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Os químicos são uma estranha classe de mortais, impelidos por 

um impulso quase insano a procurar seus prazeres em meio a 
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desempenhando um papel vital na biosíntese de ácidos nucléicos e outros 

processos celulares, além de atuar no metabolismo de hormônios (Moore & 

Ramamoorthy, 1984). 

 Cádmio é o segundo membro do Grupo 12 (Zn, Cd, Hg) na classificação 

periódica dos elementos. Seu estado estável é 2+, apresenta coloração prateada e 

é dúctil. Possui caráter covalente moderado e elevada afinidade por grupos 

sulfidrilas, resultando em alta solubilidade em lipídeos, bioacumulação e 

toxicidade. Acumula-se no fígado e nos rins através de ligações fortes com 

resíduos de cisteína. Além disso, desloca o zinco em muitas reações enzimáticas 

causando interrupção da atividade (Moore & Ramamoorthy, 1984). 

 O mercúrio é o terceiro elemento do grupo 12 da Tabela periódica. Em 

águas naturais pode existir em três estados de oxidação: Hg0, Hg(I) e Hg(II). A 

natureza das espécies e suas distribuições dependerão do pH, potencial de oxi-

redução, natureza e concentração de ânions com os quais forma complexos. 

Todos os compostos de mercúrio são altamente tóxicos para os organismos 

aquáticos, além de apresentar grande risco à saúde humana se ingerido (Moore & 

Ramamoorthy, 1984). 

 A Resolução CONAMA 357, de 17 de março de 2005, estabelece os 

seguintes valores máximos permitidos de metais em águas doces: 

 
Tabela 1.1. Padrão de potabilidade para íons metálicos que representam risco à saúde 
humana. 
 

Metal VMPa (mg L-1) 

Cádmio 0,001 

Chumbo 0,01 

Cobre dissolvido 0,009 

Cromo 0,05 

Mercúrio 0,0002 

Níquel 0,025 

Zinco 0,18 

          a Valor máximo permitido 
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Tabela 1.2. Padrão de aceitação para o consumo humano. 
 

Metal Valor (mg L-1) 

Ferro 0,3 

Manganês 0,1 

Zinco 5,0 

 

 

 

 Estes metais, dentre outros, podem ser extremamente tóxicos mesmo 

presentes em baixas concentrações em águas naturais. Seus efeitos podem 

expressar-se de forma aguda ou crônica e dentre os mecanismos de toxicidade 

estão incluídas as interações com sistemas enzimáticos, membranas celulares e 

efeitos específicos sobre certos órgãos e metabolismo celular (Freitas et al., 2001; 

Shi et al., 2005). 

 Por esta razão, torna-se necessário detectar a presença destas espécies 

em águas e, para isso, diversos são os métodos analíticos empregados (Wolfbeis 

& Oehme, 1997; Jaffrezic-Renault et al., 2006). Dentre eles, pode-se mencionar a 

espectrometria de absorção atômica, espectroscopia de emissão em plasma 

induzido, fluorescência de raios-X e espectrometria de fluorescência atômica 

(Liawruangrath et al., 2007). Embora estas técnicas instrumentais apresentem 

várias vantagens (precisão, sensibilidade, seletividade, etc.), possuem uma série 

de desvantagens. 

 Para contornar essas dificuldades, podem ser empregados os sensores 

ópticos, que serão abordados na sequência. 

 

 

 

1.1.2. SENSORES ÓPTICOS PARA A DETERMINAÇÃO DE METAIS EM ÁGUAS 

 
 Uma alternativa para as técnicas instrumentais anteriormente mencionadas 

é o emprego de sensores ópticos. Um optodo pode ser definido como um 
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amostra, ou a presença de um metal na presença de outro interferente, faz-se 

necessário o emprego de técnicas quimiométricas, que serão brevemente 

abordadas a seguir. 

 

 

 

1.1.3. MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS DE CALIBRAÇÃO MULTIVARIADA 

EMPREGADOS NA DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE CÁTIONS DE METAIS 

PESADOS 
 

Os métodos quimiométricos de calibração multivariada têm sido aplicados 

em determinações simultâneas, as quais são uma das principais potencialidades 

da quimiometria. Os métodos de Mínimos Quadrados Parciais (PLS), Regressão 

por Componentes Principais (PCR) e Redes Neurais Artificiais (ANN) têm sido 

empregados em conjunto com métodos espectrofotométricos e 

espectrofluorimétricos para a determinação simultânea de íons metálicos em 

diferentes matrizes (Araújo et al., 2000; Hernández et al., 1996; Blanco et al., 

1995; Izquierdo et al., 1998). A grande maioria das aplicações é baseada em 

medidas em solução aquosa, sendo que poucos desenvolvimentos têm sido 

efetuados com o uso de sensores ópticos, principalmente para a determinação de 

metais pesados (Narayanaswamy & Raimundo Jr., 2003; Muller-Ackermann et al., 

1995). Nestas poucas aplicações, um sério problema encontrado está relacionado 

à lixiviação do reagente imobilizado, que altera as propriedades da fase sensora e, 

portanto, o sinal analítico obtido. Muito embora possa ser minimizado em 

determinações unielementares, que empregam poucas medidas na etapa de 

calibração, viabilizando uma troca freqüente da fase sensora, o problema 

relacionado à lixiviação compromete a precisão e a exatidão em métodos de 

determinação simultânea baseados em calibração multivariada, dada a 

necessidade de um grande número de medidas na referida etapa de calibração. 

Desta forma, o desenvolvimento de fases sensoras estáveis, tanto do ponto 

de vista da lixiviação do reagente como da sua foto-estabilidade, é fundamental 
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para a aplicação de sensores ópticos em determinações simultâneas baseadas 

em calibração multivariada. 

 Ren e Gao (Ren & Gao, 2005) avaliaram a determinação simultânea de 

Cd(II), Cu(II), Ni(II) e Zn(II) com o emprego de dois métodos quimiométricos: 

mínimos quadrados parciais de Kernel (KPLS) e Wavelets de mínimos quadrados 

parciais (WPTPLS), com o uso do indicador alaranjado de xilenol em solução 

tampão pH 9,0. No método KPLS, o tamanho da matriz é dependente apenas do 

número de amostras; assim, o método foi adequado para a matriz de dados com 

vários valores de comprimentos de onda e poucas amostras. As representações 

do pacote Wavelet, por sua vez, fornecem uma descrição de freqüência em tempo 

real, portanto, neste domínio, a qualidade do sinal pode ser melhorada, com a 

diminuição do ruído. Os resultados experimentais obtidos demonstraram que 

ambos os métodos podem ser empregados com sucesso, mesmo quando há 

sobreposição espectral dos dados. 

 Muñoz e colaboradores (Muñoz et al., 2002) propuseram um sistema de 

fluxo contínuo para a determinação simultânea de Cd(II), Co(II), Cr(VI), Cu(II), 

Ni(II), Pb(II) e Zn(II) em águas de rios. Os limites de detecção para os íons 

metálicos foram: 0,176 nmol L-1 Cd(II), 1,91 nmol L-1 Co(II), 1,35 nmol L-1 Cr(VI), 

0,229 nmol L-1 Cu(II), 1,61 nmol L-1 Ni(II), 0,469 nmol L-1 Pb(II) e 4,01 nmol L-1 

Zn(II). O procedimento foi aplicado a uma amostra de água 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 determinação simultânea de Cd(II), Hg(II) e Zn(II) em 

soluções aquosas. Três tipos de indicadores metalocrômicos comercialmente 

disponíveis foram utilizados como um modelo de configuração para criar os dados 

espectrais similares aos que são habitualmente gerados em sensores ópticos. Em 

métodos convencionais de treinamento de ANN para sensores químicos baseados 

em dados espectrofotométricos, a calibração é estabelecida pela correlação 

matemática entre o sinal de medida óptica de entrada de rede com a concentração 
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1.2. OBJETIVOS 

 
 O objetivo deste trabalho foi desenvolver sensores fluorescentes baseados 

em reagentes luminescentes imobilizados em distintos suportes para a 

determinação simultânea de metais pesados em águas. Para tanto, foram 

empregados fluoróforos previamente sintetizados no GSOLFA e técnicas de 

calibração multivariada.  
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2.5. EQUIPAMENTOS 

 
 Os equipamentos utilizados neste trabalho foram os espectrofotômetros 

Cary 3 Bio UV-VIS (Programa Cary WinUV) e Agilent HP 8453 (Programa HP-UV-

Visible) para o registro dos espectros de absorção. 

Para a obtenção dos espectros de emissão, excitação e experimentos em 

função do tempo foram empregados os espectrofluorímetros Perkin Elmer LS 50 e 

55 (Programa FL WinLab) e Varian Cary Eclipse (Programa Cary Eclipse). 

Para os experimentos de tempo de vida de fluorescência, utilizou-se o 

espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon Fluoromax 4 TCSPC (Programa Data 

Station v 2.5). 

Foram utilizados ainda espectrômetro de ressonância magnética nuclear 

Bruker Avance DPX300 (300 MHz), espectrômetro de massas de ion trap Bruker 

(modelo Esquire–LC), pHmetro Crison e Corning 443i, centrífuga Cencon e micro-

balança Perkin Elmer (Modelo AD-6). 

 

 

 

2.6. SISTEMA DE MEDIDAS 

 
 Para as medidas de intensidade de fluorescência utilizou-se um sistema de 

medidas composto por bomba peristática, célula contendo a fase sensora (célula 

de Teflon para as membranas ou célula de fluxo para material sólido) introduzida 

em um espectrofluorímetro e frasco para descarte, como mostra a Figura 2.1. 
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Figura 2.1. Esquema do sistema de medidas utilizado no desenvolvimento desta Tese. 

 

 

 

2.7. CÉLULA DE FLUXO 

 
 Nos experimentos utilizando sol-gel e MIP, empregou-se uma célula de 

fluxo Hellma 176.052 para o empacotamento da fase sensora, como mostra a 

Figura 2.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                              (a)                                          (b) 
Figura 2.2. Esquema da célula de fluxo Hellma 176.52 empregada no empacotamento de 
sol-gel, (a) visão da secção e (b) visão frontal. 
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 Para o empacotamento da fase sensora na célula, inicialmente colocou-se 

uma malha de Nylon fina na extremidade de saída de fluxo, conforme mostrado na 

Figura 2.2. Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, uma suspensão do material (sol-

gel ou MIP) em metanol foi colocada na entrada da célula e, então, aspirada com 

uma bomba peristáltica, sendo retida pela malha de nylon. Preencheu-se com a 

fase sensora 3/4 do volume total da célula, garantindo que o feixe de radiação 

incidisse sobre as partículas. 

 Empacotada a fase sensora, diversos ciclos diretos e reversos com solução 

ácida foram realizados, a fim de acomodá-la na célula e iniciar as medidas. 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 
3.1.1. TECNOLOGIA SOL-GEL PARA IMOBILIZAÇÃO DE REAGENTES 

 
 Na aplicação em sensores, os indicadores e reagentes devem ser 

imobilizados em suportes adequados. Diversos são utilizados, dentre eles os 

vidros que são freqüentemente aplicados devido às características como 

estabilidade mecânica e transparência óptica. Vidros obtidos por sol-gel é uma 

alternativa interessante em aplicação de sensores (Wolfbeis & Oehme, 1997). 

 O método sol-gel permite o processamento de pós de vidros, cerâmicas, 

filmes finos e fibras a partir de soluções. Os precursores são misturados e 

materiais podem ser obtidos a temperaturas mais baixas que aquelas empregadas 

em métodos tradicionais de síntese. Uma das principais vantagens da tecnologia 

sol-gel é a possibilidade de preparar materiais híbridos orgânico-inorgânico 

(Podbielska & Jarza, 2005). 

