2: Sintese de Nanopatrticulas de Silica Baseada no Processo de Stéber

do raio critico e do AGv com a temperatura.

o -2y Equacéo (3)
 AGy

Energia Livre, AG

AG(T,) AG(Ty)

raio (r)

Figura 2.12. Efeito da temperatura no tamanho e energia livre de formacao do nucleo
critico (T1 < T2) [69].

O fato de o raio critico ser maior em temperaturas elevadas indica que as
particulas formadas inicialmente sdo maiores do que as sintetizadas em uma menor
temperatura. Na Figura 2.13 é possivel observar uma representacao da formacao e

crescimento das nanopatrticulas sintetizadas em diferentes temperaturas.

Nucleagéo .
Crescimento

T —
T, —)
T,<T,

T Temperatura T Nucleagéo lCrescimento

Figura 2.13. Representacdo da formagéo e crescimento das nanoparticulas
sintetizadas em diferentes temperaturas
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Observando as consequéncias causadas pela variacdo da temperatura na
sintese pode-se concluir que, em altas temperaturas as particulas iniciais formam-se
com tamanho maior, contudo, por possuir uma taxa de nucleacao elevada em relagcao a
taxa de crescimento, as particulas sdo menores em relagdo as particulas sintetizadas

em menor temperatura.
2.3.2.2. Efeito do Catalisador

A taxa de hidrélise e a condensacdao do TEOS em meio alcodlico ou aquoso é
muito lenta. Para tornar o processo mais rapido € utilizado um catalisador acido ou
basico. Neste trabalho foi utilizado como catalisador uma solucdo aquosa padrao de
hidroxido de aménio e a influéncia da sua concentracdo no tamanho das particulas foi
avaliada como descrito na secdo 2.2.3.1, onde a reacdo foi realizada a uma
temperatura de 70 °C, variando-se a concentragdo de amoénia, mantendo-se fixo os
outros parametros. Observando-se a Figura 2.14, nota-se que o0 aumento na
concentracdo do catalisador provoca um aumento no tamanho de particula, sendo o

meio reacional aquoso (Figura 2.14A) ou alcodlico (Figura 2.14B).
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Figura 2.14. (A) Meio reacional com 38% etanol e 56% agua e (B) Meio reacional
com 70% etanol e 22% agua (%v/v) (n=2).

Quando a concentragdo de amodnia aumenta, as taxas de hidrélise e de

condensacao também aumentam. No entanto, uma vez que o sistema atinge a regiao
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de supersaturagao, a taxa de consumo do intermediario formado (Si(OCz2Hs)4-x(OH)x)
através das reacdes de condensacéao é relativamente alta o que provavelmente reduz o
periodo de nucleagéo [20,46]. Assim, o numero total de nucleos formados sera menor

em numero e o tamanho das particulas de silica formadas sera relativamente maior.
2.3.2.3. Efeito da Agitacao

Estudos recentes demonstraram que problemas na reprodutibilidade da sintese
de nanoparticulas sdo causados principalmente pelo ndo controle da velocidade
agitacao [35]. Por esse motivo foi feito um estudo para avaliar o efeito da velocidade
agitacao no tamanho de particula. Sinteses como descrito na secao 2.2.3.3 foram
realizadas a temperatura de 70 °C, variando-se o0 grau de agitagdo e mantendo-se
constantes os outros parametros. Na Figura 2.15, através das medidas de DLS é
possivel observar que um aumento na agitacdo magnética durante a sintese produz
particulas com tamanho médio maior.
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Figura 2.15. Influéncia da velocidade de agitacao no tamanho médio de particula a
partir de medidas de DLS (n=2).

Isso ocorre, porque, em elevada agitacdo, aumenta-se o numero de colisées
mutuas entre as particulas, o que promove a coagulacéo das particulas, onde elevadas
taxas de agitacdo podem ser suficiente para anular as forgas de repulsdo. Na Figura
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2.16 é possivel observar que o aumento na agitacao do sistema promoveu uma maior

distribuicao no didmetro de particula, o que implica que as particulas sintetizadas em
elevadas rotagbes ndo sdo monodispersas.
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Figura 2.16. Distribuicdo dos tamanhos de particula em diferentes velocidades de

agitacao (300 a 1600 rpm), obtidos por medidas de DLS.
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2.3.2.4. Efeito da Razao Molar Entre [EtOH] / [TEOS] e [H20] /
[TEOS]

Visando compreender a influéncia de todos os parametros envolvidos na sintese
de nanoparticulas, estudos foram realizados com objetivo de observar o efeito da
variacao da razao entre [EtOH] / [TEOS] e [H20] / [TEQOS], sobre o tamanho médio das
particulas em meio alcalino. A adicdo de um solvente organico no processo sol-gel
torna-se necessario devido aos reagentes utilizados (agua e TEOS) serem imisciveis.
Na Figura 2.17A verifica-se a influéncia da razdo [H20] / [TEOS] no tamanho médio das
nanoparticulas. Este resultado segue uma tendéncia similar a concentragdo da amonia,
isto é, o tamanho de particula aumenta com o aumento da razdo [H20] / [TEOS]. Tal
fenbmeno ocorre porque o aumento do valor de R produz um aumento da taxa de
hidrélise, fazendo com que a hidrolise dos monémeros seja mais completa antes que
ocorra condensagao significativa [70], resultando em tempos de gelificacdo baixos. E
possivel que exista um valor limite, porém nao conhecido, para o qual o aumento da
razao [H20] / [TEOS] nédo provoque o aumento no tamanho médio de particula, Isso
porque as taxas de hidrolise e condensagdo sao diretamente proporcionais a
concentragdo dos reagentes, sendo limitadas pelo reagente em menor quantidade.
Sinteses utilizando altas concentracbes de agua sao limitadas pela quantidade de
TEOS na mistura.

Na Figura 2.17B é possivel observar que o aumento razdo [EtOH] / [TEOS]
provoca uma diminuicdo no tamanho médio de particula. Tal fendmeno pode ser
explicado de duas formas : a primeira € que o aumento do etanol diminui a tendéncia
de aglomeracgao das particulas. A segunda é que um aumento no valor de R implica a
diminuicdo da concentragcdo de TEOS no sistema, consequentemente reduz as
velocidades de hidrélise e condensacdo, o que resulta em um crescimento de
particulas mais lento, produzindo um sistema com nanoparticulas de tamanho médio

menaor.
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Figura 2.17. Influéncia da Razdo R= [H20] / [TEOS] e (B) Razédo R= [EtOH] / [TEOS]
sobre o tamanho de particula.

2.3.2.5. Morfologia e Tamanho Médio de Particula

Através da microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e do espalhamento

dindmico de luz (DLS) foi possivel observar a morfologia, agregacéo e uniformidade

das nanoparticulas. As imagens de microscopia eletrénica de varredura e os graficos

de espalhamento de luz, das nanoparticulas de silica sintetizadas em meio aquoso (NP

-1 a NP -5), e em meio alcodlico (NP - 6 a NP - 10), ilustradas nas Figura 2.18 e
Figura 2.19,

desempenha um papel importante na caracteristica final das nanoparticulas.

respectivamente, demonstraram que a concentracdo de amoénia
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Figura 2.18. Micrografias das nanoparticulas de silica (pd) obtidas por microscopia
eletrénica de varredura
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Nas micrografias é possivel observar a tendéncia geral das particulas menores

em agregar mais do que as particulas maiores, resultando em um sistema com

particulas com alto grau de deformagdo em relacdo as formas esféricas iniciais

(suspensao em agua). Em consequéncia disso, as imagens originadas da micrografia,

sendo de dificil compreensao, tornando-se incerto a determinacdo do tamanho médio

de particula unicamente por MEV. Diferentemente das micrografias, as medidas de

tamanho de particula em suspensdo por DLS (Figura 2.19) demonstraram que as

condi¢cbes experimentais de sintese utilizadas nessa dissertacdo foram capazes de

produzir nanoparticulas monodispersas na faixa de 24 a 173 nm.
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Figura 2.19. Medidas de tamanho das NPs em suspensao obtidas por DLS.
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Na Tabela 2-3 encontram-se os valores de tamanho médio das nanoparticulas e
area superficial obtidos através do espalhamento dinamico de luz e isoterma de
adsorcgao, respectivamente. Os resultados apresentaram uma relagcao entre o tamanho
de particula e a area superficial, onde particulas menos tendem a possuir uma maior
area superficial.

Tabela 2-3. Valores de tamanho médio e &rea superficial das nanoparticulas de silica.

