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RESUMO

LIBS E NANOPARTICULAS FLUORESCENTES: NOVAS
ESTRATEGIAS PARA DETERMINACAO DE IONS Cu(Il) EM AGUAS

Neste trabalho diferentes fases sensoras foram desenvolvidas para implementar novas
estratégias para a determinacdo de ions cobre em dguas naturais, empregando Espectroscopia
Optica de Emissdo em Plasma Induzido por Laser (LIBS) e Espectroscopia de Luminescéncia. Nas
determinacgdes por LIBS, membranas de PVC plastificadas foram empregadas para extracio e pré-
concentragio de fons cobre em meio aquoso, fornecendo curvas analiticas na faixa de 10 pg L' —
100 mg L' (R* > 0,90). Esses estudos mostraram que a técnica LIBS é capaz de detectar fons
cobre em concentracdes da ordem de pg L, indicando que membranas extratoras podem ser
aplicadas como uma eficiente estratégia de pré-concentracdo. Dessa forma, LIBS pode ser
considerada como uma potencial e vidvel ferramenta para determinacio de ions Cu(Il) em 4guas.
Determinagdes baseadas em Espectroscopia de Luminescéncia foram realizadas usando o bis(1,10-
fenantrolina)1-(4-hidroxi  3-(1H-imidazol [4,5-f][1,10] ruténio(II) bis hexafluorofosfato
([Ru(phen),HAIP](PF¢),) , que foi imobilizado em membranas de metacrilato, de PVC e idnicas,
sol-gel e nanoparticulas (NP) de silica. O reagente luminescente apresenta alta seletividade para
ions Cu (II) em solu¢do, enquanto somente as nanoparticulas mostraram sensibilidade adequada
para esse fon. As nanoparticulas de silica foram sintetizadas através do método Stober, sendo que
o reagente luminescente foi adicionado em diferentes estdgios da sintese (0, 3, 6 e 8 horas), a qual
foi realizada em um total de 10 horas. A microscopia de transicdo eletronica (TEM) mostrou
nanoparticulas com diametros em torno de 10-20 nm. As nanoparticulas sintetizadas pela adicao
do reagente ap6s 8h de sintese apresentaram uma faixa linear entre 2,0—8,0 pmol L', um limite de
detec¢do de 0,30 pmol L', um limite de quantificacdo de 1,0 pmol L e um tempo de resposta
(toow) < 30 s. A nanoparticula apresentou alta seletividade para fons cobre, ndo mostrando
interferéncia dos fons Zn(II), Cd(Il), Ni(Il), Hg(Il), Pb(Il) e Fe(Ill). As nanoparticulas foram
aplicadas para determinagdo de fons Cu (II) em amostras de 4gua mineral e de torneira que foram
enriquecidas com 5,0 e 7,0 umol L' do analito. Recuperacdes na faixa de 88,1-109,6% foram
obtidas, indicando a potencialidade das NPs fluorescentes para determinag¢do de Cu(Il) em dguas.
Além disso, os fons Cu (II) podem ser liberados na NP depois de tratamento 4cido, sendo
regenerado para um novo conjunto de medidas, tornando o reagente reutilizavel, fato que estd de

acordo com os principios da Quimica Verde.
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ABSTRACT

LIBS AND FLUORESCENT NANOPARTICLES: NEW STRATEGIES
FOR THE DETERMINATION OF Cu(II) IONS IN WATER

In this work, different sensing phases were developed to implement new strategies for
determination of copper ions in natural waters, employing Laser Induced Breakdown Spectroscopy
(LIBS) and Luminescence Spectroscopy. In the determinations by LIBS, plasticized PVC
membranes were employed for extraction and pre-concentration of copper ions in aqueous
medium, providing analytical curves in the range from 10 pug L™ to 100 mg L™ (R > 0.90). These
studies have shown that LIBS is able to detect copper ions in concentrations as low as pg L™,
indicating that extraction membranes can be applied as an efficient strategy of pre-concentration.
In this way, LIBS can be considered as a potential and feasible tool for Cu(Il) determination in
waters. Determinations based on luminescence spectroscopy were performed by using the
bis(1,10-phenanthroline)1-(4-hydroxy 3-(1H-imidazo [4,5-f][1,10] ruthenium(II)
bis(hexafluorophosphate) reagent ([Ru(phen),HAIP](PF¢),). which was immobilized in
methacrylate, PVC and ionic membranes, sol-gel silica and silica nanoparticles (NP). The
luminescent reagent presented high selectivity to Cu(Il) ions in solution, while only the silica
nanoparticles showed adequate sensitivity to this ion. The nanoparticules were synthesized by the
Stober method, being the luminescent reagent added at different stages of the synthesis (0, 3, 6 and
8 hours), which was performed in a total interval of 10 hours. The transmission electron
microscopy (TEM) showed nanoparticles with diameters around 10-20 nm. The nanoparticles
synthesized by adding the reagent after 8 hours provided a linear response range from 2.0 to 8.0
pumol L™, a detection limit of 0.30 pmol L™, a quantification limit of 1.0 umol L™ and response
time (too) < 30 s. The nanoparticle presented high selectivity for copper ions, showing no
interference of Zn(Il), Cd(II), Ni(Il), Hg(Il), Pb(I) and Fe(IIl) ions. The nanoparticles were
applied to determination of Cu(II) ions in mineral and tap water samples, which were spiked with
5.0 and 7.0 pmol L' of the analyte. Recovery within 88.1-109.6% were attained, indicating the
capability of the fluorescent NPs for Cu(Il) determination in waters. In addition, the Cu(II) ions
can be released from the NP by acidic treatment, being regenerated for another set of
measurements, making the reagent reusable, fact that is in agreement with the principles of Green

Chemistry.
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PREFACIO

Esta tese esta dividida em quatro capitulos. O capitulo 1 contém uma
introducdo geral que aborda alguns aspectos relevantes deste trabalho. O
capitulo 2 diz respeito a aplicacio da técnica de Espectroscopia Optica de
Emissdao em Plasma Induzido por Laser (LIBS) empregando-se membranas
extratoras de ions metéalicos em meio aquoso. Neste capitulo serd descrita uma
breve introducdo sobre a técnica LIBS e sobre os ions cobre. Além disso,
também serd apresentada a parte experimental, discussdo dos resultados,
conclusodes e perspectivas.

O capitulo 3 € dedicado ao uso de sensores luminescentes sendo composto
por quatro partes principais. Na primeira parte, serd apresentada uma introducgao
envolvendo a fundamentacido tedrica sobre espectroscopia de luminescéncia,
polimeros de impressao molecular e nanoparticulas de silica fluorescentes, cujo
objetivo é apresentar informacdes basicas e relevantes ao leitor para facilitar a
interpretacao dos resultados obtidos. Na segunda parte, serd mencionada a parte
experimental e na terceira serd abordada a avaliacdo das caracteristicas
espectroscopicas de novos reagentes luminescentes em meio aquoso, na auséncia
e na presenca de distintos fons metdlicos. A quarta e tltima parte trata do uso de
diferentes técnicas de imobilizacdo para desenvolvimento de fases sensoras.
Nesta serd abordada a discussdo sobre os resultados obtidos para cada sensor
desenvolvido, as conclusdes finais e as perspectivas futuras. Por fim, no capitulo

4 serdo apresentadas as referéncias bibliogréaficas citadas no decorrer da tese.
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Capitulo 1. Introdugdo

1.1. INTRODUCAO

A determinacdo quantitativa de espécies metdlicas em sistemas aquosos
tem sido bastante explorada ao longo dos anos, especialmente no caso dos ions
metdlicos pesados, devido a sua toxicidade que afeta diretamente o meio
ambiente e a saide humana (Moore & Ramamoorthy, 1984).

A quantificacdo de fons metalicos € frequentemente realizada utilizando-se
técnicas espectrométricas, tais como a espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS
e GFAAS,) e espectrometria de emissao atomica (ICP OES e ICP-MS) (Pomazal
et al., 1999; Moldovan et al., 2002; Saracoglu et al., 2003; Iyer & Ressalan,
2004). Estas andlises necessitam de pré-tratamento e preparo da amostra, que
demandam tempo e considerdvel quantidade de reagentes. Tendo em vista estas
dificuldades, pesquisadores do mundo inteiro t€m se dedicado a desenvolver
métodos analiticos alternativos e confidveis com boa relagdo custo-beneficio.
Assim sendo, o avanco da ci€ncia tem levado ao surgimento de novas vertentes
que passaram a ser alvo de pesquisas na atualidade.

Dentre estas vertentes, encontram-se os sensores quimicos que tem sido
uma das dreas mais estudadas nas ultimas trés décadas, consagrando-se como
uma fascinante drea de pesquisa, a qual vem mudando radicalmente a
potencialidade das andlises quimicas.

De acordo com a definicdo da IUPAC, um sensor quimico € um
dispositivo que transforma a informacdo quimica em um sinal analiticamente
utilizdvel. E um dispositivo que pode ser miniaturizado e pode responder seletiva
e reversivelmente a compostos quimicos ou a fons, produzindo um sinal elétrico
que depende da concentracio do analito (Hulanicki et al., 1991).

Os sensores quimicos sdo constituidos basicamente por uma fase sensora,
um transdutor e um processador de sinal. O principio de funcionamento de um
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sensor quimico (6ptico) baseia-se na interacdo de espécies quimicas com a luz
empregando-se técnicas de absor¢do, emissdo e reflexdo (Hulanicki at al., 1991;
Wolfbeis, 1991; Wang, 2011). Assim, os sensores quimicos sao considerados
versateis, pois permitem a utilizagdo de instrumentacdo analitica diversificada
(UV-VIS, NIR, IR, etc) (Wang, 2011). Além disso, podem ser usados com fibras
Opticas (permitindo monitoramento remoto) e com diferentes sistemas de
imobilizacdo da fase sensora, atuando como um dispositivo simples que pode
fornecer informagdes quimicas valiosas quando aplicado adequadamente
(Wolfbeis & Oehme, 1997). Diante destas vantagens, grande parte dos sensores
desenvolvidos vem sendo aplicada na determinagdo de ions metélicos, devido a
sua simplicidade, baixo custo, reprodutibilidade e robustez.

Nos dias atuais, o design e efici€ncia destes sensores tém sido discutidos e
explorados por quimicos, fisicos, bi6logos e engenheiros que, juntos, colaboram
para obter um sistema sensorial com aplicacdo desejavel. O principal desafio do
quimico nesta multidisciplinaridade consiste em desenvolver uma interface entre
o proprio dispositivo (sensor) € a matriz a ser analisada (parte que interage
diretamente com o analito). Neste sentido, as caracteristicas do material suporte e
da metodologia de imobilizagdo sdo critérios essenciais para a confeccdo de
sensores com bom desempenho analitico. Como reflexo deste desafio, diversas
fases sensoras imobilizadas com reagentes cromogénicos ou fluorogénicos, vém
sendo construidas e relatadas na literatura moderna. O uso de diferentes fases
sensoras inclui suportes sdlidos distintos, tais como membranas de PVC (Raya et
al., 2004; Mahajan & Sood, 2007), membranas idnicas (Guo et al., 2010),
membranas baseadas no método sol-gel (Moreno, 1994; Diaz-Garcia et al.,
2006), nanoparticulas de silica (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 preparacdo de materiais hibridos organicos-
norganicos (pos de vidros, filmes finos, etc.) (Santilli et al., 1995). A silica 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, nanoparticulas de silica
fluorescentes vém sendo preparadas com €xito através do processo sol-gel. As
nanoparticulas de silica atuam como suporte s6lido e podem ser dopadas com
diferentes tipos de reagentes luminescentes, tal como os complexos de ruténio
(Moreno-Bondi et al., 1998; Orellana et al., 1999; Glomm et al., 2005; Tfouni et
al., 2010). Essa classe de nanoparticulas pode se estabelecer como uma nova
alternativa para determinacdo de fons metdlicos em amostras com aplicacao
bioldgica, toxicoldgica e ambiental (Wiesner & Burns, 2006, Bonacchi et al.,
2011; Prodi et al., 2011).

Outro aspecto relevante na drea dos sensores Opticos € o surgimento dos
Polimeros de Impressao Molecular (MIP). Os MIPs sdo polimeros sintéticos para
design de materiais de reconhecimento molecular (proteinas, aminodcidos,
poluentes, etc), que origina uma memodria macromolecular altamente seletiva ao
analito de interesse. Os MIPs vém sendo utilizados como elementos de
reconhecimento na criagdo de sensores quimicos (Rao et al., 2007; Moreno-
Bondi et al., 2008). Desde entdo, muitos progressos tém sido alcangados
utilizando-se este novo material, que atende a amostras de relevancia ambiental,
clinica, biotecnoldgica, etc.

Desse modo, os polimeros impressos representam uma importante
ferramenta analitica empregada para viabilizar o uso de sensores Opticos,
configurando-se em uma estratégia a ser explorada e avaliada, sendo este um dos

objetivos deste trabalho.
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Com relagdo ao sistema de deteccdo de fons metdlicos com sensores
quimicos, a literatura tem apontado vérias técnicas analiticas voltadas para este
fim. A Espectroscopia de Luminescéncia € uma técnica cldssica bem
estabelecida e consolidada, bastante utilizada no ramo de sensores quimicos.
Muitas fases sensoras sdo compostas por reagentes luminescentes que sofrem
supressao (quenching) de fluorescéncia na presenca de ions metdlicos pesados
(quencher) (Valeur, 2002; Skoog et al., 2006). Neste caso, a espectroscopia de
luminescéncia desempenhou um papel importante neste trabalho, ja que parte
desta tese é dedicada ao uso de sensores luminescentes, onde a performance
analitica destes dispositivos depende primordialmente das suas propriedades
espectroscopicas.

Outra técnica que pode ser aplicada para determinacdo de espécies
metdlicas é a Espectroscopia Optica de Emissdo em Plasma Induzido por Laser
(LIBS) (Pasquini et al., 2007; Singh & Thankur, 2007). LIBS € considerada uma
técnica pouco explorada, comparada as técnicas convencionais de andlise.
Todavia, vem conquistando seu espago dentro da quimica analitica moderna em
virtude de algumas caracteristicas relevantes, como por exemplo, sua capacidade
de determinar varios elementos quimicos simultaneamente.

Por este motivo, LIBS foi adotado neste trabalho como um sistema de
detec¢do alternativo e diferenciado frente aos sistemas convencionais. A
finalidade, neste caso, foi dar énfase a aplicacdo do LIBS (como uma nova
instrumentacdo analitica) a fim de inseri-lo na drea de sensores quimicos. Para
tanto, LIBS foi associado ao uso de membranas poliméricas para pré-
concentracao de ions metalicos téxicos em meio aquoso.

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

sdo de cardter preliminares, onde o foco desta pesquisa nao estd voltado para
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uma discussdo detalhada da técnica e, sim em apresentd-la e inclui-la na drea 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 deteccao de ions em sensores, onde
LIBS representa uma importante ferramenta para quantificacdo destes ions.
A segunda diz respeito a criacdo de diferentes estratégias de imobilizacdo em
sensores luminescentes, preparados com complexos de ruténio fluorescentes, em
matrizes diversificadas.

Para avaliar as caracteristicas analiticas dos sensores construidos, o ion
Cu(II) foi escolhido como analito alvo (ou ion modelo). O desenvolvimento de
novos dispositivos sensoriais € de procedimentos analiticos seletivos e sensiveis
a fons cobre apresenta considerdvel interesse na atualidade. Sem duvida, a
quimica do cobre juntamente com sua facilidade de complexacao com diferentes
compostos quimicos, propiciou sua utilizacdo neste trabalho. Vale salientar que,
em condi¢des experimentais adequadas os sensores apresentados nesta tese
podem ser aplicados para outros fons metdlicos em meio aquoso.

Dentro deste contexto, a finalidade geral deste trabalho consiste em
investigar diferentes tipos de fases sensoras (com e sem formacdao de MIP) para a
construcao de um sensor Optico dedicado a andlise de ions metdlicos em sistemas
aquosos, empregando-se as técnicas de fluorescéncia e de LIBS. Um ponto
relevante € que esta combinacdo permite contribuir com a quimica limpa tao

difundida nos dias atuais.
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1.1.1. A QUIMICA DO COBRE

O cobre é um elemento traco essencial a satde humana. E um
micronutriente que exerce importante fun¢do nos processos biolégicos que vao
desde a formagdo Ossea e respiracdo celular ao desenvolvimento do tecido
conjuntivo. Em excesso, o cobre tem um efeito adverso na saide humana
causando  anemia, desordens  neurologicas e  danos  hepéticos
(Moore & Ramamoorthy, 1984).

A contaminag¢do de cobre e seu potencial efeito toxico em seres humanos
continuam sendo um desafio em todo o mundo devido ao seu uso na agricultura
e na industria. Por este motivo, 0 monitoramento da concentragdo de cobre em
amostras ambientais é de suma importancia. Para controlar estas concentracoes,
alguns Orgdos competentes t€ém estabelecido normas para monitorar o teor
maximo deste ion em amostras de dguas.

De acordo com a Resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA 357, de 17 de margo de 2005) (CONAMA, 2005) que regulamenta e
define o padrao de potabilidade de dguas, o valor maximo permitido de ions
cobre em dguas doces brasileiras é de 9,0 pg L. Em dguas doces, o nivel de

cobre solivel varia de 0,5 a 1,0 ug L. Em dreas urbanas este valor pode ser
> 2.0 pg L. Este fon é altamente téxico para plantas aqudticas e peixes, com
LC50 de 0,017 a 1,0 mg L} (Moore & Ramamoorthy, 1984).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos, estabelece o
nivel méximo de cobre permitido em dgua potdvel que corresponde a 1,3 mg L™
(~ 20 pmol L.

O cobre pertence a terceira série dos metais de transi¢do e sua subcamada
d, parcialmente preenchida, é responsdvel pela grande variacdo de suas

propriedades espectrais, magnéticas e capacidade de complexagdo. Sao
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conhecidos complexos de cobre nos estados de oxidagcdo 1+, 2+ e 3+, sendo o 2+
o mais comum entre eles (Moore & Ramamoorthy, 1984).

Em ambientes aquéticos, o cobre dissolvido pode se encontrar na forma de
ions livres e/ou complexado com ligantes organicos e inorganicos. Dessa forma,
o cobre forma complexos com bases duras (carbonato, nitrato, sulfeto, cloreto,
amonia e hidréxido), com ligantes neutros (bipiridina) e com ligantes contendo
nitrogé€nio 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 sitios de coordenacdo,
fornecendo uma geometria quadruplanar. Com relagdo a estequiometria de
complexagdo, este ion pode se combinar em diferentes propor¢cdes metal-ligante
(1:1, 1:2), onde esta propor¢cao depende dos sitios de coordenacdo do ligante
empregado.

O destino de cobre elementar em dgua é complexo e depende do pH do
meio, do oxigénio dissolvido e da presenca de agentes oxidantes e compostos
quelantes. Em dgua pura, o ion Cu(Il) é o estado de oxidacdo mais comum
(USEPA, 1995; Stumm & Morgan, 1996).

Os compostos de coordenacdo deste metal t€m sido bastante investigados
(Kumar & Kaur, 2011), onde a composic¢do, a estrutura do complexo de cobre e
suas propriedades fotoquimicas sdo fundamentais para compreender os
mecanismos de reagdo que ocorrem entre o ion metdlico e o ligante livre
(Sykora, 1997; Hu et al., 1998; Chavan et al., 2011; Fan et al, 2012; Li et al.
2012).

Assim existe um grande nimero de procedimentos luminescentes (diretos
e indiretos) para determinacdo de {fons cobre, o qual envolve diferentes
mecanismos de reagdo (Pechishcheva & Shunyaev, 2008; Iyer & Ressalan,

2004). Estes procedimentos sdo baseados na habilidade que este ion tem de
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suprimir a fluorescéncia de reagentes orginicos na formagdo de complexos.
Deve-se considerar que estes compostos devem conter grupos quelantes com alta
afinidade para ions cobre.

A interagcdo do ion Cu(Il) com um lumin6foro pode ocorrer através de trés
métodos: (1) o ion cobre suprime a fluorescéncia do luminéforo, (2) o ion cobre
provoca o aumento da intensidade de fluorescéncia do luminéforo e (3) uso de
fluorescéncia intrinseca de ions cobre, neste caso, o tipo de luminescéncia é
caracteristico da transicao eletronica do complexo de cobre (d* — d).