Durante o processo de síntese de um material sol-gel os fatores mais 

importantes que devem ser considerados são a natureza do precursor, 

catalisadores, solvente, pH, temperatura e condições de agitação (Fagadar-

Cosma et al., 2009). 

 O material sol-gel mais popular é aquele à base de sílica, no qual o 

processo de produção compreende várias etapas. Primeiro, o precursor (TEOS ou 

TMOS, por exemplo) é misturado com solvente e catalisador adequados e agitado 

durante um período. Este processo leva à hidrólise das ligações Si―O―R. Esta 

reação de hidrólise pode ser catalisada por ácidos (HCl ou HF, por exemplo) ou 

bases (NH4OH, NaOH, etc). A hidrólise, geleificação e os processos de 

envelhecimento e secagem ocorrem simultaneamente (Podbielska & Jarza, 2005, 

Gupta & Chaudhury, 2007). 

 A secagem a temperaturas não superiores a 100 ºC leva à formação de 

“géis secos”, chamados xerogéis, que são materiais resistentes, transparentes e 

porosos. O tamanho dos poros depende de fatores como tempo e temperatura de 

hidrólise e do tipo de catalisador utilizado. O diâmetro dos poros está diretamente 

relacionado com a contração dos géis “molhados”. Durante o processo de 
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A combinação de substâncias orgânicas e inorgânicas permite a obtenção 

de materiais com propriedades interessantes para uma ampla gama de 

aplicações. Híbridos orgânico-inorgânico foram denominados ORMOSILS 

(ORganically MOdified SILicates, silicatos organicamente modificados), 

ORMOCERS (ORganically MOdified CERamics, cerâmicas organicamente 

modificadas) e CERAMERS (CERamic polyMERS, polímeros cerâmicos) ou 

POLYCERAM (POLYmeric CERAMics, cerâmicas poliméricas) (Podbielska & 

Jarza, 2005). 

 Os materiais híbridos permitem combinar propriedades desejadas de 

polímeros orgânicos (elasticidade) com as de sólidos inorgânicos (dureza e 

resistência química). Estes materiais podem ser preparados de várias maneiras. A 

mais simples baseia-se na dissolução de moléculas orgânicas em um sol-gel 

líquido. A outra forma usa a impregnação de um gel poroso na solução orgânica. 

No terceiro tipo o precursor inorgânico ou já possui um grupo orgânico ou ocorrem 

reações um uma solução líquida para formar ligações químicas no gel híbrido. O 

processo sol-gel em si leva à formação de géis de misturas de reagents líquidos 

(sóis) em temperatura ambiente. Envolve várias etapas: a evolução das redes 

inorgânicas, formação de suspensão coloidal (sol) e geleificação do sol para 

formar uma rede em uma fase contínua líquida (gel). A secagem dos géis obtidos, 

mesmo em temperatura ambiente, produz materiais parecidos com vidros 

chamados xerogéis (xero – seco). 

 As propriedades intrínsecas da matriz de sol-gel como, por exemplo, 

porosidade, área superficial, polaridade e rigidez dependem do processo de 

hidrólise e das reações de condensação, assim como é influenciada pela escolha 

dos precursores, razão molar entre água e precursor, solvente e co-solvente, 

pressão, temperatura, envelhecimento, secagem e condições de cura (Gupta & 

Chaudhury, 2007). Os materiais sol-gel são transparentes, porosos e estáveis 

mecanicamente, o que os fazem candidatos ideais para materiais ópticos 

(Maruszewski et al., 1999). Neste sentido, foram avaliadas distintas composições 

de sol-gel para imobilizar os reagentes luminescentes investigados neste trabalho. 
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3.2. AVALIAÇÃO DO REAGENTE LUMINESCENTE ZOX 

 
3.2.1. CARACTERIZAÇÃO DO LIGANTE EM MEIO ORGÂNICO 

 
 O reagente luminescente ZOX (2-piridin-2-il-benzooxazol), cuja estrutura 

molecular é apresentada na Figura 3.2, foi previamente sintetizado no GSOLFA. 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.2. Estrutura molecular do reagente luminescente ZOX. 
 

 

 

 O reagente foi caracterizado a partir de seus espectros de absorção em 

meio orgânico (metanol), com máximo valor de absorbância em 302 nm e 

absortividade molar de 2,95 x 104 L mol-1 cm-1. O espectro de emissão do ligante 

neste meio apresentou máxima intensidade de fluorescência em 365 nm. 

Experimentos preliminares realizados com este reagente direcionaram os 

estudos para a determinação de Cd(II) e Zn(II), metais que foram inicialmente 

avaliados. Para este fluoróforo, foram estudadas duas técnicas de imobilização, 

cujos resultados são apresentados na seqüência. 

 

 

 

 

 

 

 

O

NN







                Capítulo 3 – Avaliação dos reagentes luminescentes ZOX, [Ru(s2d)2bim]2- e bpySOH 

33 
 

a separação do sobrenadante, que foi empregado para a obtenção de espectros 

de emissão, com a finalidade de se observar a presença das bandas 

características do indicador. A partir destes espectros, verificou-se a ausência das 

bandas e, como conseqüência, a não ocorrência da lixiviação do ligante da matriz 

de sol-gel. Por esta razão, a fase sensora foi caracterizada na presença de íons 

Cd(II). Imobilizado, o ligante apresentou máxima intensidade de fluorescência em 

415 nm, diferentemente daquela em solução (302 nm), devido à influência da 

matriz sol-gel. Para a avaliação da resposta da fase sensora na presença de 

distintos íons metálicos, foram empregadas soluções 1,0 x 10-3 mol L-1 de Cd(II), 

Cu(II) e Zn(II) para a obtenção de espectros de emissão após o fluxo por 45 

minutos a uma vazão de 1,0 mL min-1, conforme mostra a Figura 3.3. 
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Figura 3.3. Espectros de emissão do material preparado por processo sol-gel na 
presença de diferentes metais. Comprimento de onda de excitação: 302 nm, fendas de 
emissão e excitação: 3,0 nm e velocidade de varredura: 200 nm min-1. 
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 Como pode ser observado, o ligante ZOX se comporta de maneira distinta 

na presença dos diferentes íons metálicos avaliados, apresentando valores de 

máximas intensidades em diferentes comprimentos de onda quando comparados 

com o espectro em água. Além disso, verifica-se que Cu(II) suprime de maneira 

bastante efetiva a emissão, enquanto Cd(II) e Zn(II) aumentam seu valor. 

 Com a finalidade de avaliar a resposta da fase sensora para íons Cd(II), 

realizou-se um experimento em função do tempo, no qual uma solução do metal 

1,01 x 10-3 mol L-1 foi inserida durante 45 minutos e os espectros de emissão 

foram registrados a cada 5 minutos, como mostra a Figura 3.4. 
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Figura 3.4. Espectros de emissão do sol-gel para Cd(II) 1,01 x 10-3 mol L-1. Comprimento 
de onda de excitação: 302 nm, fendas de emissão e excitação: 3,5 nm e velocidade de 
varredura: 200 nm min-1. 
 

 

 

 É possível verificar que ocorre um deslocamento dos máximos de emissão 

para a esquerda com o decorrer do tempo, quando comparado com os espectros 

na ausência de Cd(II). O comprimento de onda no qual se observa a máxima 

intensidade de emissão do ligante em água é igual a 420 nm (intensidade igual a 
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634 u.a.), após 45 minutos de inserção de metal, o máximo está em 383 nm 

(intensidade igual a 707 u.a.). Este comportamento da fase sensora é interessante 

e seria de grande valia, caso fosse possível regenerar o sinal analítico. Uma 

dificuldade encontrada no desenvolvimento de sensores para espécies metálicas é 

a regeneração da fase sensora, uma vez que se torna necessária a introdução de 

uma espécie capaz de deslocar o metal. Um agente complexante amplamente 

empregado em sensores é o EDTA que, neste caso, não foi capaz de deslocar o 

metal e, assim, foi necessário o uso de uma solução mais agressiva, HCl. Uma 

concentração de 0,1 mol L-1 de ácido foi empregada para regenerar a fase 

sensora e como não houve êxito, pode-se dizer que a resposta frente a íons Cd(II) 

é irreversível nestas condições, o que torna inviável a continuidade da avaliação 

deste ligante. Por esta razão, os estudos envolvendo este reagente luminescente 

foram encerrados. 
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3.3. AVALIAÇÃO DO REAGENTE LUMINESCENTE [Ru(s2d)2(bim)]2- 

 
3.3.1. CARACTERÍSTICAS DE COMPLEXOS DE RUTÊNIO 

 
 Complexos de metais de transição luminescentes, como os de Ru(II), com 

diferentes grupos substituintes são promissores no desenvolvimento de sensores 

ópticos. Isso porque apresentam algumas propriedades desejáveis, como forte 

absorção na região visível do espectro, alta estabilidade fotoquímica, elevados 

tempos de vida (0,1–7 μs) e rendimentos quânticos (0,04–0,5) (Demas et al., 

1994; Moreno-Bondi et al., 1998; Demas et al., 2002, Orellana et al., 1999). Além 

destas características, seus máximos de absorção estão em torno de 450 nm e de 

emissão em 590 nm, dependendo dos ligantes e do meio em que se encontram 

(McGaughey et al., 2006). 

 Com base nestas propriedades, avaliou-se o complexo [Ru(s2d)2(bim)]2-, 

previamente sintetizado no GSOLFA, com a finalidade de se obter uma fase 

sensora para íons metálicos. Sua estrutura molecular está apresentada na Figura 

3.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5. Estrutura do complexo [Ru(s2d)2(bim)]2-, onde o grupo s2d corresponde a 
(1,10-fenantrolina-4,7-di-il)bis(benzenosulfunato) e bim: 2,2’-biimidazol. 
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3.3.2. CARACTERIZAÇÃO DO LIGANTE EM SOLUÇÃO 

 
 Assim como o ligante ZOX, este complexo de Ru(II) foi caracterizado em 

solução com a obtenção de espectros de absorção e emissão. Devido à elevada 

solubilidade em água, esta caracterização foi realizada em solução aquosa. Os 

espectros de absorção forneceram uma banda larga em torno em 495 nm, 

comprimento de onda empregado para o cálculo da absortividade molar, que foi 

igual a 4,51 x 103 L mol-1 cm-1. 

 Avaliou-se, ainda, o comportamento em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 3,0, 

5,6, 7,0 e 9,0). Para tal estudo, empregou-se soluções de [Ru(s2d)2(bim)]2-  2,20 x 

10-5 mol L-1 preparadas nestes valores de pH. Nestes meios, observou-se que o 

aumento de pH provocou uma diminuição brusca na intensidade de emissão do 

ligante. 

 Em estudos preliminares foi demonstrado que este reagente luminescente 

reage de maneira seletiva com íons Cu(II). Por esta razão, os testes iniciais 

apresentados no próximo item foram realizados com este metal. 

 

 

 

3.3.3. ESTUDOS COM ÍONS Cu(II) 

 
 Foram obtidos os espectros de emissão do ligante na presença de 2,19 x 

10-5 mol L-1 de Cu(II) nos mesmos valores de pH estudados anteriormente. 

Avaliando-se o comportamento do complexo em função do pH, observou-se que 

em meio ácido os átomos de nitrogênio do grupo biimidazol estão protonados 

enquanto em meio básico, desprotonados, o que provoca alterações nos 

espectros de emissão para Cu(II). Em pH 3,0, verificou-se que o aumento da 

concentração de metal provocou uma diminuição da intensidade de fluorescência, 

caracterizando um efeito de supressão. Em pH 9,0, por outro lado, ocorre a 

desprotonação do grupo biimizadol, o que pode favorecer a complexação do 

metal. O complexo apresentou baixa intensidade de emissão, o que pode sugerir 



                Capítulo 3 – Avaliação dos reagentes luminescentes ZOX, [Ru(s2d)2bim]2- e bpySOH 

38 
 

que o grupo biimidazol também seja um supressor de sua fluorescência. Verificou-

se que em pH 5,6 ocorre uma maior variação da intensidade de emissão em 

função da concentração do metal. Por esta razão, este valor foi eleito para os 

experimentos futuros com este fluoróforo. 

