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PREFÁCIO 

 

Esta tese está dividida em quatro capítulos. O capítulo 1 contém uma 

introdução geral que aborda alguns aspectos relevantes deste trabalho. O 

capítulo 2 diz respeito a aplicação da técnica de Espectroscopia Óptica de 

Emissão em Plasma Induzido por Laser (LIBS) empregando-se membranas 

extratoras de íons metálicos em meio aquoso. Neste capítulo será descrita uma 

breve introdução sobre a técnica LIBS e sobre os íons cobre. Além disso, 

também será apresentada a parte experimental, discussão dos resultados, 

conclusões e perspectivas.  

O capítulo 3 é dedicado ao uso de sensores luminescentes sendo composto 

por quatro partes principais. Na primeira parte, será apresentada uma introdução 

envolvendo a fundamentação teórica sobre espectroscopia de luminescência, 

polímeros de impressão molecular e nanopartículas de sílica fluorescentes, cujo 

objetivo é apresentar informações básicas e relevantes ao leitor para facilitar a 

interpretação dos resultados obtidos. Na segunda parte, será mencionada a parte 

experimental e na terceira será abordada a avaliação das características 

espectroscópicas de novos reagentes luminescentes em meio aquoso, na ausência 

e na presença de distintos íons metálicos. A quarta e última parte trata do uso de 

diferentes técnicas de imobilização para desenvolvimento de fases sensoras. 

Nesta será abordada a discussão sobre os resultados obtidos para cada sensor 

desenvolvido, as conclusões finais e as perspectivas futuras. Por fim, no capítulo 

4 serão apresentadas as referências bibliográficas citadas no decorrer da tese. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 
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1.1. INTRODUÇÃO 

 

A determinação quantitativa de espécies metálicas em sistemas aquosos 

tem sido bastante explorada ao longo dos anos, especialmente no caso dos íons 

metálicos pesados, devido a sua toxicidade que afeta diretamente o meio 

ambiente e a saúde humana (Moore & Ramamoorthy, 1984).  

A quantificação de íons metálicos é frequentemente realizada utilizando-se 

técnicas espectrométricas, tais como a espectrometria de absorção atômica (AAS 

e GFAAS,) e espectrometria de emissão atômica (ICP OES e ICP-MS) (Pomazal 

et al., 1999; Moldovan et al., 2002; Saracoglu et al., 2003; Iyer & Ressalan, 

2004). Estas análises necessitam de pré-tratamento e preparo da amostra, que 

demandam tempo e considerável quantidade de reagentes. Tendo em vista estas 

dificuldades, pesquisadores do mundo inteiro têm se dedicado a desenvolver 

métodos analíticos alternativos e confiáveis com boa relação custo-benefício. 

Assim sendo, o avanço da ciência tem levado ao surgimento de novas vertentes 

que passaram a ser alvo de pesquisas na atualidade. 

Dentre estas vertentes, encontram-se os sensores químicos que tem sido 

uma das áreas mais estudadas nas últimas três décadas, consagrando-se como 

uma fascinante área de pesquisa, a qual vem mudando radicalmente a 

potencialidade das análises químicas.  

De acordo com a definição da IUPAC, um sensor químico é um 

dispositivo que transforma a informação química em um sinal analiticamente 

utilizável. É um dispositivo que pode ser miniaturizado e pode responder seletiva 

e reversivelmente a compostos químicos ou a íons, produzindo um sinal elétrico 

que depende da concentração do analito (Hulanicki et al., 1991).  

Os sensores químicos são constituídos basicamente por uma fase sensora, 

um transdutor e um processador de sinal. O princípio de funcionamento de um 
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sensor químico (óptico) baseia-se na interação de espécies químicas com a luz 

empregando-se técnicas de absorção, emissão e reflexão (Hulanicki at al., 1991; 

Wolfbeis, 1991; Wang, 2011). Assim, os sensores químicos são considerados 

versáteis, pois permitem a utilização de instrumentação analítica diversificada 

(UV-VIS, NIR, IR, etc) (Wang, 2011). Além disso, podem ser usados com fibras 

ópticas (permitindo monitoramento remoto) e com diferentes sistemas de 

imobilização da fase sensora, atuando como um dispositivo simples que pode 

fornecer informações químicas valiosas quando aplicado adequadamente 

(Wolfbeis & Oehme, 1997). Diante destas vantagens, grande parte dos sensores 

desenvolvidos vem sendo aplicada na determinação de íons metálicos, devido à 

sua simplicidade, baixo custo, reprodutibilidade e robustez.  

Nos dias atuais, o design e eficiência destes sensores têm sido discutidos e 

explorados por químicos, físicos, biólogos e engenheiros que, juntos, colaboram 

para obter um sistema sensorial com aplicação desejável. O principal desafio do 

químico nesta multidisciplinaridade consiste em desenvolver uma interface entre 

o próprio dispositivo (sensor) e a matriz a ser analisada (parte que interage 

diretamente com o analito). Neste sentido, as características do material suporte e 

da metodologia de imobilização são critérios essenciais para a confecção de 

sensores com bom desempenho analítico. Como reflexo deste desafio, diversas 

fases sensoras imobilizadas com reagentes cromogênicos ou fluorogênicos, vêm 

sendo construídas e relatadas na literatura moderna. O uso de diferentes fases 

sensoras inclui suportes sólidos distintos, tais como membranas de PVC (Raya et 

al., 2004; Mahajan & Sood, 2007), membranas iônicas (Guo et al., 2010), 

membranas baseadas no método sol-gel (Moreno, 1994; Díaz-García et al., 

2006), nanopartículas de sílica (Jung et al., 2010; Kang et al., 2010), entre 

outros.  
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Neste contexto, sensores preparados pelo método sol-gel merece destaque 

por ser um método que permite a preparação de materiais híbridos orgânicos-

inorgânicos (pós de vidros, filmes finos, etc.) (Santilli et al., 1995). A sílica é o 

material mais comumente empregado no processo sol-gel e sua versatilidade 

oferece a possibilidade de obter um sistema multifuncional sofisticado (Brinker 

& Scherer, 1990). Como fruto desta tecnologia, nanopartículas de sílica 

fluorescentes vêm sendo preparadas com êxito através do processo sol-gel. As 

nanopartículas de sílica atuam como suporte sólido e podem ser dopadas com 

diferentes tipos de reagentes luminescentes, tal como os complexos de rutênio 

(Moreno-Bondi et al., 1998; Orellana et al., 1999; Glomm et al., 2005; Tfouni et 

al., 2010). Essa classe de nanopartículas pode se estabelecer como uma nova 

alternativa para determinação de íons metálicos em amostras com aplicação 

biológica, toxicológica e ambiental (Wiesner & Burns, 2006; Bonacchi et al., 

2011; Prodi et al., 2011). 

Outro aspecto relevante na área dos sensores ópticos é o surgimento dos 

Polímeros de Impressão Molecular (MIP). Os MIPs são polímeros sintéticos para 

design de materiais de reconhecimento molecular (proteínas, aminoácidos, 

poluentes, etc), que origina uma memória macromolecular altamente seletiva ao 

analito de interesse. Os MIPs vêm sendo utilizados como elementos de 

reconhecimento na criação de sensores químicos (Rao et al., 2007; Moreno-

Bondi et al., 2008). Desde então, muitos progressos têm sido alcançados 

utilizando-se este novo material, que atende a amostras de relevância ambiental, 

clínica, biotecnológica, etc.  

   Desse modo, os polímeros impressos representam uma importante 

ferramenta analítica empregada para viabilizar o uso de sensores ópticos, 

configurando-se em uma estratégia a ser explorada e avaliada, sendo este um dos 

objetivos deste trabalho. 
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Com relação ao sistema de detecção de íons metálicos com sensores 

químicos, a literatura tem apontado várias técnicas analíticas voltadas para este 

fim. A Espectroscopia de Luminescência é uma técnica clássica bem 

estabelecida e consolidada, bastante utilizada no ramo de sensores químicos. 

Muitas fases sensoras são compostas por reagentes luminescentes que sofrem 

supressão (quenching) de fluorescência na presença de íons metálicos pesados 

(quencher) (Valeur, 2002; Skoog et al., 2006). Neste caso, a espectroscopia de 

luminescência desempenhou um papel importante neste trabalho, já que parte 

desta tese é dedicada ao uso de sensores luminescentes, onde a performance 

analítica destes dispositivos depende primordialmente das suas propriedades 

espectroscópicas.  

Outra técnica que pode ser aplicada para determinação de espécies 

metálicas é a Espectroscopia Óptica de Emissão em Plasma Induzido por Laser 

(LIBS) (Pasquini et al., 2007; Singh & Thankur, 2007). LIBS é considerada uma 

técnica pouco explorada, comparada às técnicas convencionais de análise. 

Todavia, vem conquistando seu espaço dentro da química analítica moderna em 

virtude de algumas características relevantes, como por exemplo, sua capacidade 

de determinar vários elementos químicos simultaneamente.  

Por este motivo, LIBS foi adotado neste trabalho como um sistema de 

detecção alternativo e diferenciado frente aos sistemas convencionais. A     

finalidade, neste caso, foi dar ênfase à aplicação do LIBS (como uma nova 

instrumentação analítica) a fim de inserí-lo na área de sensores químicos. Para 

tanto, LIBS foi associado ao uso de membranas poliméricas para pré-

concentração de íons metálicos tóxicos em meio aquoso.  

Vale salientar que a abordagem de LIBS e os estudos aqui apresentados 

são de caráter preliminares, onde o foco desta pesquisa não está voltado para 
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uma discussão detalhada da técnica e, sim em apresentá-la e incluí-la na área de 

sensores no controle de poluentes ambientais.  

Em suma, esta tese baseia-se em duas principais estratégias. A primeira se 

refere a busca de uma novo sistema para detecção de íons em sensores, onde 

LIBS representa uma importante ferramenta para quantificação destes íons.        

A segunda diz respeito a criação de diferentes estratégias de imobilização em 

sensores luminescentes, preparados com complexos de rutênio fluorescentes, em 

matrizes diversificadas. 

Para avaliar as características analíticas dos sensores construídos, o íon 

Cu(II) foi escolhido como  analito alvo (ou íon modelo). O desenvolvimento de 

novos dispositivos sensoriais e de procedimentos analíticos seletivos e sensíveis 

a íons cobre apresenta considerável interesse na atualidade. Sem dúvida, a 

química do cobre juntamente com sua facilidade de complexação com diferentes 

compostos químicos, propiciou sua utilização neste trabalho. Vale salientar que, 

em condições experimentais adequadas os sensores apresentados nesta tese 

podem ser aplicados para outros íons metálicos em meio aquoso.  

Dentro deste contexto, a finalidade geral deste trabalho consiste em 

investigar diferentes tipos de fases sensoras (com e sem formação de MIP) para a 

construção de um sensor óptico dedicado à análise de íons metálicos em sistemas 

aquosos, empregando-se as técnicas de fluorescência e de LIBS. Um ponto 

relevante é que esta combinação permite contribuir com a química limpa tão 

difundida nos dias atuais.  
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conhecidos complexos de cobre nos estados de oxidação 1+, 2+ e 3+, sendo o 2+ 

o mais comum entre eles (Moore & Ramamoorthy, 1984).   