Sem divida, o cobre é um dos elementos quimicos mais investigados nos
ultimos tempos. Sua aprecidvel reatividade contribui para que este ion seja

amplamente explorado.
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Capitulo 2. Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido por Laser

2.1. INTRODUCAO

2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO OPTICA EM PLASMA
INDUZIDO POR LASER (LIBS)

A literatura tem apontado diversas técnicas analiticas empregadas na
determinacdo de fons metdlicos. Neste ambito, a Espectroscopia Optica de
Emissdo em Plasma Induzido por Laser, conhecida pela sigla LIBS (do inglés,
Laser Induced Breakdown Spectroscopy), tem se destacado por sua simplicidade
instrumental e possibilidade de realizar “andlise direta” (Pasquini et al., 2007,
Singh & Thankur, 2007).

No sistema LIBS um pulso de laser de alta poténcia € focalizado sobre
uma pequena superficie da amostra, provocando o aquecimento € a ruptura do
material. O material ablado se expande e produz um plasma de elevada
temperatura, o qual desencadeia os processos de atomizacao, excitacdo € emissao
das espécies (dtomos, ions e moléculas) presentes na amostra (Cortez, 2007).
Logo, o principio do LIBS baseia-se na anélise espectral da radiacdo proveniente
do plasma gerado, onde a emissdo caracteristica do plasma fornece uma
impressao digital dos constituintes da amostra. Essa emissao da radiagdo, a partir
das espécies excitadas, possibilita a realizagdo de andlises qualitativas e
quantitativas.

Com relacdo a instrumentagdo analitica, o sistema LIBS € constituido
basicamente por um laser, um sistema de coleta e conduc¢do de radiacdo,
monocromador ou policromador, detector e computador, como pode ser

visualizado na Figura 2.1.
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Mono(poli)cromador
v
Laser
- Pl
asma
> Detector
- Amostra M

Fonte e sistema de
refrigeracdo do laser

Figura 2.1. Esquema de um instrumento LIBS.

O laser é o responsavel pela vaporizacdo, atomizagdo e excitacdo dos
constituintes da amostra. Fibras Opticas e/ou lentes coletam a radiagdo
proveniente do plasma e a conduzem para a fenda do mono(poli)cromador.

O mono(poli)cromador, por sua vez, separa a radiacdo em diferentes
comprimentos de onda. Essa informagdo € lida por um detector e convertida em
um espectro de emissdo unidimensional, acessado por um computador.

Maiores informagdes sobre o principio de funcionamento da técnica e
detalhes da instrumentagdo analitica do sistema LIBS podem ser encontradas na
literatura (Cremers & Radziemski, 2006; Cortez, 2007; Pasquini et al., 2007
Singh & Thankur, 2007).

LIBS € 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. E uma técnica praticamente
ndo-destrutiva, visto que somente cerca de nanogramas a microgramas de

amostra sdao consumidos em cada ponto amostrado e dependendo do laser
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empregado é impossivel visualizar (a olho nu) a regido atingida pelo laser.
Instrumentos portateis que utilizam fibras Opticas podem ser empregados para
analises online e in situ, o que é bastante atrativo para aplica¢des industriais e
ambientais (Bousquet et al., 2008; Laserna et al., 2009; Laserna & Fortes, 2010;
Dyar et al., 2012). Todas essas vantagens associadas a sua simplicidade fazem
com que LIBS seja uma das técnicas mais versateis ja desenvolvidas e por isso
tenha um campo de atuagdao muito amplo.

Os limites de deteccdo da técnica sdo altos comparados aos valores
alcancados por técnicas analiticas ja consolidadas (por exemplo, ICP OES),
situando-se comumente na faixa de “mg L' (Cremers & Radziemski, 2006;
Singh & Thankur, 2007).

As medidas por LIBS também sofrem com a falta de reprodutibilidade, a
qual é provocada tanto pela formagcdo do plasma que envolve processos
complexos quanto pela caracteristica da medida “pontual” da técnica (a regido
amostrada € definida pelo foco do laser). Isso faz com que a medida se torne
mais susceptivel a falta de homogeneidade da amostra do que outras técnicas
analiticas. Embora essa caracteristica seja extremamente vantajosa para a
microandlise e para obras de valor cultural (artefatos arqueoldgicos e obras de
arte) (De Giacomo et al., 2008; Erdem et al., 2008; Fortes et al., 2008), ela
dificulta a andlise quantitativa. A solugdo € aumentar o nimero de pontos
amostrados por amostra a fim de melhorar a representatividade e diminuir os
desvios das medidas e, ainda pode-se amostrar vérias vezes o mesmo ponto da
amostra (Singh & Thankur, 2007).

LIBS ndo tem nenhuma restricio com relacdo ao tipo de amostra
analisada, podendo essa estar no estado sélido, gasoso e liquido. Porém, na
andlise de amostras liquidas a técnica apresenta algumas dificuldades. Parte da

energia do laser € empregada para vaporizar o solvente da solu¢do, diminuindo a
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energia empregada nos processos de formacdo do plasma e excitacdo das
espécies, o que repercute na diminui¢ao da sensibilidade da medida. Além disso,
a parte Optica do sistema tem que ser adaptada para que nao seja danificada pelo
solvente que se projeta na direcdo do pulso de laser. Em virtude destas e também
de outras dificuldades inerentes ao processo de formacdo do plasma em liquidos,
poucos trabalhos dedicam-se a amostras liquidas quando comparados ao volume
total de trabalhos na literatura.

Uma estratégia que tem sido proposta na literatura para contornar oS
problemas existentes nas medidas de amostras liquidas por LIBS € o uso de
substratos solidos. O(s) analito(s), presente(s) na amostra liquida é (sdo)
transferido(s) para o substrato, eliminando os problemas das medidas nos
liquidos por LIBS, ji que o analito estd presente no substrato sélido. Os
substratos que tém sido empregados sdo papel, grafite, madeira, membranas de
troca i0nica e placas metdlicas (Wal et al., 1999; Chen et al., 2008; Chinni et al.,
2010; Sarkar et al., 2010).

As membranas poliméricas sdo capazes de extrair os ions metdlicos da
solucdo de interesse e podem servir também como substrato para medidas em
liquidos, empregando-se a técnica LIBS. Além da membrana servir como
substrato para a amostra liquida, ela tem a vantagem de proporcionar a pré-
concentracdo do analito, que € muito vantajosa para a técnica porque possibilita
uma diminuicdo dos limites de detec¢do, podendo alcangar limites no nivel de

-1ss

“ug L. A fim de avaliar o potencial do uso de sensores poliméricos na técnica

de LIBS, escolheu-se o cobre como analito.
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2.1.2. LIBS para determinacio de cobre em amostras liquidas

Poucos sdo os trabalhos que relatam a determinag¢ao de cobre em amostras
liquidas empregando LIBS. Fichet et al. (2001) quantificaram cobre, e mais
outros onze metais, em dgua € em Oleo, obtendo limites de deteccdo de 7 e 5
ug mL™" de cobre, respectivamente. As medidas LIBS foram feitas com o laser
inclinado a um angulo de 15° com relacdo a superficie da amostra para
minimizar proje¢ao da mesma.

Outros quatro trabalhos empregam substratos s6lidos para a quantificacdo
de cobre. Goode e Schmidt (2002) determinaram simultaneamente dez metais,
incluindo cobre, usando uma membrana de troca i0Onica através da qual era
possivel também pré-concentrar os ions metélicos. Dois métodos de preparagao
das amostras foram investigados: ativo e passivo. No método passivo, a
membrana é colocada diretamente em contato com a solu¢do de interesse € 0s
fons da solucdo entram em equilibrio com os sitios ativos da membrana
concentrando o analito. A filtracdo € utilizada como método ativo e permite uma
pré-concentragdo maior aumentando o volume da solu¢do. O melhor limite de
deteccdo obtido para o cobre foi de 0,0042 ug mL™" empregando o método ativo.

Chen et al. (2008) utilizaram placas de madeira que foram imersas nas
solucdes contendo os metais de interesse, por alguns minutos. O limite de
deteccdo obtido para o cobre com esse procedimento foi de 0,029 pg mL™. J4 o
substrato escolhido por Wal e colaboradores (1999) foi a placa de grafite amorfo
empregada em microscopia eletronica. Cerca de 1 mL da solucdo 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 quantificacdo foi de

0,01 ug mL". Jd Lu er al. (2010) usaram placas de aluminio para fazer a
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pré-concentracdo eletroquimica do cobre, obtendo o limite de detec¢do de 0,034
ug mL™".

A membrana polimérica empregada nesse trabalho € baseada na
imobilizacdo de reagentes organicos € nessa aplicacdo especifica 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 € um reagente fotométrico que tem sido bastante
explorado devido a sua capacidade de formar complexos com uma variedade de
fons metdlicos (Cheng et al., 1982), sendo utilizado para pré-concentracdo de
distintos ions metalicos, Cu(Il), Mn(II), Cd(I), Pb(I), Ni(Il), Co(Il) (Narin et
al., 2000 e 2004; Buke et al., 2009). A Figura 2.2 mostra a estrutura quimica

deste reagente.

OH OH
neWes
C/

SO;H

Figura 2.2. Estrutura quimica do reagente violeta de pirocatecol.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. GERAL:

Avaliar o potencial de membranas poliméricas extratoras para
determinacdo de fons Cu(Il) em sistemas aquosos usando-se a técnica LIBS,

visando contornar os problemas encontrados nas medidas de liquidos.

2.2.2. ESPECIFICO:

e Empregar membranas extratoras de PVC plastificado e emprega-las como

substrato solido para extracdo e pré-concentracdo de ions Cu(Il) em dguas.

e Diminuir os limites de detec¢do caracteristicos da técnica LIBS para

alcancar o nivel de pg L™
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2.3. PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1. REAGENTES UTILIZADOS

e Cloreto de polivinila, PVC de alto peso molecular (Fluka)
e Violeta de pirocatecol, VP (Merck)

e Brometo de cetil-trimetil amonio, CTAB (Sigma)

e Bis(2-etilhexil) sebacato, DOS (Sigma)

e Tetrahidrofurano destilado, THF (Synth)

e Nitrato de cobre pentahidratado (Merck)

e Acetato de sodio (Synth)

2.3.2. FAIXA DE CONCENTRACAO

As andlises foram realizadas utilizando-se solugdes de referéncia de cobre
(20 pg L' — 200 mg L") preparadas em solucdo de acetato de sédio
(0,02 mol L) pH 6,0. As solucdes foram obtidas a partir da dilui¢do da solucio

de referéncia de 1000 mg L' de fon cobre.

2.3.3. FABRICACAO DA MEMBRANA POLIMERICA

As membranas poliméricas foram preparadas de acordo com a composi¢ao
mostrada na Tabela 2.1 (Steinber et al., 2003). Os reagentes foram dissolvidos
em 1,5 mL de THF destilado e submetidos a agitacdo em ultrassom durante 30
minutos.
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Tabela 2.1. Composi¢cdo da membrana de PVC imobilizada com o reagente

violeta de pirocatecol.

Componentes Massa / mg % m/m
PVC 40,0 31,34
VP* 4,0 3,13

CTAB® 4,0 3,13
DOS © 79,63 62,40

* Complexante
® fon lipofilico

¢ Plastificante

Para a confec¢do das membranas foi empregada a técnica dip coating.
Essa técnica consiste em mergulhar o suporte sélido (fita de poliéster) na mistura
desejada sob velocidade controlada e conhecida, com a finalidade de obter filmes
homogéneos e uniformes.

O instrumento utilizado para fabricagdo das membranas foi um Dip Coater
(Construmagq) pertencente ao Laboratério de Quimica do Estado Sé6lido (LQES)
do Instituto de Quimica da UNICAMP.

A espessura das membranas foi controlada mantendo-se constante a
velocidade de puxamento em 10 cm min”', com 2 camadas sobrepostas da
mistura. As membranas foram armazenadas em dessecador por 24 h até
evaporacao 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 dimensdes: 1,0 cm de largura, 2,5 cm de comprimento com

aproximadamente 3,0 um de espessura.
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2.3.4. TEMPO DE EXTRACAO DOS IONS METALICOS

A extracdo dos ions metdlicos foi feita por imersdao das membranas em 8
mL de solugdo tamponada de cobre (40 mg L™"). Foram investigados diferentes

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

2.3.5. AQUISICAO DOS ESPECTROS LIBS

Para realizacdo das medidas empregou-se o instrumento LIBS lab-made
mostrado na Figura 2.3, constituido 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 aluminio mostrado na

letra (d) da Figura 2.3, sustentando um pedaco de papel.
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Figura 2.3. Sistema de medidas do LIBS: (a) laser, (b) espelho, (c) lente de focalizacao,
(d) suporte de aluminio para amostra, (e) sistema de coleta de radiacdo (lente acoplada a
fibra Optica).
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Os parametros utilizados na aquisi¢do dos espectros do instrumento LIBS

estdo especificados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Condi¢des experimentais utilizadas no sistema LIBS.

Parametros Valores
Energia do laser 110 mJ/pulso
Duracdo do pulso do laser Sns
Tempo de atraso” 1 ps
Tempo de integragﬁob 1 us
Ganho MCP* 100
Faixa espectral 200-850 nm

* Intervalo de tempo entre o disparo do laser e o inicio da leitura da radiagao emitida pelo plasma.

® Tempo em que a radiaciio é amostrada pelo detector.

¢ Ganho: valor relacionado a voltagem aplicada na placa do multicanal (MCP), componente do
intensificador do ICCD responsavel pela intensificacio do sinal.

2.3.6. TRATAMENTO DOS DADOS

O tratamento dos dados foi feito usando-se andlise univariada para
medidas quantitativas. O pacote computacional utilizado foi o Origin 8.0. A

Figura 2.4 mostra a forma de aquisicdo dos espectros e o tratamento dos

mesmos.
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Cada membrana possuia dois lados iguais, sendo que cada lado foi

considerado uma réplica do mesmo nivel de concentracdo. Foram adquiridos 10

espectros em pontos diferentes da membrana que foram acumulados no

programa de aquisicdo de dados (a acumulagcdo funciona como uma soma

espectral), gerando um tnico espectro de emissdo para cada lado da membrana.

As médias das raias de emissdo de interesse foram obtidas a partir desses dois

espectros que juntos somam vinte loca¢des amostradas.

) )
2 réplicas acl:l(l)lfl::]l;g(s)s 2 espectros por Média

por amostra ol amostra por amostra
por réplica ) )
N l ~

Calibragio Analise

univariada quantitativa

J

Figura 2.4. Esquema de amostragem para aquisi¢dao dos espectros de emissao.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. SELECAO DAS LINHAS DE EMISSAO

Para verificar se o sensor estava respondendo ao metal e para selecionar as
raias de emissdao do cobre, foram confeccionadas duas membranas para a leitura
no LIBS. As membranas foram imersas nas solugdes durante 20 minutos. A
primeira foi imersa em uma solugcdo contendo somente cobre na concentracdo de
200 mg L' e a segunda que foi considerada como branco, foi imersa em solugio
de acetato (na auséncia do ion metalico).

Os espectros de emissdo 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 emissdo escolhidas para o cobre sdo representadas em detalhe
no canto direito da Figura 2.5. Foram escolhidas as raias mais intensas presentes
ao longo do espectro e que nao coincidissem com raias de emissao presentes no
branco, ou seja, com raias de emissao dos elementos constituintes do sensor.

As raias escolhidas para o cobre foram 324,75 e 327,39 nm, ambas raias
de emissdo atdbmicas. Para averiguagdo das raias de emissao foi consultada a base
de dados do NIST (NIST). A diferenca apresentada na posicdo da raia de emissao
do espectro obtido com o valor indicado pela base do NIST esta de acordo com a

resolugdo do policromador do tipo echelle.
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Figura 2.5. Espectros de emissdo das membranas poliméricas complexadas com cobre

(200 mg L") em soluciio de acetato de sédio pH 6,0.
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2.4.2. AVALIACAO DO TEMPO DE EXTRACAO

Para avaliar o efeito do tempo de extracdo, as membranas foram imersas
em uma solucio tamponada de cobre (40 mg L) em pH 6,0, sendo avaliados os
seguintes intervalos: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 minutos. A Figura 2.6 mostra a

resposta analitica da membrana em fun¢do do tempo de reacdo.

18000
16000-
14000—. .
12000—-
10000—-

8000 *

Intensidade relativa

60004 °

0 10 20 30 40 50 60
t/ min

Figura 2.6. Estudo do tempo de extrac¢do de ions cobre (A.,, 324,75 nm, uma réplica).

Os resultados obtidos mostram que ocorre um aumento gradativo do sinal
analitico a medida que se eleva o tempo de extragdo do metal, onde o processo
de saturacdo da membrana ocorre a partir de 30 min de rea¢do. Para obter uma

extracao mais rapida, o tempo escolhido foi 20 minutos.
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2.4.3. ANALISE QUANTITATIVA

Para dar continuidade as investigacoes, a andlise quantitativa foi realizada
usando-se o ion cobre. Para tanto, curvas analiticas foram construidas em duas
faixas de concentracio distintas: 2-80 mg L™'; 20-100 pg L. Os tempos de
extracdo escolhidos foram de 20 e 50 min, para as curvas nos niveis de
concentracio de mg L' e pug L', respectivamente. O tempo de 50 min foi usado
para garantir a extracdo de fons em menores concentracdes. A Figura 2.7

apresenta as curvas analiticas obtidas para as diferentes faixas de concentracao.

12000

Y = 3505,88 + 85,40 X 12001 'y - 764,86 + 4,21 X
R’ = 0,9950 R’ = 0,9781

1100

10000 4

8000
1000 4

6000
900 4

Intensidade relativa
L]
Intensidade relativa

40004
(@) 800+

(b)
0 20 40 60 80 20 40 60 80 100
[Cu(ll)]/ mg L™ [Cu(I)]/ pg L

2000

Figura 2.7. Curvas analiticas para cobre em concentracdes de: (a) 2-80 mg L™ e

(b) 20—100 pg L' usando membranas extratoras (A, 324,75 nm, uma réplica).
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De acordo com as curvas analiticas, observa-se que foi possivel determinar
o teor de cobre na faixa de concentragdo estudada com linearidade adequada,
onde o coeficiente de determinacao obtido foi superior a 0,97.

Além disso, a curva da Figura 2.7.b apresenta uma excelente resposta
analitica para cobre em nivel de pg L', demonstrando a habilidade das
membranas extratoras para pré-concentracdo de ifons metdlicos em baixas
concentragdes que dificilmente seriam quantificadas por LIBS com facilidade,
visto que os limites de deteccdo empregando LIBS com pulso unico e medida
direta para quantificar metais em solucdo, sdo da ordem de mg L™ (Berman &
Wolf, 1998; Pearman et al., 2003). Quando se empregam substratos solidos esses
valores diminuem consideravelmente, alcangcando em alguns trabalhos a faixa de
ng L. O menores limite de detecgiio com o emprego de suporte sélido foi obtido
por Goode e Schmidt (2002) que encontraram o valor de 4,2 pug L™ para o cobre.

Fazendo-se uma estimativa do limite de detec¢do usando-se a curva da
Figura 2.7.b encontra-se o valor de 0,26 pug L, que é bem inferior ao menor
valor encontrado na literatura de 4,2 pg L. Isto sugere que o uso da membrana
extratora pode melhorar os limites de deteccdo do LIBS.

Outras faixas de concentracdo foram analisadas. Neste caso, trés novas
curvas foram elaboradas nos seguintes intervalos de concentracdo: 0,1-0,8;

1,0-8,0 e 10~100 mg L™, conforme Figura 2.8.
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Figura 2.8. Curvas analiticas para cobre em concentracdes de: (a) 0,1-0,8 mg L™,
(b) 1,0-8,0 mg L e (c) 10-100 mg L' usando membranas extratoras (Aem 324,75 nm,

média de duas réplicas).

Os resultados indicam que hd uma linearidade satisfatoria entre os pontos
da curva analitica, que apresentam um desvio-padrdo variando de 0,03 a 12 %

para duplicatas. Apenas dois pontos da curva apresentam desvios elevados que

correspondem a 21,79 e 29,13 % (Figura 2.8.b).
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2.4.3.1. Estabilidade da membrana e da resposta analitica

Para avaliar a estabilidade da membrana e da curva analitica foram
preparadas membranas em diferentes dias (partindo-se do mesmo coquetel), a
fim de reproduzir as curvas analiticas 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 analiticas construidas para as membranas
preparadas em diferentes dias, no intervalo de 10-80 mg L™ de cobre. Observa-
se que as curvas analiticas também apresentaram linearidade adequada com bons
coeficientes de determinacdo (R* > 0,90). Neste caso, pode-se dizer que as
membranas extratoras € a resposta do sinal analitico foram bastante
reprodutiveis.

A andlise dos gréaficos sugere que membranas mais sensiveis podem ser
obtidas apds o terceiro dia de preparo. Isto pode ser evidenciado pelo aumento da
inclinacdo 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 fabrica¢ao do coquetel.
Tal estabilidade indica que a membrana possui vida util aprecidvel, o que é uma
importante vantagem para construcdo de uma fase sensora.