 O mesmo experimento foi realizado para Cd(II) e Zn(II), mostrando nestes 

casos, mudanças menos pronunciadas nos espectros de emissão quando 

comparadas com Cu(II), o que indica que são supressores menos eficientes. Para 

exemplificar a resposta deste fluoróforo para íons Cu(II), a Figura 3.6 apresenta os 

espectros de emissão de uma solução de [Ru(s2d)2(bim)]2- 2,59 x 10-5 mol L-1 na 

presença de diferentes concentrações deste íon. 
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Figura 3.6. Espectros de emissão de [Ru(s2d)2(bim)]2- 2,59 x 10-5 mol L-1 na presença de 
diferentes concentrações de Cu(II). Comprimento de onda de excitação: 490 nm, fendas 
de emissão e excitação: 15 e 20 nm, respectivamente e velocidade de varredura: 500 nm 
min-1. 
 

 

 

 Observa-se que com o aumento da concentração de metal, ocorre uma 

diminuição da intensidade de emissão e o comprimento de onda no qual essa 
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Figura 3.7. Espectros de excitação e emissão de [Ru(s2d)2(bim)]2- imobilizado em pH 5,6. 
Espectro de excitação obtido com comprimento de onda de emissão de 635 nm e 
espectro de emissão obtido com comprimento de onda de excitação de 458 nm. Fendas 
de emissão e excitação: 15 nm e velocidade de varredura: 500 nm min-1. 
 

 

 

 Observam-se as bandas características do complexo presentes nesta 

composição de sol-gel. Após a obtenção destes espectros, analisou-se seu 

comportamento na presença de Cu(II) em diferentes valores de pH (experimentos 

realizados em função do tempo). Os valores de pH analisados foram 3,0; 5,6; 7,0 

e 9,0. Em todos os casos empregou-se uma solução de Cu(II) 8,70 x 10-5 mol L-1, 

preparada no respectivo tampão e para a regeneração da fase sensora utilizou-se 

uma solução EDTA 0,1 mol L-1. Os resultados obtidos estão representados na 

Figura 3.8. 

 



                Capítulo 3 – Avaliação dos reagentes luminescentes ZOX, [Ru(s2d)2bim]2- e bpySOH 

42 
 

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
518

520

522

524

526

528

 

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o

Tempo (s)

  pH 3,0
 Cu(II)
 EDTA

(a)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

506

508

510

512

514

516

518

520

 

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o 

(u
.a

.)

Tempo (s)

 pH 5,0
 Cu(II)
 EDTA

(b)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
490

495

500

505

510

515

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o 

(u
.a

.)

Tempo (s)

 pH 7,0
 Cu(II)
 EDTA

(c)

0 1000 2000 3000 4000

460

470

480

490

500

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o 

(u
.a

.)

Tempo (s)

 pH 9,0
 Cu(II)
 EDTA

(d)

 
Figura 3.8. Intensidades de emissão em função do tempo para Cu(II) em diferentes 
valores de pH. Comprimento de onda de excitação: 458 nm, comprimento de onda de 
emissão: 635 nm. Fendas de emissão e excitação: 15 nm, sinal registrado a cada 2 s em: 
(a) pH 3,0. (b) pH 5,6. (c) pH 7,0. (d) pH 9,0. 
 

 

 

 Partindo destes resultados, observa-se que a resposta para o metal em pH 

3,0 não é adequada, uma vez que há pouca variação na intensidade de emissão 

e, além disso, há muito ruído no sinal analítico. Em pH 5,6, por sua vez, a resposta 

é mais estável e reprodutível, embora a variação da intensidade de emissão ainda 

seja pequena (12 unidades). Por outro lado, em pH 7,0, verifica-se que o indicador 

sofre lixiviação da matriz de sol-gel devido à diminuição gradual da intensidade de 

emissão em função do tempo. E, finalmente, em pH 9,0 observa-se elevada 

lixiviação do complexo de Ru(II) do sol-gel. 
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 A partir destas observações, pode-se dizer que em nenhum dos valores de 

pH avaliados o reagente se comporta de forma apropriada para que a fase 

sensora seja melhor avaliada. Por esta razão, foram encerrados os estudos com 

esta composição de sol-gel. 

 Outra formulação de sol-gel avaliada na imobilização do complexo 

[Ru(s2d)2(bim)]2- foi baseada em trabalho proposto por Díaz-García e 

colaboradores (Díaz-García et al., 2006): (sol-gel MTMOS/TMOS/TEOS). As 

composições destes materiais estão apresentadas nas Tabelas 3.2 e 3.3. 

 
Tabela 3.2. Composições das formulações de sol-gel baseadas em MTMOS, TMOS e 
APTEOS. 
 

Sol-gel MTMOS (%) TMOS (%) APTEOSa (%) 

A 40 30 30 

B 40 40 20 

C 80 10 10 

D 15 75 10 

E 45 55 10 

F 45 45 10 

G 55 40 5 

H 49 49 2 

                        a Reticulante 
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Tabela 3.3. Composições das formulações de sol-gel baseadas em MTMOS, TMOS, 
TEOS e APTEOS. 
 

Sol-gel MTMOS (%) TMOS (%) TEOS (%) APTEOS (%) 

I 33 33 33 1 

J 50 25 25 1 

K 25 25 50 1 

L 25 50 25 1 

M 75 12,5 12,5 1 

N 12,5 75 12,5 1 

O 12,5 12,5 75 1 

P 40 30 30 1 

Q 30 40 30 1 

R 30 30 40 1 

S 0 50 50 1 

 

 

 

 

 Antes de preparar o sol-gel com o indicador, foram preparadas as misturas 

dos agentes precursores e observou-se que apenas as composições H, L e N 

tardavam alguns minutos para que se iniciasse a formação do gel. As demais 

composições, por outro lado, se tornaram gel enquanto se misturavam os 

componentes. Assim, foram preparados as composições H, L e N utilizando-se 

uma solução de [Ru(s2d)2(bim)]2- 3,00 x 10-4 mol L-1. As quantidades empregadas 

de cada componente são apresentadas na Tabela 3.4. 
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Figura 3.9. Espectros de emissão dos sobrenadantes das composições H, L e M de sol-
gel. Comprimento de onda de excitação: 458 nm, fendas de emissão e excitação: 15 nm e 
velocidade de varredura: 500 nm min-1. 
 

 

 

 A partir destes resultados, verifica-se que o complexo [Ru(s2d)2(bim)]2- sofre 

lixiviação das três composições avaliadas. Comparando-se os resultados obtidos 

para as três composições, é observado que na H há menor lixiviação. E, por esta 

razão, esta composição foi melhor avaliada. 

 Antes de avaliar a resposta da fase sensora para os íons Cu(II), foram 

obtidos os espectros de emissão e excitação do sol-gel em solução tampão fosfato 

pH 5,6 e verificou-se a presença das bandas características do complexo 

[Ru(s2d)2(bim)]2-. O primeiro experimento realizado com esta fase sensora foi a 

avaliação de seu comportamento em soluções tampão de diferentes valores de pH 

(força iônica 0,02 mol L-1) e, para tanto, utilizou-se uma solução de Cu(II) 1,03 x 

10-5 mol L-1 preparada nos respectivos valores de pH. Para o registro do sinal 

analítico em função do tempo, empregou-se comprimento de onda de excitação 
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igual a 458 nm, de emissão igual a 635 nm e fendas de emissão e excitação iguais 

a 15 nm. Os resultados obtidos são apresentados na Fig. 3.10. 
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Figura 3.10. Intensidades de emissão em função do tempo para Cu(II) em diferentes 
valores de pH. Comprimento de onda de excitação: 458 nm, comprimento de onda de 
emissão: 635 nm. Fendas de emissão e excitação: 15 nm, sinal registrado a cada 2 s. (a) 
pH 3,0. (b) pH 5,6. (c) pH 7,0. (d) pH 9,0. 
 

 

 

 Observando-se os resultados obtidos em pH 3,0 verifica-se que não há 

resposta para o metal. Em pH 5,6, a resposta para íons Cu(II) é reprodutível, 

embora a variação de emissão de fluorescência entre a linha base e o metal 

pequena. Em pH 7,02, por outro lado, nota-se que a resposta desta fase sensora é 

adequada e a variação da intensidade de fluorescência é maior quando 
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comparada com aquela em pH 5,6. E, finalmente, em meio básico, observa-se que 

não há resposta satisfatória frente ao metal. 

 Devido ao fato do pH 7,0 ter apresentado os melhores resultados para a 

determinação dos íons Cu(II) 1,03 x 10-4 mol L-1, avaliou-se o efeito da força iônica 

da solução tampão para este valor de pH. Os valores empregados para tal estudo 

foram 5,0x10-3; 0,01; 0,05 e 0,1 mol L-1. Os parâmetros empregados nos 

experimentos em função do tempo foram: comprimento de onda de excitação: 458 

nm, comprimento de onda de emissão: 635 nm, fendas de emissão e excitação: 

15 nm e intervalo entre medidas de 2 s. Os resultados obtidos estão apresentados 

na Figura 3.11. 
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Figura 3.11. Intensidades de emissão em função da força iônica da solução tampão pH 
7,0 para a resposta para Cu(II). Forças iônicas iguais a: (a) 5,0 x 10-3 mol L-1, (b) 1,0 x 10-3 
mol L-1, (c) 5,0 x 10-2 mol L-1 e (d) 1,0 x 10-2 mol L-1. 
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 Após diversas tentativas de se imobilizar o complexo [Ru(s2d)2(bim)]2- 

chegou-se à conclusão de que o mesmo não apresenta características adequadas 

para ser utilizado neste trabalho, ou seja, a presença das 3 cargas negativas 

influencia de maneira significativa o comportamento do reagente imobilizado. Além 

disso, a lixiviação observada em praticamente todas as estratégias avaliadas se 

deve ao fato de ser um complexo altamente solúvel em meio aquoso. As diversas 

técnicas de imobilização avaliadas não foram capazes de fornecer resultados 

satisfatórios para o propósito deste trabalho. O complexo responde a Cu(II), mas 

como pôde ser observado nos estudos iniciais em solução, a sensibilidade não é 

muito elevada. Desta forma, os estudos com este complexo de Ru(II) foram 

encerrados. 
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3.4. AVALIAÇÃO DO REAGENTE LUMINESCENTE bpySOH 

 
3.4.1. CARACTERIZAÇÃO DO LIGANTE EM METANOL 

 
 Ligantes com grupos contendo átomos doadores de elétrons, como 

nitrogênio, apresentam grande afinidade para complexar íons metálicos. Com este 

propósito, avaliou-se o ligante (4-[2-4’-metil-[2,2’]bipiridil-4-il)-vinil]-fenol), cuja 

estrutura é apresentada na Figura 3.12. 

 

N
N

OH

 

Figura 3.12. Estrutura do ligante bpySOH. 

 

 

 

 Sua massa molar é 288,34 g mol-1, é solúvel em solventes orgânicos e, por 

esta razão, os estudos com este reagente foram realizados em metanol. Para a 

estimativa da absortividade molar através da curva analítica de calibração, foram 

obtidos espectros de absorção em diferentes concentrações. A Figura 3.13 

apresenta a primeira réplica (n=3) para estes espectros e a curva analítica obtida 

em 336 nm e, por fim, a Figura 3.14, os espectros de emissão e excitação paras 

as soluções utilizadas na construção desta curva. 
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Figura 3.13. Espectros de absorção para diferentes concentrações de bpySOH em 
metanol a 25 ºC e a respectiva curva analítica de calibração obtida em 336 nm. 
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Figura 3.14. Espectros de excitação e emissão para soluções de bpySOH em metanol. 
Comprimento de onda de excitação: 336 nm, comprimento de onda de emissão: 440 nm, 
fendas de emissão e excitação: 10 nm e velocidade de varredura: 500 nm min-1. 
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ns). Em seguida, a solução foi mantida sob fluxo de argônio durante 20 minutos. 

