UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

TESE DE DOUTORADO

Pontos quanticos de carbono aplicado a determinacéao
fluorimétrica de cobre(ll) em 6leos usando um sistema

em fluxo-batelada com extracao em fase Unica

Stéfani lury Evangelista de Andrade

Joao Pessoa — PB - Brasil
Fevereiro de 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

TESE DE DOUTORADO

Pontos quanticos-de.carbono-aplicado-a determinacéao
fluorimétrica de cobre(ll) em 6leos usando um sistema

em fluxo-batelada com extragdo em fase Unica

Stefani lury Evangelista de Andrade*

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal da Paraiba como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Doutor em Quimica,
area de concentragcdo Quimica Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Mario César Ugulino de Araudjo

* Bolsista CNPq e CAPES

Joao Pessoa — PB - Brasil
Fevereiro de 2016



AS553p  Andrade, Stéfani lury Evangelista de.

Pontos quénticos de carbono aplicado a determinagéo
fluorimétrica de cobre (lI) em 6leos usando um sistema em
fluxo-batelada com extragéo em fase Unica / Stéfani lury
Evangelista de Andrade.- Jodo Pessoa, 2016.

118f. :il.

Orientador: Mario César Ugulino de Araujo

Tese (Doutorado) - UFPB/CCEN

1. Quimica analitica. 2. Pontos quénticos de carbono.
3. Fluorescéncia. 4. Anélise - fluxo-batelada. 5. Extragéo - fase
Unica. 6. Cobre. 7. Oleos comestiveis.

UFPB/BC CDU: 543(043)




Pontos Quanticos de carbono aplicado a
determinacdo fluorimétrica de cobre (II) em
0leos usando um sistema em fluxo-batelada
com extracio em fase unica.

Tese de Doutorado apresentada pelo aluno Stefani Iury
Evangelista de Andrade e aprovada pela banca examinadora em
29 de fevereiro de 2016.

Y
(AN

Prof. Dr. l\;fario César Ugulino de Araijo
Pri'énta idente

(Ll S

Prof.Df. Sérgio Ricardo Bezerra dos Santos
Examinador

7.
Prof. Dr. Pablé Nogueira Teles Moreira
Examinador

Prof. Dg<Edvan Cirino da Silva ~)
Examinador

e L OO

( Prof. Dr. Ricardo Alexandre Cavalcante de Lima
Examinador

-~




AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, por tudo.

Aos meus pais, Tito e Rosa, pelo amor incondicional, pelas palavras de motivacao e

confianca.

Aos meus irmaos, Sabrina, Steniel e Séfora, e a0 meu cunhado Joab, pela constante

presencga, carinho, e apoio.
Ao Professor Méario César Ugulino de Araujo pela orientagdo, dedicacdo e confianca.

Aos Professores Edvan Cirino, Ricardo Alexandre, Sergio Ricardo e Pablo Moreira,
pela participacdo na banca examinadora da Defesa de Tese e pelas sugestdes que enriqueceram
este trabalho.

Aos amigos Marcelo Batista, Séfacles Figueredo e Inakd Barreto pela amizade,

companheirismo e pelas constantes contribuicdes cientificas.
A todos os demais membros do LAQA, pela amizade, convivéncia e bons momentos.

Ao LACOM e ao LCCQS pela disponibilizacdo de equipamentos, 0s quais
contribuiram para realizagdo deste trabalho. Em especial aos amigos Arnayra Silva, Lais

Chantelle, Juliana Kelly e Israel Ferreira, pela colaboracéo.

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico (CNPg) e a
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelas bolsas

concedidas e apoio financeiro.



RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um novo método automético em fluxo-batelada
baseado em pontos quanticos de carbono (PQCs) para determinacao fluorescente de cobre(ll)
em Oleos comestiveis. O método analitico proposto apresenta como estratégia de pré-tratamento
da amostra a disponibilizacdo on-line do cobre por meio de extracdo em fase Unica utilizando
uma mistura de solventes alcool isopropilico/cloroformio na proporcdo 70:30 (v/v). Para a
preparacdo dos PQCs, foi empregado o tratamento hidrotérmico, simples e de baixo custo, do
suco de abacaxi, como bioprecursor. Foi constatado que a fluorescéncia dos PQCs pode ser
significativamente reduzida na presenca do Cu(ll) simplesmente utilizando um tampé&o PBS pH
4,0. O mecanismo de extin¢ao da fluorescéncia pode ser atribuido as interagdes entre 0s grupos
presentes na superficie dos PQCs com os ions Cu(ll). Concernente ao sistema automatico fluxo-
batelada uma nova camara de mistura foi construida em politetrafluoretileno, provida de trés
janelas de quartzo, com o objetivo de permitir a excitacdo e aquisicdo dos espectros de
fluorescéncia on-line. Para isso, foi utilizado um LED-ultravioleta como fonte de excitagéo e
um espectrofluorimetro portatil como detector. Os limites de detec¢do e os desvios padrdo
relativo foram estimados como sendo 2,9 ug L™ e < 2,5 % (n = 3), respectivamente. A analise
de ions interferentes foi realizada com éxito para os principais ions metalicos presentes na
matriz da amostra, ndo revelando interferéncia percentual significativa (< 5 %). A exatiddo do
método foi avaliada através do teste de recuperacdo (96 a 106 %). A robustez do método foi
avaliada por comparacdo intra e inter-dia dos resultados obtidos e empregando o método de
referéncia com deteccdo por absorcdo atdmica em forno de grafite, a um nivel de 95% de
confianga estatistica. Por fim, o sistema apresentou frequéncia analitica bastante satisfatoria (60
h1) com uma redugdo consideravel do consumo de produtos quimicos. Desta forma, é
evidenciado de modo apreciavel a viabilidade do novo método fluorescente, permitindo, dessa
maneira, o desenvolvimento de novas estratégias analiticas potencialmente Uteis baseadas em

nanoparticulas de carbono e automagao em sistemas fluxo-batelada.

Palavras-chave: Pontos quanticos de carbono; Fluorescéncia; Analise em fluxo-batelada;

Extracdo em fase Unica; Cobre; Oleos comestiveis.



ABSTRACT

In this work, a novel fluorescence method using flow-batch analysis for the
determination of copper in edible oil, employing carbon quantum dots (CDs) was developed.
The in-line single-phase extraction of iron consisted of the addition of a mixture of isopropyl
alcohol/chloroform (70:30, v/v) to dissolve the oil samples. Moreover, an eco-friendly, simple,
and low-cost hydrothermal method was developed for preparation of water-soluble fluorescent
carbon quantum dots using pineapple juice as carbon precursors. The fluorescence properties
of CDs were examined by fluorescent detection of Cu(ll) in oil. Their photoluminescence can
be significantly quenched by simply using the buffer solution PBS of pH 4.0. This mechanism
was presumably explained by the interactions between the surface groups of CDs with metal
ions studied. Concerning the flow-batch analysis a new mixing chamber was developed in
polytetrafluoroethylene provided with quartz windows in order to allow the excitation and
fluorescence detection online. For this, an LED UV was used as the excitation source and a
portable spectrofluorometer as detector. The limits of detection and relative standard deviation
were estimated as 2.9 ng L' and < 2.5 % (n=3). The analysis of interfering was successful for
the major ions present in solution, revealing significant percentage interference (< 5 %).The
precision of the method was evaluated by recovery test (96 to 106 %). The robustness of the
method was evaluated by intra- and inter- day comparison of the results obtained and using the
reference method with detection by atomic absorption graphite furnace at a 95% level of
statistical confidence. Finally, the system showed quite satisfactory analytical frequency
(60 h™t) and considerably reducing the consumption of chemicals. Thus, it is demonstrated
appreciably the viability of new fluorescent method, thus allowing the development of new
analytical strategies employing potentially useful carbon quantum dots and flow-batch

analyzer.