Em ambientes aquáticos, o cobre dissolvido pode se encontrar na forma de 

íons livres e/ou complexado com ligantes orgânicos e inorgânicos. Dessa forma, 

o cobre forma complexos com bases duras (carbonato, nitrato, sulfeto, cloreto, 

amônia e hidróxido), com ligantes neutros (bipiridina) e com ligantes contendo 

nitrogênio e enxofre em suas estruturas (azo-compostos derivados do reagente 8-

aminoquinolina, violeta de pirocatecol) (Moore & Ramamoorthy, 1984; Kumar 

& Kaur, 2011). Normalmente, o cobre apresenta quatros sítios de coordenação, 

fornecendo uma geometria quadruplanar. Com relação a estequiometria de 

complexação, este íon pode se combinar em diferentes proporções metal-ligante 

(1:1, 1:2), onde esta proporção depende dos sítios de coordenação do ligante 

empregado. 

O destino de cobre elementar em água é complexo e depende do pH do 

meio, do oxigênio dissolvido e da presença de agentes oxidantes e compostos 

quelantes. Em água pura, o íon Cu(II) é o estado de oxidação mais comum  

(USEPA, 1995; Stumm & Morgan, 1996). 

Os compostos de coordenação deste metal têm sido bastante investigados 

(Kumar & Kaur, 2011), onde a composição, a estrutura do complexo de cobre e 

suas propriedades fotoquímicas são fundamentais para compreender os 

mecanismos de reação que ocorrem entre o íon metálico e o ligante livre 

(Sýkora, 1997; Hu et al., 1998; Chavan et al., 2011; Fan et al, 2012; Li et al. 

2012). 

Assim existe um grande número de procedimentos luminescentes (diretos 

e indiretos) para determinação de íons cobre, o qual envolve diferentes 

mecanismos de reação (Pechishcheva & Shunyaev, 2008; Iyer & Ressalan, 

2004). Estes procedimentos são baseados na habilidade que este íon tem de 
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suprimir a fluorescência de reagentes orgânicos na formação de complexos. 

Deve-se considerar que estes compostos devem conter grupos quelantes com alta 

afinidade para íons cobre. 

A interação do íon Cu(II) com um luminóforo pode ocorrer através de três 

métodos: (1) o íon cobre suprime a fluorescência do luminóforo, (2) o íon cobre 

provoca o aumento da intensidade de fluorescência do luminóforo e (3) uso de 

fluorescência intrínseca de íons cobre, neste caso, o tipo de luminescência é 

característico da transição eletrônica do complexo de cobre (d* → d). 

Sem dúvida, o cobre é um dos elementos químicos mais investigados nos 

últimos tempos. Sua apreciável reatividade contribui para que este íon seja 

amplamente explorado.  
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2.1. INTRODUÇÃO 

 

2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE EMISSÃO ÓPTICA EM PLASMA 

INDUZIDO POR LASER (LIBS) 

 

A literatura tem apontado diversas técnicas analíticas empregadas na 

determinação de íons metálicos. Neste âmbito, a Espectroscopia Óptica de 

Emissão em Plasma Induzido por Laser, conhecida pela sigla LIBS (do inglês, 

Laser Induced Breakdown Spectroscopy), tem se destacado por sua simplicidade 

instrumental e possibilidade de realizar “análise direta” (Pasquini et al., 2007; 

Singh & Thankur, 2007). 

No sistema LIBS um pulso de laser de alta potência é focalizado sobre 

uma pequena superfície da amostra, provocando o aquecimento e a ruptura do 

material. O material ablado se expande e produz um plasma de elevada 

temperatura, o qual desencadeia os processos de atomização, excitação e emissão 

das espécies (átomos, íons e moléculas) presentes na amostra (Cortez, 2007). 

Logo, o princípio do LIBS baseia-se na análise espectral da radiação proveniente 

do plasma gerado, onde a emissão característica do plasma fornece uma 

impressão digital dos constituintes da amostra. Essa emissão da radiação, a partir 

das espécies excitadas, possibilita a realização de análises qualitativas e 

quantitativas. 

Com relação à instrumentação analítica, o sistema LIBS é constituído 

basicamente por um laser, um sistema de coleta e condução de radiação, 

monocromador ou policromador, detector e computador, como pode ser 

visualizado na Figura 2.1.  
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Figura 2.1. Esquema de um instrumento LIBS. 

  

O laser é o responsável pela vaporização, atomização e excitação dos 

constituintes da amostra. Fibras ópticas e/ou lentes coletam a radiação 

proveniente do plasma e a conduzem para a fenda do mono(poli)cromador. 

O mono(poli)cromador, por sua vez, separa a radiação em diferentes 

comprimentos de onda. Essa informação é lida por um detector e convertida em 

um espectro de emissão unidimensional, acessado por um computador.  

Maiores informações sobre o princípio de funcionamento da técnica e 

detalhes da instrumentação analítica do sistema LIBS podem ser encontradas na 

literatura (Cremers & Radziemski, 2006; Cortez, 2007; Pasquini et al., 2007; 

Singh & Thankur, 2007).  

LIBS é uma técnica multielementar que exige pouco ou nenhum 

tratamento da amostra, proporcionando economia de tempo e evitando erros 

advindos do processo de tratamento da amostra.  É uma técnica praticamente 

não-destrutiva, visto que somente cerca de nanogramas a microgramas de 

amostra são consumidos em cada ponto amostrado e dependendo do laser 
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empregado é impossível visualizar (a olho nu) a região atingida pelo laser. 

Instrumentos portáteis que utilizam fibras ópticas podem ser empregados para 

análises online e in situ, o que é bastante atrativo para aplicações industriais e 

ambientais (Bousquet et al., 2008; Laserna et al., 2009; Laserna & Fortes, 2010; 

Dyar et al., 2012). Todas essas vantagens associadas à sua simplicidade fazem 

com que LIBS seja uma das técnicas mais versáteis já desenvolvidas e por isso 

tenha um campo de atuação muito amplo.  

Os limites de detecção da técnica são altos comparados aos valores 

alcançados por técnicas analíticas já consolidadas (por exemplo, ICP OES), 

situando-se comumente na faixa de “mg L-1” (Cremers & Radziemski, 2006; 

Singh & Thankur, 2007).   

As medidas por LIBS também sofrem com a falta de reprodutibilidade, a 

qual é provocada tanto pela formação do plasma que envolve processos 

complexos quanto pela característica da medida “pontual” da técnica (a região 

amostrada é definida pelo foco do laser). Isso faz com que a medida se torne 

mais susceptível a falta de homogeneidade da amostra do que outras técnicas 

analíticas. Embora essa característica seja extremamente vantajosa para a 

microanálise e para obras de valor cultural (artefatos arqueológicos e obras de 

arte) (De Giacomo et al., 2008; Erdem et al., 2008; Fortes et al., 2008), ela 

dificulta a análise quantitativa. A solução é aumentar o número de pontos 

amostrados por amostra a fim de melhorar a representatividade e diminuir os 

desvios das medidas e, ainda pode-se amostrar várias vezes o mesmo ponto da 

amostra (Singh & Thankur, 2007).   

LIBS não tem nenhuma restrição com relação ao tipo de amostra 

analisada, podendo essa estar no estado sólido, gasoso e líquido. Porém, na 

análise de amostras líquidas a técnica apresenta algumas dificuldades. Parte da 

energia do laser é empregada para vaporizar o solvente da solução, diminuindo a 
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2.1.2. LIBS para determinação de cobre em amostras líquidas 

  

Poucos são os trabalhos que relatam a determinação de cobre em amostras 

líquidas empregando LIBS. Fichet et al. (2001) quantificaram cobre, e mais 

outros onze metais, em água e em óleo, obtendo limites de detecção de 7 e 5     

µg mL-1
 de cobre, respectivamente. As medidas LIBS foram feitas com o laser 

inclinado a um ângulo de 15º com relação à superfície da amostra para 

minimizar projeção da mesma.    

Outros quatro trabalhos empregam substratos sólidos para a quantificação 

de cobre. Goode e Schmidt (2002) determinaram simultaneamente dez metais, 

incluindo cobre, usando uma membrana de troca iônica através da qual era 

possível também pré-concentrar os íons metálicos. Dois métodos de preparação 

das amostras foram investigados: ativo e passivo. No método passivo, a 

membrana é colocada diretamente em contato com a solução de interesse e os 

íons da solução entram em equilíbrio com os sítios ativos da membrana 

concentrando o analito. A filtração é utilizada como método ativo e permite uma 

pré-concentração maior aumentando o volume da solução. O melhor limite de 

detecção obtido para o cobre foi de 0,0042 µg mL-1 empregando o método ativo. 

Chen et al. (2008) utilizaram placas de madeira que foram imersas nas 

soluções contendo os metais de interesse, por alguns minutos. O limite de 

detecção obtido para o cobre com esse procedimento foi de 0,029 µg mL-1. Já o 

substrato escolhido por Wal e colaboradores (1999) foi a placa de grafite amorfo 

empregada em microscopia eletrônica. Cerca de 1 mL da solução de interesse era 

depositada sobre a placa e evaporada com aquecimento brando. O cobre e mais 

quatorze metais foram quantificados, e o seu limite de quantificação foi de      

0,01 µg mL-1. Já Lu et al. (2010) usaram placas de alumínio para fazer a                  
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pré-concentração eletroquímica do cobre, obtendo o limite de detecção de  0,034 

µg mL-1. 

  A membrana polimérica empregada nesse trabalho é baseada na 

imobilização de reagentes orgânicos e nessa aplicação específica o reagente 

escolhido foi o violeta de pirocatecol, o qual foi imobilizado em uma matriz de 

PVC (Steinber et al., 2003).  

O violeta de pirocatecol é um reagente fotométrico que tem sido bastante 

explorado devido a sua capacidade de formar complexos com uma variedade de 

íons metálicos (Cheng et al., 1982), sendo utilizado para pré-concentração de 

distintos íons metálicos, Cu(II), Mn(II), Cd(II), Pb(II), Ni(II), Co(II) (Narin et 

al., 2000 e 2004; Buke et al., 2009). A Figura 2.2 mostra a estrutura química 

deste reagente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Estrutura química do reagente violeta de pirocatecol. 
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Tabela 2.1. Composição da membrana de PVC imobilizada com o reagente 

violeta de pirocatecol.  

 

Componentes Massa / mg % m/m 

PVC  40,0 31,34 

VP a  4,0 3,13 

CTAB b 4,0 3,13 

DOS c 79,63 62,40 
               a Complexante  
               b Íon lipofílico 

          c Plastificante 

 

Para a confecção das membranas foi empregada a técnica dip coating. 

Essa técnica consiste em mergulhar o suporte sólido (fita de poliéster) na mistura 

desejada sob velocidade controlada e conhecida, com a finalidade de obter filmes 

homogêneos e uniformes.  

O instrumento utilizado para fabricação das membranas foi um Dip Coater 

(Construmaq) pertencente ao Laboratório de Química do Estado Sólido (LQES) 

do Instituto de Química da UNICAMP. 

A espessura das membranas foi controlada mantendo-se constante a 

velocidade de puxamento em 10 cm min-1, com 2 camadas sobrepostas da 

mistura. As membranas foram armazenadas em dessecador por 24 h até 

evaporação do solvente.  

Em cada fita de poliéster foram preparados dois filmes, que correspondem 

ao lado direito e inverso da fita (lado 1 e lado 2).  Membranas foram obtidas com 

as seguintes dimensões: 1,0 cm de largura, 2,5 cm de comprimento com 

aproximadamente 3,0 µm de espessura. 
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2.3.4. TEMPO DE EXTRAÇÃO DOS ÍONS METÁLICOS 

 

A extração dos íons metálicos foi feita por imersão das membranas em 8 

mL de solução tamponada de cobre (40 mg L-1). Foram investigados diferentes 

intervalos de tempo de extração: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 minutos. 