Transcorrido este período, mediu-se novamente este parâmetro, cujo valor foi 

igual a 3,59 ns. Como pode ser verificado através destes valores, o oxigênio 

dissolvido não influencia este parâmetro e, assim, não se faz necessário o 

emprego de atmosfera inerte para a realização de experimentos com este ligante. 

Para verificar o comportamento do reagente luminescente em outros 

solventes, além de metanol, soluções de bpySOH 3,92 x 10-5 mol L-1 foram 

preparadas em tolueno, éter dietílico, diclorometano e acetonitrila, sendo que o 

ligantes mostrou-se solúvel somente em acetonitrila. O tempo de vida do estado 

excitado neste solvente foi de 5,42 ns, contra 3,51 ns em metanol. 

 Um valor de tempo de vida maior significa uma maior estabilidade do 

estado excitado e isso pode ser justificado pelas propriedades do solvente 

empregado. Neste caso, tem-se que a acetonitrila é um solvente aprótico dipolar, 

enquanto que o metanol é anfiprótico. Devido a estas diferenças, o ligante 

comporta-se distintamente em cada solvente. 

 

 

 

3.4.2. AVALIAÇÃO DAS INTERAÇÕES bpySOH–METAIS EM METANOL 

 
3.4.2.1. SELETIVIDADE FRENTE A METAIS PESADOS 

 
 Para avaliar o comportamento do ligante na presença dos metais Cd(II), 

Cu(II), Hg(II), Ni(II) e Zn(II), foram preparadas misturas em metanol contendo 5,0 x 

10-5 mol L-1 de bpySOH e 1,0 x 10-4 mol L-1 dos íons metálicos, ou seja, o dobro da 

concentração de ligante. Os espectros de absorção e emissão dos complexos 

metálicos estão apresentados nas Figuras 3.15 e 3.16. 
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Figura 3.15. Espectros de absorção obtidos em metanol de uma solução de bpySOH na 
presença de diferentes metais pesados. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3.16. Espectros de emissão de bpySOH na presença de diferentes íons metálicos 
obtidos em metanol. Comprimento de onda de excitação: 336 nm, fendas de emissão e 
excitação: 6,0 nm e velocidade de varredura: 500 nm min-1. 
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 A partir dos espectros de absorção representados na Figura 3.15, verifica-

se que aqueles referentes aos complexos metálicos são distintos quando 

comparados com o ligante livre. Para todos os íons metálicos é observado um 

deslocamento batocrômico em relação à banda de 336 nm, cuja extensão 

depende do íon. 

 Os perfis e intensidades dos espectros de emissão, ilustrados na Figura 

3.16, são distintos dependendo do metal. Cd(II) e Hg(II) (metais moles) aumentam 

ligeiramente a intensidade de fluorescência do ligante, enquanto Zn(II), Cu(II) e 

Ni(II) (metais duros) atuam como supressores da fluorescência (os dois últimos 

íons apresentam um efeito significativo, com a intensidade de emissão atingindo 

um valor próximo a zero). Essas diferenças observadas nos dois tipos de 

espectros fazem do bpySOH um ligante apropriado para a determinação 

simultânea de íons metálicos. 

 De acordo com as distintas facilidades de redução dos íons metálicos 

investigados, uma transferência de elétron foto-induzida (PET, photo-induced 

electron transfer) do grupo bipiridina fenólico do ligante para o íon metálico 

coordenado, seria de se esperar particularmente eficiente para Hg(II), Cu(II) e 

Ni(II) (isto é, maior facilidade para reduzir íons). A coordenação de Hg(II) não leva 

à supressão da fluorescência em solução. Na ausência de um estudo fotoquímico 

mais detalhado (que não é o objetivo desta Tese), especula-se que nas condições 

experimentais da Figura 3.16, o grupo fenol redutor do fluoróforo bpySOH é 

totalmente coordenado para Hg(II), impedindo, com eficiência, o mecanismo de 

desativação PET. A coordenação do grupo fenol para os demais íons metálicos 

seria menos favorável e a coordenação pelo grupo bipiridina prevalece. A 

observância do mecanismo PET após a imobilização em sol-gel (como 

apresentado neste trabalho) suporta esta hipótese. 
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3.4.2.2. CÁLCULOS DAS ESTEQUIOMETRIAS DE COMPLEXAÇÃO COM OS ÍONS 

METÁLICOS 

 
Diferentes são os métodos para o cálculo de estequiometria de complexos 

metálicos. Um comumente empregado é o Método da Razão Molar, que consiste 

em variar a concentração de metal, M, ou do ligante L, mantendo fixa a 

concentração do outro componente para a obtenção de espectros de absorção. 

Representam-se os valores de absorbância em um determinado comprimento de 

onda frente à relação CM/CL ou CL/CM, conforme seja L ou M que se mantém 

constante. 

Nesta representação, observa-se um ponto no qual há uma mudança 

brusca na inclinação, que corresponde à máxima concentração de complexo que 

se pode formar para uma dada concentração de M e L. Este ponto coincidirá com 

a relação estequiométrica do sistema sempre que o complexo estiver pouco 

dissociado; no caso que tenha uma constante aparente de dissociação elevada, o 

ponto estequiométrico que corresponde à relação M/L ou L/M (segundo a série 

representada) se obtém por extrapolação das retas da curva até alcançar o ponto 

de intersecção dos dois intervalos. Para todos os íons metálicos, este foi o método 

empregado na estimativa da estequiometria de complexação. 

 Para o cálculo da estequiometria de complexação com Cd(II) com o 

emprego do método da razão molar, inicialmente variou-se a concentração de 

metal de 0 a 4,67 vezes a concentração de bpySOH, que foi mantida fixa em 3,51 

x 10-5 mol L-1. Os espectros de absorção e a respectiva curva de absorbância 

versus CM/CL em 336 nm estão representadas na seqüência. 
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Figura 3.17. (a) Espectros de absorção para soluções de bpySOH 3,51 x 10-5 mol L-1 
contendo incrementos crescentes de Cd(II). (b) Variação da absorbância em função da 
relação [Cd(II)]/[bpySOH] em 336 nm. 
 

 

 

 Como é possível observar através dos espectros apresentados na Figura 

3.17 a, as bandas com maiores valores de absorbância correspondem a 284 e 336 

nm, que foram empregadas no cálculo da estequiometria de complexação. Os 

resultados obtidos em 284 nm não forneceram informações adequadas, enquanto 

em 336 nm a estequiometria do complexo foi observada, uma vez que fica clara a 

formação de um complexo ML, pois o ponto de intersecção entre as duas retas é 

muito próximo de 1, como mostra a Figura 3.17 b. Assim sendo, a estequiometria 

de complexação para bpySOH:Cd(II) é de 1:1. 

 O experimento realizado com a variação da concentração de bpySOH e 

mantendo-se fixa a de Cd(II) (3,04 x 10-4 mol L-1) não forneceu resultados 

satisfatórios, uma vez que foi observado um aumento contínuo nos valores de 

absorbância e, por essa razão, para os outros metais, realizou-se somente o 

experimento variando-se a concentração de metal e mantendo-se fixa a de 

bpySOH.  

Para a determinação da estequiometria com Cu(II), variou-se a 

concentração de metal de 0 a 2,43 vezes a concentração de bpySOH, que foi 

mantida fixa e igual a 3,12 x 10-5 mol L-1. Na Figura 3.18 estão representados os 
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espectros de absorção para diferentes relações [Cu(II)]/[bpySOH] e a variação de 

absorbância em função da relação CM/CL. 

 

 
Figura 3.18. (a) Espectros de absorção para soluções de bpySOH 3,12 x 10-5 mol L-1 
contendo incrementos crescentes de Cu(II). (b) Variação da absorbância em função da 
relação [Cu(II)]/[bpySOH] em 375 nm. 

 

 

 

Observa-se que com o aumento da concentração de Cu(II), ocorre um 

deslocamento do comprimento de onda no qual há máxima absorção, de 336 nm 

para 375 nm, valor que foi empregado para o cálculo da estequiometria de 

complexação, como mostra a Figura 3.18 b. Observa-se que a intersecção das 

duas curvas se dá em uma relação CM/CL aproximadamente igual a 0,5, indicando 

a formação de um complexo bpySOH:Cu(II) com estequiometria 2:1.  

 Para o complexo de Hg(II), variou-se a concentração de metal de 0 a 2,11 

vezes a de bpySOH. Os espectros de absorção e a curva que indica a 

estequiometria deste complexo estão representados na Figura 3.19. 
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Figura 3.19. (a) Espectros de absorção para soluções contendo diferentes relações 
bpySOH/Hg(II). (b) Variação da absorbância com incrementos de Hg(II) a 284 nm, 
mantendo fixa a concentração de bpySOH em 3,54 x 10-5 mol L-1. 
 

 

 

 Como é possível observar através dos espectros de absorção, as bandas 

com maiores valores de absorbância correspondem a 284 e 336 nm, que foram 

empregados no cálculo da estequiometria de complexação. Os resultados obtidos 

em 336 nm não forneceram informações úteis, entretanto, em 284 nm, a 

estequiometria do complexo foi observada, como mostra a Figura 3.19 b. A 

intersecção entre as duas retas está em um valor de CM/CL igual a 0,5, o que 

corresponde a estequiometria do complexo bpySOH:Hg(II) igual a 2:1. 

 Realizando-se o mesmo experimento empregado para os metais anteriores 

e mantendo-se a concentração de bpySOH igual a 2,90 x 10-5 mol L-1, variou-se a 

concentração de Ni(II) de 0 a 2,43 vezes a de bpySOH. A seguir são apresentados 

os espectros de absorção e a curva absorbância em função de CM/CL. 
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Figura 3.20. (a) Espectros de absorção para soluções contendo diferentes relações 
bpySOH/Ni(II). (b) Variação da absorbância com incrementos de Ni(II) a 335 nm, 
mantendo fixa a concentração de bpySOH em 2,90 x 10-5 mol L-1. 
 

 

 Para o complexo de Ni(II), o comportamento observado é similar àquele 

para Cd(II), ou seja, há a formação do complexo de estequiometria 1:1. 

 Para a determinação da estequiometria de complexação do Zn(II), variou-se 

sua concentração de 0 a 6,06 vezes a concentração do ligante, que foi mantida 

fixa em 3,12 x 10-5 mol L-1. Os espectros de absorção e a respectiva curva 

absorbância versus CM/CL em 365 nm estão representadas na Figura 3.21. 
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Figura 3.21. (a) Espectros de absorção para soluções contendo diferentes relações 
bpySOH/Ni(II). (b) Variação da absorbância com incrementos de Zn(II) a 365 nm, 
mantendo fixa a concentração de bpySOH em 3,12 x 10-5 mol L-1. 
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 Através da Figura 3.21 b observa-se que a intersecção entre as duas retas 

ocorre em um valor de CM/CL aproximadamente igual a 1, o que indica a formação 

de um complexo bpySOH:Zn(II) com estequiometria 1:1. A Tabela 3.8 apresenta 

os valores de estequiometrias de complexação determinados para cada metal. 

 
Tabela 3.8. Valores de estequiometria de complexação calculados para os complexos 
metálicos formados com bpySOH. 
 

