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Resumo

DETERMINACAO SIMULTANEA DE METAIS PESADOS EM AGUAS
EMPREGANDO SENSORES FLUORIMETRICOS E CALIBRACAO MULTIVARIADA

O objetivo deste trabalho foi desenvolver sensores fluorimétricos empregando os
reagentes luminescentes ZOX (2-piridin-2-il-benzooxazol), [Ru(s2d).(bim)]* (complexo de
Ru(ll), onde s2d: 1,10-fenantrolina-4,7-di-il) bis(benzenossulfonato e bim: 2,2’-biimidazol)
bpySOH (4-[2-(4-metil-[2,2"] bipiridil-4-il)-vinil]-fenol) e bpySOMA (2-metileno &acido
butirico-4-[2-(4’-metil-[2,2"] bipiridil-4-il)-vinil]-fenil éster) para a determinagao simultanea
de metais pesados em aguas. Os fluoréforos ZOX e [Ru(s2d),(bim)]* ndo forneceram
resultados satisfatorios uma vez que sofreram lixiviagao das matrizes (sol-gel) nas quais
estavam imobilizados. Por outro lado, o reagente bpySOH e seu derivado bpySOMA
forneceram bons resultados na caracterizacdo em solugdo assim como na forma
imobilizada. Estudos espectrofotométricos em solugcdo com o bpySOH demonstraram
estequiometrias de complexagéao ligante:metal de 1:1 para Cd(ll), Ni(ll) e Zn(ll) e de 2:1
para Cu(ll) e Hg(ll). As constantes de estabilidade calculadas através de dados
espectrofotométricos indicaram que os complexos de Cu(ll), Hg(ll) e Zn(ll) sdo os mais
estaveis. Estudos mostraram que Cu(ll), Ni(ll) e Zn(ll) desativam a emissao do ligante,
enquanto Hg(ll) e Cd(ll) incrementam essa propriedade. Experimentos de tempo de vida
demonstraram um mecanismo de supressdo estatica da fluorescéncia para todos os
complexos. Como estratégia de imobilizacao do ligante, avaliou-se uma matriz sol-gel (a
partir do precursor TMOS). Imobilizado, o ligante mostrou resposta reversivel para Cu(ll),
Hg(ll) e Zn(ll). O intervalo de resposta obtido para os ions metalicos foi de 2,50-30,0 pmol
L. A determinagdo simultanea em misturas contendo 2 ou 3 ions foi realizada utilizando
Regressado por Minimos Quadrados Parciais. Os modelos de calibracdo multivariada
apresentaram resultados de previsao satisfatérios com valores de RMSEP inferiores a
3,00 pmol L. O derivado bpySOMA, por sua vez, apresentou comportamento semelhante
em termos de valores de estequiometrias de complexagéo e constantes de estabilidade.
Para imobiliza-lo, empregou-se um MIP seletivo para Cu(ll). Estudos indicaram a
seletividade para este metal frente a Cd(ll), Hg(ll), Ni(ll), Pb(ll) e Zn(ll). Uma faixa de
resposta foi obtida no intervalo de 0,1-6,0 pmol L™. O sensor foi aplicado & determinagéo
de Cu(ll) em aguas de torneira fortificadas com o metal. Os resultados obtidos, quando
comparados com um método de referéncia (FAAS) indicaram a aplicabilidade do sensor e
gue 0 mesmo apresenta potencialidade para trabalhos futuros.
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Abstract

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF HEAVY METALS IN WATER EMPLOYING
FLUORIMETRIC SENSORS AND MULTIVARIATE CALIBRATION