 

2.3.5. AQUISIÇÃO DOS ESPECTROS LIBS 

 

Para realização das medidas empregou-se o instrumento LIBS lab-made 

mostrado na  Figura 2.3, constituído por um laser Nd:YAG (1064 nm), um 

policromador echelle e um detector ICCD (detector de carga acoplada 

intensificada). O sensor era posicionado no suporte de alumínio mostrado na 

letra (d) da Figura 2.3, sustentando um pedaço de papel. 
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Figura 2.3. Sistema de medidas do LIBS: (a) laser, (b) espelho, (c) lente de focalização, 

(d) suporte de alumínio para amostra, (e) sistema de coleta de radiação (lente acoplada à 

fibra óptica). 
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.4.1. SELEÇÃO DAS LINHAS DE EMISSÃO 

 

Para verificar se o sensor estava respondendo ao metal e para selecionar as 

raias de emissão do cobre, foram confeccionadas duas membranas para a leitura 

no LIBS. As membranas foram imersas nas soluções durante 20 minutos.  A 

primeira foi imersa em uma solução contendo somente cobre na concentração de 

200 mg L-1 e a segunda que foi considerada como branco, foi imersa em solução 

de acetato (na ausência do íon metálico).  

Os espectros de emissão das membranas contendo cobre foram 

comparados com os espectros obtidos para o branco. A Figura 2.5 apresenta os 

espectros obtidos para as duas membranas.  

As raias de emissão escolhidas para o cobre são representadas em detalhe 

no canto direito da Figura 2.5. Foram escolhidas as raias mais intensas presentes 

ao longo do espectro e que não coincidissem com raias de emissão presentes no 

branco, ou seja, com raias de emissão dos elementos constituintes do sensor. 

As raias escolhidas para o cobre foram 324,75 e 327,39 nm, ambas raias 

de emissão atômicas. Para averiguação das raias de emissão foi consultada a base 

de dados do NIST (NIST). A diferença apresentada na posição da raia de emissão 

do espectro obtido com o valor indicado pela base do NIST está de acordo com a 

resolução do policromador do tipo echelle. 
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2.4.3.1. Estabilidade da membrana e da resposta analítica 

 

Para avaliar a estabilidade da membrana e da curva analítica foram 

preparadas membranas em diferentes dias (partindo-se do mesmo coquetel), a 

fim de reproduzir as curvas analíticas de cobre. As membranas foram fabricadas 

em seis dias distintos: 1, 2, 3, 4, 8 e 30 dias.  

A Figura 2.9 apresenta as curvas analíticas construídas para as membranas 

preparadas em diferentes dias, no intervalo de 10–80 mg L-1 de cobre. Observa-

se que as curvas analíticas também apresentaram linearidade adequada com bons 

coeficientes de determinação (R2 > 0,90). Neste caso, pode-se dizer que as 

membranas extratoras e a resposta do sinal analítico foram bastante 

reprodutíveis.  

A análise dos gráficos sugere que membranas mais sensíveis podem ser 

obtidas após o terceiro dia de preparo. Isto pode ser evidenciado pelo aumento da 

inclinação da curva obtida com a membrana preparada no quarto dia, a qual é 

cerca de 2,5 vezes maior que o valor encontrado para o 3° dia, sugerindo que a 

sensibilidade da membrana aumenta a partir do 4° dia de fabricação do coquetel. 

Tal estabilidade indica que a membrana possui vida útil apreciável, o que é uma 

importante vantagem para construção de uma fase sensora.  

As curvas preparadas nos dois primeiros dias apresentaram desvios-padrão 

bastante elevados, comparado às curvas construídas a partir de três dias. Este 

fato pode estar associado à variações na intensidade de emissão do LIBS.  
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Figura 2.9. Curvas analíticas para cobre construídas a partir de membranas preparadas em 

diferentes dias. 
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CAPÍTULO 3 

SENSORES LUMINESCENTES 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 

3.1.1. ESPECTROSCOPIA DE LUMINESCÊNCIA 

 

Luminescência é o fenômeno de emissão de fótons nas regiões do 

ultravioleta, visível ou infravermelho a partir da relaxação de uma espécie 

excitada. Pode ser dividida em duas categorias: fluorescência e fosforescência, 

dependendo da natureza do estado excitado. O modo de excitação é a absorção 

de fótons, que promovem a espécie a um estado eletrônico excitado. A emissão 

de fótons acompanhada de relaxação é chamada fotoluminescência 

(fluorescência ou fosforescência), que é um dos possíveis efeitos físicos 

resultantes da interação da luz com a matéria (Valeur, 2002). 

Uma vez que uma molécula é excitada pela absorção de fótons, ela pode 

retornar ao estado fundamental com emissão de fluorescência; entretanto, outros 

caminhos para a relaxação também são possíveis (conversão interna, cruzamento 

interssistemas, transferência de carga intermolecular e mudança 

conformacional), os quais são explicados pelo diagrama de Jablonski (Valeur, 

2002; Skoog et al., 2006). A fluorescência molecular é medida excitando-se a 

amostra no comprimento de onda de absorção, também conhecido como 

comprimento de onda de excitação, e medindo-se a emissão a um comprimento 

de onda maior denominado comprimento de onda de fluorescência. 

A supressão de fluorescência se refere a qualquer processo que diminua a 

intensidade de emissão de fluorescência de um fluoróforo. Os dois tipos mais 

conhecidos de supressão são a estática e a dinâmica (colisional) e ambos 

requerem contato molecular entre o fluoróforo e o supressor. Na supressão 

colisional, o supressor deve difundir-se ao fluoróforo durante o tempo de vida do 
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3.1.2. POLÍMERO DE IMPRESSÃO MOLECULAR – MIP 

 

O Polímero de Impressão Molecular, conhecido como MIP, é um material 

que vem revolucionando a química analítica moderna (Kryscio & Peppas, 2012). 

Os MIPs são materiais sintéticos capazes de reconhecer seletivamente o 

analito para o qual foi preparado. Foram propostos nos últimos anos como 

candidatos para substituir as biomoléculas como elementos de reconhecimento 

no desenvolvimento de sensores (Rao et al., 2007; Moreno-Bondi et al., 2008).  

O processo de síntese de um MIP baseia-se na formação de um complexo 

entre o analito (template) e o monômero funcional. Na presença de um excesso 

de agente reticulante, uma rede polimérica tridimensional é formada. Após o 

processo de polimerização, o template é removido com solvente de extração 

adequado, deixando o sítio de reconhecimento específico complementar em 

forma e tamanho à molécula molde (Concheiro et al., 2011; Vasopollo et al., 

2011). A Figura 3.1 mostra um esquema do processo de impressão molecular. 
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Figura 3.1. Representação esquemática do processo de síntese do polímero de impressão 

molecular (autor: Benedito Filho). 

 

 

O sucesso do reconhecimento molecular do MIP depende 

fundamentalmente do seu processo de síntese. A combinação e a escolha 

adequadas dos componentes da mistura reacional (analito, monômero funcional, 

solvente, agente reticulante e iniciador polimérico) são de extrema importância 

na síntese dos polímeros impressos (Moreno-Bondi et al., 2008; Advincula, 

2011). Deste modo, a otimização destas variáveis, com base em relações 

estequiométricas apropriadas, é um parâmetro essencial para fabricação de MIPs 

funcionais eficientes (Advincula, 2011; Vasopollo et al., 2011).  
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Resumidamente, o polímero impresso deve apresentar três características 

básicas (Murray et al., 1997):  

1. A cavidade da geometria e o arranjo do grupo de ligação devem ser 

preservados após a retirada do molde. 

2. As cavidades devem apresentar flexibilidade suficiente para permitir 

rápida absorção e liberação do molde, havendo um compromisso com a 

quantidade de reticulante empregada, uma vez que este diminui a 

flexibilidade da molécula. 

3. Os materiais poliméricos devem ser química e mecanicamente estáveis, 

permitindo, assim, sua regeneração e reutilização. 

 

No que diz respeito as suas vantagens, o uso de MIP apresenta as seguintes 

qualidades: fabricação em grande escala de forma simples, barata e reprodutível 

em diversas formas (bloco, partículas, membranas, etc) a partir de monômeros 

acrílicos ou vinílicos; estabilidade química e mecânica, podendo trabalhar em 

condições extremas de pH, temperatura e na presença de solventes orgânicos, 

sem perder sua estrutura ou afinidade pelo analito (Moreno-Bondi et al., 2008; 

Lasáková & Jandera, 2009; Martín-Esteban & Turiel, 2010; Vasopollo et al., 

2011).     

Devido a estas características, a técnica de impressão molecular tem sido 

aplicada com êxito na preparação de materiais poliméricos de elevada 

especificidade que atende a amostras de relevância ambiental, clínica, 

biotecnológica, entre outros (Caro et al., 2006; Grassi, 2008; Vasopollo et al., 

2011; Kryscio & Peppas, 2012).  
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3.1.2.1. Polímero de Íon Impresso – IIP 

 

A partir do MIP surgiu uma subclasse de polímeros impressos, chamada 

Polímero de Íon Impresso (IIP) (Rao et al., 2006). Os IIPs são similares aos 

MIPs, a única diferença é que o polímero impresso reconhece um íon, em vez de 

uma molécula. O processo de polimerização do IIP também é idêntico ao do MIP 

e obedece aos mesmos princípios e características da síntese.  

Na confecção de um polímero de íon impresso, um agente complexante 

interage com um cátion específico para formar o complexo metal-ligante. A 

molécula molde é devidamente polimerizada, formando uma cavidade com um 

arranjo dimensional que coincide com a carga, o tamanho, o número e a 

geometria de coordenação do cátion alvo. Uma vez imobilizado, o cátion pode 

ser removido do polímero por lavagem com ácido mineral, onde as cavidades ou 

sítios ativos são complementares em forma e tamanho ao cátion (Rao et al., 

2006).  

Para construir um sensor iônico baseado em IIP é necessário encontrar 

uma molécula com um sítio sensível que possa ser reconhecido quimicamente e 

acoplado a um sinal de transdução apropriado, tal como os sistemas de 

transdução eletroquímicos e espectroscópicos (Rao et al., 2006). Muitas vezes 

essa combinação não é uma tarefa fácil de ser realizada, daí a dificuldade de 

fabricar sensores baseados em IIP.  

Nos últimos anos, os polímeros de íons impressos têm encontrado 

importantes aplicações em extração em fase sólida, sensores (eletrodos e 

optrodos) e membranas (Martín-Esteban & Turiel, 2010; Li et al., 2011). Artigos 

recentemente publicados relatam a síntese de materiais IIP para separação e 

determinação de diferentes íons metálicos (Buhani et al., 2010; Singh & Mishra, 
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 Além de cobre, polímeros de íons impressos também foram empregados 

para determinação de outras espécies metálicas, como Pb(II) (Murray et al., 

1997), Al(III) (Díaz-García et al., 2002), Zn(II) (Araki et al., 2005), entre outros.  

Neste sentido, pode-se dizer que a aplicação dos IIPs está focada na 

extração em fase sólida, empregada principalmente para pré-concentração de 

íons metálicos em sistemas aquosos.  

O IIP é um material que representa uma importante ferramenta analítica 

que pode ser empregada para viabilizar o uso de sensores ópticos. Sua utilização 

na área de sensores é considerada recente. Assim, este trabalho tem como 

finalidade explorar essa técnica no ramo de sensores como uma alternativa viável 

que possa abrir caminho para o desenvolvimento desta área. 