Metal bpySOH:M(II) 

Cd(II) 1:1 

Cu(II) 2:1 

Hg(II) 2:1 

Ni(II) 1:1 

Zn(II) 1:1 

 

 

 

3.4.2.3. CÁLCULO DAS CONSTANTES DE ESTABILIDADE 

 
 Para estes cálculos, empregaram-se os mesmos espectros de absorção 

apresentados anteriormente e foi utilizada uma ferramenta computacional 

Hyperquad 2006 (Protonic Software, www.hyperquad.co.uk). Hyperquad 2006 é 

um programa que fornece (i) um sistema para simular curvas de titulação e (ii) um 

sistema para fornecer diagramas de especiação. Os cálculos referem-se a 

equilíbrios em solução e não há restrições quando ao número de espécies que 

podem estar presentes ou o número de complexos que podem ser formados. 

Os valores de constante de associação de cada complexo são 

apresentados na Tabela 3.9. 
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Tabela 3.9. Valores de constante de estabilidade dos complexos metálicos em metanol. 
([bpySOH] = 3,05 x 10-5 mol L-1). 
 

Metal K 

Cd(II) 7,44 x 103 

Cu(II) 2,79 x 108 

Hg(II) 1,98 x 107 

Ni(II) 1,21 x 104 

Zn(II) 3,88 x 107 

 

 

 

 Observa-se que os complexos de Cu(II) e Zn(II) são mais estáveis quando 

comparado com os demais, fato que será melhor explorado posteriormente. A 

estabilidade dos complexos metálicos obedece à série de Irving-Williams, que 

ordena as constantes de formação para os cátions M(II): Ni(II) < Cu(II) > Zn(II). 

Essa ordem é relativamente insensível à escolha dos ligantes (Shriver & Atkins, 

2003).  

 

 

 

3.4.2.4. DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE VIDA DOS COMPLEXOS METÁLICOS 

 
 Este experimento é de grande importância, uma vez que fornece 

informações sobre o tipo de desativação da fluorescência que ocorre com as 

reações de complexação. 

 O experimento foi realizado mantendo-se fixa a concentração de bpySOH 

em 3,92 x 10-5 mol L-1 e incrementos de uma solução de metal 7,00 x 10-4 mol L-1 

foram adicionados nesta solução e os perfis de tempo de vida obtidos. Os valores 

de tempo de vida foram determinados para Cu(II), Hg(II) e Zn(II) devido ao fato de 

experimentos preliminares indicarem que somente para estes metais a resposta 

da fase sensora baseada em sol-gel foi reversível. Verificou-se que os valores de 
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varredura: 500 nm min-1) de soluções de bpySOH 2,95 x 10-5 mol L-1 preparadas 

em cada valor de pH estão apresentados nas Figuras 3.22 e 3.23, 

respectivamente. 

 

 

Figura 3.22. Espectros de absorção de bpySOH 2,95 x 10-5 mol L-1 em diferentes valores 
de pH (solução tampão fosfato 20 mmol L-1). (a) pH 2,0–7,0 e (b) 8,0–11,8. 
 
 

 
Figura 3.23. Espectros de emissão de bpySOH 2,95 x 10-5 mol L-1 em diferentes valores 
de pH (solução tampão fosfato 20 mmol L-1). (a) pH 2,2–7,0 e (b) 8,0–11,8. 
 

 

 

 Nos espectros de absorção pode-se observar que a banda em torno de 380 

nm é praticamente constante até pH 4,0, apresentando um decréscimo até pH 8,0 
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 A influência do pH já foi avaliada nos espectros de absorção e emissão do 

ligante bpySOH em experimento anterior e está relacionada com a estabilidade da 

molécula em meios ácido, neutro ou básico. A partir dos resultados apresentados 

na Tabela 3.11, observa-se um aumento no valor de tempo de vida do estado 

excitado com o aumento do pH, que pode ser decorrente à presença de espécies 

desprotonadas no estado excitado. 

 

 

 

3.4.4. AVALIAÇÃO DAS INTERAÇÕES bpySOH–METAIS EM MEIO AQUOSO 

 
Como apresentado anteriormente, a maior intensidade de emissão do 

ligante livre foi em pH 7,0, valor que será empregado para avaliar as interações 

com os íons metálicos estudados neste trabalho. Para todos os metais, as 

concentrações avaliadas foram iguais a 1,50 x 10-5 mol L-1, 3,00 x 10-5 mol L-1 e 

6,00 x 10-5 mol L-1, mantendo-se fixa a concentração de bpySOH igual a            

3,05 x 10-5 mol L-1. 

 Na figura 3.24 são apresentados os espectros de absorção e emissão para 

as três concentrações de Cd(II) avaliadas. Os espectros de emissão foram obtidos 

com comprimento de onda de excitação: 336 nm, fendas de emissão e excitação: 

15 nm e velocidade de varredura 500 nm min-1. 
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Figura 3.24. (a) Espectros de absorção e (b) emissão para diferentes concentrações de 
Cd(II) em solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 
 
 
 

Os espectros de absorção apresentam um ponto isosbéstico em 350 nm, 

indicando um equilíbrio entre as espécies presentes neste valor de pH. Os 

espectros de emissão, por sua vez, mostram que este metal é supressor da 

fluorescência do bpySOH. 

 Assim como para Cd(II), foram obtidos os espectros de absorção e emissão 

para Cu(II). As condições empregadas para o registro dos espectros de emissão 

foram as mesmas utilizadas para Cd(II). A Figura 3.25 apresenta estes espectros. 
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Figura 3.25. (a) Espectros de absorção e (b) emissão para diferentes concentrações de 
Cu(II) em solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 
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 Os espectros de absorção apresentam uma banda em torno de 359 nm, 

que aumenta a sua absorbância com o aumento da concentração do metal. A 

presença de íons Cu(II) provoca a total supressão da fluorescência do ligante e, 

neste caso, observa-se que as curvas para as três concentrações estão 

praticamente sobrepostas. 

 Os espectros de absorção e emissão obtidos para Hg(II), por sua vez, estão 

representados na Figura 3.26. 
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Figura 3.26. (a) Espectros de absorção e (b) emissão para diferentes concentrações de 
Hg(II) em solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 
 
 
 
 Os espectros de absorção mostram um aumento da intensidade da banda 

em torno de 336 nm com o aumento da concentração de metal. Os espectros de 

emissão, por sua vez, também apresentam um aumento da intensidade com o 

aumento da concentração de metal, indicando que Hg(II) não provoca supressão 

da fluorescência do ligante, comportamento observado em metanol e discutido 

anteriormente. A seguir, são apresentados os resultados obtidos para Ni(II). 
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Figura 3.27. (a) Espectros de absorção e (b) emissão para diferentes concentrações de 
Ni(II) em solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 

 

 

 

Observa-se através dos espectros de absorção uma banda em torno de 360 

nm, indicando a formação do complexo. Observa-se ainda que a absorção 

aumenta com a concentração do metal. Os espectros de emissão, por sua vez, 

indicam uma supressão quase que completa da fluorescência do ligante para as 

três concentrações de metal analisadas, indicando a elevada sensibilidade para 

este metal. 

 Para finalizar a avaliação das interações entre bpySOH e metais pesados 

são apresentados, na Figura 3.28 os espectros de absorção e de emissão para 

Zn(II). 
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Figura 3.28. (a) Espectros de absorção e (b) emissão para diferentes concentrações de 
Zn(II) em solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 
 

 

 

Para o complexo de Zn(II) observa-se, através dos espectros de absorção, 

uma banda em 340 nm, decorrente da formação do complexo. Através dos 

espectros de emissão, observa-se que o metal também é supressor da emissão 

do bpySOH, menos eficiente que Cu(II) e Ni(II), porém suprime de maneira 

significativa a fluorescência do ligante. 

Após a realização destes experimentos com apenas três concentrações dos 

metais pesados, realizou-se o mesmo em um intervalo de concentração maior 

compreendendo 1,50 x 10-7 a 6,00 x 10-5 mol L-1. Através dos espectros de 

emissão, em um comprimento de onda fixo (455 nm, onde ocorrem maiores 

variações na intensidade de emissão de fluorescência), pôde-se estimar a faixa 

linear de resposta para cada metal em meio aquoso, como mostra a Figura 3.29. 
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Figura 3.29. Variação da intensidade de emissão em função da concentração de metal 
em 455 nm empregando uma solução de bpySOH 3,05 x 10-5 mol L-1. Dados obtidos em 
solução tampão fosfato 20 mmol L-1 pH 7,0. 
 

 

 

 A partir destas curvas, pode-se dizer que a faixa linear de resposta em meio 

aquoso para todos os metais é praticamente a mesma e igual a 1,50 x 10-7 mol L-1 

a 6,00 x 10-6 mol L-1. Este fato será importante para a caracterização da resposta 

da fase sensora, como será discutido posteriormente. 

 

 

 

3.4.5. AVALIAÇÃO DE UMA FASE SENSORA BASEADA EM SOL-GEL 

 
 Assim como para os outros reagentes luminescentes estudados, avaliou-se 

uma composição de sol-gel proposta por Moreno (Moreno, 1994). O procedimento 

foi o mesmo descrito para ZOX e [Ru(s2d)2bim]2- e a concentração de bpySOH na 

matriz sol-gel foi igual a 3,20 x 10-5 mol L-1. A lavagem do material depois de 
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realizadas. Assim sendo, em todos os experimentos realizados nesta etapa do 

projeto, foram levados em consideração estes fatores. 

 Os experimentos empregando o sol-gel foram realizados no 

espectrofluorímetro Cary-Eclipse e as condições empregadas para o registro dos 

espectros de emissão, excitação e em função do tempo são apresentadas na 

Tabela 3.12. 

 
Tabela 3.12. Condições empregadas no espectrofluorímetro Cary-Eclipse. 
 

Parâmetro Valor 

Comprimento de onda de excitação 410 nm 

Comprimento de onda de emissão 515 nm 

Fenda emissão 10 nm 

Fenda excitação 10 nm 

Filtro emissão 430-1100 nm 

Filtro excitação 250-395 nm 

Velocidade de varredura 600 nm min-1 

Intervalo 1 nm 

Tempo de integração 0,1 s 

Voltagem Fotomultiplicadora 600 V 

 

 

 

3.4.5.2. COMPORTAMENTO DO SOL-GEL EM DIFERENTES VALORES DE pH 

 
 Uma avaliação no intervalo de pH de 2,0–9,0 foi realizada com o bpySOH 

imobilizado, sem a presença de íons metálicos, para verificar a emissão de 

fluorescência nestes meios. A Figura 3.30 mostra os espectros de emissão em 

função do pH. 
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Figura 3.30. Variação da intensidade de emissão do sol-gel em função do pH da solução. 
 

 

 

 Observa-se que com o aumento do pH ocorre uma diminuição da 

intensidade de emissão do bpySOH imobilizado. Por outro lado, em valores de pH 

baixos, ocorre a protonação dos átomos de nitrogênio da estrutura do ligante 

bpySOH e, como conseqüência, não há a complexação com os íons metálicos. 

Desta maneira, escolheu-se o pH 5,0 para a reação com os metais.  

Para ilustrar que este é um valor adequado para tais reações, avaliou-se a 

complexação de Hg(II) com concentração igual a 1,02 x 10-4 mol L-1, em valores 

de pH iguais a 5,0, 7,0 e 9,0. Neste experimento verificou-se que a reação em pH 

5,0 apresentou maior variação da intensidade de emissão (em função do tempo) 

quando comparado com os outros valores. A Figura 3.31 apresenta a variação de 

intensidade de emissão em função do tempo de reação em 515 nm, comprimento 

de onda máximo de emissão, para estes três valores de pH. 
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Figura 3.31. Variação da intensidade de emissão do reagente bpySOH imobilizado na 
matris sol-gel em 515 nm em função do tempo de reação para Hg(II) 1,02 x 10-4 mol L-1 
obtida em solução tampão fosfato 10 mmol L-1. 
 

 

 

 De acordo com os resultados destes experimentos preliminares, fixou-se o 

valor de pH em 5,0 para a posterior avaliação da fase sensora na resposta frente 

aos íons de metais pesados. 