This thesis is aimed at developing fluorimetric sensors employing luminescent
reagents ZOX (2-pyridin-2-yl-benzooxazole), [Ru(s2d),(bim)]*(Ru complex, where s2d:
1,10-phenanthroline-4,7-diyl)bis(benzenesulfonate) and bim: 2,2’-biimidazole), bpySOH (4-
[2-(4’-methyl-[2,2"Ibipyridinil-4-yl)-vinyl]-phenol) and bpySOMA (2-methylene-butyric acid
4-[2-4’-methyl-[2,2’]bipyridinyl-4-yl)-vinyl]-phenyl ester) for the simultaneous determination
of heavy metals in waters. The fluorophores ZOX and [Ru(s2d)»(bim)]*> did not provide
satisfactory results, being leached out from the matrix in which they were immobilized. On
the other hand, bpySOH and its derivative bpySOMA provided good results in solution as
well as after immobilization. Spectrophotometric studies of bpySOH in solution showed
stoichiometries ligand:metal of 1:1 for Cd(ll), Ni(ll) and Zn(ll) while 2:1 ratio was obtained
for Cu(ll) and Hg(ll). Stability constants calculated from spectrophotometric data indicated
that Cu(ll), Ni(ll) and Zn(ll) complexes are the most stable. In addition, it was observed
that Cu(ll), Ni(ll) and Zn(ll) quench the fluorescence of the ligand, while Hg(ll) and Cd(ll)
enhance this property. Lifetime studies demonstrated a static mechanism of quenching of
fluorescence for all complexes. The ligand was immobilized in a sol-gel matrix (obtained
from TMOS precursor), which presented reversible response for Cu(ll), Hg(ll) and Zn(ll).
The response range for the metal ions was 2.50-30.0 pmol L. Simultaneous
determinations of mixtures containing 2 or 3 ions were performed using the Partial Least
Square method. Multivariate calibration models showed satisfactory prediction results, with
RMSEP values lower than 3.00 pmol L. The derivative ligand bpySOMA showed similar
results in terms of complexation stoichiometries and stability constant values. It was
immobilized as a molecularly imprinted polymer selective to Cu(ll), confirmed by the
response of the non-imprinted polymer for Cd(ll), Hg(ll), Ni(ll), Pb(ll) and Zn(ll) ions. A
response range of 0.1-6.0 umol L' was obtained. The sensor was applied to the
determination of Cu(ll) in tap water and the results agreed with those obtained by Flame
Atomic Absorption Spectrometry.
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Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

1.1 INTRODUGAO

1.1.1.METAIS PESADOS

Os metais pesados surgem nas aguas naturais devido aos langcamentos de
efluentes industriais, tais como os gerados em industrias extrativistas de metais,
industrias de tintas e pigmentos e, especialmente, as galvanoplastias, que se
espalham em elevado numero nas grandes cidades. Além destas, os metais
pesados podem ainda estar presentes em efluentes de industrias quimicas, como
as de formulacdo de compostos organicos e de elementos e compostos
inorganicos, industrias de couros, peles e produtos similares, industrias do ferro e
de aco e industria de petréleo (Moore & Ramamoorthy, 1984). A seguir, sao
apresentadas as principais caracteristicas e algumas informagdes sobre 0os metais
pesados avaliados neste trabalho.

Niquel é um metal maleavel e ductil que possui boa condutividade térmica e
elétrica, forca e dureza moderadas. Muito embora possa apresentar estados de
oxidagdo de 1- a 4+, os compostos de estado 2+ s&o 0s mais comumente
encontrados. Uma média de ingestao diaria de 200-300 ng € adequada para que
seja eficiente em determinadas fungbes do metabolismo, embora quando
administrado em doses excessivas pode causar risco a saude (Moore &
Ramamoorthy, 1984).

Cobre, que pertence a terceira série de metais de transicdo, exibe uma
ampla variagdo em suas propriedades espectrais, magnéticas, capacidade de
complexacdo e estados de oxidacdo, que resultam da sua subcamada d
parcialmente preenchida. S&o conhecidos complexos de cobre nos estados de
oxidacao 1+, 2+ e 3+, sendo 2+ o mais comum. Os niveis de cobre soluvel em
aguas doces variam de 0,5 a 1,0 ug L™, aumentando para = 2 ug L' em areas
urbanas. E altamente téxico para plantas aquaticas e peixes, com LCso de 0,017 a
1,0 mg L™ em condicdes normais (Moore & Ramamoorthy, 1984).