 

3.1.3. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA LUMINESCENTES 

 

A nanotecnologia é uma ciência que explora as características e 

propriedades únicas de materiais em nível de nanoescala (1-100 nm) (Lucena et 

al., 2011; Wang, 2011). Nesse contexto, as nanopartículas de sílica são um dos 

principais temas de interesse, atuando como um dos materiais mais promissores 

na atualidade (Díaz-García & Dios, 2010; Goesmann & Feldmann, 2010).  

As nanopartículas de sílica associada à espectroscopia de fluorescência 

têm levado à produção de uma classe de sensores denominada “nanosensores 

fluorescentes” (Prodi, 2005; Wang et al., 2006; Wiesner et al., 2006; Liang et 

al., 2010; Prodi et al., 2011). Estes nanosensores têm sido aplicados em muitas 

áreas, tais como monitoramento ambiental, controle de processo, análise de 

alimentos e bebidas (Lucena et al., 2011; Silva, et al., 2011; Wang, 2011). Nos 

últimos anos, estes sensores têm apresentado um rápido desenvolvimento nos 

campos da biologia e da medicina (Huang et al., 2011; Chatterjee et al., 2012) e 
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muitas dessas aplicações são baseadas em suas propriedades magnéticas, ópticas 

e eletroquímicas. 

Um nanosensor fluorescente clássico é constituído por duas unidades 

principais: um “receptor” responsável pelo reconhecimento molecular do analito 

e um “cromóforo/fluoróforo” responsável pelo sinal analítico do reconhecimento 

molecular, que fornece o meio de detecção (Bonnacchi et al., 2011). A Figura 

3.2 mostra o esquema de nanosensor fluorescente. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Representação esquemática de um nanosensor fluorescente (adaptado de 

(Bonnacchi et al., 2011). 

 

A união entre o receptor e o cromóforo/fluoróforo associado à escolha de 

um suporte sólido adequado, tal como a sílica, oferece a possibilidade de se obter 

sistemas multifuncionais sofisticados.  

Muitas estratégias interessantes têm sido empregadas para preparação de 

nanopartículas esféricas, utilizando-se novas rotas de síntese e novos métodos de 

preparação (Díaz-García & Dios, 2010; Liang et al., 2010). Uma destas 

estratégias consiste na imobilização de reagentes luminescentes na matriz de 

sílica por encapsulamento. Esta categoria de nanopartícula é conhecida como 

DDSN (do inglês, Dye-Doped Silica Nanoparticle) (Díaz-García & Dios, 2010; 

Liang et al., 2010; Bonacchi et al., 2011).  
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O controle da preparação de sílica coloidal foi proposto pela primeira vez 

por Kolbe, em 1956, sendo aprimorado mais tarde por Stöber, em 1968 (Stöber 

& Fink, 1968). Entretanto, o primeiro relato sobre a preparação de DDSNs foi 

publicado apenas em 1992 quando Van Blaaderen et al. (Blaaderen & Vrij, 

1992) doparam  uma nanoesfera de sílica com um derivado da fluoresceína 

através de ligação covalente. Desde então, moléculas orgânicas e inorgânicas 

têm sido imobilizadas em matrizes de sílica para formar nanopartículas com 

excelentes propriedades ópticas, como fotoestabilidade e elevada intensidade de 

fluorescência. 

Os DDSNs vêm sendo funcionalizados quimicamente para possibilitar a 

produção de nanosensores altamente seletivos e sensíveis ao analito de interesse 

(Doussineau et al., 2009; Milleto et al., 2010; Chen et al., 2012). O sucesso da 

funcionalização depende fundamentalmente do tipo de suporte sólido 

empregado. Neste caso, a sílica desempenha excelente função, pois apresenta 

propriedades desejáveis como resistência mecânica, estabilidade térmica, elevada 

área superficial, inércia química, além de ser relativamente barata (Iller, 1979; 

Jal et al., 2004; Jin et al., 2009). A superfície hidrofílica da sílica fornece boa 

solubilidade em água e sua baixa toxicidade favorece a aplicação biológica dos 

DDSNs. Além disso, a superfície da sílica possui elevada concentração de 

grupos silanóis que podem reagir com uma grande quantidade de compostos, 

propiciando a formação de camadas de grupos funcionais que interagem com o 

reagente a ser dopado (Jal et al., 2004; Jung et al., 2012). Dessa forma, é 

possível funcionalizar a superfície e/ou o interior da matriz de sílica, mantendo 

suas propriedades ópticas originais. 

O rápido desenvolvimento dos DDSNs ocorreu nos últimos dez anos. 

Dada sua importância, o design destes sensores tem sido amplamente discutido 

pela comunidade científica, conseqüentemente, numerosas revisões sobre este 
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assunto têm sido disponibilizados na literatura (Prodi, 2005; Wang et al., 2006; 

Liang et al., 2010; Bonacchi et al., 2011; Prodi et al., 2011).  

 

 

3.1.3.1. METODO STÖBER 

 

Nanopartículas de sílica são comumente preparadas pelo método Stöber 

(Stöber & Fink, 1968). Derivado do processo sol-gel, o método Stöber consiste 

em sintetizar dióxido de silício através da hidrólise e condensação do tetraetil 

ortosilano (TEOS) em etanol e água, utilizando-se amônia como catalisador.  

Na reação de hidrólise, os grupos alcoóxidos (-OR) são substituídos por 

grupos hidroxilas (-OH) e nas reações de condensação são produzidos siloxanos 

(Si-O-Si), subprodutos alcoólicos (ROH) e água. Na hidrólise via catálise básica, 

as hidroxilas ou os ânions de alquilsilicatos atacam diretamente o silício e 

formam uma rede polimérica que leva a formação das partículas de sílica (Iller, 

1979). A Figura 3.3 mostra as principais reações envolvidas no processo sol-gel 

e o esquema da rede de sílica formada. 
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diâmetro (Stöber & Fink, 1968). Desde a publicação deste trabalho pioneiro, a 

preparação de partículas de Stöber tem sido usada como um método-modelo em 

uma série de experimentos e algumas variantes desse procedimento experimental 

foram surgindo e sendo modificadas ao longo dos anos (Blaaderen & Vrij, 1992; 

Jankiewicz et al., 2012).  

Neste contexto, o mecanismo de formação e o crescimento das partículas 

de sílica têm sido investigados (Chou & Chen, 2008; Masalov et al., 2011). O 

controle rigoroso das variáveis da síntese é considerado crítico, principalmente 

no que diz respeito ao controle do tamanho das partículas. Assim, a discussão 

sobre os efeitos do pH do meio, tipo de solvente, temperatura, tempo de reação e 

concentração dos analitos vem sendo bastante explorada na literatura atual (Kim 

et al., 2002; Rahman et al., 2007 e 2008; Wang et al., 2010).  

A maioria dos trabalhos publicados se dedicam aos estudos de otimização 

das condições de síntese, neste caso, planejamentos fatoriais têm sido 

desenvolvidos para tentar otimizar as condições de análise (Chung et al. 2006; 

Gun’ko et al., 2009). Isto indica que a rota de síntese das partículas de Stöber 

ainda se encontra em fase de consolidação.   

De modo geral, o método Stober tem se consagrado como uma excelente 

forma de preparar partículas de sílica, exercendo um papel fundamental na 

síntese coloidal de diversas estruturas de partículas, possibilitando avanços em 

diversas áreas tecnológicas, incluindo os sensores. Um dos grandes desafios 

deste método é melhorar a uniformidade das nanopartículas de sílica e a 

eficiência da imobilização de moléculas orgânicas dentro da matriz de interesse. 

Com base nisso, neste trabalho será abordada a preparação de nanopartículas de 

sílica luminescentes dopadas com um complexo de rutênio utilizando-se o 

método Stöber.  
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Diante do exposto pode-se dizer que a síntese de nanopartículas de sílica é 

um processo bastante criterioso. De modo geral, sua preparação depende de 

alguns requisitos básicos: 

(a)  Selecionar um reagente luminescente com elevada seletividade e 

sensibilidade ao analito de interesse; 

(b)  Escolher um suporte sólido adequado para imobilização deste reagente;  

(c)  Escolher um método de síntese e design adequados para fabricação das 

nanopartículas, considerando a possibilidade de funcionalização; 

(d)  Otimizar as condições de síntese para controlar o tamanho da partícula e 

do poro.   

 

3.1.3.2. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA COM MIP 

 

Os polímeros impressos vêm se difundindo em várias áreas de análises. 

Recentemente esta tecnologia tem sido associada ao uso de nanopartículas de 

sílica (Poma et al., 2010). Logo, um significativo avanço na preparação de 

nanopartículas esféricas com elevada capacidade de reconhecimento molecular 

vem se difundindo na ciência (Yoshimatsu et al., 2007).  

As “nanopartículas de MIP” estão sendo usadas para substituir enzimas e 

anticorpos, sendo também aplicadas em eletroforese capilar e em sensores, 

ampliando suas aplicações principalmente na biologia e na medicina (Shea et al., 

2008; Yang & Chen, 2011).  

O uso de polímeros impressos com nanopartículas de sílica é considerado 

recente. Um trabalho que pode ser mencionado neste caso, é o artigo de 

Shamsipur et al. (2010). Estes autores prepararam um IIP baseado em 

nanopartículas usando-se o reagente 1-hidroxi-4-(prop-2’-eniloxi)-9,10-

antraquinona (AQ) para reconhecimento seletivo de íons cobre em meio aquoso. 
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A síntese foi feita pelo método de polimerização por precipitação, obtendo-se 

partículas com diâmetro de 60-100 nm. O íon cobre foi removido da matriz 

polimérica utilizando-se ácido nítrico e a quantificação do íon metálico foi feita 

utilizando-se ICP OES. O nanosensor desenvolvido apresentou limite de 

detecção de 0,1 ng mL-1.     

A respeito deste tema pode-se dizer que as investigações em MIP estão 

sendo focadas, basicamente, no estudo das condições de síntese para avaliar 

como a composição afeta as propriedades do polímero impresso (Kryscio & 

Peppas, 2012). Atualmente, essa composição tem sido avaliada com base em 

bibliotecas combinatórias de diferentes monômeros funcionais e de diferentes 

templates, onde modelos teóricos (computacionais) são desenvolvidos com a 

finalidade de facilitar o procedimento de preparação destes polímeros (Saloni et 

al., 2011; Rostamizadeh et al., 2012). 

O que deve ser levado em conta é que não há evidência na literatura de um 

método otimizado para síntese de nanopartículas de MIP, visto uma vez que 

estes materiais são considerados recentes em pesquisas científicas. 

  

 

3.1.3.3. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA PARA Cu(II) 

 

Nanopartículas (NPs) de sílica têm sido empregadas para determinação de 

Cu(II). Assim como as NPs baseadas em MIPs, o uso de nanopartículas de sílica 

para detecção de espécies metálicas ainda é pouca explorada.  

Zheng et al. (2010) prepararam um nanosensor fluorescente para 

determinação de Cu(II) usando-se o reagente N-(quinoline-8-il)-2-(3-trietoxisilil-

propilamino)-acetamida (QlOEt) depositado sobre a superfície de nanopartículas 

de sílica empregando o método da microemulsão reversa. A síntese foi feita a 
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partir da mistura contendo Triton-X-100, hexano, ciclohexano, água, TEOS e 

amônia em solução aquosa. O nanosensor apresentou faixa dinâmica linear entre 

2,0 x 10-6 a 2,0 x 10-5 mol L-1 e limite de detecção de 3,8 x 10-7 mol L-1. Segundo 

estes autores, este sensor pode ser aplicado em medidas intracelulares.  