As curvas preparadas nos dois primeiros dias apresentaram desvios-padrao
bastante elevados, comparado as curvas construidas a partir de trés dias. Este

fato pode estar associado a varia¢des na intensidade de emissdao do LIBS.
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Figura 2.9. Curvas analiticas para cobre construidas a partir de membranas preparadas em

diferentes dias.
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2.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os testes preliminares indicaram que a técnica LIBS pode ser empregada
em andlise qualitativa e quantitativa de ions metdlicos em meio aquoso, uma vez
que apresentou respostas satisfatorias considerando-se suas limitagcdes.

O uso de membranas extratoras na analise LIBS mostrou ser viavel, com a
grande vantagem de a amostra ser aplicada diretamente sobre a fase sensora, sem
qualquer tratamento prévio. Além do mais, as membranas extratoras, como
sistema de pré-concentracio de {ons, apresentaram resultados bastante
significativos comparados aos suportes soélidos comumente empregados, com
habilidade para quantificar fons metélicos em nivel de pg L™

Vale salientar que as medidas aqui apresentadas se encontram em estigio
inicial de pesquisa. Entretanto, é possivel afirmar que o LIBS apresenta grande
potencial para andlise de ions em amostras liquidas.

As perspectivas deste trabalho se resumem em aprimorar as medidas LIBS
para determinagdo de fons cobre visando atingir os limites de quantificacdo
compativeis com os valores mdximos permitidos pelas legislagdes vigentes. Por
fim, aplicar a técnica LIBS para determinacdo de outras espécies metdlicas em
amostras liquidas. Neste caso, um arranjo de sensores poderia ser desenvolvido

para determinagdo de vérios fons simultaneamente.
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3.1. INTRODUCAO

3.1.1. ESPECTROSCOPIA DE LUMINESCENCIA

Luminescéncia € o fenOmeno de emissdo de foétons nas regides do
ultravioleta, visivel ou infravermelho a partir da relaxacdo de uma espécie
excitada. Pode ser dividida em duas categorias: fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado excitado. O modo de excitacdo € a absorcdo
de fotons, que promovem a espécie a um estado eletronico excitado. A emissao
de fotons acompanhada de relaxacdo € chamada fotoluminescéncia
(fluorescéncia ou fosforescéncia), que € um dos possiveis efeitos fisicos
resultantes da interagdo da luz com a matéria (Valeur, 2002).

Uma vez que uma molécula € excitada pela absorcdo de fétons, ela pode
retornar ao estado fundamental com emissao de fluorescéncia; entretanto, outros
caminhos para a relaxa¢do também sdo possiveis (conversao interna, cruzamento
interssistemas,  transferéncia de carga intermolecular e mudanga
conformacional), os quais sdo explicados pelo diagrama de Jablonski (Valeur,
2002; Skoog et al., 2006). A fluorescéncia molecular ¢ medida excitando-se a
amostra no comprimento de onda de absor¢do, também conhecido como
comprimento de onda de excitagdo, e medindo-se a emissdao a um comprimento
de onda maior denominado comprimento de onda de fluorescéncia.

A supressao de fluorescéncia se refere a qualquer processo que diminua a
intensidade de emissdo de fluorescéncia de um fluor6foro. Os dois tipos mais
conhecidos de supressdo sdo a estdtica e a dindmica (colisional) e ambos
requerem contato molecular entre o fluor6foro e o supressor. Na supressdao

colisional, o supressor deve difundir-se ao fluoréforo durante o tempo de vida do

39



Capitulo 3. Sensores Luminescentes

estado excitado e, apds este contato, o fluoréforo retorna ao estado fundamental
sem a emissdo de foton. Geralmente, a supressdo ocorre sem mudancas
permanentes nas moléculas, isto é, sem reagOes fotoquimicas. Na supressdo
estatica, um complexo € formado entre o fluordéforo e o supressor, e este
complexo ndo € fluorescente (Lakowicz, 1999; Valeur, 2002).

A supressao colisional da fluorescéncia € descrita pela equagdo de Stern-

Volmer:

FoF =1+ kqn[Q] =1 + Kp[Q]

Onde, Fy é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor e F na
presenca do supressor; kg € a constante de supressao bimolecular; 7 é o tempo
de vida do fluor6foro na auséncia do supressor e [Q] é a concentracdo do
supressor. A constante de supressdo de Stern-Volmer (Kp) € dada pelo produto
kq.

Pela equacdo de Stern-Volmer a correlacio linear entre F¢/F e [Q] produz
dados de supressdo, ja que a concentragdo do supressor afeta diretamente a

supressao de fluorescéncia.
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3.1.2. POLIMERO DE IMPRESSAO MOLECULAR - MIP

O Polimero de Impressao Molecular, conhecido como MIP, € um material
que vem revolucionando a quimica analitica moderna (Kryscio & Peppas, 2012).

Os MIPs sao materiais sintéticos capazes de reconhecer seletivamente o
analito para o qual foi preparado. Foram propostos nos ultimos 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 sintese de um MIP baseia-se na formagdo de um complexo
entre o analito (template) e o mondmero funcional. Na presenca de um excesso
de agente reticulante, uma rede polimérica tridimensional é formada. Apds o
processo de polimerizacdo, o template € removido com solvente de extracdo
adequado, deixando o sitio de reconhecimento especifico complementar em
forma e tamanho a molécula molde (Concheiro et al., 2011; Vasopollo et al.,

2011). A Figura 3.1 mostra um esquema do processo de impressdao molecular.
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Figura 3.1. Representacido esquematica do processo de sintese do polimero de impressdao

molecular (autor: Benedito Filho).

O sucesso do reconhecimento molecular do MIP depende
fundamentalmente do seu processo de sintese. A combinagdo e a escolha
adequadas dos componentes da mistura reacional (analito, mon6émero funcional,
solvente, agente reticulante e iniciador polimérico) sdo de extrema importancia
na sintese dos polimeros impressos (Moreno-Bondi et al., 2008; Advincula,
2011). Deste modo, a otimizagdo destas varidveis, com base em relacdes
estequiométricas apropriadas, € um parametro essencial para fabricacdo de MIPs

funcionais eficientes (Advincula, 2011; Vasopollo et al., 2011).
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No processo de impressdo molecular cada componente desempenha uma

funcdo especifica:

e Analito:

O analito, também chamado de template ou molécula molde, deve
apresentar grupos funcionais capazes de reagir com o mondmero para formar um

complexo estavel.

e Monomero funcional:

O mondmero funcional determina o tipo de ligacao nos sitios impressos do
polimero e sua escolha depende da estrutura do analito. A formac¢do de um
complexo estavel entre o femplate € 0 mondmero € fundamental na sintese do
MIP e para o sucesso do reconhecimento molecular, pois os sitios de ligagdo do
polimero impresso dependem das interacdes envolvidas no processo de
polimerizacdo. Interacdes como ligacdes de hidrogénio, forca de Van der Waals
e interacOes eletrostdticas determinam o arranjo espacial dos monOmeros ao
redor do template. Geralmente sdo usados 4cidos carboxilicos, dcidos sulfOnicos

e bases heteroaromdticas como mondmeros funcionais (Vasopollo et al., 2011).

o Agente reticulante:

O reticulante (ou agente de ligacdo cruzada) é o reagente responsavel pela
polimerizacdo dos mondmeros funcionais. Desempenha as seguintes funcdes:
controla a morfologia da matriz polimérica, estabiliza o sitio de ligacdo impresso

e fornece estabilidade mecinica a matriz. Um dos reagentes mais utilizados
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7z

como reticulante é o etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) (Vasopollo et al.,

2011).

e Solvente:

z

A principal funcdo do solvente € solubilizar adequadamente os
componentes da sintese, sem afetar a interacdo template-mondmero. A natureza
e o tipo de solvente influenciam as caracteristicas morfolégicas do MIP (édrea
superficial e porosidade). A porosidade € responsavel pela difusdo do analito no
sitio ativo da molécula, possibilitando a reutilizacio do MIP, uma vez que
determina a eficiéncia na remoc¢do do template. Dessa forma, o solvente pode
afetar de maneira significativa a seletividade, especificidade e habilidade de
reconhecimento molecular. Os solventes, normalmente empregados nas sinteses

sdo tolueno, cloroférmio, acetonitrila, etc (Vasopollo et al., 2011).

¢ Iniciador polimérico:

O iniciador polimérico (ou iniciador radicalar) é o reagente que provoca a
polimerizacdo do agente reticulante. Ao sofrer decomposi¢cdo térmica ou
fotolitica, o iniciador produz radicais livres que reagem com as moléculas do
reticulante, dando inicio ao processo de polimerizacdo em cadeia. Os iniciadores
mais comumente usados sao: 2,2'-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) e 2,27-azo-

bis-(2,4-dimetil valeronitrila) (ABDV) (Vasopollo et al., 2011).
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Resumidamente, o polimero impresso deve apresentar trés caracteristicas
bésicas (Murray et al., 1997):

1. A cavidade da geometria e o arranjo do grupo de ligacdo devem ser
preservados apos a retirada do molde.

2. As cavidades devem apresentar flexibilidade suficiente para permitir
rapida absorcdo e liberacdo 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 quimica € mecanicamente estaveis,

permitindo, assim, sua regeneracao e reutilizagao.

No que diz respeito as suas vantagens, o uso de MIP apresenta as seguintes
qualidades: fabricacdo em grande escala de forma simples, barata e reprodutivel
em diversas formas (bloco, particulas, membranas, etc) a partir de mondmeros
acrilicos ou vinilicos; estabilidade quimica e mecanica, podendo trabalhar em
condi¢des extremas de pH, temperatura e na presenca de solventes organicos,
sem perder sua estrutura ou afinidade pelo analito (Moreno-Bondi et al., 2008;
Lasdkovd & Jandera, 2009; Martin-Esteban & Turiel, 2010; Vasopollo et al.,
2011).

Devido a estas caracteristicas, a técnica de impressdao molecular tem sido
aplicada com é&xito na preparagdo de materiais poliméricos de elevada
especificidade que atende a amostras de relevancia ambiental, clinica,
biotecnoldgica, entre outros (Caro et al., 2006, Grassi, 2008; Vasopollo et al.,

2011; Kryscio & Peppas, 2012).
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3.1.2.1. Polimero de fon Impresso — IIP

A partir do MIP surgiu uma subclasse de polimeros impressos, chamada
Polimero de fon Impresso (IIP) (Rao et al., 2006). Os IIPs sdo similares aos
MIPs, a unica diferenga € que o polimero impresso reconhece um ion, em vez de
uma molécula. O processo de polimerizagao do IIP também € idéntico ao do MIP
e obedece aos mesmos principios e caracteristicas da sintese.

Na confec¢cdo de um polimero de ion impresso, um agente complexante
interage com um cation especifico 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 numero e a
geometria de coordenagdo do cation alvo. Uma vez imobilizado, o cation pode
ser removido do polimero por lavagem com acido mineral, onde as cavidades ou
sitios ativos sdo complementares em forma e tamanho ao cétion (Rao et al.,
2006).

Para construir um sensor i0nico baseado em IIP € necessdrio encontrar
uma molécula com um sitio sensivel que possa ser reconhecido quimicamente e
acoplado a um sinal de transdug¢do apropriado, tal como os sistemas de
transdugdo eletroquimicos e espectroscopicos (Rao et al., 2006). Muitas vezes
essa combinacdo nao é uma tarefa ficil de ser realizada, dai a dificuldade de
fabricar sensores baseados em IIP.

Nos dltimos anos, os polimeros de ifons impressos tém encontrado
importantes aplicagdes em extracdo em fase sélida, sensores (eletrodos e
optrodos) e membranas (Martin-Esteban & Turiel, 2010; Li et al., 2011). Artigos
recentemente publicados relatam a sintese de materiais I[P para separacdo e

determinagdo de diferentes ions metdalicos (Buhani et al., 2010; Singh & Mishra,
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2010; Zhang et al., 2011; Godlewska-zytkiewicz et al., 2012; Shakerian et al.,
2012).

Apesar da grande disponibilidade dos trocadores de ions, os polimeros de
ions impressos t€m ganhado seu espaco na detec¢do de espécies idnicas € tem
aberto caminho para o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia. Devido aos
impactos ambientais e bioldgicos causados pelo ion cobre, o desenvolvimento de
novos métodos para separacdo seletiva, purificacdo e determinacdo de Cu(Il) é
de grande interesse. Com isso, algumas referéncias t€ém sido dedicadas
especificamente para detec¢do de Cu(II) baseado em IIP.

Say et al. (2003) prepararam um IIP-Cu(Il) altamente seletivo para
adsorcdo e remocdo de cobre em meio aquoso. A polimerizacdo foi feita
dissolvendo-se em etanol, o complexo Cu(Ill)-MAH, EGDMA e AIBN. O IIP
formado, EGDMA-MAH/Cu(Il), foi preparado em microbeads (150-200 um) e
utilizado para extragdo em fase solida. O IIP-SPE foi aplicado em amostras de
dgua de mar, obtendo-se recuperacdes de 95-97,2%. Além disso, o sensor
mostrou-se bastante seletivo e reversivel.

Outro trabalho relevante foi proposto por Singh & Mishra (2009). Estes
pesquisadores sintetizaram um Cu(II)-IIP através da copolimerizagdo do 4cido
salicilico e formaldeido na presengca do complexo Cu(Il)-PAR. O ion Cu(Il)
impresso foi completamente removido do IIP usando-se EDTA 0,05 mol L. A
capacidade maxima de adsor¢do de Cu(II) foi de 310 pg g em pH 6,0 e o limite
de deteccdo encontrado foi de 3,0 pug L. O IIP foi reutilizado sete vezes
consecutivas. Os testes foram realizados pré-concentrando Cu(Il) em amostras
de 4gua de mar, dgua de torneira e dgua destilada. As recuperacdes obtidas
variaram de 98-99%. Neste trabalho demonstrou-se, claramente, que os IIPs sdo

muito mais eficientes que os polimeros ndo impressos.
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Além de cobre, polimeros de fons impressos também foram empregados
para determinacdo de outras espécies metdlicas, como Pb(Il) (Murray et al.,
1997), AI(IIl) (Diaz-Garcia et al., 2002), Zn(1l) (Araki et al., 2005), entre outros.

Neste sentido, pode-se dizer que a aplicacdao dos IIPs estd focada na
extracdo em fase sdlida, empregada principalmente para pré-concentracdo de
ions metalicos em sistemas aquosos.

O IIP é um material que representa uma importante ferramenta analitica
que pode ser empregada para viabilizar o uso de sensores Opticos. Sua utilizacdo
na area de sensores € considerada recente. Assim, este trabalho tem como
finalidade explorar essa técnica no ramo de sensores como uma alternativa vidvel

que possa abrir caminho para o desenvolvimento desta drea.

3.1.3. NANOPARTICULAS DE SILICA LUMINESCENTES

A nanotecnologia é uma ci€ncia que explora as caracteristicas e
propriedades unicas de materiais em nivel de nanoescala (1-100 nm) (Lucena et
al., 2011; Wang, 2011). Nesse contexto, as nanoparticulas de silica sdo um dos
principais temas de interesse, atuando como um dos materiais mais promissores
na atualidade (Diaz-Garcia & Dios, 2010; Goesmann & Feldmann, 2010).

As nanoparticulas de silica associada a espectroscopia de fluorescéncia
tém levado a producdo 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 t€ém sido aplicados em muitas
dreas, tais como monitoramento ambiental, controle de processo, andlise de
alimentos e bebidas (Lucena et al., 2011; Silva, et al., 2011; Wang, 2011). Nos
ultimos anos, estes sensores t€ém apresentado um rdpido desenvolvimento nos

campos da biologia e da medicina (Huang et al., 2011; Chatterjee et al., 2012) e
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muitas dessas aplicacdes sdo baseadas em suas propriedades magnéticas, dpticas
e eletroquimicas.

Um nanosensor fluorescente classico é constituido por duas unidades
principais: um “receptor” responsavel pelo reconhecimento molecular do analito
e um “croméforo/fluordéforo” responsavel pelo sinal analitico do reconhecimento
molecular, que fornece o meio de deteccdo (Bonnacchi et al., 2011). A Figura

3.2 mostra o esquema de nanosensor fluorescente.

cromoforoffluoréforo "off" cromoforoffluoréforo "on”
analito
-—
receptor

Figura 3.2. Representacdo esquemadtica de um nanosensor fluorescente (adaptado de

(Bonnacchi et al., 2011).

A unido entre o receptor e o crom6foro/fluoréforo associado a escolha de
um suporte sélido adequado, tal como a silica, oferece a possibilidade de se obter
sistemas multifuncionais sofisticados.

Muitas estratégias interessantes tém sido empregadas para preparacdo de
nanoparticulas esféricas, utilizando-se novas rotas de sintese € novos métodos de
preparacdo (Diaz-Garcia & Dios, 2010; Liang et al, 2010). Uma destas
estratégias consiste na imobilizacdo de reagentes luminescentes na matriz de
silica por encapsulamento. Esta categoria de nanoparticula é conhecida como
DDSN (do inglés, Dye-Doped Silica Nanoparticle) (Diaz-Garcia & Dios, 2010;
Liang et al., 2010; Bonacchi et al., 2011).
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O controle da preparagdo de silica coloidal foi proposto pela primeira vez
por Kolbe, em 1956, sendo aprimorado mais tarde por Stober, em 1968 (Stober
& Fink, 1968). Entretanto, o primeiro relato sobre a preparacao de DDSNs foi
publicado apenas em 1992 quando Van Blaaderen et al. (Blaaderen & Vrij,
1992) doparam uma nanoesfera de silica com um derivado da fluoresceina
através de ligacdo covalente. Desde entdo, moléculas organicas e inorganicas
tém sido imobilizadas em matrizes de silica para formar nanoparticulas com
excelentes propriedades Opticas, como fotoestabilidade e elevada intensidade de
fluorescéncia.

Os DDSNs vém sendo funcionalizados quimicamente para possibilitar a
producao de nanosensores altamente seletivos e sensiveis ao analito de interesse
(Doussineau et al., 2009; Milleto et al., 2010; Chen et al., 2012). O sucesso da
funcionalizacdo depende fundamentalmente do tipo de suporte soélido
empregado. Neste caso, a silica desempenha excelente func¢do, pois apresenta
propriedades desejaveis como resisténcia mecanica, estabilidade térmica, elevada
area superficial, inércia quimica, além de ser relativamente barata (Iller, 1979;
Jal et al., 2004; Jin et al., 2009). A superficie hidrofilica da silica fornece boa
solubilidade em 4dgua e sua baixa toxicidade favorece a aplica¢do biologica dos
DDSNs. Além disso, a superficie da silica possui elevada concentracdo de
grupos silandis que podem reagir com uma grande quantidade de compostos,
propiciando a formagdo de camadas de grupos funcionais que interagem com o
reagente a ser dopado (Jal et al., 2004; Jung et al., 2012). Dessa forma, &
possivel funcionalizar a superficie e/ou o interior da matriz de silica, mantendo
suas propriedades Opticas originais.

O ripido desenvolvimento dos DDSNs ocorreu nos ultimos dez anos.
Dada sua importancia, o design destes sensores tem sido amplamente discutido

pela comunidade cientifica, conseqiientemente, numerosas revisdes sobre este
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assunto t€m 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 STOBER

Nanoparticulas de silica sio comumente preparadas pelo método Stober
(Stober & Fink, 1968). Derivado do processo sol-gel, o método Stdber consiste
em sintetizar dioxido de silicio através da hidrdlise e condensacgdo do tetraetil
ortosilano (TEOS) em etanol e dgua, utilizando-se amodnia como catalisador.

Na reacdo de hidrolise, os grupos alcooxidos (-OR) sdo substituidos por
grupos hidroxilas (-OH) e nas rea¢gdes de condensagdo sao produzidos siloxanos
(S1-O-S1), subprodutos alcodlicos (ROH) e dgua. Na hidrélise via catdlise basica,
as hidroxilas ou os anions de alquilsilicatos atacam diretamente o silicio e
formam uma rede polimérica que leva a formacao das particulas de silica (Iller,
1979). A Figura 3.3 mostra as principais reagoes envolvidas no processo sol-gel

e o esquema da rede de silica formada.
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Figura 3.3. Reacdes envolvidas no processo sol-gel (adaptado de Costa, 2004).

Na sintese de Stober a interacdo entre as moléculas do reagente
luminescente e a matriz de silica pode ocorrer por meio de ligacdo covalente e/ou
interagdo eletrostdtica. A ligacdo covalente fornece ligagcdes mais estdveis. Neste
método, as moléculas podem ser funcionalizadas pela ligagdo de grupos
funcionais alcéxidos (Liang et al., 2010). A interacdo eletrostdtica ¢ uma forga
relativamente fraca comparada a ligagdo covalente, porém € forte o suficiente
para manter as moléculas do reagente dentro da matriz de silica. Moléculas
carregadas positivamente podem interagir facilmente com a carga negativa da
silica através de interagOes eletrostdticas. Assim, complexos de metais de
transicdo e compostos organicos como ions de amdnio quaterndrio podem ser
aplicados com sucesso neste tipo de sintese (Liang et al., 2010).