Zinco é um elemento do grupo 12 da classificagéo periddica dos elementos,

juntamente com o cadmio e merctrio. E essencial aos mamiferos,
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desempenhando um papel vital na biosintese de acidos nucléicos e outros
processos celulares, além de atuar no metabolismo de hormoénios (Moore &
Ramamoorthy, 1984).

Cadmio é o segundo membro do Grupo 12 (Zn, Cd, Hg) na classificacao
periddica dos elementos. Seu estado estavel é 2+, apresenta coloracao prateada e
€ ductil. Possui carater covalente moderado e elevada afinidade por grupos
sulfidrilas, resultando em alta solubilidade em lipideos, bioacumulagédo e
toxicidade. Acumula-se no figado e nos rins através de ligagbes fortes com
residuos de cisteina. Além disso, desloca o zinco em muitas reagdes enzimaticas
causando interrupcao da atividade (Moore & Ramamoorthy, 1984).

O mercurio é o terceiro elemento do grupo 12 da Tabela periddica. Em
aguas naturais pode existir em trés estados de oxidacdo: Hg®, Hg(l) e Hg(ll). A
natureza das espécies e suas distribuicbes dependerdao do pH, potencial de oxi-
reducdo, natureza e concentracdo de anions com os quais forma complexos.
Todos os compostos de mercurio sdo altamente tdxicos para os organismos
aquaticos, além de apresentar grande risco a saude humana se ingerido (Moore &
Ramamoorthy, 1984).

A Resolucado CONAMA 357, de 17 de marco de 2005, estabelece os

seguintes valores maximos permitidos de metais em aguas doces:

Tabela 1.1. Padrao de potabilidade para ions metalicos que representam risco a saude
humana.

Metal VMP? (mg L)
Cadmio 0,001
Chumbo 0,01

Cobre dissolvido 0,009
Cromo 0,05

Mercurio 0,0002
Niquel 0,025
Zinco 0,18

# Valor maximo permitido
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Tabela 1.2. Padrao de aceitagdo para o consumo humano.

Metal Valor (mg L™

Ferro 0,3
Manganés 0,1

Zinco 5,0

Estes metais, dentre outros, podem ser extremamente téxicos mesmo
presentes em baixas concentragdes em aguas naturais. Seus efeitos podem
expressar-se de forma aguda ou cronica e dentre os mecanismos de toxicidade
estdo incluidas as interacbes com sistemas enzimaticos, membranas celulares e
efeitos especificos sobre certos 6rgaos e metabolismo celular (Freitas et al., 2001;
Shi et al., 2005).

Por esta razdo, torna-se necessario detectar a presenca destas espécies
em aguas e, para isso, diversos sao os métodos analiticos empregados (Wolfbeis
& Oehme, 1997; Jaffrezic-Renault et al., 2006). Dentre eles, pode-se mencionar a
espectrometria de absorcdo atdmica, espectroscopia de emissdo em plasma
induzido, fluorescéncia de raios-X e espectrometria de fluorescéncia atémica
(Liawruangrath et al., 2007). Embora estas técnicas instrumentais apresentem
varias vantagens (precisao, sensibilidade, seletividade, etc.), possuem uma série
de desvantagens.

Para contornar essas dificuldades, podem ser empregados o0s sensores

opticos, que serdo abordados na sequéncia.

1.1.2. SENSORES OPTICOS PARA A DETERMINACAO DE METAIS EM AGUAS

Uma alternativa para as técnicas instrumentais anteriormente mencionadas
€ 0 emprego de sensores Opticos. Um optodo pode ser definido como um

3
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dispositivo capaz de responder de maneira seletiva a presenca de um analito,
fornecendo informacao devido a alteracao nas suas propriedades Optica, como
emissao, absorcdo ou reflexdo de luz. De maneira geral, é desejavel que esta
resposta seja reversivel (Wolfbeis & Oehme, 1997).