Outros pesquisadores que também demonstraram o uso destes 

nanosensores foi Kang et al. (2010). Estes autores sintetizaram nanopartículas de 

sílica funcionalizada com fluoresceína através do processo sol-gel para detecção 

de íons cobre em solução aquosa e em células vivas. O sensor apresentou 

excelente reversibilidade, usando-se solução de EDTA para extração do íon 

Cu(II), e o limite de detecção encontrado foi de 0,50 µmol L-1.  

Poucos são os sistemas de sensores conhecidos para determinação de 

Cu(II) em células vivas. Não existem precedentes para uso de nanopartículas 

com este tipo de material. Esse é um exemplo raro de um sensor cromogênico 

para íons metálicos usando-se nanomateriais inorgânicos funcionais. Assim, os 

experimentos realizados neste trabalho mostram a potencialidade deste 

nanosensor para análise de toxicidade de cobre intracelular. 

A microscopia de fluorescência oferece um método único para visualizar 

detalhes morfológicos em tecidos com resolução subcelular e os nanosensores 

permitem a detecção não destrutiva de íons em tempo real com alta 

sensibilidade. A combinação da microscopia de fluorescência com nanosensores 

fluorescentes seletivos a Cu(II) tem sido uma excelente alternativa para 

monitorar concentrações de cobre intracelular. Por este motivo, grande parte dos 

trabalhos científicos têm se dedicado a este tipo de pesquisa.  

Recentemente, Lu et al. (2011) prepararam uma nanosonda fluorescente 

para detecção de Cu(II). O sensor foi desenvolvido utilizando-se dois reagentes 

luminescentes a isotiocianato de fluoresceína (FITC) e isotiocianato de 

Rodamina B (RBITC). A preparação do sensor foi realizada em três etapas: (a) 
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liberação da rodamina B da NP da MSN. Os estudos demonstraram a utilidade 

do MSN-RBH no monitoramento de Cu(II) dentro de células vivas. Esta 

estratégia pode ser expandida para outros nanomateriais funcionais.  

Além destas aplicações, alguns trabalhos apontam o uso de nanopartículas 

de sílica para sistemas de pré-concentração de espécies metálicas em amostras 

biológicas e ambientais. A modificação da superfície da sílica, usando-se grupos 

funcionais com elevada atividade química, pode gerar um material com elevada 

capacidade de adsorver íons metálicos.  

Zhang et al. (2009) avaliaram a capacidade de adsorção da sílica gel (SG) 

e do SiO2 funcionalizados com o reagente 4-(2-aminoetilamino)-N-(2-(2-

aminoetil amino) etil) butanamida (AAEB) para extração em fase sólida. Os 

materiais funcionalizados, SG-AAEB e SiO2-AAEB, foram utilizados para pré-

concentração Cu(II), Fe(III) e Pb(II) em amostras naturais, em nível de traço, 

usando-se ICP OES. Os autores demonstraram que SiO2-AAEB apresentou 

melhor capacidade de adsorção em relação ao SG-AAEB. Essa diferença se deve 

a elevada área superficial apresentada pelo óxido de silício. 

Outro segmento que vem sendo explorado nesta área é o uso de nanotubos 

de carbono, uma vez que estes materiais têm sido considerados suportes sólidos 

promissores. Como exemplo disto, recentemente, Jung et al. (2008) utilizaram 

três diferentes morfologias de nanomateriais de sílica fluorescentes para 

comparar suas capacidades de adsorção. Os seguintes materiais foram estudados: 

nanotubos de sílica funcionalizada (FSNP), sílica mesoporosa funcionalizada 

(FMS) e nanopartículas de sílica funcionalizada (FSNP-15). A síntese foi feita 

com base no método sol-gel e cada material foi imobilizado com fenantrolina 

como receptor fluorescente. A detecção de Cu(II) foi realizada por fluorescência 

em água/acetonitrila (pH 7,0). Os resultados indicaram que a capacidade de 

adsorção para Cu(II) foi 75, 52 e 36% para FSNT, FMS e FSNP-15, 
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respectivamente. Isto se deve a grande área superficial do FSNT que favorece o 

processo de difusão do íon cobre. O limite de detecção alcançado para FSNT foi 

3,0 x 10-8 mol L-1.  

Apesar do nanotubo de carbono exibir um resultado satisfatório sua 

aplicação em sistemas vivos deve ser reavaliada, uma vez que não há maiores 

informações sobre a toxicidade deste material.   

Outra propriedade explorada é a aplicação de nanopartículas magnéticas. 

Essas nanopartículas representam uma das mais interessantes perspectivas na 

atual nanotecnologia analítica, visto que podem ser facilmente separadas da 

matriz usando-se um simples campo magnético (Jang & Lim, 2010).  

As NPs magnéticas têm sido usadas para separação de drogas, isolamento 

de células, imobilização de enzimas e purificação de proteínas (Díaz-García & 

Dios, 2010). O uso de nanopartículas magnéticas está voltado basicamente para 

aplicações biológicas, entretanto alguns trabalhos retratam a detecção de 

espécies iônicas para fins ambientais (Jung et al., 2010; Karatapanis et al., 

2011). 

Jung et al. (2010) descreveram a preparação de nanopartículas magnéticas 

de Ni@SiO2 funcionalizadas com nitrobenzofurano pelo método sol-gel. O 

sensor foi desenvolvido para separar e detectar Cu(II) em água potável e em 

sangue humano. A avaliação do sensor para água potável foi feita usando-se uma 

coluna contendo a nanopartícula. A água potável enriquecida com cobre          

(10 mg L-1) foi eluída através da coluna. O íon foi determinado usando-se 

cromatografia de íons e ICP-MS. Foi possível remover mais de 95% do cobre 

adicionado na água potável. Os testes também foram realizados em sangue 

humano contendo a mesma concentração de Cu(II). O cobre foi removido do 

sangue utilizando-se um imã pequeno e as medidas de ICP-MS indicaram que 
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96% do íon metálico foi removido da amostra. Dessa forma, as NPs podem ser 

usadas para remoção rápida e efetiva de Cu(II) in vivo.  

 Semelhantemente, Hu & Huang (2008) relataram a síntese de um novo 

adsorvente baseado em nanopartículas magnéticas de sílica (SCMNP) 

modificadas com mercaptopropiltrimetoxisilane (γ-MPTMS) para extração em 

fase sólida de quantidades traço de Cd(II), Cu(II), Hg(II) e Pb(II) de amostras 

biológicas e ambientais. Os íons podem ser facilmente separados em meio 

aquoso, aplicando-se um campo magnético externo. Os limites de detecção 

encontrados variaram de 24 a 107 pg L-1, onde o desvio-padrão relativo das 

medidas variou entre 3,7 e 9,6%. 

 Além de cobre, nanopartículas de sílica baseadas no método sol-gel 

também têm sido utilizadas para determinação de outros íons metálicos, tal como 

Ca(II) (Hun & Zhang, 2007), Pb(II) (Arduini et al., 2007) e Zn(II) (Teolato et al., 

2007). 

A combinação de nanopartículas de sílica com espectroscopia de 

fluorescência, para fins analíticos, tem sido discutida (Wang, 2011). Apesar de 

todo progresso alcançado nesta área, pode-se dizer que estes nanosensores ainda 

se encontram em estágio inicial de pesquisa, logo, um significativo empenho é 

necessário para o desenvolvimento e aplicação destes materiais. Isto significa 

que esse segmento da nanociência é ainda quase inexplorado, configurando-se 

em um novo horizonte a ser explorado dentro da química analítica.  

A imobilização de receptores fluorogênicos em suportes sólidos adequados 

é uma estratégia relevante para aplicação ambiental, onde sensores ópticos 

podem ser utilizados para detecção de íons metálicos tóxicos.  
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A criação de metodologias analíticas e de dispositivos para determinação 

de espécies em solução é realmente necessário, neste sentido, as NPs de sílica 

baseadas em polímeros impressos podem ser aplicados com êxito.  

Os MIPs (Pinheiro, 2010) são empregados exclusivamente para o 

reconhecimento molecular de espécies biológicas e para pré-concentração de 

espécies catiônicas. Já os estudos envolvendo as NPs de sílica dedicam-se, 

geralmente, à investigação do tipo de funcionalização, das propriedades de 

emissão das nanopartículas e especialmente na otimização das condições de 

síntese para obter partículas com tamanho desejável. Por esta razão, observa-se 

que poucos trabalhos enfocam a “aplicação analítica” destes nanosensores, 

comparados ao volume total de artigos na literatura. Dentro deste contexto, a 

finalidade deste trabalho consiste em combinar duas importantes vertentes na 

área de sensores ópticos: “Polímeros de Impressão Molecular” e “Nanopartículas 

de Sílica”.  

Muito métodos novos para aprimorar a performance do sensores químicos 

ainda são extremamente desafiadores. Nosso objetivo, então, foi sintetizar 

nanopartículas de sílica usando como estratégia a adição do reagente 

luminescente em diferentes tempos da reação. A estratégia mostra uma nova 

forma de imobilização do reagente na matriz de sílica visando obter um 

nanosensor apto para determinação de íons metálicos tóxicos em meio aquoso.  
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Soluções de Cátions Metálicos 

 

As soluções de referência dos íons metálicos (1,0 x 10-3 mol L-1) foram 

preparadas em água deionizada e em solventes orgânicos. A partir destas 

soluções estoques prepararam-se soluções de diferentes concentrações. 

 

  

Soluções Tampão 

 

Soluções de referência de tampão fosfato (5,0 x 10-2 mol L-1) foram 

preparadas em água deionizada. Diluições apropriadas foram feitas para 

preparação de soluções de diferentes concentrações. 

 

 

3.3.3. INSTRUMENTAÇÃO ANALÍTICA 

 

Para aquisição dos espectros de absorção utilizou-se um 

Espectrofotômetro Varian Cary-3 Bio UV-VIS.  

Para registro dos espectros de emissão e excitação empregaram-se os 

seguintes equipamentos: Espectrofluorímetro Perkin-Elmer LS50, 

Espectrofluorímetro Perkin-Elmer modelo LS50B, Espectrofluorímetro 

Fluoromax 4 Horiba Jobin Yvon e  um espectrofluorímetro Cary-Eclipse, 

VARIAN. 
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.4.1. AVALIAÇÃO DE REAGENTES LUMINESCENTES EM SOLUÇÃO 

 

3.4.1.1. CARACTERIZAÇÃO DOS REAGENTES EM SOLUÇÃO 

 

Nesta etapa foram investigados três diferentes complexos de rutênio: 

[Ru(phen)2HAIP](PF6)2, [Ru(phen)2HMIP](PF6)2 e [Ru(phen)2bpytym](PF6)2, 

cujas estruturas químicas estão apresentadas na Figura abaixo. Estes complexos 

de rutênio diferenciam-se apenas pela presença de grupos funcionais distintos, os 

quais estão destacados na Figura 3.6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Estrutura química dos complexos de Rutênio (a) [Ru(phen)2HAIP](PF6)2, (b) 

[Ru(phen)2HMIP](PF6)2 e (c) [Ru(phen)2bpytym](PF6)2.  
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3.4.1.2. SELETIVIDADE FRENTE A ÍONS METÁLICOS  

 

Para avaliar a seletividade dos complexos de rutênio frente a íons 

metálicos, cada reagente foi analisado em diferentes valores de pH (2-11) na 

ausência e na presença de cinco diferentes íons metálicos: Cu(II), Zn(II), Ni(II), 

Hg(II) e Cd(II). Espectros de absorção e emissão foram registrados utilizando-se 

concentrações fixas de 1,0 x 10-5; 5,0 x 10-5; e 5,0 x 10-2 mol L-1 de reagente, íon 

metálico e tampão fosfato, respectivamente.  