O método Stober é simples, rdpido e muito versdtil que permite obter

particulas esféricas coloidais com tamanho uniforme, variando de 0,05 a 2 pm de
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didmetro (Stober & Fink, 1968). Desde a publicacdo deste trabalho pioneiro, a
preparacdo de particulas de Stober tem sido usada como um método-modelo em
uma série de experimentos € algumas variantes desse procedimento experimental
foram surgindo e sendo modificadas ao longo dos anos (Blaaderen & Vrij, 1992;
Jankiewicz et al., 2012).

Neste contexto, 0 mecanismo de formagao e o crescimento das particulas
de silica t€m sido investigados (Chou & Chen, 2008; Masalov et al., 2011). O
controle rigoroso das varidveis da sintese € considerado critico, principalmente
no que diz respeito ao controle do tamanho das particulas. Assim, a discussao
sobre os efeitos do pH do meio, tipo de solvente, temperatura, tempo de reacao e
concentragdo 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 otimizacgdo
das condigdes de sintese, neste caso, planejamentos fatoriais t€ém sido
desenvolvidos para tentar otimizar as condi¢des de andlise (Chung et al. 2006;
Gun’ko et al., 2009). Isto indica que a rota de sintese das particulas de Stober
ainda se encontra em fase de consolidacao.

De modo geral, o método Stober tem se consagrado como uma excelente
forma de preparar particulas de silica, exercendo um papel fundamental na
sintese coloidal de diversas estruturas de particulas, possibilitando avangos em
diversas areas tecnoldgicas, incluindo os sensores. Um dos grandes desafios
deste método é melhorar a uniformidade das nanoparticulas de silica e a
eficiéncia da imobilizacao de moléculas organicas dentro da matriz de interesse.
Com base nisso, neste trabalho serd abordada a preparacdo de nanoparticulas de
silica luminescentes dopadas com um complexo de ruténio utilizando-se o

método Stober.
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Diante do exposto pode-se dizer que a sintese de nanoparticulas de silica é
um processo bastante criterioso. De modo geral, sua preparacdo depende de
alguns requisitos basicos:

(a) Selecionar um reagente luminescente com elevada seletividade e
sensibilidade ao analito de interesse;

(b) Escolher um suporte s6lido adequado para imobiliza¢ao deste reagente;

(c) Escolher um método de sintese e design adequados para fabricagdo das
nanoparticulas, considerando a possibilidade de funcionalizacao;

(d) Otimizar as condi¢Oes de sintese para controlar o tamanho da particula e

do poro.

3.1.3.2. NANOPARTICULAS DE SILICA COM MIP

Os polimeros impressos vém se difundindo em vdérias dreas de andlises.
Recentemente esta tecnologia tem sido associada ao uso de nanoparticulas de
silica (Poma et al., 2010). Logo, um significativo avanco na preparagdo de
nanoparticulas esféricas com elevada capacidade de reconhecimento molecular
vem se difundindo na ciéncia (Yoshimatsu et al., 2007).

As “nanoparticulas de MIP” estao sendo usadas para substituir enzimas e
anticorpos, sendo também aplicadas em eletroforese capilar e em sensores,
ampliando suas aplicagdes principalmente na biologia e na medicina (Shea et al.,
2008; Yang & Chen, 2011).

O uso de polimeros impressos com nanoparticulas de silica é considerado
recente. Um trabalho que pode ser mencionado neste caso, € o artigo de
Shamsipur et al. (2010). Estes autores prepararam um IIP baseado em
nanoparticulas usando-se o reagente 1-hidroxi-4-(prop-2’-eniloxi)-9,10-

antraquinona (AQ) para reconhecimento seletivo de ions cobre em meio aquoso.
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A sintese foi feita pelo método de polimeriza¢do por precipitacdo, obtendo-se
particulas com didmetro de 60-100 nm. O ion cobre foi removido da matriz
polimérica utilizando-se 4acido nitrico e a quantificacdo do ion metélico foi feita
utilizando-se ICP OES. O nanosensor desenvolvido apresentou limite de
deteccio de 0,1 ng mL™".

A respeito deste tema pode-se dizer que as investigacoes em MIP estdo
sendo focadas, basicamente, no estudo das condi¢Oes de sintese para avaliar
como a composi¢ao afeta as propriedades do polimero impresso (Kryscio &
Peppas, 2012). Atualmente, essa composi¢ao tem sido avaliada com base em
bibliotecas combinatoérias de diferentes mondmeros funcionais e de diferentes
templates, onde modelos tedricos (computacionais) sdo desenvolvidos com a
finalidade de facilitar o procedimento de preparagdo destes polimeros (Saloni et
al., 2011; Rostamizadeh et al., 2012).

O que deve ser levado em conta é que ndo ha evidéncia na literatura de um
método otimizado para sintese de nanoparticulas de MIP, visto uma vez que

estes materiais sao considerados recentes em pesquisas cientificas.

3.1.3.3. NANOPARTICULAS DE SILICA PARA Cu(II)

Nanoparticulas (NPs) de silica t¢m sido empregadas para determinagao de
Cu(II). Assim como as NPs baseadas em MIPs, o uso de nanoparticulas de silica
para deteccao de espécies metdlicas ainda é pouca explorada.

Zheng et al. (2010) prepararam um nanosensor fluorescente para
determinagdo de Cu(Il) usando-se o reagente N-(quinoline-8-il)-2-(3-trietoxisilil-
propilamino)-acetamida (QIOEt) depositado sobre a superficie de nanoparticulas

de silica empregando o método da microemulsdo reversa. A sintese foi feita a
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partir da mistura contendo Triton-X-100, hexano, ciclohexano, d4gua, TEOS e
amodnia em solucdo aquosa. O nanosensor apresentou faixa dindmica linear entre
2,0x 10°a 2,0 x 10° mol L e limite de deteccdo de 3,8 x 107 mol L. Segundo
estes autores, este sensor pode ser aplicado em medidas intracelulares.

Outros pesquisadores que também demonstraram o0 uso destes
nanosensores foi Kang et al. (2010). Estes autores sintetizaram nanoparticulas de
silica funcionalizada com fluoresceina através do processo sol-gel para deteccao
de ions cobre em solucdo aquosa e em células vivas. O sensor apresentou
excelente reversibilidade, usando-se solucdo de EDTA para extracio do ion
Cu(Il), e o limite de detec¢ao encontrado foi de 0,50 umol L

Poucos sdo os sistemas de sensores conhecidos para determinacdo de
Cu(Il) em células vivas. Nao existem precedentes para uso de nanoparticulas
com este tipo de material. Esse ¢ um exemplo raro de um sensor cromogénico
para ions metdlicos usando-se nanomateriais inorganicos funcionais. Assim, os
experimentos realizados neste trabalho mostram a potencialidade deste
nanosensor para andlise de toxicidade de cobre intracelular.

A microscopia de fluorescéncia oferece um método Unico para visualizar
detalhes morfolégicos em tecidos com resolucdo subcelular e os nanosensores
permitem a deteccdo ndo destrutiva de ifons em tempo real com alta
sensibilidade. A combinacdo da microscopia de fluorescéncia com nanosensores
fluorescentes seletivos a Cu(Il) tem sido uma excelente alternativa para
monitorar concentragdes de cobre intracelular. Por este motivo, grande parte dos
trabalhos cientificos tém se dedicado a este tipo de pesquisa.

Recentemente, Lu ef al. (2011) prepararam uma nanosonda fluorescente
para deteccao de Cu(Il). O sensor foi desenvolvido utilizando-se dois reagentes
luminescentes a isotiocianato de fluoresceina (FITC) e isotiocianato de

Rodamina B (RBITC). A preparacdo do sensor foi realizada em trés etapas: (a)
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sintese da NP dopada com FITC preparada a partir de TEOS, etanol e amdnia,
codificada como FITC-NP; (b) funcionalizagdo do polietileneimina (PEI) na
superficie da FITC-NP, representada como PEI/FITC-NP; e (c) incorporagdo do
RBITC em PEI/FITC-NP. A nanosonda apresentou linearidade na faixa de 10 a
80 pmol L™ e limite de detecgdo de 10 nmol L™, Para avaliar a aplicabilidade do
sensor, o fon Cu(Il) foi determinado em dguas residuais, industriais e de lago. Os
valores de recuperacdo obtidos para as trés amostras foram superiores a 95%. A
citoxicidade das NPs também foi avaliada através de ensaios de proliferacdo
celular. Para tanto, as células foram incubadas em amostras contendo diferentes
concentra¢des de NPs (0-10 pg mL™"). Os resultados indicaram que a toxicidade
das NPs foi relativamente baixa para as concentragdes testadas, indicando que a
nanosonda pode ser aplicada também para monitoramento deste ion em células
vivas.

Este artigo mostra a versatilidade das nanoparticulas de silica e sua
capacidade de ser facilmente funcionalizada. Além disso, outra caracteristica
importante apontada foi a combinacdo de dois reagentes fluorescentes (FITC e
RBITC), que demonstra a habilidade do sensor apresentar um sistema de dupla
emissdo. Desta forma, este € um dos trabalhos mais relevantes, na atualidade, no
que se refere a aplicacdo de nanosensores de silica para detec¢ao de Cu(Il).

Li et al. (2011) sintetizaram nanoparticulas de silica mesoporosas (MSN)
modificadas com rodamina B hidrazida (RBH) para construgdo de uma
nanosonda (MSN-RHB) sensivel a ions cobre em células vivas. A nanosonda
desenvolvida possui habilidade para discriminar Cu(I) de Hg(II), baseando-se
em diferentes mecanismos de reagdo para o reconhecimento de cada fon. A
molécula de RBH imobilizada apresenta dois sitios reativos capazes de quelar os
dois fons simultaneamente. O processo de reconhecimento envolve uma série de
reagOes consecutivas, dentre elas: reacOes redox, hidrélise, envolvendo a
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liberagdo da rodamina B da NP da MSN. Os estudos demonstraram a utilidade
do MSN-RBH no monitoramento de Cu(Il) dentro de células vivas. Esta
estratégia pode ser expandida para outros nanomateriais funcionais.

Além destas aplicacdes, alguns trabalhos apontam o uso de nanoparticulas
de silica para sistemas de pré-concentracdo de espécies metdlicas em amostras
biolégicas e ambientais. A modificacdo da superficie da silica, usando-se grupos
funcionais com elevada atividade quimica, pode gerar um material com elevada
capacidade de adsorver ifons metélicos.

Zhang et al. (2009) avaliaram a capacidade de adsorcdo da silica gel (SG)
e do SiO, funcionalizados com o reagente 4-(2-aminoetilamino)-N-(2-(2-
aminoetil amino) etil) butanamida (AAEB) para extracdo em fase sdlida. Os
materiais funcionalizados, SG-AAEB e Si0,-AAEB, foram utilizados para pré-
concentracdo Cu(Il), Fe(Ill) e Pb(Il) em amostras naturais, em nivel de trago,
usando-se ICP OES. Os autores demonstraram que SiO,-AAEB apresentou
melhor capacidade de adsor¢ao em relagdo ao SG-AAEB. Essa diferenca se deve
a elevada drea superficial apresentada pelo 6xido de silicio.

Outro segmento que vem sendo explorado nesta drea € o uso de nanotubos
de carbono, uma vez que estes materiais tém sido considerados suportes s6lidos
promissores. Como exemplo disto, recentemente, Jung et al. (2008) utilizaram
trés diferentes morfologias de nanomateriais de silica fluorescentes para
comparar suas capacidades de adsorcdo. Os seguintes materiais foram estudados:
nanotubos de silica funcionalizada (FSNP), silica mesoporosa funcionalizada
(FMS) e nanoparticulas de silica funcionalizada (FSNP-15). A sintese foi feita
com base no método sol-gel e cada material foi imobilizado com fenantrolina
como receptor fluorescente. A detec¢do de Cu(Il) foi realizada por fluorescéncia
em agua/acetonitrila (pH 7,0). Os resultados indicaram que a capacidade de

adsorcdo para Cu(Il) foi 75, 52 e 36% para FSNT, FMS e FSNP-15,
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respectivamente. Isto se deve a grande drea superficial do FSNT que favorece o
processo de difusdo do ion cobre. O limite de detecc¢do alcangado para FSNT foi
3,0x 10° mol L.

Apesar do nanotubo de carbono exibir um resultado satisfatorio sua
aplicacdo em sistemas vivos deve ser reavaliada, uma vez que nao ha maiores
informagdes sobre a toxicidade deste material.

Outra propriedade explorada € a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas.
Essas nanoparticulas representam uma das mais interessantes perspectivas na
atual nanotecnologia analitica, visto que podem ser facilmente separadas da
matriz usando-se um simples campo magnético (Jang & Lim, 2010).

As NPs magnéticas t€m sido usadas para separacdo de drogas, isolamento
de células, imobilizacdo de enzimas e purificagdo de proteinas (Diaz-Garcia &
Dios, 2010). O uso de nanoparticulas magnéticas esta voltado basicamente para
aplicacOes bioldgicas, entretanto alguns trabalhos retratam a detec¢ao de
espécies i0nicas para fins ambientais (Jung et al., 2010; Karatapanis et al.,
2011).

Jung et al. (2010) descreveram a prepara¢ao de nanoparticulas magnéticas
de Ni@SiO, funcionalizadas com nitrobenzofurano pelo método sol-gel. O
sensor foi desenvolvido para separar e detectar Cu(Il) em dgua potavel e em
sangue humano. A avalia¢do do sensor para dgua potdvel foi feita usando-se uma
coluna contendo a nanoparticula. A &dgua potdvel enriquecida com cobre
(10 mg L'l) foi eluida através da coluna. O ifon foi determinado usando-se
cromatografia de fons e ICP-MS. Foi possivel remover mais de 95% do cobre
adicionado na 4gua potavel. Os testes também foram realizados em sangue
humano contendo a mesma concentracao de Cu(Il). O cobre foi removido do

sangue utilizando-se um imd pequeno e as medidas de ICP-MS indicaram que
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96% do ion metélico foi removido da amostra. Dessa forma, as NPs podem ser
usadas para remocgao répida e efetiva de Cu(Il) in vivo.

Semelhantemente, Hu & Huang (2008) relataram a sintese de um novo
adsorvente baseado em nanoparticulas magnéticas de silica (SCMNP)
modificadas com mercaptopropiltrimetoxisilane (y-MPTMS) para extragdo em
fase solida de quantidades traco de Cd(II), Cu(Il), Hg(Il) e Pb(I) de amostras
bioldgicas e ambientais. Os ions podem ser facilmente separados em meio
aquoso, aplicando-se um campo magnético externo. Os limites de deteccao
encontrados variaram de 24 a 107 pg L™, onde o desvio-padrio relativo das
medidas variou entre 3,7 € 9,6%.

Além de cobre, nanoparticulas de silica baseadas no método sol-gel
também t€m sido utilizadas para determinacdo de outros ions metélicos, tal como
Ca(Il) (Hun & Zhang, 2007), Pb(Il) (Arduini et al., 2007) e Zn(1l) (Teolato et al.,
2007).

A combinagdo de nanoparticulas de silica com espectroscopia de
fluorescéncia, para fins analiticos, tem sido discutida (Wang, 2011). Apesar de
todo progresso alcangado nesta drea, pode-se dizer que estes nanosensores ainda
se encontram em estdgio inicial de pesquisa, logo, um significativo empenho €
necessdrio para o desenvolvimento e aplicacdo destes materiais. Isto significa
que esse segmento da nanociéncia € ainda quase inexplorado, configurando-se
em um novo horizonte a ser explorado dentro da quimica analitica.

A imobilizagdo de receptores fluorogénicos em suportes sélidos adequados
¢ uma estratégia relevante para aplicacdo ambiental, onde sensores Opticos

podem ser utilizados para deteccdo de ions metélicos toxicos.
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A criacdo de metodologias analiticas e de dispositivos para determinagdo
de espécies em solucdo € realmente necessdrio, neste sentido, as NPs de silica
baseadas em polimeros impressos podem ser aplicados com €xito.

Os MIPs (Pinheiro, 2010) s3ao empregados exclusivamente para o
reconhecimento molecular de espécies bioldgicas e para pré-concentracdo de
espécies catiOnicas. J4 os estudos envolvendo as NPs de silica dedicam-se,
geralmente, a investigacdo do tipo de funcionalizacdo, das propriedades de
emissdo das nanoparticulas e especialmente na otimizacdo das condi¢cdes de
sintese para obter particulas com tamanho desejavel. Por esta razdo, observa-se
que poucos trabalhos enfocam a “aplicagdo analitica” destes nanosensores,
comparados ao volume total de artigos na literatura. Dentro deste contexto, a
finalidade deste trabalho consiste em combinar duas importantes vertentes na
area de sensores opticos: “Polimeros de Impressao Molecular” e “Nanoparticulas
de Silica”.

Muito métodos novos para aprimorar a performance do sensores quimicos
ainda sdo extremamente desafiadores. Nosso objetivo, entdo, foi sintetizar
nanoparticulas de silica usando como estratégia a adicdo do reagente
luminescente em diferentes tempos da reagdo. A estratégia mostra uma nova
forma de imobilizacdo do reagente na matriz de silica visando obter um

nanosensor apto para determinacdo de ions metdlicos téxicos em meio aquoso.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. GERAL:

Desenvolver sensores Opticos empregando-se reagentes luminescentes

imobilizados em diferentes suportes s6lidos para determinagdo de ions Cu(Il) em

aguas usando-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

3.2.2. ESPECIFICO:

Avaliar as caracteristicas espectroscopicas de complexos de ruténio frente
a diferentes ions metalicos, visando selecionar um reagente luminescente

seletivo a ions cobre.

Desenvolver fases sensoras empregando diferentes técnicas de
imobilizacdo e diferentes tipos de suportes sélidos. Para tal, os sensores
foram preparados na forma de membranas (metacrilato, PVC e i0nicas) e

na forma de particulas (sol-gel e nanoparticulas de silica).

Preparar fases sensoras a partir de polimeros de impressdao molecular e

polimeros nao impressos.

Caracterizar e aplicar analiticamente os sensores desenvolvidos.
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3.3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1. REAGENTES LUMINESCENTES

Neste trabalho foram empregados trés novos reagentes luminescentes
sintetizados pelo doutorando André Santos, no Grupo de Sensores Optoquimicos
e Laboratorio de Fotoquimica Aplicada (GSOLFA) da Universidade
Complutense de Madrid (UCM).

¢ [Ru(phen),HAIP](PFy),: bis(1,10-fenantrolina)1-(4-hidroxi 3-(1H-
imidazol [4,5-f][1,10] ruténio(II) bis hexafluorofosfato.

¢ [Ru(phen),HMIP](PF¢): [bis(1,10-fenantrolina)(2-2"hidroxi-5"-

metoxifenil) imidazol [4,5-f] ruténio(II) bis hexafluorofosfato.

¢ [Ru(phen),bpytym](PFg),: bis(1,10-fenantrolina)-N,N"'-(2,2'-bipiridina-
4.4'-diil)bis(2-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidropirimidin-1(2H)-

il)acetamida) ruté€nio(II) bis hexafluorofosfato.

3.3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Sais de ions metalicos pesados

e Nitrato de cddmio tetrahidratado (Riedel-de-Haen)

e Nitrato de cobre trihidratado (Aldrich)
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e Cloreto de mercurio (Sigma)
e Acetato de zinco (Panreac)

e Sulfato de niquel hexahidratado (Aldrich)

Reagentes para preparaciao de membranas de metacrilato

e Trietilamina, (Fluka)

e 3-(trimetoxisilil) propil metacrilato, (Aldrich)

e Metacrilamida, MAM (Fluka)

e Acido metacrilico, MAA (Fluka)

e 2-hidroxietil metacrilato, HEMA (Aldrich)

e N,N'-Metileno bis(acrilamida), MBAA (Fluka)

e Poli(etilenoglicol) diacrilato, PEGDA (Aldrich)

e 3-(acriloiloxi)-2 hidroxipropil metacrilato, AHPM (Aldrich)
e Trimetilopropano etoxilato triacrilato, TMPET (Aldrich)
o 2.727-azobis(2,4-dimetil valeronitrila), ABDV (Aldrich)

¢ Dimetilsulféxido, DMSO

Reagentes para preparaciao de membranas de PVC

e Cloreto de polivinila, PVC (Fluka)

e Tributil fosfato, TBP (Aldrich)

e Tetrafenilborato de s6dio, NaTPB (Fluka)
e Bis(2-etilhexil) sebacato, DOS (Fluka)

e 2-nitrofenil octil éter, NPOE (Fluka)

e Tri(2-butoxietil) fosfato, TBEP (Aldrich)
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Membranas ionicas

e Biodyne C (nylon 6,6)
e Schleicher & Schuell (S&S)

e Nafion (tiras).