Diversos sdo os trabalhos que empregam sensores Opticos para a
determinacao de metais pesados em aguas (Gravrilenko et al., 2007; Steinberg et
al., 2003; Ensafi & Fouladgar, 2008; Duan et al., 2008). Kramer & Kovbasyuk
(2006) propuseram um sensor fluorescente para a determinacdo de Cu(ll)
utilizando um reagente luminescente imobilizado em uma matriz sélida. A resposta
foi baseada na supressao da fluorescéncia do reagente causada pelo metal. O
limite de deteccdo foi de 1 umol L' e o sensor mostrou-se seletivo para Cu(ll)
(estequiometria do complexo 1:1), na presenca de outros metais (Co(ll), Zn(ll),
Ni(ll), Ca(ll) e Mg(Il)).

Molina-Diaz et al. (2007) determinaram Zn(ll) em agua potavel com o uso
de um reagente fluorescente imobilizado em uma matriz de silica-gel. O reagente
p-(tosiloamino) quinolina (p-TAQ) forma complexo com ions Zn(ll). A intensidade
de fluorescéncia foi monitorada a 495 nm, com excitagao a 377 nm. A faixa linear
de resposta foi de 5-125 pg L™, com limite de deteccdo de 0,9 pg L. O sensor foi
aplicado na determinagéo de amostras agua potavel.

Um sensor éptico seletivo para a determinagdo de Hg(ll) foi proposto por
Ensafi e colaboradores (Ensafi et al., 2008). Neste trabalho, um reagente sensivel
ao ion metalico foi imobilizado covalentemente em uma membrana de
triacetilcelulose. Em contato com o ion metalico, houve mudanca de coloracao de
amarelo para laranja (323—-429 nm) em pH 6,0. O intervalo de resposta da fase
sensora é de 1,0 x 10%=1,0 x 102 mol L™' com um limite de detecgdo de 1,3 x 107
mol L. O tempo de resposta foi de 6 minutos, com vida util de aproximadamente
6 meses.

Observa-se nestes sensores a seletividade frente a um determinado metal
pesado. Entretanto, quando se observa que outro metal interfere na resposta
analitica, estes sensores apresentam inumeras desvantagens. Desta maneira,

quando se deseja determinar simultaneamente duas ou mais espécies em uma
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amostra, ou a presenca de um metal na presenca de outro interferente, faz-se
necessario o emprego de técnicas quimiométricas, que serdo brevemente

abordadas a sequir.

1.1.3. METODOS QUIMIOMETRICOS DE CALIBRACAO MULTIVARIADA
EMPREGADOS NA DETERMINACAO SIMULTANEA DE CATIONS DE METAIS
PESADOS

Os meétodos quimiométricos de calibracdo multivariada tém sido aplicados
em determinag¢des simultaneas, as quais sdo uma das principais potencialidades
da quimiometria. Os métodos de Minimos Quadrados Parciais (PLS), Regresséao
por Componentes Principais (PCR) e Redes Neurais Atrtificiais (ANN) tém sido
empregados em  conjunto com  métodos  espectrofotométricos e
espectrofluorimétricos para a determinagdo simultanea de ions metalicos em
diferentes matrizes (Araujo et al., 2000; Hernandez et al., 1996; Blanco et al.,
1995; Izquierdo et al., 1998). A grande maioria das aplicagbes € baseada em
medidas em solugcdo aquosa, sendo que poucos desenvolvimentos tém sido
efetuados com o uso de sensores 6pticos, principalmente para a determinagéao de
metais pesados (Narayanaswamy & Raimundo Jr., 2003; Muller-Ackermann et al.,
1995). Nestas poucas aplicagdes, um sério problema encontrado esta relacionado
a lixiviacao do reagente imobilizado, que altera as propriedades da fase sensora e,
portanto, o sinal analitico obtido. Muito embora possa ser minimizado em
determinacdes unielementares, que empregam poucas medidas na etapa de
calibracdo, viabilizando uma troca freqlente da fase sensora, o problema
relacionado a lixiviagcdo compromete a precisdo e a exatiddo em métodos de
determinacdo simultdnea baseados em calibracdo multivariada, dada a
necessidade de um grande numero de medidas na referida etapa de calibracao.