Os resultados obtidos indicaram que dentre os três reagentes estudados em 

solução apenas o [Ru(phen)2HAIP](PF6)2 apresentou potencialidade para ser 

aplicado na construção de sensores químicos, apresentando seletividade para 

íons cobre a partir de pH 7,0 (Figura 3.8). Os demais reagentes não apresentaram 

diferenças significativas dos espectros de emissão na presença de diferentes íons 

metálicos e, portanto, não mostraram seletividade para nenhum dos íons 

metálicos investigados.  
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Figura 3.8. Estudo de pH dos reagentes luminescentes na presença de diferentes íons 
metálicos: (a) [Ru(phen)2HAIP](PF6)2, (b) [Ru(phen)2HMIP](PF6)2 e (c) 
[Ru(phen)2bpytym](PF6)

2
. ([reagente] = 1,0 x 10-5; [metal] = 5,0 x 10-5 e [tampão fosfato] = 

5,0 x 10-2 mol L-1). 
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3.4.1.4. CONSTANTE DE ESTABILIDADE 

 

As constantes de estabilidade do complexo de rutênio em solução foram 

calculadas utilizando-se os mesmos espectros de emissão obtidos na seção 

anterior. Para tanto, empregou-se o Hyperquad 2006 (Protonic software, 

www.hiperquad.co.uk) que é uma ferramenta computacional usada para simular 

curvas de titulação de espécies em equilíbrio. Estimou-se que K1 e K2 possuem 

valores na ordem de 106 e 1011, respectivamente. 

 

3.4.2. TÉCNICAS DE IMOBILIZAÇÃO 

 

Neste trabalho foram desenvolvidos cinco tipos de sensores aplicando-se 

diferentes técnicas de imobilização. Todas as fases sensoras descritas a seguir 

foram preparadas com o reagente luminescente [Ru(phen)2HAIP](PF6)2. 

Dessa forma, esta seção será dividida em cinco subitens: membranas de 

metacrilato, membranas de PVC, membranas iônicas, método sol-gel e 

nanopartículas de sílica.  

As técnicas de imobilização empregadas consistem na preparação de 

polímeros impressos e não impressos, na preparação de fases sensoras, seguido 

da caracterização analítica e aplicação do sensor desenvolvido.  

Neste estudo serão avaliados diversos parâmetros, tais como: efeito do tipo 

de monômero, solvente, agente reticulante, quantidade e tipo de iniciador e 

concentração ideal do analito para a obtenção do polímero e otimização das 

condições de polimerização. Além disso, polímeros não impressos 

correspondentes para sua avaliação como controle de reconhecimento seletivo 

também serão analisados. 

 

http://www.hiperquad.co.uk/
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submetidas à temperatura de 60°C em estufa durante 24h. Um total de quatro 

membranas foram fabricadas para cada composição. 

 

3.4.2.1.2. AVALIAÇÃO DAS MEMBRANAS DE METACRILATO 

 

Dentre as seis membranas de metacrilato desenvolvidas, apenas duas 

apresentaram-se homogêneas (membranas C e E).  As demais composições 

apresentaram rachaduras e bolhas na superfície do filme formado e por este 

motivo foram descartadas dos estudos. Observou-se que a principal dificuldade 

encontrada na preparação desta fase sensora foi a etapa de polimerização. Para 

tentar solucionar este problema membranas foram fabricadas à temperatura 

ambiente, mas a fase sensora manteve-se líquida e não apresentou qualquer sinal 

de polimerização. Como alternativa optou-se por realizar a polimerização em 

uma atmosfera de DMSO em estufa (60ºC) para evitar possíveis rachaduras, 

todavia o problema não foi solucionado. Provavelmente, o próprio reagente pode 

ter inibido a polimerização, provocada por um desequilíbrio de cargas entre o 

complexo e os demais componentes da mistura. Em virtude dos problemas 

encontrados, apenas as membranas C e E foram utilizadas para realização das 

medidas de fluorescência.  

Os espectros de excitação e emissão das membranas foram medidos em 

solução de tampão fosfato 1,0 x 10-2 mol L-1 (pH 5,0). Ambas as membranas 

apresentaram máxima absorção em 459 nm, enquanto que a intensidade máxima 

de emissão foi obtida em 604 e 608 nm para as membranas C e E, 

respectivamente. Estes valores estão coerentes com os valores encontrados para 

as medidas em solução que correspondem a 456 e 588 nm para absorção e 

emissão, respectivamente. A Figura 3.10 ilustra os espectros obtidos. 
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3.4.2.2. MEMBRANAS DE PVC 

 

3.4.2.2.1. PREPARAÇÃO DAS MEMBRANAS DE PVC  

 

O segundo tipo de imobilização empregado foi a membrana de PVC 

plastificada. A resposta analítica deste tipo de sensor não depende apenas do 

gradiente de concentração de íons Cu(II) através da membrana, depende também 

das propriedades da matriz polimérica e de seus constituintes. O teor de PVC 

utilizado é importante, pois influencia na espessura do filme formado. A natureza 

do plastificante, por sua vez, é responsável pela mobilidade dos cátions através 

da membrana (Mashhadizadeh et al., 2002; Jain et al., 2005). Além disso, a 

estabilidade e a vida útil do sensor também dependem do tipo de plastificante 

empregado. Os aditivos lipofílicos atuam como trocadores iônicos afetando a 

permeabilidade dos íons na membrana (Zhang et al., 2006). Com base nisto, a 

fim de otimizar a composição da membrana de PVC, sensores de diferentes 

composições foram desenvolvidos e investigados neste trabalho.  

Foram preparados sete coquetéis com diferentes formulações, variando-se 

a concentração de complexo de rutênio e os tipos de plastificantes. Além disso, o 

íon lipofílico NaTPB foi empregado para formação de par iônico com o 

complexo de rutênio. Quantidades apropriadas de complexo, íon lipofílico e 

plastificantes foram dissolvidas em uma mistura contendo 26 mg de PVC, 1 mL 

de THF destilado e 0,15 mL de acetronitrila, conforme especificado na Tabela 

3.2. Essas formulações foram baseadas no trabalho proposto por Capitán-Vallvey 

et al. (2004).  
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Antes de iniciar as medidas de fluorescência, cada membrana foi 

equilibrada em solução de tampão fosfato (5,0 x 10-2 mol L-1, pH 7,0) por 24h. 

Para verificar se ocorreu lixiviação do reagente, espectros de emissão de cada 

sobrenadante foram medidos e observou-se que todas as membranas sofreram 

lixiviação. Com base nestas medidas, verificou-se que dentre as quatro 

composições analisadas, as membranas contendo 1,0 mg de complexo 

apresentaram uma perda de reagente mais elevada. Por isso, utilizou-se 0,50 mg 

de complexo como sendo a massa adequada para fabricação das membranas de 

PVC. 

Observou-se também que a perda de reagente é menos intensa quando se 

emprega a formação de par iônico, indicando que o uso do íon lipofílico favorece 

a imobilização do complexo na matriz polimérica, aumentando a estabilidade da 

membrana em meio aquoso. Por outro lado, o próprio íon lipofílico provoca um 

quenching, reduzindo o sinal de fluorescência. Isto pode ser constatado, 

comparando-se a diminuição na intensidade de emissão das membranas B e D.  

Comparativamente, pode-se dizer que a membrana A (composta por 0,50 

mg de reagente na ausência de par iônico) foi a composição mais apropriada em 

termos de estabilidade da membrana em meio aquoso.  

Apesar dos problemas de lixiviação, realizou-se um estudo cinético para 

avaliar a resposta das membranas na presença de Cu(II) em função tempo. A 

concentração de íon metálico utilizada foi 1,0 x 10-4 mol L-1 em solução de 

tampão fosfato 5,0 x 10-2 mol L-1, pH 7,0.  

Os resultados mostraram que não houve supressão de fluorescência nos 

espectros de emissão medidos na presença e na ausência do metal. Assim sendo, 

concluiu-se que nenhuma das membranas foi capaz de detectar íons cobre nas 

condições experimentais investigadas. Portanto, novas composições foram 
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desenvolvidas na tentativa de encontrar uma membrana sensível ao cobre. Neste 

caso decidiu-se variar os tipos de plastificantes, como será visto na seqüência.  

    

 

3.4.2.2.3. AVALIAÇÃO DE PLASTIFICANTES 

 

Uma segunda avaliação foi estabelecida variando-se os tipos de 

plastificantes. Além de TBP, outros três plastificantes foram investigados: DOS, 

NPOE e TBEP representados pelas membranas E, F e G, respectivamente. 

Espectros de excitação e emissão foram obtidos para cada membrana imersa em 

solução de tampão fosfato. Os espectros adquiridos foram similares aos espectros 

da Figura 3.12. As três membranas apresentaram máximos de absorção e 

emissão em 459 e 610 nm, respectivamente. 

Para avaliar a resposta dos sensores E, F e G, o sinal de fluorescência foi 

monitorado em três etapas distintas: (1) em atmosfera de ar; (2) em meio aquoso, 

na ausência de cobre e (3) em meio aquoso, na presença de cobre. 

Na etapa (2) cada membrana foi imersa, separadamente, em 2 mL de 

solução tampão fosfato 5,0 x 10-2 mol L-1, pH 7,0 e mantida sob agitação durante 

2 h. Em seguida, os espectros de emissão de cada sobrenadante foram medidos. 

Na terceira etapa as membranas resultantes da etapa (2) foram medidas na 

presença de Cu(II) 1,0 x 10-4 mol L-1 (tamponada com pH 7,0). A Figura 3.13 

mostra os dados obtidos em cada etapa.  
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Devido aos problemas de lixiviação, não se pode afirmar que na etapa (3) 

o íon Cu(II) suprimiu a fluorescência do reagente imobilizado, uma vez que a 

queda do sinal analítico pode ter sido proveniente da perda do complexo para o 

meio aquoso.   

Apesar disso, outros experimentos foram feitos para tentar obter uma 

resposta para Cu(II).  Neste caso, utilizou-se apenas as membranas contendo 

DOS e NPOE. O TBEP foi descartado das medidas por causa de seu elevado 

percentual de lixiviação.    

Para dar continuidade as análises, uma nova estratégia foi elaborada. 

Membranas contendo DOS e NPOE foram equilibradas durante 24h em uma 

solução de Cu(II) 1,0 x 10-4 mol L-1 preparada em tampão fosfato                     

5,0 x 10-2 mol L-1 pH 7,0, (Mahajan & Sood, 2007). Esse experimento foi feito 

para aumentar o tempo de difusão e a permeabilidade dos íons cobre na 

membrana polimérica, e assim facilitar a detecção do metal. Após 24 h as 

membranas foram medidas, todavia, nenhuma resposta ao metal foi observada. 

Baseando-se nestas informações, pode dizer que o uso de diferentes 

plastificantes e o emprego de um íon lipofílico não contribuíram para a obtenção 

de melhores respostas analíticas. Constatou-se que as membranas de PVC não 

modificaram as propriedades da fase sensora estudada e, portanto, foram 

descartadas de futuras avaliações. 
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3.4.2.4.2. AVALIAÇÃO DOS PRECURSORES POLIMÉRICOS 

 

Primeiramente avaliou-se o desempenho de três diferentes precursores 

poliméricos: TMOS, MTES e DMDMS. Para tal, foram preparadas fases 

sensoras contendo um ou mais tipos de precursores (sol-gel A, B, C e D). 