Amostra Tamanho Médio Area Superficial
(nm) (m2/g)
NP — 1 = pre
NP — 2 58 166
NP -3 = 154
NP -4 132 83
NP -5 T 5
NP -6 24 424
NP —7 38 268
NP -8 49 149
NP -9 = 182
NP - 10 %6 o

As propriedades de porosidade foram avaliadas através de adsorcao/dessorcao
de N2. Através das isotermas (Figura 2.20) foi possivel observar que particulas
sintetizadas com altas concentragbes de catalisador (0,53 a 0,70 mol/L) ndo apresenta
porosidade estrutural, apresentando apenas porosidade de agregacao (Figura 2.20A).
O volume médio de poro e o didametro médio de poro para essas particulas foram
0,364cm?/g e 29,291 nm, respectivamente. Ja as particulas sintetizadas com baixas
concentracbes de catalisador (0,22 a 0,45 mol/L) sdo porosas (Mesoporosa),
apresentando volume médio de poro e didmetro de poro 0,570 cm®g e 4,673 nm
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(Figura 2.20B). Embora as particulas produzidas com elevadas concentragcées do
catalisador ndo apresentem porosidade estrutural, observa-se que o didametro de poro
dessas particulas € maior do que as particulas porosas (baixa concentracdo do
catalisador). Isso ocorre porque as particulas esféricas ao aglomerarem deixam
espacos vazios entre cada particula esférica (porosidade de aglomeragdo), onde

durante a isoterma de adsorcao fica gas adsorvido.
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Figura 2.20. Isoterma de adsorgcédo/dessorcao de N2 nas nanoparticulas de silica. (A)
Isoterma das nanoparticulas sem porosidade estrutural e (B) Isoterma das
nanoparticulas mesoporosas.

2.3.2.6. Analise dos Dados do Planejamento Experimental

A otimizacao da sintese de nanoparticulas baseado no método de Stdber pode
promover um melhor controle de tamanho e uniformidade das particulas. A Figura 2.21
mostra os valores padronizados para cada efeito. Os efeitos relacionados com a
amdnia, TEOS, agua e etanol sdao chamados de efeitos primeira ordem. Os efeitos
relacionados as interagdes entre as variaveis sdo chamados de efeitos de interagéao.

Através dos resultados obtidos pelo planejamento experimental foi possivel
observar que a amdnia é a variavel mais influente no tamanho médio final de particula.

Assim como ja descrito nos itens 2.2.3.1 e 2.2.3.2, o grafico de Pareto mostra que o
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aumento das concentracbes de agua, ambnia e TEOS provoca um aumento no
tamanho médio das nanoparticulas. A concentracdo de etanol apresentou apenas
efeitos significativos de interacdo de segunda ordem. Através dos efeitos significativos
para o etanol, observar-se que o aumento do etanol promove uma diminui¢do no

tamanho médio de particula, reforcando as informagdes obtidas no item 2.2.3.2.

6,876451
6,713197

5,773251
5,046029

Ambnia (4)
Interagdo 3 e 4
Interagdo 2 e 4

TEOS (2)

Agua (3) 3,829046
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Interacdo 2,3 e 4

Interagdo 1,3 e 4
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Interagdo 1e 2 - 2,176718
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]
Etanol (1) - 0,578809?
:

Interagdo 1,2e 4 - 0,3809257

- 0,2077777

Interacdo 1e 4
p=05

Estimativa do efeito padronizado

Figura 2.21. Gréfico de Pareto para visualizagdo dos efeitos de cada reagente
envolvido na sintese de nanoparticulas.

Na Equacéao 4 sao apresentados apenas os coeficientes significativos do modelo
obtido para o planejamento fatorial. As variaveis etanol, TEOS, a4gua e aménia sao

representadas pelas variaveis codificadas x1, X2, X3, € x4, respectivamente.

Y =23,39 + 6,37 x2 + 4,84 x3 + 8,69 X4 - 2,75 X1x2 - 2,36 x1x3 + 3,01

X2X3 + 7,29 XoX4 + 8,48 X3X4 - 3,62 X1X2X3 - 3,37 X1X3X4 + 3,40 X2X3X4 Equagao (4)

Através da Equacao (4) foi possivel calcular o tamanho de particula para cada
ponto do planejamento e, entdo, comparar os valores previstos com os valores obtidos
experimentalmente, sendo possivel avaliar o erro ou residuo. Os valores de tamanho
de particula previstos e 0s seus respectivos residuos, em termos absolutos e em
porcentagens, sdo apresentados na Tabela 2-4. E possivel observar que quanto menor

o tamanho de particula, maior o erro de previsdo do modelo. Uma vez que todos os
40



Capitulo 2: Sintese de Nanoparticulas de Silica Baseada no Processo de Stéber

valores previstos sdo possiveis de se alcangar experimentalmente, conclui-se que o

modelo ndo apresenta nenhuma condig¢ao limitante.

Tabela 2-4. Valores preditos pelo modelo e residuos de cada combinacao

experimental.

Tamanho Tamanho

Resi

croaos 0 Madode paode T
E1 E2 E3 E4 (nm) (nm) (nm) (%)

1 -1 -1 1 A1 17,15 20,75 3,60 21,0
2 1 -1 1 A1 20,60 16,99 -3,61  -17,5
3 -1 1 -1 A1 23,50 17,95 -5,55 -23,6
4 1 1 -1 A1 12,10 17,67 5,57 46,0
5 -1 -1 1 -1 11,50 4,99 -6,51 -56,6
6 1 -1 1 -1 13,20 19,75 6,55 49,6
7 -1 1 1 -1 10,50 15,11 4,61 43,9
8 1 1 1 -1 9,00 4,39 461 -51.2
9 -1 -1 -1 1 11,70 6,65 -5,05 43,2
10 1 -1 -1 1 11,30 16,37 5,07 449
11 -1 1 -1 1 15,30 19,41 4,11 26,9
12 1 1 -1 1 36,75 32,61 414 -11.3
13 -1 -1 1 1 19,60 24,69 5,09 26,0
14 1 -1 1 1 31,05 25,97 -5,08 -16,4
15 -1 1 1 1 83,60 77,57 -6,03 -7,2
16 1 1 1 1 47,35 53,37 6,02 12,7

Na Figura 2.22 é possivel observar a relagdo dos valores previstos pelo modelo
versus os valores medidos. E possivel observar também que os residuos se distribuem
aleatoriamente. Os valores estimados apresentaram desvios positivos e negativos,
sendo 0s maiores desvios negativos (~60 %) apresentados em particulas com

tamanhos médio entre 9 e 12 nm. O erro experimental apresentado foi considerado
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baixo (0,25%), mostrando que as condicdes experimentais permitiram a sintese de

forma reprodutivel,
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Figura 2.22. Diametro de particula medido versus previsto.

A partir dos valores previstos pelo modelo e seus residuos, calculou-se as
somas quadraticas da regressédo e dos residuos, Esses resultados sdo apresentados

na Tabela 2-5.

Tabela 2-5. Analise da variancia (ANOVA)

Fonte de Variaca Soma dos Graus de Média
onte de Variacédo ;
Quadrados Liberdade Quadratica
Modelo 10357,30 14 739,80
Residuo 868,28 17 51,075
Total 11225,58 31

Através da analise da variancia, onde se dividiu a soma quadratica do modelo
pela soma quadrética total, foi possivel obter um R? de 0,9226, o que significa que
aproximadamente 92% da variancia do sistema é explicada pelo modelo e os 8 %

restantes sao atribuidos aos residuos. A avalicdo do ajuste do modelo foi feita através
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do teste F, no qual comparou-se o valor de F calculado (Fcal) a partir da razdo entre as
médias quadraticas da regressao e dos residuos como valor de F tabelado (Fiab) para
14 e 17 graus de liberdade, a um nivel de confianga de 95% confianc¢a, € de 2,33, Uma
vez que o valor de Fca (14,48) é maior do que o valor Fiap tabelado, pode-se afirmar
que a regressao é estatisticamente significativa,

Através do modelo obtido pelo planejamento experimental foi possivel construir
superficies de resposta para as variaveis aménia, TEOS e agua. Analisando-se as
superficies de resposta das Figura 2.23A e Figura 2.23B, observa-se que a influéncia
das variaveis s6 ocorre em condi¢gées especificas. Isso ocorre porque ndo ha uma
variacao estatisticamente significativa da resposta com a mudanca no decorrer do
nivel. Por exemplo, nas Figura 2.23A e Figura 2.23B, a variagdo do TEOS n&o promove
uma variacao estatisticamente significativa da resposta quando se tem um nivel inferior
da aménia. No entanto, através da Figura 2.23C é possivel verificar que a variacao da

quantidade de agua promove uma variacao significativa no tamanho médio de particula
independentemente do nivel das outras variaveis.
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Figura 2.23. Gréficos de superficie obtidos a partir do planejamento fatorial 24.
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CAPITULO 3 - Desenvolvimento de Nanossensores Fluorescentes Reutilizaveis

3.1. Introducao

3.1.1. Sensores Quimicos

Um sensor quimico foi definido pela IUPAC (1991) como sendo um dispositivo
que transforma a informacdo quimica, tanto relativa a concentracdo de um
componente especifico da amostra como de sua composi¢do total, em um sinal
analiticamente utilizavel [71]. Essa definicdo é bastante geral, no entanto, existem
outras definigdes na literatura. Por exemplo, Hulanicki (1989) definiu sensor como
sendo um transdutor miniaturizado que responde seletiva e reversivelmente a
compostos quimicos ou ions, produzindo um sinal elétrico que depende da
concentragdo [72]. Estes sistemas contém duas unidades funcionais basicas: um
receptor e um transdutor. O receptor é definido como unidade onde a informacao
quimica € transformada em uma forma de energia que pode ser medida pelo
transdutor e o transdutor é definido como o dispositivo que transforma a energia, com
a informacao quimica da amostra, em um sinal analitico utilizavel [72,73].