Reagentes para preparacao de sol-gel

e Tetrametil ortosilano (TMOS) (Fluka)

e Tetraetil ortosilano (TEOS) (Fluka)

o Metiltrietoxisilano (MTES) (Fluka)

¢ Dimetildimetoxisilano (DMDMYS) (Fluka)

Reagentes para preparacao de nanoparticulas de silica

e Tetraetil ortosilano (TEOS) (Fluka)

e Hidr6xido de amonio (Synth)

Solventes

e Acetona (Qemical)
e Acetonitrila (Aldrich)
e Dimetilsulféxido (Aldrich)

e Etanol absoluto (Merck)
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e Metanol (SDS)
e Tetrahidrofurano (Synth)
e Tolueno (SDS)

Reagentes diversos

e Acido cloridrico (Recaptur)

e Acido etilenodiamino tetra-acético, EDTA (Merck)

e Acido fosférico (Fluka)

e Fosfato de sédio dodeca-hidratado (Pan React, Aldrich)
e Fosfato de s6dio monobdsico mono-hidratado (Aldrich);
e Hidroxido de amonio (Synth)

e Hidroxido de potdssio (Synth)

e Trifosfato de s6dio (Synth)

Solucoes de Reagentes Luminescentes
As solugdes dos complexos de ruténio foram preparadas em metanol a

uma concentragio de 1,0 x 10° mol L. Em seguida, por dilui¢do, foram

preparadas solucdes de 1,0 x 10° mol L™ em dgua com 1% de metanol.
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Solucoes de Cations Metalicos

As solucoes de referéncia dos ifons metalicos (1,0 x 107 mol L’l) foram
preparadas em agua deionizada e em solventes orginicos. A partir destas

solucdes estoques prepararam-se solucdes de diferentes concentragoes.

Solucoes Tampao

Solucdes de referéncia de tampdo fosfato (5,0 x 102 mol L") foram
preparadas em d4gua deionizada. Dilui¢des apropriadas foram feitas para

preparacdo de solugdes de diferentes concentragdes.

3.3.3. INSTRUMENTACAO ANALITICA

Para aquisicdo dos espectros de absor¢cdo utilizou-se um
Espectrofotometro Varian Cary-3 Bio UV-VIS.

Para registro dos espectros de emissdo e excitacdo empregaram-se OS
seguintes equipamentos: Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50,
Espectrofluorimetro  Perkin-Elmer modelo LS50B, Espectrofluorimetro
Fluoromax 4 Horiba Jobin Yvon e um espectrofluorimetro Cary-Eclipse,

VARIAN.
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3.3.4. SISTEMA DE MEDIDA

As medidas de fluorescéncia foram realizadas usando-se um sistema
equipado com uma célula de fluxo (contendo a fase sensora), bomba peristéltica
(vazdo de 0,25 mL min™), fibra 6ptica, espectrofluorimetro e computador para
aquisi¢ao dos dados. Duas células de fluxo foram empregadas neste caso: célula

de Teflon e cubeta de fluxo.

e (élulas de Teflon

A Figura 3.4 mostra a célula de Teflon que comporta duas membranas
simultaneamente (Lima, 2009). A membrana foi acomodada em um orificio
especifico da célula e sobre ela acoplou-se a fibra dptica. A célula possui uma
entrada e uma saida de fluxo para passagem das solucdes que sdo bombeadas
através da célula até atingir a fase sensora. Esta célula foi utilizada para

realizacdo das medidas com as membranas de metacrilato, PVC e i0nicas.

i
]
E Entrada de
Entrada de : <+ o
fluxo l - &
; 4
Safdail i — Saida de
de fluxo : fluxo
]
]
. y
Membrana E
polimérica i
— & E T Entrada da

fibra 6ptica

Figura 3.4. Célula de fluxo usada para medidas com as membranas.
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e (Cubeta de Fluxo

As medidas que empregaram o sol-gel foram feitas usando-se uma cubeta
de fluxo Hellma 176.052 conforme Figura 3.5 (Pinheiro, 2010). Para empacotar
a fase sensora na célula inicialmente foi colocada uma malha de nylon na
extremidade da saida de fluxo. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, uma
suspensdo do sol-gel em metanol foi colocada na entrada da célula, a qual foi
aspirada com uma bomba peristéltica, sendo retida pela malha. Empacotada a

fase sensora, iniciaram-se as analises de fluorescéncia.

Entrada S8 ﬂ - Saida
fluxo £L2 fluxo

' _J (nylon)

} «— sol-gel

Figura 3.5. Célula de fluxo utilizada para empacotamento do sol-gel.

o Cubeta de Quartzo

As medidas de fluorescéncia foram feitas usando-se um sistema simples
composto apenas por uma cubeta de quartzo (1 cm caminho 6ptico).

Solugdes-padrao de cada nanoparticula foram preparadas em etanol
(suspensdo) e a partir desta solugdo, diluicdes apropriadas foram feitas em

tampao fosfato.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. AVALIACAO DE REAGENTES LUMINESCENTES EM SOLUCAO

3.4.1.1. CARACTERIZACAO DOS REAGENTES EM SOLUCAO

Nesta etapa foram investigados trés diferentes complexos de ruténio:
[Ru(phen),HAIP](PF¢),;, [Ru(phen),HMIP](PFs), e [Ru(phen),bpytym](PF),,
cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura abaixo. Estes complexos
de ruténio diferenciam-se apenas pela presenca de grupos funcionais distintos, os

quais estao destacados na Figura 3.6.

OCHj

0 CH
NN N/\I 3
NH k
X o NS
H
=
X
H
= N

Figura 3.6. Estrutura quimica dos complexos de Ruténio (a) [Ru(phen),HAIP](PF),, (b)
[Ru(phen),HMIP](PF), e (¢) [Ru(phen),bpytym](PFe),.
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Os reagentes luminescentes foram caracterizados em meio aquoso para
obtenc¢do de espectros de absorcdo e emissdo. Nesse estudo, utilizou-se solugdes
de complexos de ruténio 5,0 x 10° mol L™ preparadas em tampao fosfato 5,0 x
10% mol L pH 7,0 com 1% de metanol. A Figura 3.7 mostra os espectros de
absor¢do e emissdo obtidos para cada reagente.

Os trés complexos apresentaram bandas de absorcdo em 456 nm. Para os
espectros de emissao foram obtidas bandas de maxima intensidade em 588, 598 e
614 nm para [Ru(phen),HAIP](PFs),, [Ru(phen),HMIP](PFy), e
[Ru(phen),bpytym](PF),, respectivamente.

200
0.8+ [Ru(phen)zHAIP](PFe) (b) 588 nm
[Ru(phen)oHMIPIPFole | o oo 598 nm
0.6- O T 614 nm
' [Ru(phen)zbpytym](PFe)2 @
© =
% 0.4 g 100 +
2 M S
(e} ~
3 Gl
< 0,2 5 50
0,0 0-
200 300 400 500 600 500 550 600 650 700 750
A/nm A/nm

Figura 3.7. (a) Espectros de absor¢do e (b) emissdao dos reagentes luminescentes (tampao
fosfato 5,0 x 10% mol L™, pH 7,0).
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3.4.1.2. SELETIVIDADE FRENTE A IONS METALICOS

Para avaliar a seletividade dos complexos de ruténio frente a ions
metdlicos, cada reagente foi analisado em diferentes valores de pH (2-11) na
auséncia e na presenga de cinco diferentes ions metalicos: Cu(Il), Zn(II), Ni(Il),
Hg(II) e Cd(II). Espectros de absor¢cdo e emissao foram registrados utilizando-se
concentracdes fixas de 1,0 x 10'5; 5,0 x 10'5; e 5,0x 102 mol L de reagente, ion
metdlico e tampao fosfato, respectivamente.

Os resultados obtidos indicaram que dentre os trés reagentes estudados em
solucdo apenas o [Ru(phen),HAIP](PF¢), apresentou potencialidade para ser
aplicado na construcdo de sensores quimicos, apresentando seletividade para
ions cobre a partir de pH 7,0 (Figura 3.8). Os demais reagentes nao apresentaram
diferencas significativas dos espectros de emissao na presenca de diferentes ions
metdlicos e, portanto, ndo mostraram seletividade para nenhum dos ions

metélicos investigados.
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Figura 3.8. Estudo de pH dos reagentes luminescentes na presenca de diferentes ions
metalicos: (a)  [Ru(phen),HAIP](PFs),, (b) [Ru(phen),HMIP](PF¢), e (c¢)
[Ru(phen),bpytym](PF;)” ([reagente] = 1,0 x 107; [metal] = 5,0 x 10~ e [tampo fosfato] =
5,0x 10° mol L™).
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3.4.1.3. ESTEQUIOMETRIA DE COMPLEXACAO

Para calcular a estequiometria de complexagcdo entre o ligante e o ion
cobre, utilizou-se o método da razdo molar, que consiste em variar a
concentragdo do metal ou do ligante e manter fixa a concentragdo do outro
componente. Neste trabalho manteve-se a concentragdo do ligante fixa
(1,0 x 10” mol L'l) e a de metal variavel (0 a 3,0 x 10° mol L'l), variando-se a
concentracdo de metal de 0 a 3,0 vezes a concentracdo de ligante, como mostra a
Figura 3.9.a. A intensidade de emissdo do ligante foi monitorada em funcdo da
razdo molar fon metdlico/ligante durante a titulacdo de ions cobre com o ligante
em meio etanodlico. Desse modo, uma curva de intensidade de emissao versus
Cwm/CL foi construida e a estequiometria foi determinada através da intersec¢ao
das curvas. Observa-se na Figura 3.9.b que a interseccdo da curva ocorre
aproximadamente em 0,5, indicando a formacdo de um complexo

Cu(Il):[Ru(phen),HAIP](PF¢), com estequiometria 1:2, representada por M;L,.

500 500
(a) 0 (b)
400 4004 \,
3001 3004
©
© =]
2 2004 — 2004
100+ 100 4
M1L2
0 0 \= ® ® ® ® ®
500 550 600 650 700 750 00 05 10 15 20 25 30
%/ nm G,/C,

Figura 3.9. (a) Espectros de emissio do complexo de Ru(II) 1,0 x 10” mol L™ na presenca
de cobre (0 — 3,0 x 10° mol L™) e (b) variacdo da intensidade de fluorescéncia em funcio
da relacdo [Cu(Il)J/[[Ru(phen),HAIP](PFs),] (Aex. 450 nm, A, 593, fendas de excitagcdo e
emissao: 10 nm).
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3.4.1.4. CONSTANTE DE ESTABILIDADE

As constantes de estabilidade do complexo de rut€énio em solucao foram
calculadas utilizando-se os mesmos espectros de emissdo obtidos na secdo
anterior. Para tanto, empregou-se o Hyperquad 2006 (Protonic software,
www.hiperquad.co.uk) que é uma ferramenta computacional usada para simular
curvas de titulacdo de espécies em equilibrio. Estimou-se que K; e K, possuem

valores na ordem de 10° e 10”, respectivamente.
3.4.2. TECNICAS DE IMOBILIZACAO

Neste trabalho foram desenvolvidos cinco tipos de sensores aplicando-se
diferentes técnicas de imobilizacdo. Todas as fases sensoras descritas a seguir
foram preparadas com o reagente luminescente [Ru(phen), HAIP](PF)s.

Dessa forma, esta secdo serd dividida em cinco subitens: membranas de
metacrilato, membranas de PVC, membranas idnicas, método sol-gel e
nanoparticulas de silica.

As técnicas de imobilizagdo empregadas consistem na preparagdo de
polimeros impressos € ndo impressos, na preparagdo de fases sensoras, seguido
da caracterizacao analitica e aplicagdo do sensor desenvolvido.

Neste estudo serdao avaliados diversos parametros, tais como: efeito do tipo
de monOmero, solvente, agente reticulante, quantidade e tipo de iniciador e
concentracdo ideal do analito para a obtencdo do polimero e otimizagdo das
condicdes de polimerizacdo. Além disso, polimeros nao impressos
correspondentes para sua avaliacio como controle de reconhecimento seletivo

também serao analisados.
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3.4.2.1. MEMBRANAS DE METACRILATO

3.4.2.1.1. PREPARACAO DAS MEMBRANAS DE METACRILATO

e Limpeza e ativaciao dos vidros

Para limpeza, os vidros (1 cm de diametro) foram postos em uma mistura
de 75 mL de dgua e KOH so6lido e agitados durante 1 hora. Em seguida, foram
lavados com dgua e submetidos a uma mistura contendo 50 mL de 4dgua, 15 mL
de HCI concentrado (agitagdo por 20 minutos). Posteriormente, foram lavados
com 4gua novamente e colocados em contato com outra mistura de 75 mL de
agua, 15 mL de H,O, 30% (v/v) e 15 mL de HCI concentrado (agitacao por 20
minutos). Por fim, foram lavados uma vez com acetona e duas vezes com
tolueno. Apds ativacdo, os vidros foram silanizados usando-se uma mistura de 75
mL de tolueno, 300 pL de trietilamina e 3 mL de 3-(trimetoxisilil) propil
metacrilato e agitados durante 17 horas. Apos agitacdo, os vidros foram lavados

duas vezes com tolueno e secados com nitrogénio.

o Composicao das membranas de metacrilato

Os primeiros sensores desenvolvidos foram as membranas de metacrilato.
Seis formulacdes distintas foram preparadas, variando-se os tipos de mondmeros

e reticulantes como especificado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Composi¢des das membranas de metacrilato imobilizadas com o

reagente [Ru(phen), HAIP](PF),.

Membranas
Componentes
A B C D E F
MAM? (mg) 10 10 10 10 20 15
HEMA® (uL) 20 10 10 10 20 20
MAA® (uL) - 10 - - 20 20
MBAA" (mg) - 18 17,5 - 35 50
PEGDA" (uL) 58 - 40 - 35 -
AHPM" (uL) - 65 - ; ) _
TMPET® (uL) - - - 40 - -
DMSO° (uL) 75 100 50 45 200 200
[Ru(phen),HAIP](PF¢), (mg) 1,0 0,6 0,5 05 1,25 0,5
ABDV‘ (mg) 1,5 20 20 20 30 25
* Mondmero funcional
®Reticulante
¢ Solvente

d .. ..
Iniciador polimérico

Para preparacdo das misturas, quantidades apropriadas de mondmeros,
reticulantes, complexo de ruténio e iniciador polimérico foram dissolvidas em
DMSO e submetidas a agitacdo em ultrassom até completa dissolug¢do. Todas as
membranas foram feitas por deposicdo manual adicionando-se 3 pL de cada
mistura em laminas de vidros (1 cm de didmetro) previamente limpas e ativadas.
Fitas de poliéster (Mylar) foram postas sobre cada membrana para uniformizar a

espessura do filme formado. Para iniciar o processo de polimerizacdo, foram
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submetidas a temperatura de 60°C em estufa durante 24h. Um total de quatro

membranas foram fabricadas para cada composicao.

3.4.2.1.2. AVALIACAO DAS MEMBRANAS DE METACRILATO

Dentre as seis membranas de metacrilato desenvolvidas, apenas duas
apresentaram-se homogéneas (membranas C e E). As demais composi¢des
apresentaram rachaduras e bolhas na superficie do filme formado e por este
motivo foram descartadas dos estudos. Observou-se que a principal dificuldade
encontrada na preparacdo desta fase sensora foi a etapa de polimerizacdo. Para
tentar solucionar este problema membranas foram fabricadas a temperatura
ambiente, mas a fase sensora manteve-se liquida e ndo apresentou qualquer sinal
de polimerizacdo. Como alternativa optou-se por realizar a polimerizacdo em
uma atmosfera de DMSO em estufa (60°C) para evitar possiveis rachaduras,
todavia o problema nao foi solucionado. Provavelmente, o préprio reagente pode
ter inibido a polimerizacdo, provocada por um desequilibrio 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 realizacdo das
medidas de fluorescéncia.

Os espectros de excitacdo e emissdo das membranas foram medidos em
solucdo de tampdo fosfato 1,0 x 107 mol L' (pH 5,0). Ambas as membranas
apresentaram maxima absor¢do em 459 nm, enquanto que a intensidade méxima
de emissdo foi obtida em 604 e 608 nm para as membranas C e E,
respectivamente. Estes valores estdo coerentes com os valores encontrados para
as medidas em solucdo que correspondem a 456 e 588 nm para absorcdo e

emissao, respectivamente. A Figura 3.10 ilustra os espectros obtidos.
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Figura 3.10. Espectros de excitag@o e emissio obtidos para as membranas de metacrilato.

(Mex. 459 nm, A, 608 nm, fendas de excitag@o e emissio 15 e 20 nm).

Para avaliar a resposta das membranas foram realizadas medidas de
fluorescéncia na presenca de fons cobre (1,0 x 10 mol L") em solucdo de
tampdo fosfato 1,0 x 10° mol L™ em diferentes valores de pH (5-9). A Figura
3.11 mostra os espectros de emissdo das membranas obtidos na auséncia e na
presenga de cobre.

Primeiramente, espectros de emissdao foram registrados na auséncia do
metal em pH 5,0; em seguida, a mesma medida foi feita com a membrana na
presenca de fons Cu(Il). O mesmo procedimento foi feito para os demais valores

de pH.
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Figura 3.11. Resposta das membranas de metacrilato na presenca de fons Cu(Il) em
solucdo de tampio fosfato 5,0 x 10 mol L™ no intervalo de pH 5,0 — 9,0: (a) membrana C
e (b) membrana E. (A 459 nm, A, 608 e 604 nm, fendas de excitacdo e emissdo 15 e 20

nm).

Observa-se que ndo hd diferencas significativas entre os espectros de
emissao na auséncia e na presenca de ions cobre, uma vez que ndo ocorreu
supressao de fluorescéncia. Dessa forma, os resultados obtidos indicaram que as
membranas de metacrilato ndo foram capazes de detectar fons cobre no intervalo
de pH estudado. Além disso, apds efetuar as primeiras medidas, a membrana foi
armazenada em solucio tampdo fosfato (5,0 x 102 mol L™, pH 7,0) e verificou-
se que o filme formado se desprendeu completamente do vidro, ocorrendo perda
total da fase sensora. Provavelmente, a passagem de fluxos continuos através das
membranas propiciou a perda da fase sensora, indicando que a polimerizagao
nao foi eficaz. Por esta razdo, o estudo com as membranas de metacrilato foi

encerrado e resolveu-se investigar outras técnicas de imobilizagdo.
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3.4.2.2. MEMBRANAS DE PVC

3.4.2.2.1. PREPARACAO DAS MEMBRANAS DE PVC

O segundo tipo de imobilizacdo empregado foi a membrana de PVC
plastificada. A resposta analitica deste tipo de sensor nao depende apenas do
gradiente de concentracdo de ifons Cu(Il) através da membrana, depende também
das propriedades da matriz polimérica e de seus constituintes. O teor de PVC
utilizado € importante, pois influencia na espessura do filme formado. A natureza
do plastificante, por sua vez, é responsdvel pela mobilidade dos cations através
da membrana (Mashhadizadeh et al., 2002; Jain et al., 2005). Além disso, a
estabilidade e a vida util do sensor também dependem do tipo de plastificante
empregado. Os aditivos lipofilicos atuam como trocadores idnicos afetando a
permeabilidade dos ions na membrana (Zhang et al., 2006). Com base nisto, a
fim de otimizar a composicdo da membrana de PVC, sensores de diferentes
composi¢des foram desenvolvidos e investigados neste trabalho.

Foram preparados sete coquetéis com diferentes formulagdes, variando-se
a concentragcdo de complexo de ruténio e os tipos de plastificantes. Além disso, o
fon lipofilico NaTPB foi empregado para formagdo de par idnico com o
complexo de ruténio. Quantidades apropriadas de complexo, ion lipofilico 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 formulagdes foram baseadas no trabalho proposto por Capitan-Vallvey

et al. (2004).
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Tabela 3.2. Composi¢des das membranas de PVC imobilizadas com o reagente

[Ru(phen), HAIP](PFg),.