Keywords: Carbon quantum dots; Fluorescence; Flow-batch analysis; Single-phase extraction;

Copper; Edible oils.
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1.1.  Caracterizacdo da problematica

A nanotecnologia vem apresentando um desenvolvimento exponencial nas Gltimas
décadas (Costas-Mora et al., 2014). Diversos nanocristais semicondutores (NCs) tém atraido
muita atencdo devido as suas propriedades Opticas singulares e seu grande potencial para
aplicacOes em sistemas analiticos e bioanaliticos (Wang & Hu, 2014). Contudo, a maioria dos
NCs convencionais possuem certas limitagcdes, tais como a elevada toxicidade, devido a
utilizacdo de metais pesados (Hg, Cd, Pb, Te) em seu processo de sintese (Kong et al., 2014).
Nessa perspectiva, tem havido um esforco consideravel da comunidade cientifica na busca por
nanomateriais ambientalmente amigaveis com propriedades Opticas satisfatorias (Luo et al.,
2013).

Dentre as alternativas promissoras para 0os NCs tradicionais destacam-se 0s pontos
quanticos de carbono (PQCs), descobertos em 2004, durante a separacdo e purificacdo de
nanotubos de carbono de parede simples (Xu et al., 2004). Ao contrario dos NCs tradicionais,
essas nanoparticulas apresentam baixa toxicidade, excelente solubilidade em agua, facil
funcionalizacdo organica, alta resisténcia a fotodegradacdo e boa biocompatibilidade
(Hsu et al., 2012; Li et al., 2012). Além disso, os PQCs podem ser facilmente obtidos por
tratamento hidrotérmico, empregando diversos bioprecursores naturais de carbono, como
laranja, maca, banana e batata (Barati et al., 2015).

Desde sua descoberta (Xu et al., 2004), os PQCs vém apresentando grande potencial
em diversas aplicacdes tais como: fotocatalise, biosensores, dispositivos optoeletrénicos e
varias aplicacdes analiticas e bioanaliticas (Silva & Gongalves, 2011; Li et al., 2012; Wang &
Hu, 2014). Dentre as aplicacdes analiticas, os PQCs vem sendo comumente empregados na
determinacdo fluorescente de varios ions metélicos em diversas matrizes (Guo et al.,2015).

Entretanto, o seu uso envolvendo matrizes oleosas ainda vem sendo pouco explorado na
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literatura especializada, sendo ainda um extenso campo a ser investigado quanto a novas
aplicacBes e novos metodos analiticos.

A complexidade das matrizes oleosas impde dificuldades quanto a andlise quimica,
especialmente quando envolve procedimentos que utilizam sistemas automaticos em fluxo.
Dentre os problemas relacionados, destacam-se a viscosidade, a elevada carga organica, a
intercontaminacdo das amostras e a dificuldade na implementacéo de pré-tratamento on-line
(Burguera & Burguera, 2011). Desse modo, o desenvolvimento de novas estratégias de analise
fica comprometido, sobretudo para a andlise direta de substancias traco nesse tipo de matriz.
Um exemplo dessa problematica consiste na determinacdo direta de metais em 6leos
comestiveis.

A presenca de metais traco em 6leos comestiveis, tais como o cobre, ferro e o zinco,
pode promover a degradacdo oxidativa do produto comercial, prejudicando a sua qualidade e
validade (Trindade et al., 2015). Parametros como sabor, odor, cor, e caracteristicas nutricionais
podem ser comprometidos (Pinto et al., 2006). Além disso, dependendo da concentragéo, alguns
ions metalicos sdo considerados toxicos para a alimentagédo humana.

Nessa perspectiva, metais como o cobre, estdo presentes em 6leos comestiveis, como
resultado de contaminacdo durante etapas de processamento, transporte e armazenamento
(Pinto et al., 2006). Assim sendo, a determinacdo desse metal é considerada um critério
importante para avaliacdo da qualidade dos 6leos comestiveis, bem como um desafio analitico,
devido a complexidade da matriz e dos baixos niveis desse analito (Lima et al., 2015).

Varios métodos tém sido desenvolvidos e aplicados para determinacdo de cobre em
6leos comestiveis, geralmente empregando a espectrometria atdmica (Pinto et al., 2006; Barreto
et al., 2013). Entretanto, a necessidade de pré-tratamento da amostra é um ponto decisivo para

a maioria dos procedimentos propostos (Trindade et al., 2015).
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Nesse contexto, o uso do sistema automético em fluxo-batelada (Diniz et al. 2012)
corrobora com o desenvolvimento de novos métodos de anélise que proporcionam uma elevada
velocidade analitica, flexibilidade e versatilidade operacionais, com adi¢do de volumes
discretos das solucBes e homogeneizagdo rapida e eficiente das misturas, além disso, possibilita
a implementacdo de procedimentos de pré-tratamento on-line, incluindo em matrizes viscosas
(Barreto et al., 2013; Lima et al., 2015).

Diante do exposto, e empregando 0s recentes pontos quénticos de carbono como
reagente fluorescente, que permite a proposicdo de métodos analiticos sensiveis e seletivos, 0
presente trabalho busca explorar as vantagens inerentes a estes nanocristais. Nessa pesquisa, 0s
pontos de carbono foram obtidos a partir da sintese de hidrotérmica do suco de abacaxi, e
utilizados para o desenvolvimento de um novo método fluorescente automético para a
determinacdo de cobre(ll) em 6leos comestiveis. Para isso, foram trabalhadas a flexibilidade e
versatilidade do sistema em fluxo-batelada para a realizagdo on-line do pré-tratamento baseado
no processo de extragcdo em fase Unica das amostras oleosas, empregando um LED ultravioleta

como fonte de excitacdo e um espectrofluorimetro portatil como detector.

1.2.  Objetivo e metas

Sao propostos como objetivo e metas para este trabalho de pesquisa 0 que segue.

1.2.1. Objetivo geral

Desenvolver um novo método fluorimétrico empregando pontos quanticos de carbono
para determinacdo de cobre(ll) em 6leos comestiveis utilizando um sistema em fluxo-batelada

com extracdo on-line em fase unica.



1.2.2.

Introducéo | 17

Metas

Sintese hidrotérmica, a baixa temperatura, dos pontos quanticos de carbono,
preparados a partir do suco de abacaxi;

Caracterizacdo das nanoparticulas obtidas quanto as propriedades quimicas e
estruturais;

Desenvolvimento de um método fluorimétrico para determinacao direta de cobre(ll)
empregando PQCs;

Desenvolvimento de um método para extracdo on-line de cobre(ll) em matrizes de
6leos comestiveis;

Desenvolvimento de um sistema automatico em fluxo-batelada, empregando uma
camara de mistura com janelas de quartzo;

Implementagdo de um programa de gerenciamento do sistema automatico para
controle e aquisicao dos espectros de fluorescéncia;

Determinacdo fluorimétrica de cobre(ll) em 6leos comestiveis empregando o método

proposto;

Avaliagdo da performance analitica do método proposto frente ao método de

referéncia.
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2.1. Breve abordagem sobre os nanomateriais de carbono

Nos ultimos anos, os nanomateriais de carbono (NMCs) tém despertado consideravel
interesse como alternativa promissora no desenvolvimento de sensores quimicos e biol6gicos
(Himaja et al., 2015). A diversidade estrutural destes materiais oferece uma variedade de
propriedades Opticas, eletrbnicas e magnéticas, e quando aliado a sua versatilidade quimica,
facilidade de manipulacdo e biocompatibilidade, tornam os NMCs, candidatos atrativos para
varias aplicacdes analiticas (Baptista et al., 2015).