O receptor dos sensores quimicos pode se basear em diferentes principios,
tais como: fisicos, quimicos e bioquimicos. Os receptores fisicos sdo aqueles em que
nao ocorre reacdo quimica no reconhecimento molecular. Os receptores quimicos
sao aqueles que o sinal analitico decorre de uma reacado quimica e, por fim, os
receptores bioquimicos que tem como fonte de sinal um processo bioquimico [72].

Os sensores quimicos podem ser classificados de acordo com 0 mecanismo
de transducao [74], sendo atualmente conhecido 4 tipos principais:

1) Sensores Opticos baseiam-se na medida das propriedades épticas do analito
ou nas propriedades resultantes das interacbes do analito com o receptor
(absorbancia, reflectancia, fluorescéncia, indice de refracdo e espalhamento de
luz).

2) Sensores eletroquimicos baseiam-se na medida do potencial ou corrente
elétrica gerada entre eletrodos diferentes na presenca do analito (voltamétricos e

potenciométricos e condutimétricos).
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3) Sensores piezoelétricos envolvem a geracédo de corrente elétrica a partir de
um cristal piezoeléctrico em vibracao (sensiveis a massa)

4) Sensores térmicos baseiam-se na medida de calor envolvido em uma reacao
quimica, na qual participa o analito de interesse.

Assim como varios outros dispositivos tecnolégicos, sensores possuem
parametros especificos que o0s caracterizam. As principais caracteristicas que
determinam a qualidade do sensor sao sensibilidade, seletividade, tempo de
resposta exatidao e precisdao. Além desses parametros, um sensor quimico possui
como caracteristicas importantes o baixo tempo de resposta e de recuperacao,
pequena dimensao, baixo consumo de energia e boa estabilidade térmica e quimica.

3.1.1.1. Sensores Quimicos Opticos

Os primeiros sensores opticos datam de 1930, quando Kautsky e Hirsch
propuseram um método para o monitoramento continuo de oxigénio em baixas
concentragbes, baseado na supressdo de fluorescéncia da triploflavina e
fluoresceina imobilizadas em silica gel [75]. Os sensores Opticos baseiam-se na
medida das propriedades Opticas do analito ou das propriedades decorrentes da
interacdo deste com um receptor [76]. Esses sensores podem ser divididos de
acordo com a propriedade dptica aplicada (absorbancia, reflectancia, fluorescéncia,
indice de refracdo e espalhamento de luz). Diversos sensores Opticos tém sido
desenvolvidos através da imobilizacdo de um dado reagente com propriedades
Opticas bem definidas, em uma matriz porosa fotoestavel [48,77]. Os sensores
opticos possuem diversas vantagens com relacdo aos sensores com outros modos
de transducao, essas vantagens sao [78-80]:

e Nao sofrem interferéncias elétricas ou magnéticas.

e Permite, através de fibras Opticas, a transmissdao de sinais Opticos a
longa distancia.

e Determinagbes em tempo real.

e Determinagdes simultdneas de mais de uma espécie.
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A forma na qual o sensor éptico interage com o analito vem sendo explorada
por diversos pesquisadores, de modo que os mesmos podem interagir de forma
reversivel ou irreversivel com o analito. Por exemplo, um reagente fluorescente
imobilizado pode mudar de cor ao interagir com o analito e voltar para coloragéao
inicial, através do deslocamento do equilibrio entre o reagente imobilizado e o analito
(reversivel) e, assim, pode ser reutilizado. No entanto, se ocorrer um reagao
irreversivel entre o reagente imobilizado e o analito, o sensor, independentemente da
cinética de reacdo, torna-se descartavel. Os sensores irreversiveis, quando
comparados aos reversiveis, podem ser extremamente sensiveis e permitem
determinar um maior numero de espécies. A literatura descreve, embora que
timidamente, trabalhos direcionados ao desenvolvimento de sensores fluorescentes
reutilizaveis para deteccdo de ions metalicos [18,19,81], porém ndo apresentaram
resultados satisfatorios, o que evidéncia que a reutilizagcdo desses materiais ainda se
encontra em fase de consolidacao.

3.1.2. Espectroscopia de Luminescéncia

Luminescéncia é o fenbmeno de emissao de fétons nas regides do
ultravioleta, visivel ou infravermelho a partir da relaxacao de uma espécie excitada.
Pode ser dividida em duas categorias: fluorescéncia ou fosforescéncia, dependendo
da natureza do estado excitado. A fluorescéncia molecular é medida excitando-se a
amostra no comprimento de onda de absorcdo, também conhecido como
comprimento de onda de excitacdo, e medindo-se a emissdo a um comprimento de
onda maior, denominado comprimento de onda de fluorescéncia.

Qualquer processo que promova a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia
de um fluoréforo é chamado de supressao. Os dois tipos de supressao sao a estatica
e a dindmica (colisional) e ambos requerem contato molecular entre o fluoréforo e o
supressor. Na supressao estatica o supressor e o fluoréforo, no estado fundamental,
formam um complexo néo fluorescente. Ja na supress@o dinamica ocorrem colisdes
entre a espécie excitada e o supressor [82]. A razdo entre a intensidade de
fluorescéncia inicial do nanossensor (lg) e a intensidade ap6s o efeito de supressao
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(I) é diretamente proporcional a concentracao do supressor. A supressao colisional
da fluorescéncia € descrita pela equacao de Stern-Volmer (equacao 5):

Equacéo (5)

ITOZ 1+ kt[Q] = 1+ Kp[Q]

Onde, k é a constante de supressao bimolecular,t € o tempo de vida do
fluor6foro na auséncia do supressor e [Q] é a concentragdo do supressor. A
constante de supressdo de Stern-Volmer (Kp) € dada pelo produto kt [83] .Pela
equacdo de Stern-Volmer € possivel observar que a relacdo entre lo/l (efeito de
supressao) é diretamente proporcional a concentracdao do supressor [Q]. Através
dessa relacao, pode-se construir curvas analiticas e, consequentemente quantificar

espécies através do efeito de supressao de fluorescéncia [84].
3.1.2.1. Rodamina B

As rodaminas (B, 6G e 123) e seus derivados sdo corantes muito utilizados
em microscopia de fluorescéncia e sdo candidatos a serem utilizados na construcao
de nanossensores fluorescente para determinacao de ions metalicos, devido ao seu
alto rendimento quantico de emissao. Para a rodamina B, esta propriedade tem o
valor de 0,70 na forma zwiteridnica (RB+) e 0,53 na catibnica (RBH*), ambas em
etanol (Figura 3.1) [85]. Além das duas formas ibnicas a rodamina B pode formar
dimeros (tipos H e J), sendo que o dimero H nao apresenta fluorescéncia. Alguns
fatores como temperatura, pH, formacdo de dimeros e a concentracao afetam o
rendimento quantico da rodamina B [86—89]. O rendimento quantico de uma solucao
concentrada de rodamina B em etanol, pode ser afetada pelo fenbmeno de auto
absorcao. Nesse fenbémeno, a intensidade de fluorescéncia diminui porque ao
atravessar a solucéo, a radiagcao é absorvida por outras moléculas de rodamina B

presentes em solugao.
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Figura 3.1. Estrutura molecular da rodamina B (forma catiénica).

A forma estrutural na qual a rodamina se encontra depende diretamente do
pH, de modo que € possivel a obtengéo da forma zwiteribnica em solugdes basicas e
da forma catiénica em solucbes acidas, o que torna possivel uma manipulagdo do
corante para uma aplicacdo especifica. A Figura 3.2 apresenta espectros 3D de

emissdo e excitagdo para uma solugdo a 10° mol / L de rodamina B em etanol [90—
92].

700 .‘I

560 —

420 —

280 —

140 -

Intensidade / u.a

Figura 3.2. Espectro 3D de excitagdo (535 nm) e de emissao (573 nm) de uma
solugédo a 10 mol L' de rodamina B em etanol.
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3.1.3. Nanossensores Fluorescentes

Nos ultimos anos, a busca por métodos analiticos alternativos tem despertado
o interesse de muitos pesquisadores. Em particular, a necessidade de métodos
rapidos, versateis, confiaveis, capazes de monitorar em tempo real espécies de
interesse ambiental, industrial e bioldgico tem incrementado o desenvolvimento e o
uso de sensores quimicos, tanto eletroquimicos como Opticos, uma vez que agregam
varios dos requisitos citados anteriormente [93].