Membranas
Componentes
A B C D E F G
PVC (mg) 26 26 26 26 26 26 26
[Ru(phen),HAIP](PF¢), (mg) 0,5 1,0 0,5 1,0 05 05 05
NaTPB" (mg) - - 0,29 0,58 - - -
TBP" (uL) 64 64 65 65 _ _ i
DOS" (uL) - : : - 68 - -
NPOE’ (uL) - : : - - 60 -
TBEP® (uL) - : : : - - 62
THF (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
ACN°® (mL) 015 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
? fon lipofilico
® plastificantes
“solvente

Para a preparacdo das membranas empregaram-se trés técnicas distintas:

deposi¢cao manual, spin coating € knife coating.

e Deposicao manual

A deposicdo manual consiste em gotejar manualmente uma aliquota do
coquetel em um suporte sélido adequado. Foram adicionados 15 pL de coquetel
em fitas de poliéster (Mylar) com dimensdes de 1,5 cm x 1,5 cm. Os filmes

foram cobertos com um béquer até evaporacao do solvente (2 horas), em seguida
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foram cortados em circulos de 1 cm de didmetro e utilizados para iniciar as

medidas de fluorescéncia.

e Spin Coating

A técnica de spin coating consiste em formar filmes finos sob rotacdo da
membrana a velocidade controlada e conhecida. Neste estudo a espessura do
filme foi medida investigando-se os seguintes parametros: volume de coquetel
adicionado (15 e 50 pL), velocidades de agitagdao (600, 720 e 1200 rpm) e tempo
de rotacdo (30 e 60 segundos).

o knife coating

Na técnica de knife coating, a formacdo do filme € feita espalhando-se a
mistura manualmente sobre um bloco de metal acoplado em um sistema a vacuo,
usando-se uma espécie de lamina (faca). Os parametros avaliados neste caso
foram: volume de coquetel adicionado (50, 80 e 100 puL) e espessura do filme
(25 € 500 um). Em ambas as técnicas, Mylar também foi usado como suporte do

filme.

Avaliando-se as membranas preparadas pelas trés técnicas citadas acima,
verificou-se que os filmes mais homogéneos foram obtidos por deposicao
manual. Por esta razdo, todas as membranas de PVC desenvolvidas nesta etapa

do trabalho foram feitas aplicando-se esta técnica.
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3.4.2.2.2. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE COMPLEXO DE
Ru(II)-PAR IONICO

Inicialmente, realizou-se um estudo da concentracdo de complexo de
Ru(Il) usando-se duas massas distintas: 0,5 ¢ 1,0 mg que correspondem as
membranas A e B da Tabela 3.2 Em seguida, este mesmo estudo foi feito
usando-se o tetrafenilborato de sédio (ion lipofilico) para formar um par i6nico
com o complexo de Ru(Il) (membranas C e D). O ion lipofilico foi usado para
investigar o efeito do trocador idnico na resposta da fase sensora.

A Figura 3.12 mostra os espectros de excitacdo e emissdao para as quatro
primeiras membranas medidas em solucdo de tampéo fosfato 5,0 x 10” mol L™,
pH 7,0. As membranas apresentaram maximos de absorcdo e emissdo em 459

nm e 610 nm, respectivamente.

—— Membrana A
200 4 —— Membrana B
—— Membrana C
—— Membrana D
150
©
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0-
300 400 500 600 700

A/nm

Figura 3.12. Espectros de excitag@o e emissio obtidos das membranas de PVC em solucio
de tampao fosfato 5,0 x 10% mol L™, pH 7,0. (hex. 459 nm, A, 610 nm, fendas de

excitagdo e emissdo 15 e 20 nm).
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Antes de iniciar as medidas de fluorescéncia, cada membrana foi
equilibrada em solugdo de tampdo fosfato (5,0 x 10> mol L™, pH 7,0) por 24h.
Para verificar se ocorreu lixiviacdo do reagente, espectros de emissao de cada
sobrenadante foram medidos e observou-se que todas as membranas sofreram
lixiviacdo. Com base nestas medidas, verificou-se que dentre as quatro
composi¢oes 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 fabricacdo das membranas de
PVC.

Observou-se também que a perda de reagente € menos intensa quando se
emprega a formagdo de par 10nico, indicando que o uso do ion lipofilico favorece
a imobiliza¢do do complexo na matriz polimérica, aumentando a estabilidade da
membrana em meio aquoso. Por outro lado, o proprio ion lipofilico provoca um
quenching, reduzindo o sinal de fluorescéncia. Isto pode ser constatado,
comparando-se a diminui¢do na intensidade de emissdo das membranas B e D.

Comparativamente, pode-se dizer que a membrana A (composta por 0,50
mg de reagente na auséncia de par 16nico) foi a composi¢ao mais apropriada em
termos de estabilidade da membrana em meio aquoso.

Apesar dos problemas de lixiviacdo, realizou-se um estudo cinético para
avaliar a resposta das membranas na presenca de Cu(Il) em func¢do tempo. A
concentracdo de fon metdlico utilizada foi 1,0 x 10® mol L em solucdo de
tampao fosfato 5,0 x 107 mol L'l, pH 7,0.

Os resultados mostraram que ndo houve supressdo de fluorescéncia nos
espectros de emissao medidos na presenca e na auséncia do metal. Assim sendo,
concluiu-se que nenhuma das membranas foi capaz de detectar ions cobre nas

condicOes experimentais investigadas. Portanto, novas composi¢des foram
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desenvolvidas na tentativa de encontrar uma membrana sensivel ao cobre. Neste

caso decidiu-se variar os tipos de plastificantes, como serd visto na seqiiéncia.

3.4.2.2.3. AVALIACAO DE PLASTIFICANTES

Uma segunda avaliacdo foi estabelecida variando-se os tipos de
plastificantes. Além de TBP, outros trés plastificantes foram investigados: DOS,
NPOE e TBEP representados pelas membranas E, F e G, respectivamente.
Espectros de excitacdo e emissao foram obtidos para cada membrana imersa em
solucdo de tampao fosfato. Os espectros adquiridos foram similares aos espectros
da Figura 3.12. As trés membranas apresentaram maximos de absorcdo e
emissao em 459 e 610 nm, respectivamente.

Para avaliar a resposta dos sensores E, F e G, o sinal de fluorescéncia foi
monitorado em trés etapas distintas: (1) em atmosfera de ar; (2) em meio aquoso,
na auséncia de cobre e (3) em meio aquoso, na presenca de cobre.

Na etapa (2) cada membrana foi imersa, separadamente, em 2 mL de
solucdo tampdo fosfato 5,0 x 102 mol L, pH 7,0 e mantida sob agitaco durante
2 h. Em seguida, os espectros de emissdo de cada sobrenadante foram medidos.
Na terceira etapa as membranas resultantes da etapa (2) foram medidas na
presenca de Cu(Il) 1,0 x 10 mol L' (tamponada com pH 7,0). A Figura 3.13

mostra os dados obtidos em cada etapa.
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Figura 3.13. Resultados obtidos para as membranas com diferentes plastificantes: Etapa
(1) atmosfera de ar; Etapa (2) meio aquoso, na auséncia de cobre e Etapa (3) meio aquoso,
na presenca de Cu(Il) 1,0 x 10 mol L (tamponada com pH 7,0). (Aex. 459 nm; A, 610

nm; fendas de excitacdo e emissdo: 10 e 15 nm; média de duas réplicas).

Analisando-se a etapa (1), pode-se verificar que os plastificantes
apresentaram a seguinte ordem crescente de fluorescéncia: DOS < NPOE <
TBEP. Quando as membranas foram equilibradas em tampao fosfato (etapa 2),
observou-se que ocorreu uma diminuicdo nas suas intensidades de fluorescéncia,
sugerindo que houve perda de reagente durante os ensaios. Por esta razdo, o
sobrenadante da etapa (2) foi medido para verificar a porcentagem de lixiviagcdo
de cada membrana. Os valores encontrados foram 4,4; 7,8 e 42,2 % para DOS,
NPOE e TBEP, respectivamente. Estes dados demonstram que ocorreu uma

perda de reagente significativa durante as trés etapas realizadas.
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Devido aos problemas de lixiviagdo, ndo se pode afirmar que na etapa (3)
o fon Cu(Il) suprimiu a fluorescéncia do reagente imobilizado, uma vez que a
queda do sinal analitico 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 lixiviacao.

Para dar continuidade as andlises, uma nova estratégia foi elaborada.
Membranas contendo DOS e NPOE foram equilibradas durante 24h em uma
solucdio de Cu(Il) 1,0 x 10* mol L' preparada em tampdo fosfato
5,0 x 10”2 mol L pH 7,0, (Mahajan & Sood, 2007). Esse experimento foi feito
para aumentar o tempo de difusdo e a permeabilidade dos ions cobre na
membrana polimérica, e assim facilitar a deteccdo do metal. Apdés 24 h as
membranas foram medidas, todavia, nenhuma resposta ao metal foi observada.

Baseando-se nestas informacdes, pode dizer que o uso de diferentes
plastificantes e o emprego de um ion lipofilico ndo contribuiram para a obtencado
de melhores respostas analiticas. Constatou-se que as membranas de PVC nao
modificaram as propriedades da fase sensora estudada e, portanto, foram

descartadas de futuras avaliagdes.
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3.4.2.3. MEMBRANAS IONICAS

3.4.2.3.1. PREPARACAO DAS MEMBRANAS IONICAS

Outra técnica empregada foi o uso de membranas i0nicas. Nessa técnica o
complexo de ruténio foi imobilizado, fisicamente, em trés diferentes membranas
comerciais: Biodyne C (nylon 6,6); Schleicher & Schuell (S&S) ambos com

tamanho de poro de 0,45 um; e Nafion (tiras).

e Polimeros Nao Impressos — NIP

As primeiras membranas i0nicas foram desenvolvidas sem a formacao de
polimeros impressos. Para imobilizagdo do reagente, as membranas foram
cortadas em circulos (1,0 cm de diametro) e cada uma delas foi submersa em 1
mL de solucdo do ligante em duas concentrac¢des distintas: 1,0 x 10” e 1,0 x 10™
mol L™ do complexo de Ru(Il). Posteriormente, as fases sensoras foram agitadas

durante 24 h para adsorver o reagente na membrana.

e Polimeros de Impressao Molecular — MIP

O procedimento experimental executado para o MIP foi semelhante ao
procedimento realizado para preparacdo do NIP, exceto pela presenca do Cu(Il).
Para formagdo da molécula-alvo, duas relacdes estequiométricas Metal-Ligante

foram consideradas: M;L; e M L,. Para a relagdo ML, foram misturados 1 mL

de solucdo de ligante 1,0 x 10™ mol L' e 30,2 uL de solucdo de Cu(Il)
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3,3x 107 mol L. No caso de M, L,, misturou-se a mesma propor¢ao de ligante e

15,1 pL de solucdo de Cu(Il) 3,3 x 10 mol L™.

3.4.2.3.2. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE LIGANTE

Duas diferentes concentragdes de ligante (1,0 x 10° ¢ 1,0 x 10* mol L™)
foram usadas para avaliar o processo de imobilizagdo do reagente nas
membranas idnicas, como pode ser visto na Figura 3.14. Os espectros de emissdo
obtidos para as membranas forneceram maximo de emissdo entre 600 e 605 nm.
Para absorcdo obteve-se comprimento de onda madximo em 460 nm.

Analisando-se a Figura 3.14, observa-se que as membranas imersas em
solucdes mais concentradas favoreceram o aumento da intensidade de emissao,
onde Biodyne C apresentou o melhor sinal analitico, seguido de S&S. O Nafion
apresentou intensidade préxima de zero, neste caso, concentragdes mais baixas
deveriam ser investigadas para tentar eliminar efeitos de espalhamento de luz e
obter um melhor sinal de fluorescéncia. Resolveu-se ndo mais utilizar o Nafion e
medidas subseqiientes foram feitas com as outras membranas usando-se a

concentracio de 1,0 x 10™ mol L' para imobilizacdo do reagente.
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Figura 3.14. Espectros de emissdo obtidos para membranas idnicas em diferentes

concentragdes de indicador. (A 460 nm, fendas de excitacdo e emissdo: 10 nm).

As membranas de Biodyne C e S&S foram postas em uma solugcdo de
Cu(ID) 1,0 x 10" mol L' e novos espectros foram adquiridos. Neste caso, ndo foi
observada sensibilidade ao metal. Para avaliar o efeito de difusdo do cobre na
fase sensora, um estudo cinético também foi realizado e verificou-se que a
resposta ndo se modifica em fun¢do do tempo, comprovando a baixa

sensibilidade do sensor.

3.4.2.3.3. ESTUDO DA ESTEQUIOMETRIA METAL-LIGANTE

Os préximos testes foram executados variando-se a estequiometria Metal-
Ligante. A Figura 3.15 ilustra os resultados obtidos para todas as membranas

i0nicas com e sem MIP.

91



Capitulo 3. Sensores Luminescentes

700
a Biodyne C 1 (b S&S
00 @ y 400 (b)
—L —0L
500 — ML, 3004 — ML,
400+ — ML,
© ©
3 300- 3 200-
2001
100-
100- A
0~ 04
500 550 600 650 700 750 500 550 600 650 700 750
%/ nm %/ nm

Figura 3.15. Espectros de emissdo obtidos para membranas idnicas com diferentes
estequiometrias Metal-Ligante (M,L;, ML) (a) Biodyne C, (b) S&S. (A 460 nm, fendas

de excitacao e emissdo: 10 nm).

Membranas preparadas na presenca de cobre favorecem o processo de
supressao de fluorescéncia independente da relacdo estequiométrica entre metal e
indicador, como pode ser visualizado na Figura 3.15, onde se observa o
quenching para as relagdes 1:1 e 1:2. Considerando-se a relacio M;L,, nota-se
que Biodyne C suprime 3 vezes mais fluorescéncia que S&S, por isso essa
membrana foi escolhida para dar continuidade as andlises.

Um estudo de pH (2-10) também foi realizado usando-se a membrana
Biodyne C para verificar o comportamento do ligante imobilizado, entretanto,
nenhuma modifica¢do dos espectros de emissao foi verificada. Diferentes fluxos
de solugio de HC1 0,1 mol L' foram passados através da membrana e verificou-
se que com esta concentracdo de dcido ndo foi possivel extrair o cobre da fase
sensora. Foi necessdrio 4h para retirada do metal, demonstrando que a fase
sensora € praticamente irreversivel e por isso ndo pode ser empregada para

construcdo de um sensor.

92



3.4.24. SOL-GEL

3.4.2.4.1. SINTESE DO SOL-GEL

Para otimizar a composicdo do sol-gel, nove diferentes materiais foram

sintetizados e divididos em duas classes principais: NIP e MIP, os quais foram

Capitulo 3. Sensores Luminescentes

baseados e adaptados no procedimento experimental proposto por Moreno

(Moreno, 1994).

e Polimeros Nao Impressos — NIP

Os polimeros ndo impressos foram preparados utilizando-se apenas o

complexo de ruténio e quatro diferentes precursores poliméricos. As quantidades

empregadas de cada componente estdo descritas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Composicdes de sol-gel empregadas para sintese do NIP.

Componentes Sol-gel

(mL) A B C D
TMOS* 5 - 6

MTES* - 2,5 4 mL de sol-gel A -
DMDMS* - - + 2,5
MeOH 6 3 4 mL de sol-gel B 3
Solucio (a) 0,8 0,48 1,2
H,O 2,4 1,2 1,2

“Precursor
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Primeiramente foi preparada uma solu¢do (a) contendo 5,87 mg de
complexo, 250 puL de NH;3 1,3 x 10° mol L™ e 9 mL de metanol. O sol-gel A foi
preparado misturando-se 5 mL de TMOS, 6 mL de metanol e 2,4 mL de dgua,
seguido de agitacdo durante 5 minutos. A esta mistura foram acrescentados
0,8 mL da solu¢do (a). A mistura resultante foi coberta com filme pléstico e
mantida em repouso a temperatura ambiente até iniciar o processo de formagdo
de gel  (~ 5 dias). Ap6s a formacgdo do gel, o filme foi perfurado para facilitar a
evaporacao do solvente e acelerar a formacdo de um vidro (s6lido amarelo). O
solido formado foi mantido em estufa (a 45°C) até obten¢do de massa constante
(~ 3 a 5 dias), o qual foi triturado, peneirado (100-150 pum) e armazenado em

local seco. Os materiais B, C e D foram sintetizados de forma semelhante.

e Polimeros de Impressao Molecular — MIP

Os polimeros impressos foram sintetizados usando-se o complexo na
presenca de Cu(Il) junto com os precursores poliméricos. Neste caso, foram
consideradas duas relacdes estequiométricas Metal-Ligante (1:1 e 1:2) e trés
diferentes percentuais de Ligante:Precursor (0,001; 0,01 e 0,1%), onde a %
corresponde ao (n° de mol do ligante / n° de mol do precursor) x 100. A Tabela

3.4 mostra as formulacdes para cada sol-gel.
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Tabela 3.4. Composicoes de sol-gel empregadas para sintese do MIP.

Sol-gel
Componentes M, L, M,L,

E* F* G’ H I

TMOS (mL) 5 2,5 1,9 0,38 -
TEOS (mL) - - - - 2.4

MeOH (mL) 6 3 2,3 0,46 3
Solucio (a) (mL) 0,8 0,4 2,4 4,8 0,4
Cu(NO3), (uL) 88 09 132 264 22
H,O (mL) 2,2 1,18 1,27 1,10 1,28

Ligante:Precursor = *0,001; ° 0,01; € 0,1%

O sol-gel E foi desenvolvido a partir de duas solucdes (1) e (2). A solugdo
(1) foi preparada misturando-se 0,8 mL da solucdo (a), 88 puL de solu¢do de
Cu(NO3), 4,9 x 10° mol L' em MeOH e 112 pL de dgua deionizada. Essa
mistura foi feita para formag¢do do complexo metal-ligante em meio aquoso. A
solucdo (2) foi feita adicionando-se 5 mL de TMOS, 6 mL de metanol e 2,2 mL
de dgua deionizada. Cada mistura foi agitada separadamente durante 5 minutos.
O sol-gel resultante foi obtido misturando-se (1) e (2). Para obten¢ao do sélido,
realizou-se o mesmo procedimento experimental anterior. As demais
composi¢oes foram preparadas de maneira similar. Antes de iniciar as medidas
de fluorescéncia, o ion cobre foi extraido de cada sol-gel usando-se solu¢do de

HC10,1 mol L.
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3.4.2.4.2. AVALIACAO DOS PRECURSORES POLIMERICOS

Primeiramente avaliou-se o desempenho de trés 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
lixiviagdo, indicando que houve uma eficiente interagdo entre o ligante e a rede
de silicato formada, ou seja, a imobilizacdo foi bastante eficaz.

Com a finalidade de avaliar a funcionalidade das fases sensoras, um estudo
cinético foi feito para monitorar a intensidade de fluorescéncia em fungdo do
tempo. A execucdo das medidas foi feita usando-se duas concentracoes de
Cudl), 1,0 x 10% e 1,0 x 10" mol L'. Os resultados foram discutidos
considerando-se a razdo da intensidade de emissdo do ligante livre (Ip) e do
ligante na presencga de cobre (I), como pode ser visto na Figura 3.16. O sol-gel B
nao foi incluido nos resultados porque apresentou baixa intensidade de

fluorescéncia na auséncia do supressor (ions Cu(II)).
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Figura 3.16. Resposta do sol-gel (NIP) em fun¢do de diferentes concentracdes de Cu(II)
em tampao fosfato 5,0 x 10%mol L™ pH 7,0; média de duas réplicas. (A 460 nm, A.,, 590

nm, fendas de excitacdo e emissdo: 3 nm).

Analisando-se a Figura 3.16, nota-se que as matrizes sol-gel ndo
conseguem detectar fons cobre em baixas concentracdes (1,0 x 10™ mol L™).
Apenas o sol-gel A, composto somente por TMOS, mostrou-se sensivel ao ion
cobre na concentragio de 1,0 x 10" mol L. As matrizes também foram
analisadas em outros valores de pH (8-10), todavia nenhuma resposta ao metal
foi observada. Dessa maneira, pode-se dizer que a mistura de diferentes
precursores nao forneceu melhores respostas, indicando que a modificacdao no
grau de reticulagdo ndo facilitou a complexagdo do ion metélico.

Para finalizar esta etapa, concluiu-se que TMOS é o precursor mais
adequado para dar continuidade as demais investigacdes. Deste ponto em diante,

serao abordados os materiais baseados em MIP.
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3.4.2.4.3. AVALIACAO DA ESTEQUIOMETRIA METAL-LIGANTE

Novas fases sensoras foram sintetizadas baseando-se no sol-gel A.
Polimeros de impressdo molecular foram desenvolvidos a partir desta
composicdo. As andlises foram feitas considerando-se duas estequiometrias
Metal-Ligante: M;L; e M;L,, representadas pelas matrizes E e F,
respectivamente. Além disso, outro precursor foi avaliado: TEOS (sol-gel I).