Os NMCs podem ser encontrados em Vérias estruturas, tais como: fulerenos (C60,
C70, C84), nanotubos de carbono de parede simples ou multipla, nanodiamantes, nanografeno
e 0s pontos quanticos de carbono (PQCs), que foram recentemente descobertos (Silva &
Gongalves, 2011). Alguns exemplos dos nanomateriais de carbono estdo representados na

Figura 2.1.

Nanodiamantes
C60

Pontos quanticos
de carbono Nanotubos de carbono

Figura 2.1. Representacdo de nanomateriais de carbono. Figura adaptada de Baptista et al. (2015).

Os pontos quanticos de carbono foram descobertos acidentalmente durante a separagéo
e purificacdo de nanotubos de carbono de parede simples (NCPS) (Xu et al., 2004). Ao

processar uma suspensdo de NCPS por eletroforese em gel, Xu e colaboradores (2004),
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obtiveram trés fracdes de PQCs com diferentes tamanhos, e quando excitado em 365 nm,
exibiram emissdes fluorescentes verde-azul, amarelo e laranja. Desde entdo, os PQCs tem sido
considerado a estrela em ascensdo da familia dos nanomateriais de carbono devido sua natureza
benigna, abundante e barata (Baptista et al., 2015).

Os PQCs sdo nanoparticulas tipicamente esféricas e apresentam tamanhos inferiores a
10 nm. Podem ser sintetizados por diferentes métodos fisicos ou quimicos, e dependendo das
condi¢bes de producdo podem ser cristalinos ou amorfos. Entretanto, detalhes sobre o
mecanismo de formag&o, estrutura e origem da fluorescéncia ainda estdo sendo esclarecidos
(Wang & Hu, 2014).

Quanto a sua estrutura, os PQCs sdo compostos por nanoparticulas grafiticas de uma
mistura de carbonos, sp? que se encontram confinados em um nicleo funcionalizado
apresentando uma variedade de grupos polares como hidroxila, carbonila e alquila (Machado
et al., 2015). Tipicamente, os PQCs contém em sua superficie diversos radicais de acidos
carboxilicos (Figura 2.2), o que Ihes confere uma excelente solubilidade em agua e uma
capacidade para posterior funcionalizacdo e passivacdo de sua superficie com diferentes

espécies quimicas de natureza: organica, inorganica, biologica e polimérica (Lim et al., 2014).

Figura 2.2. Representacdo de uma possivel estrutura quimica dos PQCs. Adaptado de Lim et al. (2014).
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Essas nanoparticulas vém atraindo muito interesse académico devido principalmente
as suas propriedades Opticas intrinsecas e seu grande potencial para aplicacfes em sistemas
analiticos e bioanaliticos (Himaja et al., 2015). Atualmente, vérias pesquisas tém sido
publicadas visando a obtencdo de melhores rotas de sinteses para a prepara¢do de PQCs com
alto rendimento quantico de fluorescéncia e de baixo custo, utilizando bioprecursores naturais
renovaveis, como laranja, maga, banana e batata (Barati et al., 2015).

Em comparagdo com os pontos quanticos semicondutores tradicionais e os corantes
organicos, os PQCs séo superiores em termos de solubilidade (sobretudo, em meio aquoso),
estabilidade quimica, baixa citotoxicidade, biocompatibilidade, facil funcionalizacdo, e alta
resisténcia a fotodegradacdo (Wang & Hu, 2014). A Figura 2.3 exibe um estudo comparativo
de fotodegradacao entre diferentes nanoparticulas comumente utilizadas (Wei et al., 2014). Os
PQCs, obtidos a partir de diferentes aminoacidos, apresentaram uma fotoestabilidade superior

quando comparados a outras nanoparticulas fluorescentes.

- Asp-PQC

100 v Leu-PQC
% 804 T _VTrp—PQC
5 SiO, NPs
5 604 2
2
0] 1 .
g 404 Poli NPs
= CdTe NPs
=
£
A Q- FITC

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min)

Figura 2.3. Estudo da fotodegradacdo dos PQCs obtidos de varios precursores (Trp: triptofano; Leu: leucina, Asp:
acido aspartico) em comparacdo com lIsotiocianato de fluoresceina (FITC) e outras nanoparticulas (NPs)
fluorescentes (CdTe, SiO; e Poli NPs: nanoparticulas de polimero dopado com corante). Figura adaptada de Wei
et al. (2014).
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Diante do exposto, os PQCs apresentam-se como uma alternativa potencialmente
promissora aos corantes organicos e aos pontos quanticos semicondutores tradicionais. Essas
nanoparticulas tem sido amplamente aplicadas em varios campos, incluindo, sensores,
bioimagens, fotocatalise, dispositivos optoeletrénicos, dentre outros (Li et al., 2012; Wang &
Hu, 2014; Himaja et al., 2015). Entretanto, a determinacdo fluorescente de ions metalicos é uma
das aplicagbes mais pesquisadas devido, sobretudo, a sua rapida e sensivel interagdo com as
nanoparticulas, permitindo estudos com boa fotoestabilidade e adequada fluorescéncia

proporcional a concentragdo desses ions (Guo et al., 2015).

2.2.  Pontos quanticos de carbono e suas propriedades Opticas

Tendo em vista as potencialidades de aplicacdes das nanoparticulas de PQCs, as suas

principais propriedades dpticas serdo consideradas e discutidas em maiores detalhes, a seguir.

2.2.1. Absorbancia

Os PQCs exibem uma forte absor¢do molecular na regido do ultravioleta (Figura 2.4),
que se estende até a regido do visivel. Podem ocorrer bandas de absorcdo atribuidas as
transicbes n-n* e n-n*, provenientes das ligagdes C=C e C=0 (Li et al., 2012). A maioria dos
PQCs apresenta uma banda de absor¢do em torno de 260-320 nm. Contudo, a funcionalizacdo
da superficie dos PQCs pode deslocar a banda de absorc¢ao para comprimentos de onda maiores,
como ocorre, por exemplo, na funcionalizacdo da superficie com 4,7,10,trioxa-1,13-
tridecanediamina (Peng & Travas-Sejdic., 2009) (350-550 nm) ou organosilano (340-410 nm)
(Lietal., 2012).

Na Figura 2.4 é apresentado o espectro de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel
(UV-Vis) dos PQCs com 5 nm de diametro medio em solugdo aquosa, obtidos a partir da sintese

hidrotermal usando bioprecursores naturais. Um pico maximo a 278 nm € exibido no espectro
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de absorcdo UV-Vis, o que pode ser atribuido as transi¢cbes n-n* e m-n* provenientes das

ligacdes C=0 e C=C.

Absorbancia (u.a.)

s Y v - -
200 300 400 500 600
A (nm)

Figura 2.4. Espectro de absor¢do molecular de PQCs obtidos a partir de bioprecursores. Imagens dos PQCs sob
radiacdo (a) visivel e (b) ultravioleta. Figura adaptada de Xu et al. (2015).

2.2.2. Quimiluminescéncia

Lin e colaboradores (2012) relataram a propriedade quimiluminescente (QL) dos
PQCs na presenca de oxidantes fortes, tais como: permanganato de potassio (KMnOQOys) e
cério(IV), com intensidade proporcional a sua concentragdo. A ressonancia paramagnética
eletronica (RPE) revelou que os oxidantes fortes podem aumentar a quantidade de buracos na
superficie dos PQCs (aumentando os sitios ativos), acelerando assim a recombinag&o radiativa
do par elétron-buraco (éxciton), resultando na libertacdo de energia radiativa na forma de
emissdao quimiluminescente.

Zhao e colaboradores (2013) relataram um comportamento quimiluminescente dos
PQCs, obtidos a partir de glicose e polietilenoglicol, na presenca de uma solugéo alcalina forte,
tais como: NaOH e KOH (Figura 2.5). A intensidade de QL apresentou-se proporcional ao

aumento da concentragdo dos PQCs em um determinado intervalo. Os PQCs exibiram uma
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excelente capacidade doadora de elétrons que podem reduzir o oxigénio dissolvido gerando
radicais superoxido (O2") em uma solucdo de base forte. Um possivel mecanismo de
recombinacéo radiativa do par elétron-buraco foi sugerido (Zhao et al., 2013) para explicar o

comportamento quimiluminescente dos PQCs sob condicdes de forte alcalinidade.