As nanoparticulas associadas a espectroscopia de fluorescéncia tém levado a
producdo de uma classe de sensores denominada de nanossensores fluorescentes
[64,94-96]. Estes nanosensores tém sido aplicados em muitas areas, tais como
monitoramento ambiental, controle de processo, analise de alimentos e bebidas
[97,98]. Nos dUltimos anos, estes sensores tém apresentado um rapido
desenvolvimento nos campos da biologia e da medicina e muitas dessas aplicagdes
sdo baseadas em suas propriedades magnéticas, opticas e eletroquimicas [98].

Muitas estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de
nanossensores. Uma destas estratégias é conhecida como DDSN (do inglés, Dye-
Doped Silica Nanoparticle) [99], a qual consiste na imobilizacdo de reagentes
luminescentes na matriz de silica por encapsulamento [100]. O primeiro relato sobre
a preparacao de DDSNs foi publicado apenas em 1992 quando Van Blaaderen e Van
Geest doparam uma nanoesfera de silica com um derivado da fluoresceina por meio
de ligacbes covalentes [101]. Desde entdo, moléculas organicas e inorganicas tém
sido imobilizadas em matrizes de silica para formar nanoparticulas com excelentes
propriedades 6pticas, como fotoestabilidade e elevada intensidade de fluorescéncia.

O sucesso da funcionalizacao depende fundamentalmente do tipo de suporte
sblido empregado. Neste caso, a silica desempenha excelente funcdo, pois
apresenta propriedades desejaveis como resisténcia mecanica, estabilidade térmica,
elevada area superficial, inércia quimica, além de ser relativamente barata [102,103].
Pelas caracteristicas anteriormente mencionadas, as nanoparticulas de silica se
aproximam do suporte ideal para o desenvolvimento de nanossensores

optoquimicos. Ainda, a silica pode ser preparada pelo processo sol-gel de forma a ter
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transparéncia para uma vasta gama do espectro UV-visivel e porosidade controlada,
permitindo que os reagentes imobilizados se mantenham firmemente retidos na
matriz mas, contudo, expostos a interacao com as moléculas ou ions de interesse da
amostra que se possam difundir para o interior dos poros. A facil manipulagéo das
propriedades fisico-quimicas dos materiais sol-gel permite, por variacdo das
condi¢des reacionais, otimizar o desempenho (estabilidade, reversibilidade, tempo de
resposta e seletividade) do nanossensor desenvolvido.

Um nanossensor fluorescente € constituido por duas unidades: um receptor
que é responsavel pelo reconhecimento do analito e um fluoréforo responsavel pela
geracao do sinal analitico [104]. Em alguns casos o receptor e o fluoréforo sdo um
sd, ou seja, 0 mesmo componente que reconhece o analito promove o sinal analitico
[105]. Um sensor quimico fluorescente tem dois modos de acdo. Um ocorre com o
surgimento de uma emissao fluorescéncia na presenca do analito (sensor quimico
modo off-on), e 0 outro ocorre devido a reducao da fluorescéncia pela presenca do
analito (sensor quimico modo on-off). Uma das vantagens de combinar as
nanoparticulas de silica com a espectroscopia de fluorescéncia esta na alta
sensibilidade da técnica. Na Figura 3.3 é possivel observar o esquema de um

nanossensor quimico fluorescente, onde o modo de acéao off-on é observado.

cromoforo/fluoréforo "off" cromoforo/fluoréforo "on"
analito
X 7 —
—eeee.
receptor

Figura 3.3. Representacado esquematica de um nanossensor fluorescente (adaptado
de Bonnacchi et al. 2011).

3.1.3.1. Nanossensores Fluorescentes Reutilizaveis

Os nanossensores fluorescentes tém sido utilizados para determinacao de
ions metélicos (por exemplo, Cu, Zn, Al) em meio aquoso [106—109]. No entanto,
como ja descrito nesse trabalho, o desenvolvimento dos nanossensores

fluorescentes reutilizaveis esta em fase de consolidagao. Isso porque esses sensores
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reutilizaveis desenvolvidos tém apresentado problemas, tais como perda de
sensibilidade, perda de seletividade e aumento no tempo de resposta [110,111].
Outros problemas relacionados a esse tipo de nanossensor estdo associados ao
processo de regeneragcdo do nanossensor, onde algumas etapas sdo complexas e
demoradas [112,113]. De forma geral, a reutilizacdo dos nanossensores depende de
dois fatores fundamentais: um € a regeneracdo do sinal analitico e 0 outro é a
recuperagdo das nanoparticulas. Essas etapas dependem da lavagem, da
centrifugagéo e da secagem, onde a lavagem tem por objetivo a regeneracao do
sinal analitico (remoc¢ao do analito) e a centrifugacéo, a recuperacao do material. Em
alguns trabalhos a regeneracdo do sinal analitico é realizada com sucesso, no
entanto, a recuperacdo das nanoparticulas ndo € possivel, o que impossibilita a
reutilizacdo desse nanossensor para determinacdo do analito em outra amostra
[92,114].

3.1.3.2. Quimica do Cobre

O cobre é um elemento essencial aos organismos vivos, sua deficiéncia
provoca algumas doengas como a anemia e a neutropenia [115]. Por outro lado,
altas concentracdes de cobre sdo extremamente tbéxicas, o que contribui para o
surgimento de algumas doencas como Alzheimer ou doenca de Wilson. Como
consequéncia dos problemas causados pelo cobre, nos ultimos anos muitos
trabalhos desenvolveram métodos para a determinacdo de Cu(ll) em diversas
matrizes [116—118]. Na literatura é possivel encontrar a determinacéo de Cu(ll) em
diferentes amostras usando a espectrometria de absor¢do atémica em forno de
grafite (GF-AAS),espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) [119], cromatografia de alta performance [120],
potenciométria [117], voltametria [121] e LIBS (do inglés, Laser Induced Breakdown
Spectroscopy) [83]. Neste trabalho estd descrito o desenvolvimento de um método
para determinacdo de Cu(ll) usando fluorescéncia molecular.
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3.1.3.3. Sensores Fluorescentes Para Determinacgio de ions
Cobre

O desenvolvimento de sensores quimicos fluorescentes para determinacao
seletiva de ions metalicos, especialmente ions de metais de transigdo, tem atraido o
interesses de quimicos, bidlogos e quimicos ambientais nos ultimos anos [122,123].
Isso porque os nanossensores fluorescentes apresentam diversas vantagens, como
por exemplo, baixo custo, instrumentacao simples e alta sensibilidade. Os sensores
fluorescentes possuem uma unidade quelante, que é utilizada para o reconhecimento
do analito. Ao reconhecer o analito, essa unidade produz um sinal de fluorescéncia
diferente do quelante livre, ou seja, o quelante se comporta como receptor e
fluor6foro dos sensores fluorescentes. A maiorias das publicacbes direcionadas ao
desenvolvimento de sensores fluorescentes para determinacdo de ions Cu(ll) em
solugcdo aquosa utilizam ou complexos luminescentes ou corantes comerciais como
unidade quelante, encapsulado ou imobilizado na superficie de nanoparticulas
[62,77,107-109,114,124]. Recentemente Sung e Lo desenvolveram nanossensores
fluorescentes através do encapsulamento de CdSe/ZnS em silica mesoporosa [63].
O sensor apresentou limite de deteccédo e de quantificagdo no valor 0,9 pmol L' e 3,0
umol L', respectivamente, e uma faixa linear até 10 umol L. No entanto o
nanossensor apresentou interferéncia a ions prata e nao possui a caracteristica de
ser reutilizado. Zheng e colaboradores também demonstraram o uso destes
nanossensores. Estes autores prepararam um nanossensor fluorescente para
determinacdo de Cu(ll) usando o reagente N-(quinoline-8-il)-2-(3-trietoxisilil-
propilamino)-acetamida depositado sobre a superficie de nanoparticulas de silica
preparados por microemulsdo reversa. Esse nanossensor exibiu limites de deteccao
e quantificacdo de 0,3 umol L' e 1,0 umol L, respectivamente, e ndo apresentou
interferéncia de outros ions metalicos. Além disso apresentou uma faixa de resposta
linear de 2 — 20 umol L' [106]. Analisando as recentes publicacbes, observa-se que
os limites de detecgcdo e quantificagdo vendo sendo otimizados, contudo a

reutilizacdo desses nanossensores ainda encontra-se em fase de consolidagéo.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1. Reagentes Utilizados

e Acido acético (Synth)

¢ Acetato de sddio (Synth)

e Etanol Absoluto (Merck)

o Fosfato de sddio bibasico heptahidratado (Nuclear)

o Fosfato de s6dio monobasico anidro (Synth)

e Solugédo de Amoénia (2,0 mol L' em etanol, Aldrich)

e Solucéo de hidroxido de aménio (28% NHas, Synth)

e Tetraetilortosilano (TEOS) (= 99,0 %, Aldrich)

e Sais de Nitrato (Cobre, chumbo, cadmio, niquel e zinco) (TEC-LAB)
e Sais de Cloreto (Ferro e mercurio) (TEC-LAB)

Solucao de Rodamina B

Uma solugdo estoque de rodamina B foi preparada em etanol a uma
concentragdo de 1,0 x 10° mol L'. Em seguida, por diluicdo, foram preparadas
solugdes de 5,0 x 105> mol L' em &gua.