Observou-se que nenhum dos materiais sintetizados perdeu o ligante por 

lixiviação, indicando que houve uma eficiente interação entre o ligante e a rede 

de silicato formada, ou seja, a imobilização foi bastante eficaz. 

Com a finalidade de avaliar a funcionalidade das fases sensoras, um estudo 

cinético foi feito para monitorar a intensidade de fluorescência em função do 

tempo. A execução das medidas foi feita usando-se duas concentrações de 

Cu(II), 1,0 x 10-4 e 1,0 x 10-1 mol L-1. Os resultados foram discutidos 

considerando-se a razão da intensidade de emissão do ligante livre (I0) e do 

ligante na presença de cobre (I), como pode ser visto na Figura 3.16. O sol-gel B 

não foi incluído nos resultados porque apresentou baixa intensidade de 

fluorescência na ausência do supressor (íons Cu(II)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 







99 
 

Capítulo 3. Sensores Luminescentes 

Observa-se que todas as matrizes apresentaram respostas significativas 

para as três concentrações analisadas. A melhor resposta foi obtida para o sol-gel 

F, sugerindo que a estequiometria M1L2 fornece uma melhora na resposta 

analítica comparada a M1L1. Com relação ao sol-gel I, ocorreu um 

comportamento atípico, o sinal decresceu com o aumento da concentração do íon 

metálico. Desse modo, o TEOS não é um precursor adequado para o estudo em 

questão e foi excluído das avaliações. Nesta etapa o sol-gel F foi escolhido como 

a fase sensora mais adequada.  

A composição H não foi analisada porque apresentou intensidade de 

fluorescência próxima de zero. Provavelmente, isto ocorreu devido a elevada 

quantidade de ligante que pode ter provocado auto-absorção. Por esta razão, esta 

fase sensora foi descartada.  

 

3.4.2.4.4. AVALIAÇÃO DA ESTEQUIOMETRIA LIGANTE-PRECURSOR  

 

  A última avaliação foi feita considerando-se a estequiometria entre ligante 

e precursor polimérico. Levando-se em conta que o sol-gel F possui uma 

porcentagem de ligante/precursor de 0,001%, duas novas fases sensoras foram 

preparadas contendo 0,01 e 0,1 %, que correspondem aos materiais G e H, 

respectivamente.  

A Figura 3.17 ilustra os resultados obtidos para estas matrizes. A 

composição mais apropriada continuou sendo o sol-gel F, apesar do sol-gel G 

também ter apresentado uma resposta satisfatória.  

Após cada medida, tentou-se extrair o metal do sol-gel usando-se soluções 

de ácido clorídrico e EDTA. No entanto, em nenhum dos casos observou-se a 

regeneração da intensidade de emissão I0 (sol-gel na ausência de cobre), 

comprovando a não regeneração da fase sensora. 
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Levando-se em consideração o processo de otimização da matriz sol-gel, é 

possível afirmar que a composição mais adequada foi desenvolvida a base de 

MIP, sendo constituída pelo precursor TMOS, com uma relação Metal:Ligante 

(1:2) e Ligante:TMOS (0,001%). Essa composição corresponde ao sol-gel F.  

Até o presente momento, verificou-se que o sol-gel foi o único material 

que forneceu resposta à íons Cu(II) em meio aquoso. Esse material também 

apresentou uma importante vantagem: “ausência de lixiviação”. Apesar disto, 

não se pode afirmar que este material é adequado para construção de fases 

sensoras sensíveis a íons cobre, visto que mostrou-se insensível a concentrações 

inferiores a 1,0 x 10-3 mol L-1. Além do mais, essa fase sensora apresenta 

desvantagens do ponto de vista de sensores ópticos, uma vez que não é 

reversível, nem mesmo regenerável.  

 

3.4.2.5. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA LUMINESCENTES 

 

3.4.2.5.1. SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA  

 

A síntese das nanopartículas de sílica foi feita empregando-se o método 

Stöber (Stöber & Fink, 1968). Para sintetizá-las, criou-se uma nova estratégia de 

imobilização, onde o reagente luminescente foi adicionado na síntese em 

diferentes estágios de reação. Esta estratégia foi adotada com a finalidade de 

imobilizar o reagente em distintas camadas da nanopartícula de sílica. Assim, 

uma série de nanopartículas de sílica dopadas com complexo de Ru(II) foi 

preparada pela adição do complexo em quatro diferentes tempos da reação: 0, 3, 

6 e 8 h (Yang et al., 2010). 

Oito diferentes nanopartículas de sílica foram desenvolvidas a partir de 

polímeros impressos e não impressos, como será visto mais adiante.                    
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complexo que não reagiu. Por fim, as nanopartículas foram secadas em estufa a 

60oC por 1 h e armazenadas em frascos de vidro. Uma massa de 30 – 60 mg de 

nanopartícula foi obtida em cada síntese.  

Após o processo de síntese, obtiveram-se quatro nanopartículas, 

denominadas por NIP-0, NIP-3, NIP-6 e NIP-8, onde 0, 3, 6 e 8 correspondem 

ao tempo (h) de adição do reagente na reação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.18. Esquema do sistema utilizado na síntese das nanopartículas de sílica pelo 

método Stöber (autora: Juliana Santiago). 
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3.4.2.5.2. ESTRATÉGIA DE IMOBILIZAÇÃO DO COMPLEXO DE 

Ru(II)  NA SÍLICA 

 

 A Figura 3.20 mostra o esquema proposto para preparação das 

nanopartículas de sílica pelo método Stöber. Neste esquema é possível ter uma 

idéia de como ocorre a imobilização do complexo de Ru(II) nas partículas de 

sílica, adicionando-se o reagente luminescente em diferentes estágios de síntese. 

  

 

Figura 3.20. Representação da estratégia de imobilização do complexo de Ru(II) na sílica 

durante o processo de síntese (adaptado de Yang et al., 2010). 
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A síntese se processa basicamente em três etapas: (1) hidrólise e 

condensação do TEOS, (2) adsorção eletrostática do complexo de Ru(II) na 

sílica e (3) incorporação do complexo de Ru(II) no interior da sílica formada. 

Nas etapas (1) e (2) ocorre a interação eletrostática da carga positiva do 

complexo de Ru(II) com a carga negativa do Si-O- proveniente da hidrólise e 

condensação do TEOS. Na etapa (3) ocorre o crescimento da nanopartícula e a 

incorporação do reagente em diferentes camadas da sílica formada. A terceira 

etapa é fundamental para compreender a estratégia de imobilização do reagente.  

Maiores detalhes serão discutidos mais adiante.  

 

 

3.4.2.5.3. CARACTERIZAÇÃO DAS PARTÍCULAS DE SÍLICA 

 

A caracterização das nanopartículas de sílica foi realizada empregando-se 

a microscopia eletrônica de transmissão (TEM) com a finalidade de verificar o 

tamanho das partículas formadas. A Figura 3.21 ilustra a imagem de TEM para 

as nanopartículas analisadas. 
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Figura 3.21. Imagens de TEM das nanopartículas de sílica para NIP-0 e NIP-8. 

 

 

As imagens de TEM para NIP-0 e NIP-8 informam que as partículas 

apresentaram diâmetro em torno de 10-20 nm e morfologia esférica similar.  

O tamanho das partículas preparadas a 0h e 8h de síntese praticamente não 

varia à medida que se avança o tempo de reação, devido ao crescimento 

uniforme da camada de sílica (Yang et al., 2010).  
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Além da análise de microscopia realizou-se também um mapeamento para 

verificar o posicionamento do complexo de rutênio na camada da sílica. Esta 

análise foi feita para comprovar a validade da estratégia de imobilização adotada. 

Os resultados obtidos indicaram que é possível identificar o rutênio na sílica. 

Entretanto, devido ao elevado grau de aglomeração e ao pequeno tamanho das 

partículas não foi possível obter uma imagem com resolução adequada capaz de 

mapear rutênio no centro e na superfície da sílica. 

 

 

3.4.2.5.4. ESTUDO DE INTERFERENTES 

 

O estudo de interferentes foi realizado para avaliar a seletividade do NIP-8 

na presença de outros íons metálicos. Para tal estudo foram testados os seguintes 

cátions: Zn(II), Hg(II), Pb(II), Ni(II), Cd(II) e Fe(III). As medidas foram feitas 

em solução de tampão fosfato pH 8,0 fixando-se a concentração de Cu(II) e dos 

demais íons metálicos em 1,0 x 10-5 e 5,0 x 10-5 mol L-1, respectivamente.  

A Figura 3.22 mostra a intensidade de fluorescência da NP em função dos 

cátions analisados. Os resultados demonstraram que o nanosensor para Cu(II) foi 

altamente seletivo e não apresentou interferência para nenhum dos íons 

investigados nesta proporção, o que constitui uma importante vantagem visto que 

alguns nanosensores desenvolvidos sofrem interferência de Ni(II) (Brasola et al., 

2003; Ramazzo et al., 2005) e Zn(II) (Zheng et al., 2010). 

A seletividade obtida revela de fato que a determinação de íons Cu(II) 

pode ser realizada na presença do excesso de íons interferentes.  
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Como pode ser visto na Tabela 3.6, o comprimento de onda muda 

rapidamente de NIP-0 para NIP-3 e se mantém praticamente constante após 3h 

de síntese. Um comportamento similar é verificado para os MIPs. Esse 

deslocamento das bandas de emissão indica que o tempo de adição do reagente 

na síntese afeta as propriedades de emissão das nanopartículas até 3h de reação. 

Essa hipótese também pode ser confirmada pela variação na intensidade de 

emissão do complexo imobilizado. 

A variação na intensidade e nas bandas de emissão das nanopartículas 

pode ser explicada a partir das informações contidas nas Figuras 3.20 e 3.23.  

Analisando-se os polímeros não impressos, verifica-se que a máxima intensidade 

de emissão foi atingida quando o reagente foi adicionado em 3h de síntese, onde 

NIP-3 é cerca de 2,5 vezes maior que NIP-0.  

A Figura 3.23.b mostra claramente o comportamento de cada 

nanopartícula em função das suas intensidades de fluorescência. Nota-se que o 

sinal analítico aumenta de NIP-0 para NIP-3 e decresce de NIP-3 para NIP-8, 

passando por NIP-6. Estes resultados condizem com o estudo proposto por Yang 

et al. (2010). Essa variação na intensidade de fluorescência é causada por dois 

efeitos principais: “agregação das moléculas de rutênio nas partículas de sílica” e 

a “espessura da camada de proteção da sílica”. Ou seja, quando o reagente é 

adicionado até 3 h de reação, as moléculas de rutênio interagem rapidamente 

com as partículas primárias e os oligômeros do meio reacional. Essa rápida 

interação aumenta a agregação das moléculas de Ru(II) nas partículas formadas e 

conseqüentemente, intensifica-se o sinal de fluorescência. Por este motivo, 

ocorre um aumento contínuo da intensidade de emissão até 3h de reação.   