PQCs

Encrgia

Caroco _|Superficie

Figura 2.5. llustracdo esquematica do possivel mecanismo de CL dos pontos de carbono na presenga de NaOH.
lustracdo adaptada de Zhao et al. (2013).

Recentemente, foram investigados o comportamento quimiluminescente dos PQCs na
presenca de permanganato de potassio (KMnOa) (Teng et al., 2014), e ferricianeto de potassio
(KsFe(CN)e) (Amjadi et al., 2014). Teng e colaboradores (2014) verificaram em seus estudos
que 0 KMnOg4 pode reagir com os PQCs produzindo radicais (r-PQCs), em meio fortemente
acido, gerando QL. Uma das vias de reacdo propostas para o sistema r-PQCs/KMnQ4 consiste
na oxidacgdo direta das nanoparticulas pelo KMnOs, produzindo ao mesmo tempo os estados
excitados PQCs* e Mn(ll)*, o que provoca o fendmeno da QL. As medidas de QL foram
realizadas empregando um sistema automatico por injecdo em fluxo.

Amjadi e colaboradores (2014) demonstraram que os PQCs, obtidos a partir de acido
citrico e polietilenoglicol, podem ser oxidados diretamente pelo KsFe(CN)s, produzindo uma
emissdo de quimiluminescéncia (em 515 nm) relativamente intensa. De acordo com 0s

resultados obtidos, os PQCs poderiam reagir com o KzFe(CN)s € com o ion radical superoxido
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(O2) em solucdo basica, para formacdo dos radicais PQCs™ e PQCs™. A recombinacdo
radiativa do par elétron-buraco produz o estado excitado PQCs*, que atua como emissor final
na mistura reacional. Verificou-se, também, que alguns ions metalicos, como, por exemplo, 0

Cr(VI), apresenta o efeito inibidor sobre a intensidade quimiluminescente.

2.2.2.1. Eletroguimiluminescéncia

Eletroquimiluminescéncia (EQL) consiste em um meio de conversdo de energia
elétrica em energia radiativa, onde as espécies geradas através de uma tensdo aplicada na
superficie de um eletrodo sofrem reacdes de transferéncia de elétrons de alta energia,
produzindo estados excitados que emitem radiacGes luminescentes mensuraveis (Xu et al.,
2014b).

O comportamento da EQL dos PQCs ¢é semelhante ao de outros pontos quanticos
semicondutores, como CdSe e nanocristais de Si (Zhu et al., 2009; Li et al., 2012). Em geral, a
maioria dos PQCs segue o0 mecanismo de EQL catddica utilizando o persulfato de potassio
(K2S20g) como co-reagente (Xu et al., 2014b). A representacdo da EQL catodica do sistema
PQCs/ K2S20s € ilustrada na Figura 2.6.

Os grupos funcionais presentes nos PQCs que contém oxigénio facilitam a formacéo
do radical PQCs™, por sua vez, o radical fortemente oxidante SO4™ é produzido pela reducéo
eletroquimica do S,0s%". Em seguida, com transferéncia de elétrons entre os radicais, existe a
formacédo do estado eletronico excitado (PQCs*), o qual retorna para o estado fundamental

emitindo fotons (Feng et al., 2013).
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Figura 2.6. (a) llustracdo esquemdtica da EQL dos PQCs. Banda de valéncia (BV); Banda de condugéo (BC). (b)
Mecanismo da EQL do sistema PQCs/KS,0s. llustracdo adaptada de Feng et al. (2013).

Em comparagdo com as propriedades fluorescentes, trabalhos envolvendo PQCs e
EQL ainda sdo pouco explorados na literatura. Isso ocorre devido a sintese, bem como, a

aplicacdo de EQL em PQCs ainda se encontra em um estagio inicial de investigacéo.

2.2.3. Fluorescéncia

Uma caracteristica interessante dos PQCs é a sua emissdo de fluorescéncia (FL)
ajustavel, mesmo sem qualquer funcionalizacdo de sua superficie (Lim et al., 2014). Esse
fendmeno pode ser atribuido a diferentes armadilhas emissivas presentes na superficie dos
PQCs (sitios ativados), bem como, os diferentes tamanhos das nanoparticulas. Esse ultimo
comportamento é semelhante ao dos nanocristais semicondutores tradicionais e uma assinatura
classica do efeito do confinamento quéntico (Baker & Baker, 2010).

As medidas de fluorescéncia dos PQCs vém sendo exploradas de diversas maneiras
em aplicages analiticas (Wang & Hu, 2014; Guo et al.,2015). Algumas caracteristicas basicas

de emissdo de FL dos PQCs exploradas sdo apresentadas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Caracteristicas béasicas da fluorescéncia dos PQCs exploradas em aplica¢des analiticas (Demchenko
& Dekaliuk, 2013; Guo et al.,2015; Lim et al., 2015).

Caracteristica explorada Aplicacao

Determinagdo de ions metalicos (por exemplo: Be(ll),
Supressdo da fluorescéncia (fluorescéncia turn-off) Hg(ll), Fe(l11), Cu(ll), Pb(1l), Mn(11), Ag(l), Sn(ll)),

flor, proteinas, ClIO~, NO,, tartrazina, acido tanico.

Aplicacbes em bioimagens, e determinacdo de K(l),

Aumento da fluorescéncia (fluorescéncia turn-on) Pb(Il),  Zn(ll), quercetina, 4-nitrofenol, 2,4-
dinitrofenol,

Recuperacéo da fluorescéncia de complexos Metal- Determinag¢do de iodo, pirofosfato, fosfato, &cido

PQCs (por exemplo Hg(ll), Fe(l11), Cu(ll), Pb(ll), ascérbico, acido fitico, cisteina, tiamina, oxalato,

Eu(lIl) diclorvos (inseticida).

Atuando como doador e receptor em processos de L L
. Determinagdo de AI(III), Zn(ll), amdnia, imatinib
FRET (do Inglés: fluorescence resonance energy )
(farmaco).
transfer)

Um método fluorescente utilizando PQCs para determinagéo de Fe(l1l) em agua, foi
desenvolvido por Xu e colaboradores (2014a). Nesse trabalho, os PQCs foram obtidos por meio
do tratamento hidrotérmico de batatas, sem a necessidade de funcionalizacdo. Os autores
relatam que a FL dos PQCs poderia ser extinta devido a formacdo de um complexo entre 0s
PQCs e o Fe(lll). Foi obtida uma faixa linear de concentragdo de 1,0 x 1073 a 50,0 x 10~* mol
L%, e limite de deteccdo de 0,025 x 107> mol L.

Zhai e coautores (2011), demonstraram, pela primeira vez, que as emissdes
fluorescentes dos PQCs, obtidos a partir da fuligem de velas (parafina), sdo influenciadas pela
presenca de ions prata em solucdo. Nesse estudo, foi observado que a intensidade de FL dos
PQCs aumenta linearmente com 0 aumento da concentracao de Ag(l). O método apresentou um

limite de detecgdo de 5 nmol L.
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Wang e colaboradores (2015), propuseram um método baseado em PQCs para
determinacdo fluorescente de Pb(ll) e pirofosfato em solugdes aquosas. Os PQCs foram
preparados a partir de fuligem de querosene por refluxo em &cido nitrico concentrado. O método
baseia-se na extin¢do da fluorescéncia dos PQCs provocada pela presenca de ions Pb(ll), que
pode ser recuperada pela adi¢do do pirofosfato, devido a sua capacidade de remover o Pb(l1) da
superficie dos PQCs. Uma boa linearidade para a determinacao de Pb(ll) foi alcancada para o
intervalo de concentragdo de 5,0 x 107" a 1,1 x 107> mol L. Para o pirofosfato foi obtida uma
faixa linear de concentragéo de 1,0 x 103 a 1,7 x 107> mol L.