Solucao de Cations Metalicos

As solucdes de referéncia dos ions metélicos (1,0 x 102 mol L) foram
preparadas em agua deionizada. A partir destas solu¢des estoques prepararam-se
solucdes de diferentes concentracdes em tampao fosfato ou acetato.

Solucoes Tampao

Solugdes estoque de tampao fosfato (5,7 x 102 mol L") e tampé&o acetato (6,2
x 102 mol L") foram preparadas em agua deionizada. Diluicbes foram feitas para
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preparacao de solucdes de diferentes valores de concentragdo e consequentemente
diferentes valores de pH.

3.2.2. Desenvolvimento dos Nanossensores Fluorescentes

As nanoparticulas de silica dopadas com reagentes fluorescentes
(nanossensor fluorescente) foram sintetizadas baseando-se no processo descrito no
item 2.2.2., com algumas modificagdes. As concentragdes utilizadas para o
desenvolvimento do nanossensor foram: etanol (6,42 a 11,80 mol L''), amoénia (0,18
a 0,70 mol L") e agua (13,80 a 31,10 mol L"). A concentragédo de TEOS (0,32 mol L
) foi mantida constante em todas as sinteses. Inicialmente misturou-se solugéo
alcodlica de hidréxido de aménio padrdo com agua deionizada e manteve-se o
sistema durante 15 minutos sobre agitacdo constante. Apds o periodo inicial de
mistura adicionou-se o tetraetilortosilano (TEOS, = 99,0%) no qual deu inicio a
reacao de hidrélise, seguida de condensacao. O sistema foi deixado sob agitacdo de
350 rpm durante 7 horas para sintese com concentragdes de aménia entre 0,18 a
0,50 mol L' (nanossensor 1) ou 2 horas de sintese para concentragdes de amonia
entre 0,53 a 0,70 mol L' (nanossensor 2). Para imobilizar o reagente luminescente
na silica, 3 mL de uma solugdo do material luminescente (5,0 x 10 mol L) foram
adicionados a sintese em diferentes tempos: 2, 3, 4 e 5 h para sintese de 7 horas e
30, 60, 90 e 120 minutos para sintese de 2 horas. Apos a sintese, as particulas
foram isoladas por centrifugacao (15.000 rpm/120 min). Na sequéncia, o material foi
lavado trés vezes com etanol para eliminagdo do solvente, do catalisador e do
material luminescente que n&o ficou imobilizado na silica do meio reacional. O
material decantado foi seco em estufa durante 24 h a 60 °C. Na Figura 3.4 é possivel
observar as etapas e os produtos obtidos no desenvolvimento dos nanossensores

fluorescentes.
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Centrifugacgéo/
TEOS/NH, RodaminaB : Lavagem
Agua/ Etanol =7 Secagem
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Figura 3.4. Desenvolvimento dos nanossensores através da imobilizagdo da
rodamina B na silica de Stéber. (A) nanossensor 2 e (B) nanossensor 1.

O material desenvolvido foi denominado de NPSRB — x, onde NPSRB ¢é a
sigla que simplifica a expressao “nanoparticulas de silica dopadas com rodamina B”,
e o x indica o tempo de adicdo do material luminescente durante a sintese. Quando x
for 30, 60, 90 e 120 min representa o nanossensor 2 e quando x for 2, 3, 4 ou 5 h
representa o nanossensor 1. Ap6s a definicdo das concentracbes dos reagentes
utilizados, a concentragcdo dos reagentes foi mantida constante para cada

nanossensor desenvolvido, variando-se apenas o tempo de adi¢cdo da rodamina B.

3.2.3. Medidas de Fluorescéncia

3.2.3.1. Avaliacao dos Nanossensores

Como descrito no item 3.2.2, dois tipos de nanossensores foram
desenvolvidos. A avaliacdo desses nanossensores foi realizada usando um sistema
composto por uma cubeta de quartzo (1 cm de caminho Optico) e um
espectrofluorimetro Cary-Eclipse, VARIAN. Embora os nanossensores desenvolvidos
nesse trabalho estejam no estado soélido, todas as medidas foram feitas em
suspensao, através da ressuspensao das nanoparticulas dopadas com rodamina B
(Figura 3.5). Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos excitando-se as
NPSRB — x em um comprimento de onda de 535 nm e medindo a intensidade de

radiacdo no comprimento de onda de fluorescéncia em 573 nm, com fendas de
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excitacdo de 20 nm e emissdao de 5 nm, e. Solugcbes-padrao das NPSRB — x com
concentragdo 0,43 mg mL' foram preparadas em tampao fosfato (pH 7,0) e logo
apos, registrou-se os espectros de emissédo de cada solugdo. Para avaliar a resposta
dos nanossensores a ions Cu(ll) foram observadas a intensidade de emissdo das
NPSRB - x livre e na presenca do Cu(ll). Para execucao dessas medidas, aliquotas
de uma solugédo contendo ions Cu(ll), com concentracdo de 10 pmol L', foram
adicionadas na suspensdo de NPSRB - x com concentracdo 0,43 mg mL"' em

tampao fosfato (pH 7,0).

— A B c
R
\ Tampé&o Fosfato Solugédo de Medida de
j (pH=7,0) Cu(ll) Fluorescéncia
— — —_—
oy 8
L=

Figura 3.5. Preparo das suspensdes para avaliagdo dos nanossensores 1 e 2 através
das medidas de fluorescéncia. (A) tem-se o pd das NPSRB - x, (B) suspenséao de
NPSRB - x em tampéao fosfato e (C) adicao na suspensao de ions Cu(ll).

3.2.3.2. Avaliacao do Nanossensor 1

As medidas de fluorescéncia realizadas nesse item utilizaram a mesma
instrumentacao descrita no item 3.2.3.1. Solucdes-padrao das NPSRB — x com
concentragdo 0,43 mg mL' foram preparadas em tampao acetato (pH entre 3,0 —
5,0) e tampéao fosfato (pH 6,0 — 9,0), e logo apds registrou-se 0s espectros de
emissao de cada solugdo. Para avaliar a resposta dos nanossensores a ions Cu(ll)
foram observadas a intensidade de emissdo das NPSRB — x livre e na presenca do
Cu(ll). Para execucao dessas medidas, aliquotas de uma solucdo contendo ions
Cu(ll) com concentracédo de 10 pmol L' foram adicionadas na suspensédo de NPSRB
— x com concentragao 0,43 mg mL-' em tampao fosfato e acetato. Para construgao
da curva analitica, espectros de fluorescéncia foram medidos antes e apds adicao de
Cu(ll) na mistura, Foram construidas curvas analiticas empregando-se a razao lo/l
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em funcao da concentracdo de Cu(ll) em diferentes valores de pH (3,0 e 9,0), onde lo
é a intensidade de fluorescéncia das NPSRB — x antes da adi¢do do cobre, e | a
intensidade de fluorescéncia apés a adicao de Cu(ll). Além do pH de medida, o
desempenho do nanossensor foi avaliado em fungdo do tempo de adicdo da
rodamina B durante a sintese. Para isso, medidas foram feitas em um pH fixo onde o
nanossensor apresentou uma melhor sensibilidade. Para todas as determinagdes
foram feitas correcbes com o fator de diluicdo. O fator de diluicdo é calculado
dividindo o volume final na cubeta pelo seu volume inicial. Esse fator corrigi a queda
no sinal de fluorescéncia devido a diluicdo da suspensao contendo o NPSRB — 5.