Quando o reagente é adicionado após 3h de síntese, os oligômeros e 

partículas primárias já foram praticamente consumidos e, neste caso, 

predominam as partículas secundárias que são mais uniformes. Neste estágio, as 
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moléculas de Ru(II) são absorvidas na superfície das partículas secundárias e a 

camada de proteção da sílica cresce na superfície das partículas pela deposição 

dos monômeros remanescentes. A intensidade de emissão diminui 

gradativamente porque a espessura da camada de sílica torna-se mais fina a 

medida que se aumenta o tempo de reação e, neste caso, as moléculas de rutênio 

estão mais próximas da superfície da partícula, sendo mais facilmente afetada 

pelo oxigênio do ar e pelo solvente do meio. Provavelmente, a intensidade de 

fluorescência decai porque o oxigênio atua como um efetivo supressor da 

fluorescência (Juris et al., 1988; Yang et al., 2010). 

 O mesmo comportamento é observado para os MIPs, a intensidade de 

emissão aumenta de MIP-0 para MIP-3 e diminui de MIP-3 para MIP-6. 

Verifica-se também que os sinais analíticos de todos os MIP são inferiores aos 

valores obtidos para os NIP. No caso do MIP-0 a emissão é cerca de 3,3 vezes 

menor que NIP-0 e esse efeito é ainda mais pronunciado no tempo de 6h (MIP-6) 

quando a intensidade de emissão se aproxima de zero. Essa queda de sinal ocorre 

porque o cobre atua como supressor da fluorescência da molécula de rutênio, 

indicando que polímeros de impressão molecular foram realmente produzidos.  

 

3.4.2.5.6. ESTUDO DE pH 

 

Este estudo foi elaborado com a finalidade de avaliar o perfil das 

nanopartículas em diferentes valores de pH (2-11). Para tal, foram consideradas 

as variações de intensidade de emissão e os comprimentos de onda máximos 

obtidos. Em solução, o complexo de rutênio apresenta excelente seletividade ao 

cobre em pH 7,0 (seção 3.4.1.2). Uma vez imobilizado na sílica, o ligante pode 

ter sofrido alterações nas suas propriedades de emissão, por isso um novo estudo 

de pH foi requerido. Para exemplificá-lo, duas nanopartículas foram escolhidas 
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  Na Figura 3.24 verifica-se que NIP-0 não foi capaz de detectar cobre na 

faixa de pH analisada. Essa falta de sensibilidade pode ser justificada pela não 

supressão de fluorescência, visto que o comprimento de onda máximo manteve-

se praticamente constante (~ 590 nm) em todos os valores de pH. Além disso, 

nenhuma variação significativa nas intensidades de emissão da NP com e sem 

adição de Cu(II) foi observada, como mostra a Figura 3.24.b. Isto significa que o 

complexo não foi afetado pela acidez ou basicidade do meio, sugerindo que os 

sítios ativos da molécula de rutênio não estão disponíveis para complexação do 

Cu(II), uma vez que não foram protonados ou desprotonados.  

Esta teoria condiz com o esquema proposto na Figura 3.20, onde o 

complexo de Ru(II) está totalmente incorporado no centro da partícula, de 

maneira que a espessa camada de proteção da sílica impede a interação metal-

ligante. Por isso, nenhuma supressão de fluorescência foi observada.  

Por outro lado, quando o reagente é adicionado no tempo de 6 h de reação 

(NIP-6), as moléculas tendem a se imobilizar na superfície da partícula, em vez 

de localizar-se no centro. Neste caso, a camada de proteção da sílica é menos 

espessa e não impede a interação metal-ligante, facilitando a complexação do íon 

metálico. Esse efeito também pode ser evidenciado pelo deslocamento das 

bandas de emissão de NIP-6, que variaram de 595 a 608 nm. Com a variação do 

pH a resposta ao cobre pode ser facilmente visualizada na Figura 3.24.d, onde 

NIP-6 consegue detectar Cu(II) a partir de pH 6,0 quando ocorre a primeira 

supressão de fluorescência.  

 Para finalizar esta discussão, conclui-se que a estratégia adotada faz com 

que o reagente não perca suas propriedades luminescentes quando imobilizado 

na sílica.  Estes resultados confirmam a hipótese de que a sensibilidade das NPs 

depende do posicionamento das moléculas do ligante na partícula de sílica. Com 
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base nisso, pode-se afirmar que o desempenho das nanopartículas depende do pH 

e do tempo de adição do complexo nos diferentes estágios da síntese.  

 

3.4.2.5.7. REGENERAÇÃO DO SINAL ANALÍTICO DO MIP 

 

Na síntese dos MIPs, as nanopartículas foram preparadas com o cobre já 

complexado pela molécula do ligante. A formação do complexo metal-ligante 

provoca a supressão de fluorescência do reagente. Para regenerar a intensidade 

de fluorescência é preciso utilizar uma espécie que seja capaz de remover o íon 

Cu(II) do MIP. Geralmente, utilizam-se soluções de ácidos diluídos ou EDTA. 

Antes de iniciar as medidas de fluorescência foi necessário, primeiramente, 

extrair o íon metálico das partículas para regenerar o sinal analítico. Neste 

trabalho empregou-se HCl 0,5 mol L-1 como solução regeneradora. Com base 

nisso, um breve estudo cinético foi desenvolvido com a finalidade de avaliar a 

recuperação do sinal analítico em função do tempo e analisar qual MIP 

apresentou uma resposta mais rápida e efetiva. 

Primeiramente, misturou-se 0,50 mL de NP 2,5 mg mL-1, 2 mL de solução 

de tampão fosfato 5,0 x 10-2 mol L-1 (pH 7,0) e registrou-se os espectros de 

emissão de cada nanopartícula. Em seguida, adicionou-se 1 mL de                  

HCl 0,5 mol L-1 em cada mistura e novos espectros de emissão foram obtidos em 

três tempos distintos: 1 min, 30 min e 48 h. 

A Figura 3.25 mostra a intensidade do sinal analítico dos polímeros 

impressos em função do tempo e seus comprimentos de onda máximos. As 

linhas pontilhadas da Figura 3.25.a indicam as intensidades de emissão máximas 

obtidas para cada NIP. Estas intensidades foram usadas como valor de referência 

a fim de compará-las com o sinal máximo obtido para cada MIP após a extração 

dos íons cobre.  
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Observa-se que a regeneração do sinal analítico é bastante significativa no 

tempo de 1 min, enquanto que em 30 min e 48 h o sinal aumenta lentamente. Isto 

indica que a extração do íon metálico é bastante rápida e eficaz. 

Comparando-se MIP e NIP, verificou-se que após extração dos íons cobre 

houve um ganho de sinal de aproximadamente 60, 80 e 90 % para MIP-0, MIP-3 

e MIP-6, respectivamente, no tempo de 1 min. Isto quer dizer que a recuperação 

do sinal é diretamente proporcional ao tempo de adição do reagente na reação. 

Por esta razão, a retirada de Cu(II) é mais eficiente para MIP-6 que para MIP-0. 

Isto também pode ser confirmado através do deslocamento das bandas de 

emissão das nanopartículas, que ocorre devido à presença do ligante livre, como 

mostra a Figura 3.25.b. O comprimento de onda máximo varia de 586 nm para 

618 nm. Para todos MIPs, nos primeiros segundos de reação ocorre um brusco 

deslocamento das bandas de emissão, que se mantém praticamente constante 

após um minuto de reação, sugerindo que praticamente todo cobre foi extraído. 

A remoção do template é uma etapa fundamental na obtenção de um MIP 

devido à fragilidade mecânica dos sítios de reconhecimento molecular. Assim 

sendo, pode-se afirmar que nanopartículas de MIP foram preparadas com 

sucesso, uma vez que a remoção do íon foi feita sem grandes dificuldades.  

 

 

3.4.2.5.8. RESPOSTA DO NIP E MIP PARA Cu(II) 

 

O estudo de pH na seção 3.4.2.5.6 apresentou uma breve resposta para 

detecção de íons cobre a uma concentração constante de 1,0 x 10 -4 mol L-1, 

usando-se apenas NIP-0 e NIP-6 como exemplo. 
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3.4.2.5.9.5. Comparação com outros nanosensores  

 

A Tabela 3.8 mostra as características analíticas de algumas nanopartículas 

empregadas para determinação de íons cobre. Comparando-se a performance 

analítica dos nanosensores encontrados na literatura, observa-se que o método 

proposto neste trabalho apresenta boa linearidade e sensibilidade, e baixo limite 

de detecção, indicando que NIP-8 apresentou resultados satisfatórios, sendo 

portanto, um nanosensor bastante competitivo comparados às nanopartículas 

encontradas na literatura. 
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Para analisar o efeito de matriz entre as amostras, foram aplicados cálculos 

da ANOVA para verificar se há diferença significativa entre os valores da 

inclinação da reta obtidos para cada amostra. 

Os resultados obtidos aplicando-se o teste F no nível de 95% de confiança 

indicaram que não há diferenças significativas entre as inclinações das curvas 

analíticas, já que o Fcalculado < Ftabelado (1,14 < 4,07). Em decorrência disto, pode-se 

dizer que não há efeito de matriz para as diferentes amostras de água. 

Essa informação é bastante relevante, indicando que se for aplicado um 

tratamento matemático adequado é possível obter uma equação modelo que 

possa ser utilizada para calcular a concentração de vários tipos de amostras de 

água, sem a necessidade de construir uma curva analítica para cada uma 

separadamente. Neste caso, teríamos um processo otimizado para realização da 

adição de padrão. 
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3.5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

 

Neste trabalho foram investigados cinco tipos de fases sensoras utilizando-

se o reagente luminescente [Ru(phen)2HAIP](PF6)2 para determinação de cobre. 

As membranas de metacrilato, PVC e iônicas não forneceram resultados 

satisfatórios como fase sensora. Por outro lado, a técnica de imobilização via sol-

gel apresentou resposta analítica a íons cobre e, além disso, não sofreu lixiviação 

da matriz. Todavia, indicou baixa sensibilidade e por isso não é adequada para 

aplicação de sensores ópticos.  

Dentre as várias técnicas de imobilização avaliadas apenas as 

nanopartículas de sílica fluorescentes foram capazes de responder a íons cobre de 

maneira eficiente, com seletividade e sensibilidade adequadas. A síntese das 

nanopartículas ocorreu de maneira satisfatória, onde polímeros impressos e não 

impressos molecularmente foram preparados com êxito.  

Nanopartículas de sílica fluorescentes foram sintetizadas, caracterizadas e 

aplicadas com sucesso na análise de íons Cu(II) em amostras de água mineral e 

água de torneira, demonstrando potencialidade para análise ambiental, uma vez 

que oferecem a vantagem de reutilização.  

A estratégia de imobilização adotada, com base na adição do reagente 

luminescente em diferentes tempos de reação, foi o fator fundamental para o 

desempenho analítico das nanopartículas, indicando que a sensibilidade para 

Cu(II) pode ser ajustada controlando-se as condições de síntese.  

As nanopartículas de sílica fluorescentes frente ao sol-gel apresentam a 

vantagem de eliminar os problemas provenientes do empacotamento da cubeta 

(como bolhas de ar e diferentes granulometrisa) que podem provocar variações 

nas intensidades de fluorescência do reagente imobilizado e fornecer resultados 

não reprodutíveis. Dessa forma, as nanopartículas atuam como um sistema de 
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medida mais simples e eficiente que o sol-gel, sendo este um dos pontos 

relevantes desta tese.  

As perspectivas deste trabalho sugerem que as nanopartículas de sílica 

fluorescentes podem ser utilizadas para determinação de outras espécies 

metálicas de interesse ambiental. Além disso, outra perspectiva que se vislumbra 

consiste em desenvolver um sistema microfluídico para avaliação e controle das 

variáveis envolvidas nas medidas das nanopartículas.  
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