Desta forma, o desenvolvimento de fases sensoras estaveis, tanto do ponto
de vista da lixiviagdo do reagente como da sua foto-estabilidade, é fundamental
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para a aplicacdo de sensores Opticos em determinagcdes simultdneas baseadas
em calibragao multivariada.

Ren e Gao (Ren & Gao, 2005) avaliaram a determinagcdo simultdnea de
Cd(ll), Cu(ll), Ni(ll) e Zn(ll) com o emprego de dois métodos quimiométricos:
minimos quadrados parciais de Kernel (KPLS) e Wavelets de minimos quadrados
parciais (WPTPLS), com o uso do indicador alaranjado de xilenol em solugéo
tampéao pH 9,0. No método KPLS, o tamanho da matriz € dependente apenas do
namero de amostras; assim, o método foi adequado para a matriz de dados com
varios valores de comprimentos de onda e poucas amostras. As representacoes
do pacote Wavelet, por sua vez, fornecem uma descricao de freqiiéncia em tempo
real, portanto, neste dominio, a qualidade do sinal pode ser melhorada, com a
diminuicdo do ruido. Os resultados experimentais obtidos demonstraram que
ambos os métodos podem ser empregados com sucesso, mesmo quando ha
sobreposicao espectral dos dados.

Muioz e colaboradores (Munoz et al., 2002) propuseram um sistema de
fluxo continuo para a determinacdo simultanea de Cd(ll), Co(ll), Cr(VI), Cu(ll),
Ni(ll), Pb(ll) e Zn(ll) em aguas de rios. Os limites de deteccdo para os ions
metalicos foram: 0,176 nmol L™ Cd(ll), 1,91 nmol L™ Co(ll), 1,35 nmol L Cr(VI),
0,229 nmol L™ Cu(ll), 1,61 nmol L™ Ni(ll), 0,469 nmol L™ Pb(ll) e 4,01 nmol L
Zn(ll). O procedimento foi aplicado a uma amostra de dgua de rio e os resultados
foram comparados com espectroscopia de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS).

Suzuki e colaboradores (Suzuki et al., 2004) propuseram um método
baseado em redes neurais artificiais para o processamentos de dados
espectrofotométricos para a determinacao simultanea de Cd(ll), Hg(ll) e Zn(ll) em
solucbes aquosas. Trés tipos de indicadores metalocrémicos comercialmente
disponiveis foram utilizados como um modelo de configuracdo para criar os dados
espectrais similares aos que sao habitualmente gerados em sensores Opticos. Em
métodos convencionais de treinamento de ANN para sensores quimicos baseados
em dados espectrofotométricos, a calibragdo é estabelecida pela correlacédo
matematica entre o sinal de medida éptica de entrada de rede com a concentracao



Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

da amostra de calibracdo como saida de rede. Em diversas situacdes, no entanto,
especialmente quando se trata de misturas de analitos, a relacdo entre um
espectro de absorcdo e as concentracdes de ions correspondentes é ambigua. Na
etapa de formagéo, as misturas de amostra de calibracdo foram medidas para a
construcao das redes para correlacionar os dados de entrada (concentracao de
ions) com a saida de dados (espectros). Na etapa de previsado, a concentracao de
ions de amostra desconhecida foi estimada usando as ANN construidas. Os
espectros medidos das amostras desconhecidas foram alimentados na camada de
saida e as concentracdes adequadas de entrada foram determinadas por ANN.
Foram empregadas 143 misturas ternarias contendo Cu(ll), Hg(ll) e Zn(ll) em um
intervalo de concentracdo de 1 a 100 umol L. Os valores de RMSEP (erros
médios quadratico de previsdao) obtidos foram 0,96 pmol L™ para Cu(ll), 0,32
umol L™ para Hg(ll) e 0,45 umol L™ para Zn(ll), indicando que as redes neurais
sao ferramentas Uteis para a determinacdo simultdnea da concentracao destas
espécies.