3.2.4. Estudo de Interferentes

O estudo de interferentes foi realizado para avaliar a seletividade dos
nanossensores na presenga de outros ions metélicos. Para tal estudo foram testados
os seguintes cations: Zn(lIl), Hg(ll), Pb(ll), Ni(ll), Cd(ll) e Fe(lll). As medidas foram
feitas em solucao tampéao acetato pH 4,0 e 5,0 e solucao tampéo fosfato pH 7,0 e 8,0
fixando-se a concentragdo de Cu(ll) e dos demais ions metalicos em 10 e 50 umol L-
! respectivamente. Inicialmente foi feito a medida de fluorescéncia das NPSRB — x
livre em suspensdo. Logo na sequéncia foi realizada a medida de fluorescéncia na
presenca dos ions Cu(ll). Por fim, adicionou-se a mesma suspensado outro ion

metalico e realizou-se a medida de fluorescéncia.
3.2.5. Regeneracao do Sinal Analitico

O material fluorescente utilizado nesse trabalho (rodamina B) ao complexar
com cobre sofre o efeito de supressdo de fluorescéncia. Para regenerar a
intensidade de fluorescéncia é preciso utilizar uma espécie que seja capaz de
remover o ion Cu(ll) complexado. Geralmente, utilizam-se solugbes de &acidos
diluidos ou EDTA. Neste trabalho empregou-se HCI 0,1 mol L' como solugdo
regeneradora e avaliou-se quantas vezes os nanossensores podem ser reutilizados.

Primeiramente, prepararam-se suspensdes das NPSRB - x com concentragéo 0,43
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mg mL' em solucdo de tampao fosfato e acetato e registraram-se os espectros de
emissao de cada nanossensor antes e depois da adi¢do dos ions Cu(ll) no sistema.
Em seguida, adicionou-se 1 mL da solugdo 0,1 mol L' de HCI em cada sistema.
Depois de 4h da adigdo do &cido, o sistema foi centrifugado (15.000 rpm/120 min),
onde o sobrenadante foi eliminado (HCI + Cu(ll)) e as NPSRB — x decantadas foram
secas em estufa durante 24 h a 60 °C. Apdés a secagem da amostra, novas
suspensdes com a mesma concentracdo foram preparadas e novos espectros de

emissdo foram obtidos.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Nanossensores Fluorescentes

3.3.1.1. Propriedades dos Nanossensores Desenvolvidos

Como descrito no item 3.2.2, dois nanossensores foram desenvolvidos de
forma semelhante, variando apenas o tempo em que a rodamina B foi adicionada a
sintese. Através desse estudo foi possivel identificar a relacao entre o tempo de
adicdo da rodamina B e a intensidade maxima de emiss&o. Na Figura 3.6 € possivel
observar os espectros obtidos para os nanossensores preparados pela adicdo da

rodamina B em diferentes tempos de sintese.
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Figura 3.6. Espetros de emissao dos nanossensores fluorescentes em diferentes
tempos de adigdo da rodamina B na sintese (Aex535 nm, fendas de emisséo 5 e
excitagdo 20 nm).
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Observa-se que o nanossensor 1 (adicdo da rodamina B em 2, 3, 4 e 5h)
apresentou bandas de emissdo com intensidade maxima em 573 nm. Ja o
nanossensor 2 (adigdo da rodamina B em 30, 60, 90 e 120 min.) apresentou bandas
com intensidade maxima em torno de 579 nm, o que mostra que houve uma variacao
no comprimento de onda de emissdo maxima da rodamina B encapsulada nas
nanoparticulas de silica em relagdo a rodamina B livre. Nota-se também que a
intensidade maxima de emissédo é obtida para o nanossensor 1. A explicacao para
tais observacdes pode ser baseada nos resultados obtidos no item 2.3.2.5, os quais
indicam que as nanoparticulas utilizadas para o desenvolvimento do nanossensor 1
apresentaram elevada porosidade estrutural (mesoporoso) e tamanho médio de
particula menor (60 nm), o que resulta em uma camada menor de silica em volta da
rodamina B encapsulada. Por outro lado, o nanossensor 2 (elevada concentragao do
catalisador) ndo apresentou porosidade estrutural e o tamanho médio de particula foi
maior (180 nm), o que resulta em uma camada de silica maior em torno da rodamina
B encapsulada. Baseado nesse mesmo fundamento teoérico também é possivel
explicar o fato da intensidade maxima de emissdo do nanossensor aumentar

diretamente com aumento no tempo de adi¢do da rodamina B durante a sintese.
3.3.1.2. Avaliacao dos Nanossensores Fluorescentes

Os nanossensores (1 e 2) desenvolvidos neste trabalho tiveram suas
respostas a ions Cu(ll) avaliadas conforme o item 3.2.4.1. Através da Figura 3.7A e
Figura 3.7B foi possivel observar que apenas o nanossensor 1 apresentou resposta
aos ions Cu(ll) no pH empregado. Isso porque ndo foi observado nenhuma variagéo
significativa nas intensidades de emissao do nanossensor 2 (efeito de supressao)
com e sem adicao de Cu(ll), como observado na Figura 3.7A.
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Figura 3.7. Espectros de emiss&o dos nanossensores 1 e 2. (A) nanossensor 1 com
resposta a ions Cu(ll), (B) nanossensor 2 sem resposta a ions Cu(ll), [Cu(Il)] = 10
umol L1, pH 7,0 (INPSRB] = 0,43 mg mL-"). Comprimento de excitagdo em 535 nm,
fendas de emissado e emissédo 20 e 5 nm, respectivamente.

Explicacdes para os fendmenos observados podem estar na forma pela qual a
rodamina B esta encapsulada nas nanoparticulas de silica ou no grau de porosidade
das nanoparticulas desenvolvidas. Nos dois nanossensores desenvolvidos a
rodamina B encontra-se encapsulada nas nanoparticulas. Quanto maior o tempo de
adicéo da rodamina B, mais proximo da superficie da particula encontra-se o material
luminescente, estando assim, mais acessivel aos ions Cu(ll).

No caso do nanossensor 2, a alta taxa de hidrolise e de condensacéao, devido
ao uso de elevadas concentracdes de catalisadores, produziram nanoparticulas
maiores, n&o porosas € com uma espessa camada de protecao da silica, impedindo
assim a interacdo metal-ligante. Por isso, nenhuma supressao de fluorescéncia foi
observada, mesmo quando a rodamina B foi adicionada em diferentes tempos da
sintese. Por outro lado, quando a sintese de nanoparticulas € feita com baixas
concentragdes do catalisador (nanossensor 1), o material produzido é poroso, 0 que
possibilita a difusdo dos ions Cu(ll) pelos poros das nanoparticulas, possibilitando a
complexacéo dos ions Cu(ll) com a rodamina B.

Apéds estudos iniciais, foi possivel identificar que apenas o nanossensor 1
com bandas de emissao de intensidade maxima em torno de 573 nm apresentou
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resposta a ions Cu(ll). Dessa forma, diversos nanossensores (nanossensor 1) foram
desenvolvidos de acordo com item 3.2.2 e foram avaliados quanto a seletividade, a
sensibilidade e ao tempo resposta. Avaliou-se a influéncia do pH e o tempo de
adicdo da rodamina B durante a sintese de nanoparticulas na intensidade de
fluorescéncia e resposta dos nanossensores a ions Cu(ll).

O estudo do pH foi realizado com a finalidade de avaliar o comportamento
dos nanossensores em diferentes valores de pH. Para tal, foram considerados as
variagcoes de intensidade maxima de emissdo sem e com a presenca de ions Cu(ll)
para todos os nanossensores desenvolvidos (NPSRB — 2, NPSRB - 3, NPSRB - 4,
NPSRB - 5). Através das medidas realizadas de acordo com o item 3.2.4.2, pode-se
concluir que a sensibilidade dos nanossensores aumenta com o aumento do pH,
tendo seu maximo em pH 7,0 para os nanossensores NPSRB — 3, NPSRB - 4 e
NPSRB - 5. O nanossensor NPSRB — 2 nao apresentou resposta em nenhum dos
valores de pH e concentragcdo de ions Cu(ll) estudados. Isso ocorre, porque ao
adicionarmos a rodamina B em 2 h de sintese, a rodamina tende a ficar imobilizada
no nucleo das nanoparticulas, de modo que a espessa camada de protecao da silica
impeca a interacdo metal- ligante. O NPSRB — 5 apenas nao apresentou resposta a
ions Cu(ll) em pH 3,0 e 9,0 (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Gréafico com as intensidades de emissdo das nanoparticulas em
diferentes valores de pH e tempos de adicdo da rodamina B: (a) NPSRB - 2 na
auséncia e na presenga de Cu(ll), (b) NPSRB - 3 na auséncia e na presenca de
Cu(ll), (c) NPSRB - 4 na auséncia de Cu(ll) e na presenca de Cu(ll), (d) NPSRB -5
na auséncia de Cu(ll) e na presencga de Cu(ll). (Comprimento de excitacdo em 535
nm, fendas de excitacdo e emissao 20 e 5 nm, respectivamente. [NPSRB] = 0,43 mg
mL", [Cu(ll)] = 10 pmol L.