Para avaliar a sensibilidade desses novos materiais, outro estudo cinético
foi desenvolvido para trés concentracdes de Cu(Il): 1,0 x 107; 1,0 x 107 e

1,0 x 10" mol L™, conforme Figura 3.17.

| B 10x10°mol L’
6,0 B 1,0 x 10°mol L™
1 [ 11,0x 10" mol L™

sol-gel E | sol-gel F | sol-gel G | sol-gel |

Figura 3.17. Resposta do sol-gel (MIP) em fun¢do de diferentes concentragdes de Cu(Il)
em tampao fosfato 5,0 x 10 mol L™ pH 7,0; média de duas réplicas. (A 460 nm,

em. 590 nm, fendas de excitacdo e emissdao: 3 nm).
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Observa-se que todas as matrizes apresentaram respostas significativas
para as trés concentragdes analisadas. A melhor resposta foi obtida para o sol-gel
F, sugerindo que a estequiometria ML, fornece uma melhora na resposta
analitica comparada a M;L;. Com relacdio ao sol-gel I, ocorreu um
comportamento atipico, o sinal decresceu com o aumento da concentra¢ao do ion
metdlico. Desse modo, o TEOS ndo € um precursor adequado para o estudo em
questao e foi excluido das avalia¢des. Nesta etapa o sol-gel F foi escolhido como
a fase sensora mais adequada.

A composicdo H ndo foi analisada porque apresentou intensidade de
fluorescéncia proxima de zero. Provavelmente, isto ocorreu devido a elevada
quantidade de ligante que pode ter provocado auto-absor¢do. Por esta razio, esta

fase sensora foi descartada.

3.4.2.4.4. AVALIACAO DA ESTEQUIOMETRIA LIGANTE-PRECURSOR

A ultima avaliacao 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
composi¢do mais apropriada continuou sendo o sol-gel F, apesar do sol-gel G
também ter apresentado uma resposta satisfatoria.

Ap6s cada medida, tentou-se extrair o metal do sol-gel usando-se solucoes
de acido cloridrico e EDTA. No entanto, em nenhum dos casos observou-se a
regeneracdo da intensidade de emissdo Iy (sol-gel na auséncia de cobre),

comprovando a ndo regeneragdo da fase sensora.
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Levando-se em consideragdo o processo de otimizacdo da matriz sol-gel, é
possivel afirmar que a composi¢cdo mais adequada foi desenvolvida a base de
MIP, sendo constituida pelo precursor TMOS, com uma relacdo Metal:Ligante
(1:2) e Ligante:TMOS (0,001%). Essa composi¢ao corresponde ao sol-gel F.

Até o presente momento, verificou-se que o sol-gel foi o unico material
que forneceu resposta a ions Cu(Il) em meio aquoso. Esse material também
apresentou uma importante vantagem: “auséncia de lixiviacao”. Apesar disto,
nao se pode afirmar que este material é adequado para construgdo de fases
sensoras sensiveis a ions cobre, visto que mostrou-se insensivel a concentracdes
inferiores a 1,0 x 10° mol L. Além do mais, essa fase sensora apresenta
desvantagens do ponto de vista de sensores Opticos, uma vez que nio €&

reversivel, nem mesmo regenerdvel.

3.4.2.5. NANOPARTICULAS DE SILICA LUMINESCENTES

3.4.2.5.1. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE SILICA

A sintese das nanoparticulas de silica foi feita empregando-se o método
Stober (Stober & Fink, 1968). Para sintetizd-las, criou-se uma nova estratégia de
imobilizacdo, onde o reagente luminescente foi adicionado na sintese em
diferentes estagios de reacdo. Esta estratégia foi adotada com a finalidade de
imobilizar o reagente em distintas camadas da nanoparticula de silica. Assim,
uma série de nanoparticulas de silica dopadas com complexo de Ru(Il) foi
preparada pela adi¢cao do complexo em quatro diferentes tempos da reagdo: 0, 3,
6 e 8 h (Yang et al., 2010).

Oito diferentes nanoparticulas de silica foram desenvolvidas a partir de
polimeros impressos € ndo impressos, como serd visto mais adiante.
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A composi¢do para a sintese foi feita baseando-se no procedimento experimental

otimizado por Chung et al. (2006).

e Polimeros Nao Impressos - NIP

Para sintese dos NIPs foram preparadas quatro solug¢des, cada uma

contendo a composicao apresentada na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Composicdoes das solucdes empregadas na sintese das

nanoparticulas.
Componentes Volume / mL Concentraciio / mol L
TEOS 0,17 0,05
NH; 0,60 0,57
Agua deionizada 0,15 0,60
Etanol 14,0 -

Para imobilizar o reagente na silica, 3 mL de solucdo etandlica de
complexo de Ru(Il) (1,42 x 10™ mol L) foi adicionada em cada solu¢do em
diferentes tempos de reacdo: 0, 3, 6 e 8 h.

As misturas foram aquecidas, simultaneamente, a 60°C durante 10 h sob
agitacdo magnética a 400 rpm. Um sistema montado em série e equipado com
um banho termostatizado foi utilizado no procedimento de sintese, como pode
ser visualizado na Figura 3.18.

ApOs a sintese, as particulas foram isoladas por centrifugagdo (4000 rpm /
25 min) para possibilitar a retirada do solvente do meio reacional. Em seguida,
foram lavadas trés vezes com 15 mL de etanol para remover a quantidade de
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complexo que ndo reagiu. Por fim, as nanoparticulas foram secadas em estufa a

60°C por 1 h e armazenadas em frascos de vidro. Uma massa de 30 — 60 mg de

nanoparticula foi obtida em cada sintese.
obtiveram-se quatro nanoparticulas,

Apos o processo de sintese,
denominadas por NIP-0, NIP-3, NIP-6 e NIP-8, onde 0, 3, 6 e 8 correspondem

ao tempo (h) de adi¢do do reagente na reacao.

(sEm)
o0

BoH

Figura 3.18. Esquema do sistema utilizado na sintese das nanoparticulas de silica pelo

método Stober (autora: Juliana Santiago).
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e Polimeros de Impressao Molecular — MIP

Os MIPs foram preparados empregando-se o mesmo procedimento
experimental das nanoparticulas de NIP, exceto pela presenca do template.

O procedimento de sintese das nanoparticulas de MIP foi feito em duas
etapas. Primeiro foram preparadas quatro solu¢des idé€nticas aos NIPs.
Posteriormente, preparou-se uma solu¢io contendo complexo de Ru(Il) (509 uL;
8,31 x 10™ mol L'l) e Cu(Il) (650 pL; 1,0 x 10° mol L'l) para formar o complexo
metal-ligante na propor¢do M;L,. Um pequeno excesso de cobre foi adicionado
para garantir que todo ligante presente no meio fosse complexado pelos ions
cobre.

ApOs o processo de sintese, obtiveram-se quatro novas nanoparticulas de
MIP, denominadas por MIP-0, MIP-3, MIP-6 ¢ MIP-8.

As nanoparticulas obtidas para os polimeros impressos € ndo impressos

estdo ilustradas na Figura 3.19.

Figura 3.19. Fotografia das nanoparticulas de silica baseadas em NIP e MIP.
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3.4.2.5.2. ESTRATEGIA DE IMOBILIZACAO DO COMPLEXO DE
Ru(Il) NA SILICA

A Figura 3.20 mostra o esquema proposto para preparacao das
nanoparticulas de silica pelo método Stober. Neste esquema € possivel ter uma
idéia de como ocorre a imobilizacdo do complexo de Ru(Il) nas particulas de

silica, adicionando-se o reagente luminescente em diferentes estagios de sintese.

Oh 1h 3h 6h 8h
,CaHs
. ya I O
Hidrdlise e & 29, : 3 N
condensagdo  H,C;0"] ‘o\ 3 :‘:f
de TEOS HsC, CzHs

o+ .
Adsorcao | .
s A
eletrostatica Hng—O’é I‘o\ 2, ' '

°o &
do reagente HsC) CoHs ¢
* [Ru(phen),HAIP](PFy),

Figura 3.20. Representacdo da estratégia de imobilizacdo do complexo de Ru(Il) na silica

Reagente
dopado com
NPdessilica

durante o processo de sintese (adaptado de Yang et al., 2010).
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A sintese se processa basicamente em trés etapas: (1) hidrélise e
condensacdo do TEOS, (2) adsorcdo eletrostitica do complexo de Ru(Il) na
silica e (3) incorporacao do complexo de Ru(II) no interior da silica formada.

Nas etapas (1) e (2) ocorre a interacdo eletrostatica da carga positiva do
complexo de Ru(Il) com a carga negativa do Si-O- proveniente da hidrolise e
condensacdo do TEOS. Na etapa (3) ocorre o crescimento da nanoparticula e a
incorporacdo do reagente em diferentes camadas da silica formada. A terceira
etapa € fundamental para compreender a estratégia de imobilizacdo do reagente.

Maiores detalhes serao discutidos mais adiante.

3.4.2.5.3. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS DE SILICA

A caracterizagdo das nanoparticulas de silica foi realizada empregando-se
a microscopia eletronica de transmissao (TEM) com a finalidade de verificar o
tamanho das particulas formadas. A Figura 3.21 ilustra a imagem de TEM para

as nanoparticulas analisadas.
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Figura 3.21. Imagens de TEM das nanoparticulas de silica para NIP-0 e NIP-8.

As imagens de TEM para NIP-0 e NIP-8 informam que as particulas
apresentaram didmetro em torno de 10-20 nm e morfologia esférica similar.

O tamanho das particulas preparadas a Oh e 8h de sintese praticamente nao
varia a medida que se avanca o tempo de reacdo, devido ao crescimento

uniforme da camada de silica (Yang et al., 2010).
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Além da andlise de microscopia realizou-se também um mapeamento para
verificar o posicionamento do complexo de ruténio na camada da silica. Esta
andlise foi feita para comprovar a validade da estratégia de imobilizacdo adotada.
Os resultados obtidos indicaram que € possivel identificar o ruténio na silica.
Entretanto, devido ao elevado grau de aglomeracdo e ao pequeno tamanho das
particulas nao foi possivel obter uma imagem com resolucdo adequada capaz de

mapear ruténio no centro e na superficie da silica.

3.4.2.5.4. ESTUDO DE INTERFERENTES

O estudo de interferentes foi realizado para avaliar a seletividade do NIP-8
na presenca de outros ions metalicos. Para tal estudo foram testados os seguintes
cations: Zn(Il), Hg(II), Pb(II), Ni(Il), Cd(Il) e Fe(II). As medidas foram feitas
em solucdo de tampao fosfato pH 8,0 fixando-se a concentracdo de Cu(Il) e dos
demais ions metalicos em 1,0 x 107 e 5,0 x 10° mol L, respectivamente.

A Figura 3.22 mostra a intensidade de fluorescéncia da NP em fun¢ao dos
cations analisados. Os resultados demonstraram que o nanosensor para Cu(Il) foi
altamente seletivo e nao apresentou interferéncia para nenhum dos ions
investigados nesta propor¢do, o0 que constitui uma importante vantagem visto que
alguns nanosensores desenvolvidos sofrem interferéncia de Ni(Il) (Brasola et al.,
2003; Ramazzo et al., 2005) e Zn(11) (Zheng et al., 2010).

A seletividade obtida revela de fato que a determinacdo de fons Cu(II)

pode ser realizada na presenga do excesso de fons interferentes.
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Figura 3.22. Interferéncia de outros fons metélicos com cobre ([Cu(Il)] = 1,0 x 10” mol L™,

[metais] = 5,0 x 10° mol L™, [tampdo fosfato] = 43,5 mmol L' pH 8,0).

3.4.2.5.5. AVALTACAO DAS NANOPARTICULAS DE NIP E MIP

Para avaliar o comportamento das nanoparticulas a base de NIP e MIP,
espectros de fluorescéncia foram adquiridos em tampdo fosfato pH 7.0
(5,0 x 10 mol L) na auséncia de fons cobre. A Figura 3.23 mostra os espectros

obtidos para as NPs preparadas pela adicdo do complexo em diferentes tempos

de reacao.
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(b) ——NIP
—— MIP
0 3 6 8
Tempo/h

Figura 3.23. (a) Espectros de emissdo das NPs em diferentes tempos de adi¢do do

complexo na reacao (0, 3, 6 e 8h), (b) miaximos de emissdo obtidos para cada

nanoparticula. (A.. 450 nm, fendas de emissao e excitacdao: 10 nm; [NP] = 0,33 mg mL™).

Observa-se que as nanoparticulas apresentaram bandas de emissdo com

intensidade méxima em torno de 590 nm. Os comprimentos de onda de absor¢do

e emissao encontrados estao indicados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Comprimentos de onda mdximos obtidos para as nanoparticulas.

Nanoparticulas Aem./NIM
NIP-0 586
NIP-3 594
NIP-6 595
NIP-8 596
MIP-0 586
MIP-3 590
MIP-6 594

Aex. 450 nm para todas as NPs
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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 apés 3h
de sintese. Um comportamento similar € verificado para os MIPs. Esse
deslocamento das bandas de emissao indica que o tempo de adi¢do do reagente
na sintese afeta as propriedades de emissdo das nanoparticulas até 3h de reacao.
Essa hipotese também pode ser confirmada pela variacdo na intensidade de
emissdao do complexo imobilizado.

A variagdo na intensidade e nas bandas de emissdo das nanoparticulas
pode ser explicada a partir das informagdes contidas nas Figuras 3.20 e 3.23.
Analisando-se os polimeros ndo impressos, verifica-se que a maxima intensidade
de emissao foi atingida quando o reagente foi adicionado em 3h de sintese, onde
NIP-3 € cerca de 2,5 vezes maior que NIP-0.

A Figura 3.23.b mostra claramente o comportamento de cada
nanoparticula em funcao das suas intensidades de fluorescéncia. Nota-se que o
sinal analitico aumenta de NIP-O 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 variacao na intensidade de fluorescéncia é causada por dois
efeitos principais: “agrega¢ao das moléculas de ruténio nas particulas de silica” e
a “espessura da camada de protecdo da silica”. Ou seja, quando o reagente ¢
adicionado até 3 h de reacdo, as moléculas de ruténio interagem rapidamente
com as particulas primdrias e os oligdbmeros do meio reacional. Essa rdpida
interagdo aumenta a agrega¢ao das moléculas de Ru(II) nas particulas formadas e
conseqiientemente, intensifica-se o sinal de fluorescéncia. Por este motivo,
ocorre um aumento continuo da intensidade de emissdo até 3h de reacgdo.

Quando o reagente € adicionado apds 3h de sintese, os oligdmeros e
particulas primdrias ja foram praticamente consumidos e, neste caso,

predominam as particulas secunddrias que sdo mais uniformes. Neste estagio, as
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moléculas de Ru(Il) sdao absorvidas na superficie das particulas secunddrias e a
camada de protecdo da silica cresce na superficie das particulas pela deposicio
dos mondémeros remanescentes. A intensidade de emissdo diminui
gradativamente porque a espessura da camada de silica torna-se mais fina a
medida que se aumenta o tempo de reacao e, neste caso, as moléculas de rut€nio
estdo mais proximas da superficie da particula, sendo mais facilmente afetada
pelo oxigénio do ar e pelo solvente do meio. Provavelmente, a intensidade de
fluorescéncia decai porque o oxigénio atua como um efetivo supressor da
fluorescéncia (Juris et al., 1988; Yang et al., 2010).

O mesmo comportamento € observado para os MIPs, a intensidade de
emissdo aumenta de MIP-O para MIP-3 e diminui de MIP-3 para MIP-6.
Verifica-se também que os sinais analiticos de todos os MIP sdo inferiores aos
valores obtidos para os NIP. No caso do MIP-0 a emissdo é cerca de 3,3 vezes
menor que NIP-0 e esse efeito € ainda mais pronunciado no tempo de 6h (MIP-6)
quando a intensidade de emissdo se aproxima de zero. Essa queda de sinal ocorre
porque o cobre atua como supressor da fluorescéncia da molécula de ruténio,

indicando que polimeros de impressao molecular foram realmente produzidos.

3.4.2.5.6. ESTUDO DE pH

Este estudo foi elaborado com a finalidade de avaliar o perfil das
nanoparticulas em diferentes valores de pH (2-11). Para tal, foram consideradas
as variagdes de intensidade de emissdo e os comprimentos de onda maximos
obtidos. Em solu¢do, o complexo de ruténio apresenta excelente seletividade ao
cobre em pH 7,0 (secdo 3.4.1.2). Uma vez imobilizado na silica, o ligante pode
ter sofrido alteragcdes nas suas propriedades de emissdo, por isso um novo estudo

de pH foi requerido. Para exemplificd-lo, duas nanoparticulas foram escolhidas
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para realizacdo das medidas, NIP-O e NIP-6. A Figura 3.24 mostra a resposta

obtida para as NPs com e sem adi¢@o de ions cobre.

|/u.a

600
6004 NIP-0 I sem Cu(ll)
500 - I com Cu(ll)
500
400-
400-
< 300 -
> S 3004
200
100
100
0_
T T T T T T 0_
500 550 600 650 700 750 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A/nm pH
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Figura 3.24. Espectros de emissdo das nanoparticulas em diferentes valores de pH: (a)
NIP-0 na auséncia de Cu(Il) e (b) NIP-0 na presenca de Cu(Il), (c) NIP-6 na auséncia de
Cu(Il) e (d) NIP-6 na presenga de Cu(Il). (Ae. 450 nm, fendas de emissao e excitacao: 10
nm, [NP] = 0,33 mg mL™, [tampdo fosfato] = 5,0 x 10% mol L, [Cu(ID] = 1,0 x 10*

mol L™). Média de duas réplicas.
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Na Figura 3.24 verifica-se que NIP-0 nio foi capaz de detectar cobre na
faixa de pH analisada. Essa falta de sensibilidade pode ser justificada pela nio
supressao de fluorescéncia, visto que o comprimento de onda maximo manteve-
se praticamente constante (~ 590 nm) em todos os valores de pH. Além disso,
nenhuma variacdo significativa nas intensidades de emissdo da NP com e sem
adicdo de Cu(II) foi observada, como mostra a Figura 3.24.b. Isto significa que o
complexo nao foi afetado pela acidez ou basicidade do meio, sugerindo que os
sitios ativos da molécula de ruténio nio estdo disponiveis para complexac¢ao do
Cu(Il), uma vez que ndo foram protonados ou desprotonados.

Esta teoria condiz com o esquema proposto na Figura 3.20, onde o
complexo de Ru(Il) estd totalmente incorporado no centro da particula, de
maneira que a espessa camada de protecdo da silica impede a interacdo metal-
ligante. Por isso, nenhuma supressao de fluorescéncia foi observada.

Por outro lado, quando o reagente € adicionado no tempo de 6 h de reacdo
(NIP-6), as moléculas tendem a se imobilizar na superficie da particula, em vez
de localizar-se no centro. Neste caso, a camada de protecdo da silica é menos
espessa e nao impede a interacdo metal-ligante, facilitando a complexacado do ion
metdlico. Esse efeito também pode ser evidenciado pelo deslocamento das
bandas de emissdo de NIP-6, que variaram de 595 a 608 nm. Com a variacdo do
pH a resposta ao cobre pode ser facilmente visualizada na Figura 3.24.d, onde
NIP-6 consegue detectar Cu(Il) a partir de pH 6,0 quando ocorre a primeira
supressao de fluorescéncia.

Para finalizar esta discussdo, conclui-se que a estratégia adotada faz com
que o reagente ndo perca suas propriedades luminescentes quando imobilizado
na silica. Estes resultados confirmam a hipdtese de que a sensibilidade das NPs

depende do posicionamento das moléculas do ligante na particula de silica. Com
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base nisso, pode-se afirmar que o desempenho das nanoparticulas depende do pH

e do tempo de adi¢do do complexo nos diferentes estidgios da sintese.

3.4.2.5.7. REGENERACAO DO SINAL ANALITICO DO MIP

Na sintese dos MIPs, as nanoparticulas foram preparadas com o cobre ja
complexado pela molécula do ligante. A formagcdao do complexo metal-ligante
provoca a supressdo de fluorescéncia do reagente. Para regenerar a intensidade
de fluorescéncia é preciso utilizar uma espécie que seja capaz de remover o ion
Cu(Il) do MIP. Geralmente, utilizam-se solucdes de acidos diluidos ou EDTA.
Antes de iniciar as medidas de fluorescéncia foi necessdrio, primeiramente,
extrair o fon metdlico das particulas para regenerar o sinal analitico. Neste
trabalho empregou-se HC1 0,5 mol L' como solucdo regeneradora. Com base
nisso, um breve estudo cinético foi desenvolvido com a finalidade de avaliar a
recuperacao do sinal analitico em funcdo do tempo e analisar qual MIP
apresentou uma resposta mais rapida e efetiva.