 Antes de iniciar as reações com os metais em fase sólida, foram obtidos 

espectros de emissão e excitação da fase sensora em pH 5,0 para a verificação 

dos comprimentos de onda máximos de emissão e excitação. Estes espectros são 

mostrados na Figura 3.32. 
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3.4.5.3. REGENERAÇÃO DO SINAL ANALÍTICO DA FASE SENSORA 

 
 Sensores ópticos para a determinação de metais pesados usualmente 

requerem o uso de uma espécie capaz de regenerar o sinal analítico após a 

inserção do analito. Comumente são utilizadas soluções de EDTA ou ácidos 

diluídos para tal finalidade. Neste trabalho foram avaliadas três soluções distintas: 

EDTA 0,1 mol L-1, H3PO4 0,01 mol L-1 e HCl (0,1 e 0,01 mol L-1). O uso de EDTA e 

H3PO4 não possibilitou a regeneração total do sinal analítico, diferentemente do 

HCl. Duas concentrações diferentes foram avaliadas com o intuito de preservar a 

fase sensora. Entretanto, o tempo de regeneração com HCl 0,01 mol L-1 (12 

minutos) foi muito elevado quando comparado com HCl 0,1 mol L-1 (2 minutos), 

inviabilizando as análises. Desta maneira, utilizou-se HCl 0,1 mol L-1 para a 

regeneração do sinal analítico. 

 

 

 

3.4.5.4. RESPOSTA DA FASE SENSORA FRENTE A METAIS PESADOS 

 
 A faixa de concentração avaliada para cada metal foi baseada naquela 

obtida em solução (Seção 3.4.4). Para tal experimento, fixou-se o comprimento de 

onda de excitação em 410 nm e o de emissão em 515 nm e avaliou-se a 

intensidade do sinal de fluorescência em função do tempo (sinal registrado a cada 

2 s). Além dos parâmetros mencionados na Tabela 3.12, os tempos de propulsão 

de cada solução foram ajustados para facilitar as determinações. Estes valores 

são expressos na Tabela 3.13. 
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Tabela 3.13. Tempos de bombeamento das espécies mencionadas para a determinação 
de metais pesados. 
 

Espécie Tempo (min) 

Solução tampão pH 5,00a 10 

Metalb 5 

HCl 0,1 mol L-1c 1 

             a estabilização do sinal considerado como linha de base 
             b resposta para o analito 
             c regeneração do sinal analítico 
 

 

 

 Estudos preliminares indicaram que a interação entre o reagente 

luminescente bpySOH e os metais Cd(II) e Ni(II) é praticamente irreversível 

(ressaltando que o termo irreversível, neste caso, é utilizado com o sentido de 

regenerável). Notou-se que não foi possível regenerar a fase sensora com uma 

solução de HCl 0,1 mol L-1 e, desta maneira, tornou-se inviável seu emprego para 

a determinação de tais metais. Para este cátion metálico, pode ter havido 

precipitação com HPO4
2- e PO4

3-, ânios provenientes da solução tampão fosfato 

utilizada. Um exemplo deste comportamento é apresentado na Figura 3.33, que 

mostra a resposta para Ni(II). 
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adicionar informações relevantes para o conjunto de dados. É importante ressaltar 

que o emprego de comprimentos de onda distintos para excitação não interfere no 

comprimento de onda de máxima emissão e sim na intensidade dos espectros. 

Este procedimento, todavia, não forneceu informações adicionais úties para a 

discriminação das espécies. 

 Por outro lado, o emprego de diferentes tempos de bombeamento da 

solução de metal proporcionou informações adicionais às misturas. Isso porque 

quanto maior este intervalo, maior é a quantidade de metal complexada pelo 

ligante imobilizado e, conseqüentemente, menor é a intensidade de emissão do 

ligante livre, parâmetro medido. Além disso, a cinética de reação de cada metal 

influencia de maneira significativa a resposta do sensor 

 Conforme discutido anteriormente, os espectros Io/I fornecem melhores 

resultados quando comparados com aqueles Io–I, pois a supressão da 

fluorescência do ligante pela reação com o metal obedece à equação de Stern-

Volmer. Muito embora este fato tenha sido observado, foram avaliados além dos 

espectros de Io/I, aqueles de Io–I e os espectros brutos. Os espectros brutos não 

forneceram resultados satisfatórios, pois se fez necessário comparar o sinal obtido 

para cada amostra com uma referência (branco, tampão pH 5,0) e com os 

espectros brutos esta comparação não foi realizada. Os resultados mais 

relevantes foram aqueles obtidos com os espectros de Io/I. 

 Observou-se que as respostas fornecidas para os tempos 0, 1 e 2 minutos 

de bombeamento da solução de metal estavam praticamente sobrepostas e, 

assim sendo, o intervalo utilizado foi de 2–5 min. 

 Um exemplo de conjunto de dados obtido é apresentado na Figura 3.42 

para a mistura Hg(II)–Zn(II). 
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 Neste conjunto de dados foram utilizados os seguintes pré-tratamentos para 

a suavização dos espectros originais: filtros de média móvel, mediana móvel e 

Savitsky-Golay, todos com distintos valores de janelas. Além destes, foram 

empregadas também as técnicas de primeira derivada e transformada Wavelet. 

 O modelo de calibração utilizado foi o PLS (Regressão de Mínimos 

Quadrados Parciais, do inglês Partial Least Squares Regression). Este modelo de 

calibração é muito eficiente para tratar dados com ruídos experimentais, por 

exemplo. Em tal modelo, todas as variáveis relevantes são incluídas, implicando 

que a calibração pode ser conduzida de maneira eficiente mesmo na presença de 

interferentes. Sua base fundamental é a PCA (Análise de Componentes Principais, 

do inglês, Principal Component Analysis), que consiste em representar as 

variações presentes em muitas variáveis através de um número menor de fatores, 

denominados variáveis latentes. (Cunha Jr. et al., 2003). 

 Para a construção de tal modelo, utilizou-se a validação cruzada (leave-

one-out) na elaboração do modelo de previsão. Esta técnica consiste em retirar 

uma amostra do conjunto de dados e construir um modelo em sua ausência. A 

amostra retirada é, então, testada como uma amostra de “validação” do modelo 

construído. Esse procedimento é realizado para todas as amostras do conjunto de 

calibração, sendo, então, construído um modelo de validação para este conjunto 

de calibração (Franco & Reche, 2009). 

 Em um determinado conjunto de dados, as amostras de validação devem 

ser bem representadas pelas amostras de calibração. Para tanto, alguns métodos 

são utilizados para diferenciar as amostras de calibração e validação, como por 

exemplo, algoritmo de projeções sucessivas (SPA, do inglês Successive 

Projections Algorithm) (Araújo et al., 2004) e o algoritmo de Kennard-Stone 

(Kennard & Stone, 1969). Para a construção deste modelo de calibração, fez-se 

uso da segunda técnica. Neste algoritmo, a primeira amostra selecionada é aquela 

que representa a maior distância em relação à amostra média. A segunda amostra 

será aquela que apresenta maior distância em relação à primeira e, assim, 

sucessivamente. 
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 O uso de Transformada Wavelet, por sua vez, é de grande interesse na 

remoção de ruídos experimentais. Isso se deve à sua capacidade de representar 

simultaneamente as propriedades de tempo e freqüência de um sinal analítico. 

Além disso, a sua natureza multidimensional possibilita a representação do sinal 

em várias escalas. Neste tipo de transformada a compressão dos sinais pode ser 

realizada com duas técnicas de limiarização: a Rígida (Hard thresholding) e Suave 

(Soft thresholding), que consistem em remover ou atenuar os coeficientes wavelet 

de pequena amplitude que possuem baixa relação sinal-ruído (José, 2008). 

 Embora as transformadas Wavelets sejam uma excelente alternativa para a 

remoção de ruídos espectrais, neste caso, a previsão das amostras em dados 

tratados com este pré-tratamento não forneceram bons resultados. 

 Além do algoritmo de Kennard-Stone e das transformadas Wavelets, foi 

avaliado também o algoritmo de projeções sucessivas (SPA, do inglês Successive 

Projections Algorithm) para a seleção das variáveis mais relevantes para o 

modelo. Entretanto, o emprego deste algoritmo não forneceu melhorias nos 

resultados. 

 Para todas as misturas, observou-se que os conjuntos de dados de 

espectros de excitação não forneceram bons resultados, apresentando valores de 

RMSEP elevados. Os diferentes métodos de pré-processamento empregados, por 

sua vez, não resultaram em melhorias significativas para as previsões das 

concentrações dos íons metálicos nas misturas.  

 Para finalizar, deve-se levar em conta que a velocidade de varredura 

empregada foi elevada, aumentando o ruído dos espectros. Além disso, elevou-se 

o intervalo de tempo de reação de cinco para dez minutos. Essas modificações 

são referentes à segunda estratégia avaliada, que será melhor discutida na 

sequência. 
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que foi possível determinar a concentração dos metais em amostras reais, como 

aquelas discutidas neste trabalho. 

 

 

 

3.4.7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 O emprego do reagente luminescente bpySOH possibilitou a obtenção de 

bons resultados na determinação simultânea de metais pesados empregando o 

reagente imobilizado em uma matriz sol-gel. 

 Com estas observações, fica evidente a aplicabilidade do sensor em 

amostras reais para determinar contaminação de águas de rios, por exemplo. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

 
4.1.1. POLÍMEROS DE IMPRESSÃO MOLECULAR, MIPS 

 
 A impressão molecular é uma técnica de molde direcionado que permite o 

desenho e síntese de materiais com sítios de recepção bem definidos para ampla 

variedade de compostos químicos e bioquímicos (Denizli et al., 2007; Moreno-

Bondi et al., 2008). Um esquema simplificado desta técnica é representado na 

Figura 4.1 (Widstrand et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Esquema geral do princípio da técnica de impressão molecular. 

 

 

 

 O molde (template, molécula pequena, macromolécula biológica ou 

microorganismo) interage com um monômero polimerizável que contém grupos 

funcionais complementares ou elementos estruturais do molde, através de 

ligações covalentes reversíveis, a partir das quais a molécula-alvo é facilmente 

removida. Além deste tipo de interação, o molde também pode interagir com o 
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monômero através de métodos não covalentes, que incluem as interações 

eletrostáticas, ligações de hidrogênio, forças de van der Walls, interações 

hidrofóbicas ou coordenação com um centro metálico. A interação deve ser 

reversível, de modo que o molde possa ser removido do polímero, além de poder 

ligar-se novamente ao sítio específico de reação (Moreno-Bondi et al., 2008). 

 Os complexos de pré-polimerizaçao são combinados com um reticulante, 

um iniciador e um solvente, que é responsável pela geração de poros no material, 

permitindo a difusão do analito aos sítios específicos de reação. A polimerização 

pode ser iniciada térmica ou fotoquimicamente a baixas temperaturas, 

dependendo das características do molde (Moreno-Bondi et al., 2008). 

 A polimerização fixa a posição relativa dos monômeros funcionais ao redor 

do molde, devido à formação de ligações químicas entre as moléculas de 

monômeros e de reticulante. Após a remoção do molde, com o emprego de 

solventes adequados para a sua extração, uma rede tridimensional é obtida 

apresentando tamanho complementar, forma e distribuição de seus grupos 

funcionais. Dessa maneira, moléculas do analito podem se ligar novamente a essa 

rede com elevada seletividade (Moreno-Bondi et al., 2008; Murray et al., 1997). 

Os materiais produzidos através desta técnica são conhecidos como MIP 

(do inglês, Molecularly Imprinted Polymers) e são facilmente preparados, estáveis, 

baratos e capazes de reconhecer moléculas-alvo seletivamente (Singh et al., 

2007; Díaz-García et al., 2006). 