Narayanaswamy e Raimundo Jr. (Narayanaswamy e Raimundo Jr., 2003)
propuseram o uso de redes neurais artificiais (ANN) como uma ferramenta para a
determinacao simultanea de Cd(ll), Hg(ll) e Zn(ll) em aguas. Para tal, empregou-
se um optodo baseado no reagente Br—PADAP imobilizado em resina Amberlite
XAD—4. Os estudos foram realizados com misturas binarias e ternarias dos ions
metalicos no intervalo de concentragdo de 0-3,0 mg L' em solugdo tampao pH
8,0. Foram realizadas medidas de reflectancia na regiao de 400-800 nm e os
espectros foram suavizados com a técnica de média mével e, em seguida,
normalizados. Misturas de Zn(ll)-Cd(ll) e Hg(ll)-Cd(ll) foram empregadas para
avaliar a capacidade de predicdo da ANN, todas com baixos valores de erros
absolutos e de desvio padrdao. Resultados semelhantes foram obtidos quando a
mistura ternaria foi empregada.

Como pode ser verificado, os sensores apresentados sao baseados em
técnicas espectrofotométricas, principalmente. Sensores Opticos baseados em
técnicas fluorimétricas para a determinagcao simultdnea de metais pesados ainda

ndao é um tema de grande abordagem nas investigacdes. Devido ao fato deste
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trabalho apresentar este tipo de sensor, sdo abordados, a seguir, 0s aspectos

fundamentais da técnica de espectroscopia de luminescéncia.

1.1.4. ESPECTROSCOPIA DE LUMINESCENCIA

Luminescéncia € o fenbmeno de emissdo de fotons nas regides do
ultravioleta, visivel ou infravermelho a partir da relaxacdo de uma espécie
excitada. A palavra luminescéncia, que tem origem no Latim (lumen = luz) foi
inicialmente introduzida como /uminescenz pelo fisico e historiador Eilhardt
Wiedemann em 1888, para descrever “todo fenbmeno de luz que nao era
condicionado com um aumento de temperatura”, oposto a incandescéncia.
Luminescéncia € considerada como /uz fria, enquanto incandescéncia é Iuz
quente. Fluorescéncia e fosforescéncia sao fenbmenos particulares de
luminescéncia. O modo de excitacao € a absorcao de fétons, que promovem a
espécie a um estado eletrénico excitado. A emissao de fétons acompanhada de
relaxacao é chamada fotoluminescéncia (fluorescéncia ou fosforescéncia), que é
um dos possiveis efeitos fisicos resultantes da interacdo da luz com a matéria,

como é mostrado na Figura 1.1 (Valeur, 2002).

Elastico

(Rayleigh)
Espalhamento
Interacdes (Raman)
luz - matéria
——|_Absoreao

I Fosforescéncia I

Eletroluminescéncia
Termoluminescéncia
Quimiluminescéncia

Bioluminescéncia
—

6fC

Figura 1.1. Diferentes propriedades originadas da interagdo entre luz e matéria.
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Uma vez que uma molécula é excitada pela absorcao de fétons, ela pode
retornar ao estado fundamental com emissao de fluorescéncia; entretanto, outros
caminhos para a relaxagdo também sdo possiveis, como mostra a Figura 1.2. A
conversao interna (isto é, o retorno direto para o estado fundamental sem a
emissao de fluorescéncia), cruzamento interssistemas (possivelmente seguido por
emissao de fosforescéncia), transferéncia de carga intermolecular € mudanca

conformacional. (Valeur, 2002).