Recentemente, os PQCs vém sendo explorados para transferéncia de energia utilizando
0 processo de ressonancia por fluorescéncia (do inglés: fluorescence resonance energy transfer,
FRET). Nesse processo ocorre uma transferéncia ndo radiativa da energia de excitagédo de um
doador para um receptor (Zou et al., 2014; Yang et al., 2015).

Como exemplo de processos FRET envolvendo PQCs, Zou e coautores (2014),
relataram o uso de PQCs, obtidos por meio do tratamento hidrotérmico de acido citrico e
dietilenotriamina, para determinacgdo fluorescente de Al(I1I) com base nesse fendmeno. Para
essa finalidade, utilizaram os PQCs como doadores de energia ndo radiativa e o complexo
formado pela quercetina-Al(111) como receptor. De maneira semelhante, Yang e colaboradores
(2015) pesquisaram e propuseram a determinacao de ions Zn(lIl), com base no FRET, entre 0s
PQCs e o complexo quercetina-Zn(ll), atuando como doador e receptor de energia nao
radiativa, respectivamente.

Outras pesquisas também evidenciam uma dependéncia do pH com a emisséo de FL
dos PQCs (Shen et al., 2013; Kong et al., 2014; Pedro et al., 2014). Shen e coautores (2013)
produziram PQCs que apresentaram uma diminuicdo significativa da intensidade de emissdo
de FL com o aumento do pH do meio. Além disso, a resposta da FL. dos PQCs com a variacao

do pH apresentou um comportamento reversivel. Desse modo, estas nanoparticulas oferecem
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um potencial promissor como sensores de prétons. Pedro e colaboradores (2014) estudaram a
influéncia do pH sobre os PQCs no intervalo de pH 2 a 11. Os resultados mostraram que 0
méaximo de emissdo de fluorescéncia (420 nm) dos PQCs, excitados a 325 nm, diminuiu

linearmente com o aumento do pH do meio (4,5-11,5).

2.2.3.1. Mecanismos de emissao de fluorescéncia

Embora a origem da fluorescéncia (FL) ainda ndo esteja completamente estabelecida,
alguns estudos relatam que a emissdo de FL dos PQCs pode ser atribuida ao efeito de
confinamento quantico e as diferentes armadilhas emissivas na superficie das nanoparticulas
(Baker & Baker, 2010; Li et al., 2012). Algumas propostas de mecanismo de emissao de
fluorescéncia dos PQCs serdo sucintamente abordadas, a seguir.

Em seu estudo, Li e colaboradores (2010) relataram um procedimento simples para
sintese eletroquimica de PQCs, a partir de fragmentos de grafite, com tamanhos variaveis entre
1,2 a 3,8 nm. Esses autores afirmaram que a origem da forte emissdo de FL dos PQCs é
proveniente do tamanho das particulas obtidas (Figura 2.7 (a) e (b)). Eles realizaram diversos
calculos quanticos para buscar interpretar a afinidade entre fluorescéncia e o tamanho das
particulas. Foi constatado teoricamente que o intervalo entre o orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO) e o orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO) diminui
gradualmente com o aumento do tamanho das nanoparticulas Figura 2.7 (c). Desse modo, 0s
autores concluiram que a forte emissdo FL dos PQCs pode ser atribuida ao tamanho quantico

da estrutura de grafite em vez da superficie das nanoparticulas.
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Figura 2.7. Fotografia das solucdes de PQCs sob radiacéo (a) visivel e ultravioleta (365 nm). (b) Espectros de FL
dos PQCs de tamanhos 1,2; 1,5; 3,0 e 3,8 nm. (c) Representacdo da emissdo de FL ajustavel dos PQCs. Figura
modificada de Li et al. (2010).

Na Figura 2.7 (a) sdo mostradas as imagens de quatros PQCs com diferentes
tamanhos, excitados por radiacdo visivel e ultravioleta (Li et al., 2010). Foram obtidas emissdes
de FL com elevada intensidade nas regides azul, verde, amarela e vermelha, o que corresponde
aos espectros da esquerda para a direita apresentados na Figura 2.7 (b). As propriedades
fotoluminescentes variam sensivelmente com o tamanho dos PQCs (1,2; 1,5; 3,0 e 3,8 nm).

Mesmo que as propriedades Opticas dos PQCs possam depender do tamanho dos
nanocristais, um mecanismo semelhante ao descrito para as hanoparticulas semicondutoras (ou
seja, 0 bandgap) ndo pode ser entendido porque carbono grafitico ndo é um semicondutor
(Costas-Mora et al., 2014; Lim et al., 2014).

Tem sido relatado que as diferentes armadilhas (sitios ativos) presentes na superficie

dos PQCs sdo formadas principalmente como resultado da oxidacdo da regido superficial do
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nanocristal, servindo como centros de captura dos éxcitons, permitindo assim a sua
fluorescéncia caracteristica. Nesse aspecto, quanto maior o grau de oxidagdo na regido
superficial maior o nimero de regiGes ativas (armadilhas de superficie) (Bao et al., 2015).
Ding e colaboradores (2016) produziram varios PQCs com emissdo de FL ajustaveis,
por meio do tratamento hidrotérmico dos precursores, ureia e p-fenilenodiamina, na proporgao
1:1. Os PQCs sintetizados apresentaram uma estrutura de grafite em seu ndcleo e uma
distribuicdo de tamanhos homogénea. Ap6s a excitagdo monocromatica (365 nm), os PQCs
apresentaram picos de emissdo de FL variando da regido do azul para o vermelho, entre 440 e
625 nm (Figura 2.8 (a)). Esse estudo relacionou o desvio dos picos de emisséo de FL para a
regido do vermelho com aumento do grau de oxidacdo das superficies dos PQCs. Desse modo,

a origem da fluorescéncia foi atribuida as armadilhas presentes na superficie dos PQCs.

(b) Aumento da oxidac¢do da superficie
LUMO —— ————
V\N"’hv hv hv I/\/\/\—>llv
HOMO = v -

QO

0—» PQCs .@— Nucleo

?Gun I

Regido amorfa

Figura 2.8. (a) Fotografia de oito amostras de PQCs excitadas sob a luz ultravioleta (365 nm) com maximos de
emissdo em 440, 458, 517, 553, 566, 580, 594 e 625 nm. (b) Modelo da emissdo de FL ajustavel dos PQCs.
lustracdo adaptada de Ding et al. (2016).
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Como esquematizado na Figura 2.8 (b) podemos observar o esquema do modelo de
fluorescéncia dos PQCs proposto por Ding e colaboradores (2016). A lacuna de energia
(bandgap), corresponde ao intervalo entre os orbitais HOMO e LUMO, e depende fortemente
do grau de oxidacéo da superficie dos PQCs. Desse modo, 0 bandgap diminui com o acréscimo
do nimero de a&tomos de oxigénio na estrutura dos PQCs, deslocando a emisséo de FL para a
regido do vermelho.

Embora propostas de mecanismo ainda estejam sendo estudadas para diferentes rotas
de sintese, a presenca de armadilhas emissivas na superficie dos PQCs, introduzidas pela
oxidacdo quimica e funcionalizagdo, até o presente momento, parece ser o principal responsavel
pela emissdo de FL dos PQCs, em diferentes comprimentos de onda (Yan, et al., 2016; Ganija

& Cyriac, 2016).

2.3.  Técnicas de sintese de pontos quanticos de carbono

As sinteses de PQCs podem ser realizadas por diferentes técnicas fisicas ou quimicas
(Wang & Hu, 2014), podendo os PQCs serem modificados (funcionalizados, dopados e

revestidos), durante ou ap0s a sua preparagdo, conforme esquematizado na Figura 2.9.