 De acordo com Wulff e Sarhan (Murray et al., 1997), os MIP devem 

apresentar as seguintes características: 

a) A cavidade da geometria e o arranjo do grupo de ligação devem ser 

preservados após a retirada do molde. 

b) As cavidades devem apresentar flexibilidade suficiente para permitir rápida 

absorção e liberação do molde, havendo um compromisso com a 

quantidade de reticulante empregada, uma vez que este diminui a 

flexibilidade da molécula. 

c) Os materiais poliméricos devem ser química e mecanicamente estáveis, 

permitindo, assim, sua regeneração e reutilização. 
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 Além destas características, é importante mencionar a importância do 

solvente utilizado na mistura de polimerização, uma vez que sua escolha pode 

afetar significativamente as propriedades físicas dos polímeros, como área 

superficial e tamanho de poros. Ademais, a polaridade dos solventes influencia no 

desempenho dos MIP, como seletividade, especificidade e habilidade de 

reconhecimento (Rao et al., 2006). 

 Os MIP apresentam várias aplicações (Moreno-Bondi et al., 2008; Al-Kindy 

et al., 2002) como separações quirais e sensores químicos. Alguns destes 

polímeros são utilizados para a preparação de materiais sensíveis a íons 

metálicos e são conhecidos como IIPS (Ion Imprinted Polymers, ou polímeros de 

íons impressos) (Rao et al., 2006). A síntese de polímeros com ligantes ou 

monômeros complexantes que apresentam propriedades fluorescentes e/ou 

cromogênicas permite a construção de sensores seletivos para íons metálicos. 

 A dificuldade em desenvolver sensores com polímeros impressos reside em 

encontrar um sítio sensível por meio de reconhecimento químico que pode ser 

acoplado ao sinal de transdução. Os dois principais métodos utilizados para a 

transdução do sinal analítico em sensores iônicos são baseados em técnicas 

eletroquímicas e espectroscópicas. A síntese de polímeros exibindo ligações 

seletivas de um cátion específico envolve a formação de cavidades equipadas 

com agentes complexantes dispostos de tal maneira a corresponder à carga, 

número de coordenação, geometria de coordenação e tamanho do cátion alvo. A 

combinação da seletividade de impressão e de transdução pode resultar em 

sensores que reconhecem exclusivamente os analitos alvo e não espécies 

interferentes (Rao et al., 2006). 

Devido a estas dificuldades, poucos são os trabalhos envolvendo MIP para 

a determinação de íons metálicos. Díaz-García et al. (2002) propuseram o 

desenvolvimento de um MIP para a determinação de Al(III). Para tal, empregou-se 

reagente fluorescente Morin, conhecido por formar complexos fluorescentes com 

íons metálicos em solução. Quando imobilizado em suportes sólidos, o reagente 

exibe elevada seletividade para Al(III). Para a preparação do MIP empregou-se 

ácido metacrílico (monômero funcional), dimetacrilato de etileno glicol (reticulante), 
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é apresentado na Figura 4.3 e a interpretação dos seus resultados está na 

seqüência: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Espectro de 1H–RMN do reagente luminescente bpySOMA. 
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 A interpretação deste espectro envolve a análise dos ambientes químicos 

ao redor de cada átomo de hidrogênio da estrutura do bpySOMA e, a partir dos 

valores de constantes de acoplamento obtidas, pode-se atribuí-los aos seguintes 

grupos funcionais: 1H-RMN (300 MHz, CDCl3): 2.08 (3H, s, -CH3), 2.53 (3H, s, -

CH3), 5.78 (1H, s, =CH metacrilato), 6.37 (1H, s, =CH metacrilato), 7.10 (1H, d, J= 

16.37 Hz, =CH), 7.18 (2H, d, J= 8.48 Hz, ArH), 7.30 (1H, d, J= 5.26 Hz, ArH), 7.46 

(1H, d, J= 5.11 Hz, ArH), 7.57-7.64 (3H, m), 8.46 (1H, s, ArH), ca. 8.64 (1H, d, 

J=5.40 Hz, ArH), ca. 8.68 (1H, d, J=5.26 Hz, ArH), 8.77 (1H, s, ArH) ppm. 

 Para finalizar a caracterização da síntese do reagente bpySOMA, foi obtido 

um espectro de massas em metanol. A fonte utilizada foi ESI, com polaridade 

positiva e o resultado obtido foi uma média de 14 espectros. A Figura 4.4 mostra 

esse espectro contendo o íon molecular. 

 

 

 
Figura 4.4. Espectro MS do reagente luminescente bpySOMA. 
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 Através deste espectro, observa-se a presença do íon molecular de m/z 

igual a 357,2 que corresponde a [M + H]+, sendo que M é igual à massa molar do 

bpySOMA, ou seja, 356,39 g mol-1. 

 Terminada a caracterização da síntese, iniciou-se a caracterização do 

reagente luminescente, como aquela realizada com o bpySOH e, em seguida, 

foram avaliadas as interações com os metais. 

 

 

 

4.3. CARACTERIZAÇÃO DO REAGENTE LUMINESCENTE EM SOLUÇÃO 

 
 O reagente luminescente bpySOMA também se mostrou solúvel em 

metanol e, neste solvente, foram obtidos espectros de absorção e emissão, que 

estão apresentados na Figura 4.5. 
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Figura 4.5. Espectros de absorção e emissão de uma solução 3,53 x 10-5 mol L-1 de 
bpySOMA em metanol. Para o espectro de emissão: Comprimento de onda de excitação: 
313 nm, fendas de emissão e excitação: 15 e 20 nm e velocidade de varredura: 500 nm 
min-1. 
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 Através do espectro de absorção observa-se que as bandas de maiores 

intensidades são em 313 e 285 nm e, comparando-se estes valores com as 

bandas de bpySOH, verifica-se que há um deslocamento de aproximadamente 20 

nm para a região do ultravioleta. Em relação ao espectro de emissão, verifica-se 

que o comprimento de onda no qual há máxima intensidade de emissão de 

fluorescência é igual a 455 nm. 

 Assim como para bpySOH, soluções contendo 2,02 x 10-5 mol L-1 (absorção 

e emissão) e 3,53 x 10-5 mol L-1 (tempo de vida) foram preparadas em solução 

tampão fosfato 20 mmol L-1 em diferentes valores de pH para avaliar o 

comportamento do bpySOMA nestes meios. Os espectros de absorção e emissão 

para os distintos valores de pH estão representados nas Figuras 4.6 e 4.7, 

respectivamente. 
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Figura 4.6. Espectros de absorção de bpySOMA 2,02 x 10-5 mol L-1 em diferentes valores 
de pH. (a) pH 1,8–5,2 e (b) pH 6,1–9,2. 
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Figura 4.7. Espectros de emissão de bpySOMA 2,02 x 10-5 mol L-1 em diferentes valores 
de pH. (a) pH 1,8–5,2 e (b) pH 6,1–9,2. (Comprimento de onda de excitação: 310 nm, 
fendas de emissão e excitação: 10 nm, velocidade de varredura: 600 nm min-1). 
 

 

 

 Observando-se os espectros de absorção, pode ser verificado que a partir 

de pH 5,2 há um deslocamento da banda de máximo valor de absorbância para a 

esquerda e com o aumento do pH a intensidade dessa banda aumenta. Nota-se 

que os espectros são bastante distintos dependendo do valor de pH no qual foi 

preparada a solução do reagente luminescente, indicando possíveis protonação e 

desprotonação de sua estrutura. 

 Os espectros de emissão, por sua vez, também apresentam diferenças 

significativas em função do pH do meio. Até pH 3,2 observa-se certa similaridade 

das curvas, com máximos de intensidade de emissão de fluorescência ocorrendo 

em 485 nm. Em pH 4,2 é possível verificar uma brusca diminuição da intensidade 

de emissão e um alargamento da banda e a partir de pH 7,1 o comprimento de 

onda onde se observa máxima intensidade de emissão é igual a 400 nm. Esse 

comportamento se deve às emissões das formas protonadas e desprotonadas do 

reagente luminescente, assim como ocorreu com o bpySOH, discutido 

anteriormente. 
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Figura 4.8. Espectros de emissão do reagente bpySOMA 3,53 x 10-5 mol L-1 obtidos em 
diferentes solventes. Comprimento de onda de excitação: 293 nm, fendas de emissão e 
excitação: 4nm. 
 

 

 A partir destes espectros, observa-se que aquele obtido em metanol é o 

mais distinto. Isso se deve ao fato de se tratar de um solvente anfiprótico, 

diferentemente dos outros solventes, apróticos, que apresentam perfis 

semelhantes. 

 

 

 

4.4. AVALIAÇÃO DAS INTERAÇÕES bpySOMA–METAIS EM METANOL 

 
 Assim como para o bpySOH, foram preparadas soluções dos íons metálicos 

Cd(II), Cu(II), Fe(III), Hg(II), Ni(II), Pb(II) e Zn(II) 5,0 x 10-5 mol L-1 para observar o 

comportamento dos complexos frente aos espectros de absorção e emissão na 

presença de 2,0 x 10-5 mol L-1 de bpySOMA. 
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Figura 4.9. Espectros de absorção de bpySOMA na presença de distintos íons metálicos. 
 

 

350 400 450 500 550 600

0

200

400

600

800

1000

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o 

(u
.a

.)

Comprimento de onda (nm)

 bpySOMA
 Cd(II)
 Cu(II)
 Fe(III)
 Hg(II)
 Ni(II)
 Pb(II)
 Zn(II)

 
Figura 4.10. Espectros de emissão de bpySOMA na presença de diferentes metais 
pesados. Comprimento de onda de excitação: 310 nm, fendas de emissão e excitação:  
10 nm, velocidade de varredura: 600 nm min-1. 
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 Os espectros de absorção apresentam diferenças significativas para os 

distintos complexos metálicos. Na ausência de íon metálico, a banda de máximo 

valor de absorbância está localizada em 315 nm. Os espectros dos complexos de 

Cu(II) e Ni(II) são semelhantes, com máxima absorção em 340 nm. O espectro do 

complexo de Hg(II) é bastante similar ao espectro do bpySOMA livre, com um 

ligeiro aumento no valor da absorbância em 315 nm. Os espectros dos complexos 

de Cd(II) e Zn(II), por sua vez, apresentam máximo valor de absorbância em 325 

nm, ou seja, estão deslocados para a direita em relação ao ligante livre. Para o 

complexo de Pb(II), nota-se uma diminuição no valor da absorbância em 315 nm. 

E, por fim, o complexo de Fe(III) apresenta um comportamento distinto dos metais 

avaliados, sem uma banda de absorção de máximo bem definida. Isso porque o 

íon Fe(III) pode ter sofrid hidrólise nestas condições experimentais. 

 Observando-se os espectros de emissão apresentados na Figura 4.10, 

pode-se verificar que os complexos influenciam de maneira diferenciada a 

emissão do bpySOMA. O reagente livre apresenta valor máximo de emissão em 

395 nm, enquanto os complexos de Cu(II), Fe(III) e Ni(II) suprimem totalmente sua 

emissão. O complexo de Cd(II) apresenta intensidade de emissão maior que a do 

bpySOMA e seu máximo ocorre em 450 nm. Hg(II) provoca supressão da emissão 

do ligante e seu complexo apresenta uma banda larga em 430 nm. Pb(II), por sua 

vez, também é um supressor da intensidade de emissão do bpySOMA, 

apresentando uma banda larga em torno de 485 nm. E, finalmente, o complexo de 

Zn(II) provoca um aumento na intensidade de emissão do ligante. Experimentos 

realizados com os mínimos valores de abertura de fenda foram realizados, ainda 

assim houve saturação do sinal. Seu espectro apenas ilustra que é um forte 

agente que aumenta a emissão do ligante livre. Terminada esta caracterização 

dos complexos metálicos em solução, foram realizados experimentos para o 

cálculo das constantes de estabilidade e estequiometria de complexação, 

apresentados a seguir. 
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4.4.1. CÁLCULO DAS CONSTANTES DE ESTABILIDADE DOS COMPLEXOS 

METÁLICOS 

 
Foram calculadas as constantes de estabilidade e as estequiometrias dos 

complexos de Cu(II), Hg(II) e Zn(II), uma vez que se acreditou que estes metais 

forneceriam os melhores resultados, como observado com bpySOH. 