Primeiramente, misturou-se 0,50 mL de NP 2,5 mg mL'l, 2 mL de solugdo
de tampdo fosfato 5,0 x 10 mol L' (pH 7,0) e registrou-se os espectros de
emissado de cada nanoparticula. Em seguida, adicionou-se 1 mL de
HC1 0,5 mol L™ em cada mistura e novos espectros de emissio foram obtidos em
trés tempos distintos: 1 min, 30 min e 48 h.

A Figura 3.25 mostra a intensidade do sinal analitico dos polimeros
impressos em fun¢do do tempo e seus comprimentos de onda maximos. As
linhas pontilhadas da Figura 3.25.a indicam as intensidades de emissdo maximas
obtidas para cada NIP. Estas intensidades foram usadas como valor de referéncia
a fim de compara-las com o sinal mdximo obtido para cada MIP apés a extracdo

dos ions cobre.
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Figura 3.25. Resultados obtidos para (a) regeneracao da intensidade de emissao dos MIPs,

onde as linhas pontilhadas indicam as intensidades de emiss@do maxima obtidas para cada

NIP usados como valores de referéncia;

(Aex. 450 nm, fendas de emissao e excitagdo:

(b) Ansx. de emissio em funcdo do tempo.
10 nm).
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Observa-se que a regeneracdo do sinal analitico € bastante significativa no
tempo de 1 min, enquanto que em 30 min e 48 h o sinal aumenta lentamente. Isto
indica que a extracdao do ion metdlico € bastante rapida e eficaz.

Comparando-se MIP e NIP, verificou-se que apds extracao dos ions 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 recuperagao
do sinal € diretamente proporcional ao tempo de adi¢do do reagente na reacgao.
Por esta razdo, a retirada de Cu(Il) é mais eficiente para MIP-6 que para MIP-O0.
Isto também pode ser confirmado através do deslocamento das bandas de
emissdo das nanoparticulas, que ocorre devido a presenca do ligante livre, como
mostra a Figura 3.25.b. O comprimento de onda miximo varia de 586 nm para
618 nm. Para todos MIPs, nos primeiros segundos de reagdo ocorre um brusco
deslocamento das bandas de emissdo, que se mantém praticamente constante
ap6s um minuto de reacdo, sugerindo que praticamente todo cobre foi extraido.

A remoc¢ao do template é uma etapa fundamental na obtencao de um MIP
devido a fragilidade mecanica dos sitios de reconhecimento molecular. Assim
sendo, pode-se afirmar que nanoparticulas de MIP foram preparadas com

sucesso, uma vez que a remocao do ion foi feita sem grandes dificuldades.

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

O estudo de pH na secdo 3.4.2.5.6 apresentou uma breve resposta para
deteccdo de fons cobre a uma concentragdo constante de 1,0 x 10™ mol L™,

usando-se apenas NIP-0 e NIP-6 como exemplo.
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Nesta etapa do trabalho um estudo mais detalhado serd apresentado para
cada nanoparticula, incluindo NIP e MIP, em diferentes concentracdes de ions
cobre. Os resultados foram avaliados considerando-se a razdo das intensidades
de emissdo do complexo livre e do complexo na presenca de cobre (II), como

sera visto mais adiante.

e Polimeros Nao Impressos — NIP

Para execucdo dessas medidas, aliquotas de uma solugcdo aquosa de Cu(II)
1,0 x 10 mol L' foram adicionadas em uma mistura de 0,30 mL de NP
2,5 mg mL" e 2 mL solugdo de tampdo fosfato 5,0 x 10” mol L™ (pH 7,0).

Para a constru¢do da curva analitica, foram feitas medidas fluorescéncia
antes e apos a adi¢do de fons cobre na mistura contendo as nanoparticulas.

A Figura 3.26.a mostra a resposta das nanoparticulas em fungdo da
concentracio de Cu(Il) no intervalo de 4,3 x 10°a 1,7 x 10" mol L. A correcdo

da diluicdo foi feita para cada concentracao.
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Figura 3.26. (a) Resposta do NIP em fun¢do da concentragdo de Cu(Il). (b) Resposta do
NIP-8 para Cu(Il) em diferentes valores de pH. (A 450 nm, A, 595 nm, fendas de
emissdo e excitagdo: 10 nm, [NP] = 0,33 mg mL™, [tampao fosfato] = 43,5 mmol LY.
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Na Figura 3.26 a razdo da intensidade de emissdo (Ip/I) mostra que a
sensibilidade das nanoparticulas para fons cobre é diretamente proporcional ao
tempo de adicdo do complexo na reagdo, isto €, aumenta de NIP-3 para NIP-8.
Nenhuma resposta foi observada para NIP-0 e a detec¢ao de Cu(Il) somente foi
constatada quando se utilizou nanoparticulas preparadas a partir de 3h de reacao.

Esse griafico demonstra claramente a teoria proposta pela estratégia de
imobilizacdo adotada, onde as moléculas do complexo de rut€nio se aproximam
cada vez mais da superficie da particula a medida que se aumenta o tempo de
reacao.

Uma avaliacdo mais criteriosa pode ser feita, por exemplo, com base no
I/I obtido para a concentracdo de 1,7 x 10™ mol L' de Cu(Il). Neste ponto
encontraram-se os seguintes valores: 1,16; 2,45; 2,81 e 3,10 para NIP-0, NIP-3,
NIP-6 e NIP-8, respectivamente. Esta proporcionalidade entre os valores
encontrados explica a eficiéncia da estratégia proposta e demonstra que a posicao
da molécula na silica € realmente responsdvel pelo aumento da resposta analitica.

Os estudos preliminares indicaram que NIP-8 foi a fase sensora que
forneceu a melhor sensibilidade ao cobre. Uma nova medida com NIP-8 foi feita
em tampdo fosfato pH 8,0 para tentar melhorar a resposta analitica. A Figura
3.26.b mostra a curva obtida para esta nanoparticula em pH 7,0 e 8,0. Os
resultados indicaram que a sensibilidade de NIP-8 em pH 8,0 é maior que em

pH 7.0.

e Polimeros de Impressao Molecular — MIP

Antes de iniciar as medidas foi necessario extrair o ion cobre do MIP

formado. O procedimento adotado foi similar ao utilizado para regeneracao do
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sinal analitico (secdo 3.4.2.5.7). Basicamente, o experimento obedeceu a
seguinte ordem:
(a) Extracdo do ion metalico com 4cido cloridrico;
(b) Centrifugacao para separacao de Cu(Il) e recuperacao das particulas;
(c) Aquisicdo dos espectros de emissdo (Ip) apds a extracdo (sinal de
referéncia);
(d) Adic¢ao de ions Cu(Il) em diferentes concentracoes;

(e) Aquisicao dos espectros de emissdo (I) na presenga de cobre.

A resposta dos MIPs para diferentes concentragdes de cobre sdo mostradas

na Figura 3.27.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[Cu(ll)]/ 10° mol L™

Figura 3.27. Resposta do MIP em funcdo da concentracdo de Cu(Il). (Aex. 450 nm, Ay, 595
nm, fendas de emissdo e excitacdo: 10 nm, [NP] = 0,33 mg mL™", [tampdo fosfato] = 43,5

mmol L™). Média de duas réplicas.
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Os resultados obtidos no griafico acima mostram que os MIPs ndo
apresentaram uma resposta satisfatoria para Cu(Il), exceto MIP-3 que mostrou
uma pequena sensibilidade. MIP-0 ndo foi medido porque provavelmente nao
apresentaria resposta ao metal por causa da sua posi¢ao na silica.

Apesar desses resultados ndo terem sido satisfatorios, ndo se pode afirmar
que o polimero impresso ndo apresenta sensibilidade ao cobre, j& que nao foi
possivel medi-lo adequadamente. Apds a etapa de centrifugacdo houve perda das
nanoparticulas, de maneira que ndao foi possivel manter o sinal de referéncia
inicial para compara-lo com o sinal na presenca de Cu(Il).

Em decorréncia disto, optou-se pelo uso dos polimeros nao impressos para
dar continuidade as investigacoes. Apesar de ndo ter sido possivel medir o MIP,
outros estudos devem ser realizados para avaliar sua real sensibilidade e
compara-lo com os polimeros ndo impressos.

Uma vez estabelecida a sensibilidade dos polimeros nao impressos ao ion
cobre, o préximo passo consistiu na avaliacio do desempenho analitico do

nanosensor desenvolvido.

3.4.2.5.9. DESEMPENHO ANALITICO DAS NPs

O desempenho analitico das nanoparticulas foi avaliado fazendo-se todas
as medidas em solucdo de tampido fosfato 43,5 mmol L™ em pH 8,0, mantendo a
concentracdo constante de 0,33 mg mL' de NIP-8. As condicdes analiticas
também foram mantidas constantes: A 450 nm, A.n 595 nm e fendas de

emissao e excitacdo de 10 nm.
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3.4.2.5.9.1. Limite de Deteccao e Quantificacao

Os Limites de Detec¢ao e Quantificacdo encontrados para o nanosensor
foram respectivamente 0,30 pmol L'e 1,0 pmol L de cobre, considerando-se
20 medidas do branco. Os cdlculos foram realizados com base nas seguintes
equagoes:

LD.=3S,/m L.Q.=10Sy/m

Onde, Sy, € o desvio padriao do branco e m € a inclina¢do da curva analitica.

3.4.2.5.9.2. Tempo de Resposta (tygs,)

Para obter o tempo de resposta, registraram-se o0s espectros de
fluorescéncia antes e apos adi¢do do ion cobre na solucdo contendo a NP. O
tempo de resposta estimado para uma concentracio de 2,0 pmol L™ de Cu(II) foi
inferior a 30 segundos, demonstrando que o nanosensor apresenta uma rapida

resposta ao analito.

3.4.2.5.9.3. Repetibilidade e Reprodutibilidade

Para avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade instrumentais, curvas
analiticas foram construidas para NIP-8 em diferentes concentragdes de Cu(Il).

Para realizar as medidas de repetibilidade trés curvas analiticas foram
construidas no mesmo dia, usando-se a mesma solugcdo de referéncia de NIP-8.
Para as medidas de reprodutibilidade, as curvas foram feitas em trés dias
distintos, utilizando-se trés novas solucdes de referéncia de NIP-8 todas com a
mesma concentracdo de NP. A Figura 3.28 apresenta as curvas analiticas obtidas
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para NIP-8 em diferentes concentracdes de fons cobre e a Tabela 3.7 mostra os

desvios-padrao relativos obtidos para cada ponto da curva.

2,8
| Y=1+0,1938 X
R =0,9949
2,4 -
| Y=1+0,2006 X
R =0,9968
2,0 -
1,6
1,2
’ m  Repetibilidade
® Reprodutibilidade
0,8 . - T - . - . : T

0 2 4 6 8
[Cu(Il)] / pmol L

Figura 3.28. Medidas de repetibilidade e reprodutibilidade para NIP-8 em diferentes
concentragdes de cobre (média de trés réplicas).

Tabela 3.7. Desvios-padrao relativos das medidas das NPs em funcdo da

concentracao de Cu(Il).

% Desvio padrao relativo

[Cu(I)] / pmol L™
Repetibilidade Reprodutibilidade
2 1,2 4,1
4 2,9 2,5
6 1,3 2,6
8 1,9 1,4
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De acordo com equacdo de regressdo linear, observa-se que uma boa
correlacdo linear foi obtida (R = 0,99). A resposta de fluorescéncia do NIP-8
para Cu(Il) apresentou faixa dindmica linear entre 2,0—8,0 pmol L

O desvio-padrao relativo das medidas variou de 1,2 a 4,1 %. Estes
resultados mostram que o sensor desenvolvido apresenta boa repetibilidade e

reprodutibilidade para andlise de fons Cu(Il) em meio aquoso.
3.4.2.9.4. Reutilizacao das nanoparticulas

Uma vantagem das NPs é que podem ser recuperadas ao final de todo o
processo de andlise para posterior reutilizacdo. Essa reutilizacdo depende de dois

fatores fundamentais: regeneracao do sinal analitico e recuperagdo das NPs.

e Regeneracao do Sinal Analitico

Para verificar a regeneracdo das NPs empregou-se 0 mesmo procedimento
aplicado para os MIPs (secdo 3.4.2.5.7). ApOs a realizacdo das medidas de
fluorescéncia, o sinal analitico do nanosensor foi regenerado com dacido
cloridrico e sua reversibilidade foi constatada com base no deslocamento das
bandas de emissdo da nanoparticula que variou de 595 a 615 nm, como mostra a
Figura 3.29 Observa-se que a intensidade de fluorescéncia € totalmente
recuperada e que a variacdo do mdximo de emissao confirma a regeneracdo da

fase sensora.
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500
——NIP-8
615  ——NIP-8 + Cu(ll)
400 - ; —— NIP-8 + Cu(ll) + HCI
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=~ 200-
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0+ :
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Figura 3.29. Regeneracdo do sinal analitico do NIP-8 usando-se HCI 0,5 mol L’
([Cu(I)] = 8,0 umol L™).

¢ Recuperaciao das nanoparticulas

As NPs medidas na presenca de Cu(II) foram coletadas e regeneradas com
acido cloridrico e centrifugadas. As particulas remanescentes foram secadas em
estufa a 60 °C por 1 h e armazenadas em frascos de vidro para serem usadas
novamente.

Para reutilizacdo, preparou-se uma nova solucdo de referéncia com a NP
reutilizada e a partir desta, uma curva analitica em funcdo da concentracdo de
Cu(Il) foi construida. A Figura 3.30 mostra a resposta obtida para a
nanoparticula ndo reutilizada e reutilizada. As medidas foram feitas sob as

mesmas condicdes de medidas mencionadas na secdo 3.4.2.5.9.
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2,5
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Figura 3.30. Curvas analiticas para NIP-8 em funcdo da concentracdo de Cu(Il) com e

sem reutilizacdo da NP. (média de trés réplicas)

A concordancia entre os dados da curva mostra que as nanoparticulas
podem ser reutilizadas com éxito no final do processo de andlise, 0 que constitui
uma importante vantagem para a construcdo de um sensor quimico.

Vale salientar que os estudos apresentados sdo preliminares e por este
motivo, maiores detalhes sobre a vida util das NPs ndo podem ser discutidos. Um
processo de otimizacdo deve ser realizado para saber quantas medidas podem ser
feitas usando-se as mesmas particulas sem que estas percam sua afinidade de

ligagdo com o fon metdlico.
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3.4.2.5.9.5. Comparacao com outros nanosensores

A Tabela 3.8 mostra as caracteristicas analiticas de algumas nanoparticulas
empregadas para determinacdo de fons cobre. Comparando-se a performance
analitica dos nanosensores encontrados na literatura, observa-se que o método
proposto neste trabalho apresenta boa linearidade e sensibilidade, e baixo limite
de deteccdo, indicando que NIP-8 apresentou resultados satisfatorios, sendo
portanto, um nanosensor bastante competitivo comparados as nanoparticulas

encontradas na literatura.
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3.4.2.5.10. APLICACAO ANALITICA

Para demonstrar a viabilidade do sensor, o método desenvolvido foi
aplicado para a andlise de amostras de d4gua mineral e dgua de torneira. Testes de
recuperacdo foram feitos através do método da adicdo de padrio para sete
amostras de dgua mineral e duas de dgua de torneira. As amostras foram
enriquecidas com Cu(Il) em dois niveis de concentracio: 5,0 e 7,0 pmol L. Os

resultados analiticos estdo apresentados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Determinacio de fons cobre em amostras de 4gua mineral e dgua de

torneira.
Cu(II) adicionado
Amostras 5,0 pmol L™ 7,0 pmol L™
Encontrado % Recuperado Encontrado % Recuperado

A 4,79 95,8 6,30 97,1
B 5,48 109,6 7,02 100,3
C 5,03 100,6 6,90 98,6
D 4,46 89,2 6,88 98,3
E 5,06 101,2 6,30 90,0
F 5,02 100,4 6,17 88,1
G 5,12 102,4 6,85 97,9
H 4,60 92,0 6,22 88,9
I 4,86 97,2 6,53 93,3

Agua mineral

Agua de torneira
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Uma curva analitica foi construida para cada amostra e a concentracao
para o célculo de recuperacdo foi obtida a partir de suas respectivas equacodes da
reta. Recuperacoes de 88,1 a 109,6 % foram obtidas indicando que as
nanoparticulas podem ser empregadas para determinacao de Cu(Il) em 4dguas. As
nanoparticulas foram aplicadas com sucesso para andlise de dgua enriquecidas
com Cu(II), demonstrando que o sensor desenvolvido apresenta potencial para

analise de amostras reais.

e Avaliacio de efeito de matriz

Para avaliar o efeito de matriz para diferentes amostras de dgua, foram
preparadas curvas analiticas para quatro amostras diferentes: 4gua deionizada,
dgua mineral, d4gua de torneira e solucdo de tampao fosfato.

As curvas foram construidas com os resultados obtidos em triplicata e a
faixa de concentracdo investigada foi de 2—8 pmol L' de Cu(II). A Figura 3.31
mostra as curvas analiticas obtidas para as amostras de dgua e a Tabela 3.10

apresenta suas respectivas equagdes de regressao linear.

130



Capitulo 3. Sensores Luminescentes
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Figura 3.31. Curvas analiticas obtidas para diferentes amostras de dgua.

Tabela 3.10. Resultados de regressao linear obtidos para amostras de agua.

Amostras

Equacao da reta

Coef. de correlacao linear

Agua deionizada
Agua de torneira
Agua mineral

Tampao fosfato

Y =0,9510+0,1877 X
Y =0,6936 + 0,3961 X
Y =0,9554 + 0,1683 X
Y =1,0190 + 0,1825 X

0,9952
0,9289
0,9910
0,9898

131



Capitulo 3. Sensores Luminescentes

Para analisar o efeito de matriz entre as amostras, foram aplicados cdlculos
da ANOVA para verificar se hd diferenca significativa entre os valores da
inclina¢do da reta obtidos para cada amostra.

Os resultados obtidos aplicando-se o teste F no nivel de 95% de confianga
indicaram que ndo hd diferencas significativas entre as inclina¢des das curvas
analiticas, ja que 0 Feaculado < Frabelado (1,14 < 4,07). Em decorréncia disto, pode-se
dizer que nao ha efeito de matriz para as diferentes amostras de dgua.

Essa informacdo € bastante relevante, indicando que se for aplicado um
tratamento matematico adequado € possivel obter uma equacdo modelo que
possa ser utilizada para calcular a concentragdo de varios tipos de amostras de
agua, sem a necessidade de construir uma curva analitica para cada uma
separadamente. Neste caso, terfamos um processo otimizado para realizacdo da

adicado de padrao.
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3.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram investigados cinco tipos de fases sensoras utilizando-
se o reagente luminescente [Ru(phen),HAIP](PFg), para determinacdo de cobre.
As membranas de metacrilato, PVC e i0nicas nao forneceram resultados
satisfatorios como fase sensora. Por outro lado, a técnica de imobiliza¢do via sol-
gel apresentou resposta analitica a fons cobre e, além disso, ndo sofreu lixiviagao
da matriz. Todavia, indicou baixa sensibilidade e por isso ndo €é adequada para
aplicacao de sensores Opticos.

Dentre as varias técnicas de 1imobilizacdo avaliadas apenas as
nanoparticulas de silica fluorescentes foram capazes de responder a ions cobre de
maneira eficiente, com seletividade e sensibilidade adequadas. A sintese das
nanoparticulas ocorreu de maneira satisfatoria, onde polimeros impressos € nao
impressos molecularmente foram preparados com éxito.

Nanoparticulas de silica fluorescentes foram sintetizadas, caracterizadas e
aplicadas com sucesso na andlise de fons Cu(Il) em amostras de d4gua mineral e
agua de torneira, demonstrando potencialidade para andlise ambiental, uma vez
que oferecem a vantagem de reutilizacao.

A estratégia de imobilizacdo adotada, com base na adi¢do do reagente
luminescente em diferentes tempos de reacdo, foi o fator fundamental para o
desempenho analitico das nanoparticulas, indicando que a sensibilidade para
Cu(I) pode ser ajustada controlando-se as condi¢gdes de sintese.

As nanoparticulas de silica 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 variacoes
nas intensidades de fluorescéncia do reagente imobilizado e fornecer resultados
ndo reprodutiveis. Dessa forma, as nanoparticulas atuam como um sistema de

133



Capitulo 3. Sensores Luminescentes

medida mais simples e eficiente que o sol-gel, sendo este um dos pontos
relevantes desta tese.

As perspectivas deste trabalho sugerem que as nanoparticulas de silica
fluorescentes podem ser utilizadas para determinacdo de outras espécies
metdlicas de interesse ambiental. Além disso, outra perspectiva que se vislumbra
consiste em desenvolver um sistema microfluidico para avaliacdo e controle das

variaveis envolvidas nas medidas das nanoparticulas.
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