Uma das explicacdes para a baixa sensibilidade do NPSRB — 5 em pH 3,0
pode estar relacionada ao fato de que nesses valores de pH a rodamina B (pKa 4,51)
encontra-se parcialmente protonada e o sitio ativo ndo estd disponivel para
complexacado com os ions Cu(ll) (Figura 3.9). Ja a baixa sensibilidade em pH 9,0 se
déa devido a precipitagdo os ions Cu(ll) em Cu(OH)2 (Kps a 25 °C = 4,8 x 10%%), o0 que
diminui a disponibilidade de ions Cu(ll) para complexacao com a rodamina B.

Figura 3.9. Modo de ligacéo proposto entre a rodamina B e os ions Cu(ll).
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Ap6s a identificacdo do pH, onde a sensibilidade é maior, avaliou-se a
resposta do nanossensor em funcado do tempo de adicdo da rodamina B. Pode-se
concluir que a sensibilidade dos nanossensores é diretamente proporcional ao tempo
de adicdo da rodamina B durante a sintese das nanoparticulas, isto €, a resposta do
nanossensor aumenta do NPSRB - 2 para o NPSRB - 5.

A sensibilidade do nanossensor foi avaliada através da construcdo de curvas
analiticas de lo/l em funcao da concentracao de Cu(ll). O intervalo de concentracao
de ions Cu(ll) utilizado foi de 1,2 pmol L="a 25,0 pmol L~'. Na Figura 3.10, observa-
se que houve um aumento na sensibilidade do nanossensor com o aumento do

tempo de adi¢cao da rodamina B em um valor fixo de pH.

1,5
* NPSRB -2
= NPSRB-3 .
1,44 NPSRB - 4 =
NPSRB - 5
1,3
1,2
|
1,14 z
1,0
L L} 1 ] ] I

0 5 10 15 20 25 30
[Cu(ll)]/ umol L™
Figura 3.10. Resposta analitica dos nanossensores a ions Cu(ll) para diferentes

tempos de adicao do reagente luminescente (Rodamina B) em pH 7,0

Como ja descrito, 0 nanossensor NPSRB — 5 apresentou um melhor sinal
analitico (maior razao lo/l). Isso pode ser explicado devido a espessura da camada
de silica ser fina e a rodamina B estar localizada mais préxima a superficie da
particula. No entanto, embora a rodamina B adicionada em cinco horas tenha
apresentado o maior sinal analitico, ela € mais facilmente afetada pelo oxigénio
(supressor) do ar e pelo solvente. Na Figura 3.11 observar-se uma ilustracao das
espécies de silica em diferentes estagios da sintese de Stéber e a posicdo do

reagente fluorescente encapsulado ao ser adicionado em diferentes tempos de
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reacdo. E importante enfatizar que a ilustragdo é valida para representar os dois
nanossensores desenvolvidos nesse trabalho, independentemente do tempo total de
sintese (2 h ou 7 h). Isso porque a sintese com 2 h de duragcdo possui uma
concentragdo mais alta do catalisador, o que torna os processos de hidrolise,

condensacao e adsorcao eletrostatica mais rapidos.
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nas Nanoparticulas de
silica @ @

® RodaminaB

Figura 3.11. Representacao da estratégia de encapsulamento da rodamina B nas
nanoparticulas de silica durante o processo de sintese (sintese com duracéo de 7 h)
(Adaptada do artigo de Dawei Zhang, onde se utilizou complexo de ruténio como
material imobilizado).

Logo apds a identificacdo do pH e do nanossensor que ofereceu a melhor
resposta a ions Cu(ll), avaliou-se o tempo de resposta do nanossensor NPSRB — 5.
A andlise foi realizada adicionando aliquotas de ions Cu(ll) em suspensao aquosa de
nanoparticulas de silica dopadas com rodamina B e observou-se o tempo necessario
para que o decréscimo (supressao) na intensidade, causada pelos ions Cu(ll),
tornasse constante. O nanossensor desenvolvido neste trabalho apresentou tempo
de resposta de aproximadamente 50 s para uma concentracdo de 10 umol L' de
Cu(ll).
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3.3.2. Analise dos Interferentes

Na Figura 3.12, observam-se as intensidades de fluorescéncia NPSRB — 5 em
funcdo dos cations analisados. Os resultados demonstraram que o nanossensor para
ions Cu(ll) foi seletivo, ndo apresentando interferéncia para nenhum dos ions
investigados em pH 8,0 (Figura 3.12B), o que mostra desempenho melhor em
relacdo a outros nanossensores descritos na literatura que sofreram interferéncia de
Ni(ll) e Zn(ll) [125]. A seletividade obtida pelo nanossensor revela que a
determinacao de ions Cu(ll) pode ser alcancada na presenca do excesso de ions
interferentes. A seletividade também foi testada invertendo a ordem de adicao dos
ions metélicos, ou seja, teste foram realizados adicionando inicialmente os ions

interferentes e depois adicionando os ions Cu(ll).

-|- NPSRB - 5 =B-NPSRB-5 B
1000 -\ NPSRB - 5 + Cu(ll) A 1000 - B - NPSRB - 5 + Cu(ll)
{__INPSRB - 5 + Cu(ll) + Metal { 1B -NPSRB - 5 + Cu(ll) + Metal

800 © 800 -
5
> 6004 © 600-
o T
© | ©
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;,:; 400+ % 496
= 1 € 1

200 = 200-

0 e - 0 - -1
Zn(ll)  Pb(l) Ni(ll)  Cd(ll) Fe(ll) Hg(l) Zn(ll) Pb(l) Ni(l) Cd(ll) Fe(ll) Hg(ll)

Figura 3.12. Interferéncia de ions metalicos na detecc¢éo de ions Cu(ll) 10 umol L,
[metais] = 50 umol L, (A) pH 4,0 e (B) pH 7,0.

Em pH 4,0 (Figura 3.12A) observou-se que os ions Ni(ll) também promoveram
o efeito de supressao de fluorescéncia, assim como os ions Cu(ll). Em valores de pH
5,0 e 6,0 os nanossensores se mostraram seletivos aos ions Cu(ll), apresentando
uma melhor seletividade em pH 7,0. Acredita-se que a seletividade do nanossensor
esteja associada a constante de formacao do complexo e a esfera de hidratagdo dos
ions metalicos. Ao avaliar a influéncia da esfera de hidratacdo foi necessario recorrer
a alguns fundamentos tedricos da quimica, sendo possivel afirmar que quanto menor
o0 raio iénico do metal, menor a esfera de hidratacao (Pb(ll) > Hg(ll) > Cd(ll) > Zn(ll) >
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Fe(lll) >Cu(lll) > Ni(ll)). Como descrito no texto, a forma pela qual ocorre a
complexao da rodamina B com o ion metéalico se da pela passagem do metal pelos
poros das nanoparticulas até o nucleo onde esta a rodamina imobilizada, ou seja, um
metal com esfera de hidratagcéo relativamente grande nao conseguira ter acesso ao
nucleo das nanoparticulas. Outro parédmetro a ser avaliado é a constante de
formagédo do complexo com a rodamina B, sendo que quanto maior a constante de
formacao, mais favoravel serd a formagao desse complexo. No entanto, em estudos
preliminares foi possivel identificar que rodamina B em solugdo complexa apenas
ions Cu(ll), Ni(ll) e Zn(ll). Observando a seletividade em pH 8,0 podemos concluir
que nessas condicoes, tanto o Ni(ll) como o Cu(ll) tiveram acesso a rodamina
através dos poros, isso porque, o Zn(ll) possui uma maior esfera de hidratacao que o
impossibilita de passar pelos poros das nanoparticulas e chegar até a rodamina. No
entanto, em pH 8,0 a constante de formacdo do complexo (Metal + Rodamina B)
deve ser muito maior para os ions Cu(ll) do que para os ions Ni(ll), havendo assim,
uma predominancia na formacdo do complexo [Cu(ll)-RDB]. A seletividade do
nanossensor também foi testada com metais alcalinos terrosos. Os resultados
mostraram que o nanossensor continua sendo seletivo a ions Cu(ll) na presenca de

Ca(ll) e Mg(ll) em solucao aquosa.
3.3.3. Desempenho Analitico do Nanossensor

O desempenho analitico do nanossensor NPSRB — 5 foi avaliado fazendo-se
medidas em solugcdo de tampao fosfato em pH 7,0, mantendo-se a concentracao
constante de 0,43 mg mL'. As condigbes analiticas também foram mantidas
constantes, sendo as fendas de emissdo e excitagcdo, de 20 e 5 nm,
respectivamente e com Aex. 535 nm e Aem. 573 nm. Os limites de detecgdo e
quantificagdo encontrados para o nanossensor foi 0,4 pmol L' e 1,3 umol L7,
respectivamente, considerando-se 20 medidas do branco. Os calculos foram
realizados com base nas seguintes equacgoes:

L.D.=3Sp/m LQ.=10Sp/ m
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Onde, Sv é o desvio padrdao do branco e m € a inclinacdo da curva calibracdo. A

resposta a ions Cu(ll) apresentou faixa linear entre 2,0 — 12,0 pmol L.
3.3.4. Reutilizacao do Nanossensor