O procedimento empregando o software Hyperquad 2006 foi o mesmo 

adotado para o bpySOH. A seguir serão apresentados os espectros de absorção 

para os três complexos avaliados. 
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Figura 4.11. Espectros de absorção para o complexo Cu(II)─bpySOMA, onde A 
corresponde à absorbância. 
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Figura 4.12. Espectros de absorção para o complexo Hg(II)─bpySOMA, onde A 
corresponde à absorbância. 
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Figura 4.13. Espectros de absorção para o complexo Zn(II)─bpySOMA, onde A 
corresponde à absorbância. 
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 Observa-se que a formação do complexo de Cu(II) (Figura 4.11) não implica 

no surgimento de outra banda de absorção e sim, na diminuição da intensidade da 

banda em 313 nm. Verifica-se, ainda, a presença de um ponto isosbéstico em 330 

nm e diferenças nos espectros em função da concentração de metal, indicando a 

formação do complexo entre Cu(II) e bpySOMA. Na Figura 4.12 na qual foram 

apresentados os espectros de absorção para o complexo de Hg(II), observa-se 

que para este metal ocorre diminuição da intensidade em 313 nm com o aumento 

da concentração de metal. Verifica-se, ainda, que não há ponto isosbéstico. Para 

o complexo de Zn(II), cujos espectros estão na Figura 4.13, nota-se um ponto 

isosbéstico em 335 nm e, uma vez mais, uma diminuição da intensidade da banda 

em 313 nm. A partir destes espectros e com o emprego do programa Hyperquad 

2006 foram calculadas as constantes de estabilidade destes complexos e suas 

estequiometrias. Os valores determinados são apresentados na Tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2. Constantes de estabilidade e estequiometrias dos complexos com o ligante 
bpySOMA. 
 

Metal K bpySOMA:M(II) 

Cu(II) 2,04 x 108 2:1 

Hg(II) 7,42 x 109 2:1 

Zn(II) 5,34 x 103 1:1 

 

 

 

 A partir destes valores, pode-se verificar que para o ligante bpySOMA o 

complexo mais estável é aquele para Hg(II), seguido de Cu(II) e, uma vez mais, o 

complexo de Zn(II) é o menos estável dentre os três. Outro parâmetro que pôde 

ser calculado com este programa foi a estequiometria de complexação e verificou-

se que apresentam as mesmas estequiometrias dos complexos com bpySOH. 
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Figura 4.15. Espectros de emissão do MIP em solução tampão fosfato 0,01 mol L-1 em 
diferentes valores de pH. Comprimento de onda de excitação: 330 nm, fendas de emissão 
e excitação: 10 nm e velocidade de varredura: 600 nm min-1. 

 

0 20 40 60 80

100

150

200

250

 pH 1,8
 pH 2,2
 pH 3,2
 pH 4,2
 pH 5,2
 pH 6,1
 pH 7,1
 pH 8,3
 pH 9,2

In
te

ns
id

ad
e 

de
 e

m
is

sã
o 

(u
.a

.)

Tempo (min)  
Figura 4.16. Variação da intensidade de emissão do MIP em diferentes valores de pH em 
função do tempo medida em 405 nm. 
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 A partir destes espectros, observa-se que o comprimento de onda no qual 

há máxima intensidade de emissão de fluorescência é 415 nm, quando o material 

é excitado em 330 nm. Uma vez mais, assim como para o bpySOH, observa-se 

um deslocamento nos valores de comprimentos de onda de máximas intensidades 

de emissão e excitação devido à imobilização do reagente. 

 Assim como para o sol-gel, empregou-se uma solução de ácido clorídrico 

para a regeneração do sinal analítico após a interação da fase sensora com os 

íons de metais pesados. Para esta avaliação, utilizou-se uma solução de Cu(II) 

1,00 x 10-4 mol L-1 e soluções de HCl 0,1; 0,05 e 0,01 mol L-1. A curva de resposta 

apresentada na Figura 4.18 mostra a regeneração para estas três concentrações 

utilizadas. 
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Figura 4.18. Curva de resposta para Cu(II) 1,00 x 10-4 mol L-1 empregando soluções de 
HCl de diferentes concentrações para regenerar o sinal analítico da fase sensora. 
Comprimento de onda de excitação: 330nm, comprimento de onda de emissão: 415 nm, 
fendas de emissão e excitação: 10 nm e sinal registrado a cada 2 segundos. 
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 Como pode ser verificado a partir desta curva, os tempos necessários para 

a regeneração do sinal quando são empregadas soluções de HCl 0,1mol L-1 e 

0,05 mol L-1 são praticamente os mesmos (2 minutos), diferentemente de HCl 0,01 

mol L-1, para qual são necessários 12 minutos para que se regenere o sinal 

analítico. Dessa maneira, será utilizada nos próximos experimentos como solução 

regeneradora HCl 0,05 mol L-1. 

 O pH da solução tampão fosfato foi avaliado com a intenção de se verificar 

em qual valor ocorrem maiores diferenças de intensidade de emissão e melhor 

resposta para os íons metálicos. Para tal, foram empregadas soluções tampão 

fosfato 0,01 mol L-1 com valores de pH iguais a 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0. A resposta foi 

avaliada para uma solução de Cu(II) 1,00 x 10-4 mol L-1 empregando HCl 0,05   

mol L-1 para a regeneração do sinal analítico. As curvas para os valores de pH 

analisados são apresentadas na Figura 4.19. 
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Figura 4.19. Resposta da fase sensora para Cu(II) 1,00 x 10-4 mol L-1 em soluções 
tampão fosfato de diferentes valores de pH. (Mesmos parâmetros da Figura 4.15). 
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 Verifica-se que em pH 5,0 a resposta é mais estável quando comparada 

com os outros valores. A diferença de intensidade de emissão entre a linha base 

(solução tampão) e o metal é praticamente a mesma e pelo fator da estabilidade 

mencionado anteriormente, escolheu-se pH 5,0 para posteriores avaliações. Em 

soluções tampão com valores e pH 7,0 e 8,0 pode ocorrer uma competiçãao entre 

a reação de complexação do íon metálico e sua precipitação. Por esta razão, 

observa-se que a estabilidade do sinal analítico neste meio é menor, quando 

comparada com aquela obtida em meio ácido. 

 A força iônica da solução tampão fosfato também foi estudada e para tal 

foram avaliadas três concentrações em pH 5,0: 0,010; 0,025 e 0,050 mol L-1. A 

Figura 4.20 representa as curvas de resposta para Cu(II) 1,00 x 10-4 mol L-1 

preparada nestas concentrações da solução tampão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.20. Resposta da fase sensora para Cu(II) 1,00 x 10-4 mol L-1 em soluções 
tampão fosfato pH 5,0 de diferentes valores de força iônica. (Mesmos parâmetros da 
Figura 4.15). 
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estudo. Terminada esta avaliação, o MIP sintetizado foi empregado para a 

determinação de íons Cu(II) em uma amostra real, como será discutido a seguir. 

 

 

 

4.5.4. APLICAÇÃO DO MIP NA DETERMINAÇÃO DE Cu(II) EM AMOSTRA DE 

ÁGUA DE TORNEIRA 

 

 Foram empregadas amostras de água de torneira fortificadas com 

diferentes concentrações de Cu(II), assim como realizado para o sol-gel. Para 

comprovar o desempenho do sensor, seus resultados foram comparados com 

aqueles obtidos com a técnica de Espectroscopia de Absorção Atômica por 

Chama (FAAS, Flame Absorption Atomic Spectrosocopy). O modelo do 

espectrômetro empregado foi AAnalyst 400 (Perkin Elmer) com o uso de uma 

lâmpada de Cu(II) (324,75 nm). 

 O procedimento adotado para a obtenção dos dados foi realizar a análise 

em função do tempo, empregando, como anteriormente um valor de tempo fixo e 

igual a 15 minutos para cada amostra, cuja análise foi realizada em triplicata. 

 Os valores de concentração de Cu(II) determinados com o sensor e com a 

técnica de FAAS estão expressos na Tabela 4.4. 
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5.1. CONCLUSÕES 

 
 O desenvolvimento deste trabalho permite concluir que o uso de reagentes 

luminescentes para a determinação simultânea de metais pesados em águas 

apresenta diversos aspectos positivos em sua aplicação. 

 Desta maneira, pode-se concluir que todas as atividades realizadas neste 

trabalho forneceram informações adequadas quanto à caracterização de 

reagentes luminescentes em solução, suas interações com íons de metais 

pesados e sua imobilização em diferentes suportes. 

 O reagente ZOX apresentou interação com íons Cd(II). Imobilizado em 

membranas de PVC, foi observado que não houve resposta para o íon metálico. 

Imobilizado em uma matriz sol-gel, a interação foi verificada, entretanto, a 

resposta para Cd(II) foi irreversível, fato que não é desejável para a aplicação de 

sensores ópticos. Por esta razão, não foram avaliadas outras fases sensoras com 

este reagente luminescente. 

 Para o reagente luminescente [Ru(s2d)2(bim)]2-, por sua vez, verificou-se 

que o mesmo apresentou elevada afinidade por íons Cu(II). Distintas foram as 

composições de sol-gel avaliadas, entretanto nenhuma delas forneceu resultados 

satisfatórios como fase sensora, visto que ocorreu lixiviação de praticamente todas 

as composições. Esta lixiviação se deve ao fato da estrutura do complexo de 

Ru(II) apresentar três grupos SO3
–, polares, com elevada solubilidade em água. 

Assim sendo, fases sensoras baseadas neste reagente tampouco foram 

profundamente avaliadas. 

 O reagente luminescente bpySOH, por outro lado, se mostrou adequado 

para a determinação simultânea de metais pesados em águas. Isto porque suas 

interações em solução com diferentes íons são distintas, apresentando perfis de 

absorção e emissão diferentes além de estequiometrias de complexação e 

constantes de estabilidade dos complexos metálicos. Quando imobilizado, não 

sofreu lixiviação da matriz sol-gel na qual foi encapsulado, preservando distintos 

comportamentos com os metais avaliados. 
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 A determinação simultânea de metais pesados forneceu resultados 

satisfatórios com baixos valores de RMSEP, indicando que os métodos de 

calibração multivariada foram eficientes. Além disso, o sensor desenvolvido foi 

capaz de determinar de maneira eficiente a concentração de duas espécies 

metálicas em amostras reais de águas naturais. 

 A síntese do derivado bpySOMA ocorreu de maneira satisfatória para que o 

mesmo pudesse ser incorporado em um MIP para a determinação de íons Cu(II). 

A fase sensora mostrou-se altamente seletiva para este metal, quando comparado 

seu desempenho para com outros metais e, além disso, o sucesso da síntese do 

MIP foi comprovado quando se comparou as respostas para MIP e NIP. 

 

 

 

5.2. PERSPECTIVAS 

 
 As perspectivas decorrentes da realização deste trabalho se resumem em 

sintetizar MIP para outras espécies metálicas de interesse ambiental, podendo ser 

aplicados como um arranjo de sensores para a determinação de distintos íons 

simultaneamente. Além disso, uma perspectiva e desafio é o desenvolvimento de 

filmes finos empregando MIP e sol-gel, visto que estas fases sensoras apresentam 

inúmeras vantagens quando comparadas com fase sensora sólida (em partículas), 

como aquelas desenvolvidas neste trabalho. E, finalmente empregar técnicas 

quimiométricas para aumentar a robustez de sensores fluorimétricos. 
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