_cruza_mento — fosforescéncia
interssistemas

emissaode fluorescéncia conversaointerna
transferéncia de carga intramolecular
hv L
- Ty mudanca conformacional
' MOLECULA o
transferéncia de elétrons
EXCITADA

\ transferéncia de proétons
transferéncia de energia
transformacao fotoquimica

Figura 1.2. Possiveis processos de relaxagdo de moléculas excitadas.

Os fenbmenos anteriormente mencionados competem com a emissédo de
fluorescéncia se tiverem lugar numa escala de tempo comparavel ao intervalo
médio (tempo de vida) no qual as moléculas permanecem no estado excitado.

O diagrama de Jablonski, apresentado na Figura 1.3, € conveniente para a
ilustracdo de possiveis processos: absorcdo de fotons, conversao interna,
fluorescéncia, cruzamento interssistemas e fosforescéncia (Valeur, 2002).
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Figura 1.3. Diagrama de Jablonski simplificado ilustrado os principais fenébmenos de
absorgcao e emissao de energia.

O sucesso da fluorescéncia como ferramenta de investigacdo no estudo da
estrutura da matéria ou sistemas vivos decorre da alta sensibilidade, a
especificidade das caracteristicas da fluorescéncia devido ao microambiente da
molécula emissora e a capacidade deste ultimo para fornecer informacgéo espacial
e temporal. A Figura 1.4 mostra os parametros fisicos e quimicos que
caracterizam o microambiente e podem, portanto, afetar as caracteristicas da

fluorescéncia de uma molécula (Valeur, 2002).

Polaridade

Ligacdes de

ions hidrogénio

| potonciat  FLUORESCENCIA
' elétrico VMOLECULAR

pH

', Supressores Presséo

Viscosidade

Figura 1.4. Parametros que influenciam a emissao de fluorescéncia.
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A supressao se refere a qualquer processo que diminua a intensidade de
emissao de fluorescéncia de um fluoréforo. Diversas interacbes moleculares
podem resultar nesse fenbmeno como, por exemplo, reacdes no estado excitado,
rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo de complexo no
estado fundamental e supresséao colisional (Lakowisky, 1999; Valeur, 2002).

Os dois tipos mais conhecidos de supressao sao a estatica e a dindmica
(colisional) e ambos requerem contato molecular entre fluoréforo e supressor. Na
supressao colisional, o supressor deve difundir-se ao fluoréforo durante o tempo
de vida do estado excitado e, apds este contato, o fluoréforo retorna ao estado
fundamental sem a emissdo de foton. Geralmente, a supressao ocorre sem
mudancas permanentes nas moléculas, isto é, sem reacdes fotoquimicas. Na
supressao estatica, um complexo é formado entre o fluoréforo e o supressor, e
este complexo nao é fluorescente (Lakowisky, 1999; Valeur, 2002).

A supressao colisional da fluorescéncia é descrita pela equacao de Stern-

Volmer:

Fo/lF =1 + kq7o[Q] = 1 + Kp[Q]

Nesta equacéo, F, e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e
presenga do supressor, respectivamente, k; € a constante de supressdo
bimolecular, 7, € o tempo de vida do fluor6foro na auséncia do supressor e [Q] é a
concentragao do supressor. A constante de supressao de Stern-Volmer é dada por
Kq7o.

Os dados de supressao sao geralmente expressos como uma curva de Fo/F
versus [Q)], pois se espera que F,/F seja linearmente dependente de [Q)].

A supressao também pode ocorrer como um resultado da formagédo de um
complexo nao fluorescente entre o fluoréforo e o supressor. Quando este
complexo absorve luz, ele retorna imediatamente ao estado fundamental sem a
emissao de fétons.

A dependéncia da intensidade de fluorescéncia sobre a concentragéo de
supressor para a supressao estatica é facilmente derivada considerando-se a
constante de associacao para a formacao do complexo, que é dada por:

11
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Ks = [F-Q] / [F] [Q]

Onde [F-Q] é a concentragdo do complex<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>