Figura 2.9. Diagrama esquematico da preparagéo dos PQCs via abordagens “top-down” e “bottom-up”, e etapas
de modificag¢des (funcionalizagdo, dopagem ou nanohibrido). llustracdo modificada de Wang & Hu (2014).
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Os métodos fisicos, designados de top-down, consistem em técnicas como irradiacdo
com laser, oxidacdo eletroquimica ou tratamento ultrassdnico, onde as nanoparticulas sdo
sintetizadas a partir da reducéo do tamanho de estruturas maiores, como grafeno ou grafite. Os
métodos quimicos, por sua vez, designados de bottom-up, envolvem técnicas tais como: o
tratamento hidrotérmico, de varios precursores organicos, e a oxidacao acida, empregando, por
exemplo, &cido sulfarico concentrado (Silva & Gongalves, 2011; Guo et al., 2016). No entanto,
a maioria dos PQCs obtidos exibem uma faixa de emissdo de fluorescéncia relativamente
estreita, compreendendo a regido do azul ao laranja, enquanto, apenas algumas pesquisas
relatam a emissdo dos PQCs na regido do vermelho (Guo et al., 2016).

A estratégia de sintese e o0s precursores escolhidos possibilitam o ajuste das
propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas resultantes, tais como o tamanho, a
cristalinidade, o teor de oxigénio, caracteristicas de fluorescéncia, estabilidade coloidal, e a
compatibilidade com um solvente em particular, polar e apolar (Hola et al., 2014).

Na Tabela 2.2 estdo resumidas as vantagens e desvantagens de alguns métodos de
sintese utilizados na preparacéo das nanoparticulas de carbono.

Nos ultimos anos, um esforgo consideravel tem sido despendido no desenvolvimento
de métodos de sintese para obtencdo dos PQCs (Lim et al., 2015). Diferentes métodos fisicos
ou quimicos, tais como: irradiacdo com laser e com microondas, oxidacdo eletroquimica,
tratamento ultrassnico e tratamento hidrotérmico tém sido empregados na preparacdo de PQCs
(Baptista et al., 2015). No entanto, alguns desses métodos de sintese apresentam limitagdes, tais
como: necessidade de equipamentos dispendiosos, utilizacdo de grande gquantidade de &cidos
fortes, PQCs com baixo rendimento quantico. Assim, varios estudos tém sido focados na
utilizacdo do tratamento hidrotérmico para preparacdo de PQCs a partir de bioprecursores

naturais, devido sua simplicidade, versatilidade e baixo custo (Barati et al., 2015).
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Tabela 2.2. Caracteristicas dos diferentes métodos de sinteses de PQCs.

METODOS SINTETICOS VANTAGENS DESVANTAGENS
L o - Tamanho controlavel; - Poucos precursores de baixa massa
Oxidacao eletroquimica? .
- Etapa Unica. molecular.
o - Répido; - Baixo rendimento quéntico;
Irradiacdo com laser? . o o
- Superficie dos PQCs ajustavel. - Dificil controle do tamanho.
- Répido;
Tratamento ultrassénico? - Ambientalmente amigavel; - Baixo controle sobre o tamanho.

- Custo reduzido.

e - Instrumentagdo simples; - Baixo controle sobre o tamanho;
Oxidagéo acida .
- Vérios precursores. - Processos lentos.
- Baixo custo;
Tratamento hidrotérmico® - Ambientalmente amigavel; - Baixo controle sobre o tamanho.
- Né&o toxico.

a Métodos fisicos; ® Métodos quimicos.

2.3.1. Tratamento hidrotérmico para pontos quanticos de carbono

O tratamento hidrotérmico tem se destacado como uma técnica apropriada para a
preparacdo de PQCs a partir de diferentes precursores de carbono, tais como: carboidratos,
moléculas organicas e uma variedade de bioprecursores naturais (Wang & Hu, 2014). Uma
variedade de nanomateriais de carbonos, com diferentes tamanhos, formas e grupos funcionais,
ja foram sintetizados por esse processo (Barati et al., 2015).

Essa técnica pode ser classificada em dois processos, de acordo com as condi¢fes
experimentais e 0s mecanismos de reagdo. O tratamento hidrotérmico em altas temperaturas
(de 300 a 800°C), permitindo a sintese de nanotubos de carbono, grafite, e carvdo ativado, e 0
processo que ocorre em baixas temperaturas (< 300°C), onde os materiais carbonaceos podem
ser produzidos de acordo com reagdes de desidratacdo e polimerizagdo conhecidos (Hu et al.,

2010). Esse ultimo, muito empregado na preparacdo de PQCs.
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A preparacdo de PQCs via tratamento hidrotérmico é realizada, normalmente,
adicionando uma aliquota da solugdo precursora de carbono em um reator fechado (uma
autoclave de teflon, por exemplo), que € posteriormente submetido a aquecimento em um forno
mufla, a temperatura inferior a 200°C (Barati et al., 2015).

A Figura 2.10 representa um procedimento simples e ambientalmente amigavel, de
preparagdo de PQCs a partir do suco de laranja em etanol anidro. O mecanismo de formagéo
das nanoparticulas envolve a carbonizacao hidrotérmica dos principais constituintes de suco de
laranja, tais como sacarose, glicose, frutose, &cido citrico e &cido ascérbico (Sahu et al., 2012).
Foi obtido PQCs esféricos com distribuicdo de tamanhos de 1,5 a 4,5 nm, apresentando forte

emissao fluorescente em 455 nm, quando excitados em 390 nm.

Figura 2.10. Esquema de sintese dos PQCs por meio do tratamento hidrotérmico do suco de laranja. llustracdo
adaptada de Sahu et al. (2012).

Vérias sinteses hidrotérmicas de PQCs fluorescentes, a partir de bioprecursores
naturais, tém sido relatados na literatura, tais como grama (Liu et al., 2012), p6 de café (Hsu et
al., 2012), banana (De & Karak, 2013), suco de morango (Huang et al., 2013), caldo de cana de
acucar (Mehta et al., 2014), folhas de bambu (Liu et al.,2014), suco de uva (Huang et al., 2014),

batata (Xu et al., 2014a), suco de manga (Jeong et al., 2014) e alho (Zhao et al., 2015). A maioria
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dos métodos apresentaram uma estratégia facil, verde, econdmica e eficiente de preparacéo dos
PQCs por tratamento hidrotérmico.

E interessante enfatizar que embora o baixo controle de tamanho seja tido como uma
desvantagem na sintese hidrotérmica, trabalhos recentes demonstram que uma separacao por
coluna porosa é possivel e viavel para obtencéo de nanocristais com dimensdes mais uniformes,
podendo obter-se assim espectros de emissdo com bandas mais estreitas condizentes com a

distribuicdo homogénea dos tamanhos (Ding, et al., 2016).

2.3.2.  Funcionalizacao da superficie dos PQCs

Os PQCs podem ter a sua superficie funcionalizada de modo a alterar suas
propriedades de fluorescéncia e modificar suas propriedades fisicas, como a sua solubilidade
em solventes aquosos ou nao aquosos, de acordo com a aplicagdo analitica de interesse (Lim et
al., 2014). Varias abordagens de funcionalizagdo da superficie dos PQCs tém sido relatadas,
através da quimica de superficie ou de interagdes, dentre elas destacam-se: funcionalizacdo por
ligacdo covalente (Liao et al., 2013), coordenada (Zhao et al., 2011), intera¢des n-n (Li et al.,
2011), e funcionalizacdo por processo sol-gel (Mao et al., 2012).