O procedimento descrito no item 3.2.5 teve como objetivo avaliar o numero de
reutilizacdo dos nanossensores. Na Figura 3.13 (A e B) é possivel visualizar
espectros de emissdo decorrentes da deteccdo de ions Cu(ll) em meio aquoso
usando a NPSRB - 5. Observa-se que o comprimento de onda de emissao (573 nm)
nao variou entre o nanossensor inicial (Figura 3.13 A) e o reutilizavel (Figura 3.13 B).
Em relacdo a intensidade, nota-se que apds a extragao dos ions Cu(ll), o sinal de
fluorescéncia produzido pelo nanossensor foi regenerado completamente. Para
avaliar a sensibilidade do nanossensor regenerado, foram construidas curvas
analiticas (Figura 3.13 A1 e B1) com o0 nanossensor no primeiro e no segundo ciclo
de uso, sendo a curva analitica construida com a razdo entre as intensidades de
emissao (lo / 1) e a concentracao dos ions Cu(ll). Esta avaliacdo permitiu comprovar
qgue o nanossensor (NPSRB — 5) permaneceu sensivel a ions Cu(ll), mesmo apdés o
segundo ciclo de uso, onde foi possivel observar resultados satisfatérios, quando
comparado com outros métodos Opticos para deteccdo de ions Cu(ll)
[83,106,109,126].
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Figura 3.13. Espectro de fluorescéncia e curva analitica do NPSRB - 5 (A) 1°
utilizacéo e (B) reutilizagao por uma vez. (A1) e (B1) curvas analiticas desenvolvidas
a partir do nanossensor novo e do nanossensor reutilizado, respetivamente.
[NPSRB -5] 0,43 mg mL-1, pH = 8,0.

Em relacdo a recuperacdo das NPSRB - 5 apds a lavagem, foi possivel recuperar
aproximadamente 86,6 %(m/m) do material apés cada lavagem. Como o nanossensor néo
apresentou lixiviacao apos a lavagem com &acido, a perda de 13,4 % (m/m) das NPSRB - 5,
pode estar relacionada com as etapas envolvendo a transferéncia (da cubeta para tubo da

centrifuga), a centrifugacado ou secagem do material.
3.3.5. Aplicacao do Nanossensor

Para demostrar a viabilidade do nanossensor fluorescente desenvolvido, o
mesmo foi a aplicado para determinacdo de ions Cu(ll) em cachacgas artesanais e
industriais. A determinagao de ions Cu(ll) foi realizada em duas etapas: na primeira
etapa utilizou nanossensores (NPSRB — 5) novos. Ja na segunda etapa foi utilizado
nanossensores reutilizados, recuperados do material utilizado para primeira
determinacao de ions Cu(ll). Para cada nanossensor foi construido uma curva de
calibracédo entre as razdes das intensidades de emissao (lo / I) e a concentragao dos

ions Cu(ll).
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Figura 3.14. Curva analitica construida com nanossensor novo e reutilizado para
determinacao de Cu(ll) em cachacga e suas respectivas equacdes da reta.

No total, 7 amostras (marcas distintas) foram analisadas nesse trabalho. O
método de referéncia utilizado para determinacado de ions cobre foi o da absorcao
atbmica em chama. O equipamento utilizado foi o espectrobmetro de absorcéo
atdbmica da Perkin Elmer, Aanalyst 400, usando chama ar (10,00 L / min.) / acetileno
(2,50 L / min.) e comprimento de onda de 324,7 nm. Os resultados analiticos obtidos

pelos nanossensores e pelo de referéncia estao descritos na Tabela 3-1.

Tabela 3-1. Determinagdo de ions cobre em amostras de cachaca utilizando as
NPSRB - 5

Absorcao - NPSRB -5 .
. NPSRB - 5 Razao o Razao
Amostras ~ Atomica p Reutilizavel
p (mg L) lo/1 lo/1
(mg L) (mg L)

A 3,25 3,08 1,22 3,14 1,24
B 1,95 2,37 1,16 2,61 1,18
C 4,47 3,80 1,28 4,87 1,40
D 0,98 1,41 1,08 ,29 1,05
E 5,17 5,11 1,39 5,20 1,43
F 1,70 1,77 1,11 2,81 1,20
G 3,25 2,97 1,21 3,15 1,23
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Através da andlise dos resultados apresentados na Tabela 3-1, pode-se
observar que os nanossensores novos e reutilizados foram aplicados com sucesso
para analise de Cu(ll) em cachaca, demonstrando que o nanossensor desenvolvido
apresenta potencial para andlise de amostras reais, confirmando sua capacidade de
regeneracao. Com objetivo de avaliar se os métodos utilizados (absorcdo atbmica e
nanossensor fluorescente) para determinagcdo de ions Cu(ll) em cachaga
apresentaram resultados significativamente diferentes, a um grau de confiang¢a 95 %,
foi realizado um teste t pareado. Através do teste, onde observou que o t calculado
(tcar = 1,34) é menor do que o t tabelado (tab = 1,76), pode-se afirmar que ndo existe
diferenca significativa, a um grau de confianca 95 %, entre a determinacao de ions
Cu(ll) utilizando absorgédo atémica e utilizando os nanossensores fluorescentes aqui

desenvolvidos.
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Os resultados dos estudos direcionados a sintese de nanoparticulas de silica
sugerem que a avaliacao dos parametros envolvidos na sintese de forma univariada
é valida apenas em condi¢cbes especificas. Isso porque, através do planejamento
experimental foi possivel observar que os efeitos de interagdo entre as variaveis sao
estatisticamente significativos, ndo sendo possivel observar o efeito apenas de uma
variavel isolada. O modelo obtido para o planejamento experimental apresentou um
bom ajuste, explicando aproximadamente 92 % da variabilidade dos dados, o que
originou os baixos valores de residuos. Através das técnicas de caracterizagao foi
possivel observar que algumas sinteses geraram particulas nao esféricas e sistemas
polidispersos. Este fato reforca a necessidade de controlar as condigdes
experimentais para obtencdo de particulas com tamanho e uniformidade ideais. Por
fim, conclui-se que um controle rigido e o entendimento dos efeitos causados pelos
parametros sao necessarios para o desenvolvimento de uma sintese reprodutiva e
com alto grau de uniformidade (monodisperso).

Avaliando o desempenho dos nanossensores fluorescentes desenvolvidos
para deteccdo de ions Cu(ll) em meio aquoso, observou-se resultados satisfatorios,
uma vez que 0S nanossensores mostraram-se seletivos, sensiveis e com um tempo
de resposta baixo. No entanto, o NPSRB — 5 apresentou o melhor desempenho
dentre os outros nanossensores desenvolvidos, o que indica que o tempo de adicao
da rodamina B estd relacionado diretamente com a deteccdo de ions Cu(ll). Os
estudos, indicam que apenas sinteses com baixas concentracbes do catalisador
produzem nanossensores com resposta a ions Cu(ll). O estudo de interferentes
revelou que a determinacao de ions Cu(ll) pode ser realizada na presenca de outros
ions. Através do estudo de reutilizacdo do nanossensor pode-se concluir que o
nanossensor produzido pode ser reutilizado, porém, necessita de uma otimizagéo da
quantidade de reutilizacoes. Isso porque o numero de reutilizacao € limitado pela
perda de massa no processo de lavagem e centrifugacao da amostra. Na etapa final
do trabalho, aplicou 0 NPSRB — 5 de forma satisfatoria para determinacdo de ions
Cu(ll) em cachaga. Por fim € possivel concluir que o método de sintese e a
estratégia de imobilizacdo mostraram-se eficiente para o desenvolvimento de
nanossensores reutilizaveis.
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CAPITULO 5 - Perspectivas

Pretende-se em etapas futuras aprofundar-se no estudo sobre as mudancas
das propriedades do material luminescente apds a imobilizacdo nas
nanoparticulas. Isso porque, o entendimento dessas mudangas possibilitara
uma produgcdo de nanossensores com propriedades Opticas bem definidas.
Também pretende-se identificar novos métodos de recuperagdo das
nanoparticulas. Métodos utilizando um quelante para remocao do ion metélico
pode ser futuramente testado. Em etapas futuras pode-se utilizar a analise por
injecdo em fluxo no intuito de automatizar e, consequentemente, analisar
amostras de rotina em grande escala. Pode-se também avaliar a influéncia da
carga e porosidade das nanoparticulas de silica na sensibilidade dos
nanossensores. Uma vez que, o acesso ao material luminescente imobilizado
na silica ocorre pelos poros das nanoparticulas. Outro estudo que pode ser
realizado futuramente é o uso de materiais ndo luminescentes para detecgéao
de ions metdlicos na regido do Uv-visivel utilizando a mesma estratégia de

imobilizagdo do quelante.
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