Zhao e colaboradores (2011) propuseram um método fluorescente utilizando PQCs
dopados com eurdpio(lll), para a determinacao de ions fosfato em matrizes complexas. Os ions
Eu®* coordenam-se com os grupos carboxilatos presentes na superficie dos PQCs, inibindo a
fluorescéncia dos mesmos. Contudo, a fluorescéncia pode ser ativada com a adi¢édo de fosfato,

devido a sua forte coordenagdo com os ions Eu®* (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Representacdo da determinacdo de fosfato baseada na fluorescéncia da sonda de PQCs dopado com
Eu®*. Figura modificada de Zhao et al. (2011).

Outros métodos também vém sendo utilizados para alterar as propriedades
fotoluminescentes dos PQCs, tais como a dopagem com elementos quimicos como o nitrogénio
(Xu et al., 2013), enxofre (Sun et al., 2013) e fosforo (Prasad et al., 2013). Alguns nanohibridos
compostos por PQCs com nucleos de nanoparticulas inorganicas, tais como: 6xidos de ferro
(Zhang et al., 2011), zinco (Sun et al., 2008), silicio e titanio (Li et al., 2010), tém sido
desenvolvidos. Os nanohibridos resultantes conseguem integrar as propriedades
fotoluminescentes dos PQCs com as propriedades épticas, magnéticas ou mecanicas dos

ndcleos de o6xidos.

2.4. Consideracao sobre as técnicas de caracterizacdo dos PQCs

A escolha adequada das técnicas de caracterizacdo deve ser realizada levando em
consideracdo a resolucdo, o tipo de informacao e, principalmente, a complementaridade entre
elas. A evolucgdo das técnicas de caracterizagdo € bastante significativa para a compreensdo dos
nanomateriais, de forma que, podemos declarar que o seu desenvolvimento estimulou
significativamente os estudos da nanotecnologia.

As técnicas de microscopia eletrdnica de transmissdo (do inglés: transmission electron

microscope, TEM), espectroscopia infravermelho com transformada de fourier (do inglés:
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fourier transform infrared, FTIR), espectrometria de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel
(UV-vis) e espectrometria de fluorescéncia molecular, séo as mais habitualmente empregadas
nos estudos direcionados a caracteriza¢do de nanoparticulas de carbono. Tais técnicas podem
fornecer informacoes significativas sobre as propriedades Opticas, estruturais e morfoldgicas
das nanoparticulas (Lim et al., 2015).

A técnica de microscopia eletrénica de transmissao tem-se mostrado a mais apropriada
para a aquisi¢do de imagens diretas das nanoparticulas, permitindo a obtengdo de informacdes
sobre a uniformidade e distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas. Na Figura 2.12 (a) ¢é
apresentada uma imagem obtida por TEM de PQCs preparados por tratamento hidrotérmico de
suco de banana (De & Karak, 2013). Os diferentes grupos funcionais presentes nos PQCs
podem ser evidenciados através da andlise dos espectros de FTIR (Figura 2.12 (b)).
As propriedades dpticas dos PQCs podem ser observadas a partir dos espectros de absorcao

molecular UV-Vis (Figura 2.12 (c)) e de fluorescéncia (Figura 2.12 (d)).

Transmitineia (%)

Excitagfio cm 290 nm

Absorbincia
Intensidade (u.a.)

3. (nm) - * Y (Illl‘l'l)

Figura 2.12. (a) Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM), (b) espectros de FTIR, (c) absor¢do
molecular UV-Vis, e (d) fluorescéncia das nanoparticulas de carbono. Figura adaptada de De & Karak (2013).
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2.5. Aplicacéo de pontos quanticos de carbono na determinacao fluorescente de ions

metélicos

O uso dos PQCs em quimica analitica é recente e tem se demonstrado promissor (De
& Wang & Hu, 2014; Li et al.,2014). Devido as suas propriedades dpticas ajustaveis, os PQCs
vem sendo empregados para a determinacgdo de fosfato (Zhao et al., 2011), nitrito (Lin et al.,
2011), cloro (Xue etal., 2015), fluor (Shamsipur, et al., 2015), aménia (Ganiga & Cyriac, 2016),
e principalmente na determinacéo fluorescente de ions metélicos, tais como: Ag(l), K(I), Hg(ll),
Cu(In), Fe(I1), Pb(I1), Sn(l1), U(VI) e Cr(V1) (Guo et al.,2015; Liu et al., 2015).

As propriedades de fluorescéncia dos PQCs vém sendo exploradas de diversas
maneiras para a analise de ions metélicos, como discutido na Secdo 2.2.3. A maioria dos
trabalhos exploram a extingdo de emisséo da fluorescéncia (Fluorescéncia turn-off) dos PQCs
provocada pela presenca de ions metélicos (Guo et al.,2015).

Dong e coautores (2012), propuseram um método seletivo e sensivel para a
determinacdo de Cu(ll) em agua empregando PQCs, obtidos a partir de acido citrico e
polietilenoimina. Foi observado uma forte extin¢ao da fluorescéncia dos PQCs na presenca do
ions cobre(ll) em pH 4,0. Como mostrado na Figura 2.13, a diminuigéo da fluorescéncia dos
PQCs ocorre devido a formagéo do complexo entre o ion Cu(ll) e 0s grupos aminas presentes
na superficie dos PQCs. A mesma interacdo entre o ion cobre(ll) e 0s grupos aminas presentes
na superficie dos PQCs, também foi verificada por Liu e colaboradores (2014) e Gedda e

coautores (2016).
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Figura 2.13. (a) Representacéo esquematica da extingdo de fluorescéncia dos PQCs na presenca do ion Cu(ll).

Liu e coautores (2014), produziram PQCs a partir da folha de bambu por meio de
tratamento hidrotérmico a baixa temperatura. Os PQCs foram funcionalizados com
polietilenoimina, e apresentaram forte extincdo da fluorescéncia na presenga do ion cobre(ll)
em pH 4,0. O método apresentou uma faixa linear de concentragdo entre 0,333 a 66,6 umol L},
com um limite de deteccio de 115 nmol L',

Gedda e colaboradores (2016), desenvolveram um método fluorescente baseado em
PQCs para determinacdo de Cu(ll) em &agua. As nanoparticulas foram obtidas pela sintese
hidrotérmica, a baixa temperatura, da casca de camardo, sem a necessidade de funcionalizacao.
O método é baseado na forte extingdo da fluorescéncia dos pontos de carbono devido ao
complexo formado entre com o Cu(ll) e os grupos aminas presentes na superficie dos PQCs,
em tampéo PBS (pH 4,0). Foi estabelecida uma faixa linear de concentragéo entre 10 a 1100
nmol L', com um limite de deteccdo de 5 nmol L.

Alguns métodos empregam o aumento da emissdo de fluorescéncia dos PQCs
(fluorescéncia turn-on) na presenca de alguns ions metélicos. Zhang e coautores (2014b), por
exemplo, demonstraram que a fluorescéncia de PQCs, produzidos com &cido citrico e
polietilenoimina, poderia ser aumentada linearmente com a concentracdo de zinco(ll) na faixa

de 2 a 100 umol L', em meio basico (pH 8,5), apresentando um limite de deteccdo de
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2 umol L', Este método foi aplicado com sucesso na determinagédo de zinco(ll) em sistemas
bioldgicos.

Recentemente, 0os pontos quanticos de carbono vém sendo empregados no
desenvolvimento de sensores quimicos de dupla deteccao (dual sensor) para ions metalicos com
alta sensibilidade e seletividade.

Zhang e colaboradores (2014a), propuseram um método baseado em PQCs para
determinacdo fluorescente seletiva dos ions Fe(lll) e Cu(ll) em &guas. Os PQCs com alto
rendimento quéntico foram preparados a partir de ureia por aquecimento. Foi observado que a
intensidade de fluorescéncia dos PQCs foi gradualmente reduzida na presenca dos ions Fe(l1l)
e Cu(Il), e permanece inalterada na presenca de outros ions. O hexametafosfato de sodio foi
empregado como agente mascarante de Fe(l1l), permitindo a determinacéo seletiva de Cu(ll).
Este método permitiu a analise de Fe(lll) e Cu(ll) em uma faixa linear de concentracdo de 5 a
50 umol L', com limites de deteccdo de 1,0 e 0,5 nmol L' para os ions Fe(lll) e Cu(ll),
respectivamente.

Yang e coautores (2014), desenvolveram um metodo fluorescente para a determinacao
de Cu(ll) e Hg(ll) empregando PQCs dopados com nitrogénio e enxofre. Os N-PQCs
apresentam seletividade e sensibilidade na determinacdo de Cu(ll), enquanto que os S-PQCs
obtiveram sensibilidade e seletividade na analise de ions Hg(Il). Uma faixa de concentracdo
linear entre 10 a 200 nmol L' e um limite de deteccdo de 5 nmol L', foram obtidos na
determinacdo de Cu(ll). Para a determinacdo de Hg(ll) foi observado um intervalo de
concentracio linear de 2 a 200 nmol L™! e um limite de detecgdo de 2 nmol L.

Recentemente, Yu e colaboradores (2015) demostraram o uso de PQCs, obtidos a por
meio tratamento hidrotérmico de um bioprecursor de carbono, para a determinacéo fluorescente
de Hg(ll) e Fe(lll). O método proposto baseia-se na extingdo da fluorescéncia proporcional a

concentracdo de Hg(ll) e Fe(ll1), simplesmente utilizando uma solucao tampdo de HAC-NaAC
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para o ion Hg(Il) e Tris-HClI para o ion Fe(l11). Foram obtidos uma faixa de concentracdo linear
e limite deteccéo de 0,01 a 100 umol L' e 5,5 nmol L™! para o Hg(II), e 0,025 a 100 pmol L™

e 0,075 umol L™ para o Fe(llI).

2.6. Consideracdes sobre sistemas automaticos de anélise quimica

Métodos analiticos classicos sdo normalmente elaborados e aplicados em laboratérios
industriais e centros de pesquisa. Ndo obstante, procedimentos automaticos estdo cada vez mais
presentes e competitivos. Os sistemas automaticos permitem realizar analises quimicas em
menos tempo, com um menor consumo de reagentes e amostras, reduzindo a geracdo de
residuos. Quanto a performance analitica, possibilitam o desenvolvimento de procedimentos
mais sensiveis e reprodutiveis, minimizando eventuais erros decorrentes do analista
(Trojanowicz, 2008).

Nessa perspectiva, nas ultimas décadas, uma grande parcela da quimica analitica vem-
se dedicado ao estudo desses sistemas. Os analisadores automaticos podem ser classificados
guanto a sua natureza e forma de automatizacdo em trés grupos: analisadores em batelada ou
discretos, robotizados e em fluxo (Facchin, 1996).

Os analisadores em batelada, sdo versdes mecanizadas dos procedimentos tradicionais
realizados de forma manual. Caracterizam-se, comumente, por empregarem um recipiente
individual para cada amostra e por transportar a mistura reacional para um detector através de
um sistema mecanico. Normalmente, as medicdes sdo realizadas apds o estabelecimento do
equilibrio fisico e quimico do sistema, objetivando alcangar o maximo sinal analitico.

Os analisadores robotizados sdo distinguidos por executar as operac¢des analiticas com
0 auxilio de um braco mecanico controlado por computador, substituem os procedimentos
executados manualmente. A complexidade mecéanica e o custo elevado fazem com que esses

sistemas automaticos possuam limitacdo relacionada a sua implementacdo e manutencao.
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Contudo, eles desempenham um papel significativo em etapas preliminares de processos
analiticos, sobretudo em tarefas que exigem a manipulacéo de produtos toxicos ou explosivos.

Os analisadores em fluxo, por sua vez, apresentam as caracteristicas de processamento
da amostra e reagente em fluxo continuo, seccionado ou n&o por bolhas de ar. De maneira geral,
devido a quantidade crescente de analisadores em fluxo, a IUPAC (acrénimo, em inglés, de
International Union of Pure and Applied Chemistry) (Zagatto et al., 2002), tem recomendado
uma classificacdo de acordo com o processamento da amostra e/ou reagente(s) bem como da
caracteristica bésica de seu fluxo.

Apesar da importancia dos métodos em batelada e dos métodos robotizados, na
implementacdo e automatizacdo de procedimentos quimicos, os métodos em fluxo registram
um acentuado crescimento, tanto em termos de divulgacdo cientifica, quanto em areas de
aplicacdo industrial e académica (Kolev & McKelvie, 2008).

Desde o desenvolvimento do primeiro analisador automatico em fluxo, publicado em
1957 (Skeggs, 1957), inumeros analisadores vem sendo propostos, os fundamentais
representam a analise por injecdo em fluxo (do inglés: flow injection analysis - FIA) (Ruzicka
& Hansen, 1975), analise em fluxo monossegmentado (monosegmented flow analysis - MSFA)
(Pasquini & Oliveira, 1985), analise por injecédo sequencial (sequential injection analysis - SIA)
(Ruzicka & Marshall, 1990), analise em fluxo multicomutado (multicommutation in flow
analysis - MFA) (Reis et al., 1994) e analise em fluxo-batelada (flow-batch analysis - FBA)

(Honorato et al., 1999), como pode ser representado pela Figura 2.14.
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Figura 2.14. Diagrama representando a linha do tempo para os principais analisadores automaticos em fluxo.

Caracteristicas como, tipo de confluéncia, aspiracdo/bombeamento de amostra e
reagente e sua segmentacao definem as peculiaridades de cada sistema. Embora cada um desses
sistemas em fluxo apresente suas peculiaridades, todos eles exibem uma configuracéo geral

comum, como ilustrado na Figura 2.15.
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Figura 2.15. Exemplos (a) de sistemas para propulsdo dos fluidos, (b) de sistemas de injecdo, (c) de sistemas de
homogeneizacgdo e (d) de detectores.

A propulséo dos fluidos pode ser realizada por meio de uma bomba peristaltica, muito

embora varios outros componentes possam ser explorados para esta finalidade, como as bombas
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pistdo e solenoide (Figura 2.15 (a)). O controle adequado das aliquotas de reagente e amostra
adicionadas ao sistema €, convenientemente, realizado por um injetor proporcional, valvulas
solenoides ou valvulas rotatorias (Figura 2.15 (b)).

Comumente, anélises em fluxo exigem acessérios para promover misturas, digestdes
ou extragOes. Essas etapas sdo promovidas por uma bobina de reacdo que podem ser
modificadas de acordo com o processo requerido (Figura 2.15 (c)). A detecgéo do(s) analito(s)
em um analisador em fluxo pode ser realizada das mais diversas formas (Figura 2.15 (d)).

Dos analisadores elencados na Figura 2.14, para melhor compreenséo do trabalho aqui

descrito, sera discutido, na préxima secao, apenas o sistema fluxo-batelada (FB).

2.7.  Sistemas automaticos em fluxo-batelada

Conforme descrito na literatura (Diniz et al., 2012) e comparado a outros sistemas
automaticos, os sistemas automaticos em fluxo-batelada (FB) apresentam qualidades analiticas
significativas, como a possibilidade de realizacdo de procedimentos com menor limite de
deteccdo e geracdo de residuo, e maior taxa de amostragem. Outras vantagens, quando
comparado a sistemas de analise em fluxo, é a facilidade de preparar as solucdes de calibracdo
e etapas de extracdo in-line, homogeneizacdo rapida, auséncia do fluido carregador,
implementacdo do sistema de detecgdo. Essas vantagens do sistema FB perante 0s outros
sistemas deve-se a sua propria composi¢do. Como pode ser visto no esquema apresentado na

Figura 2.16, o sistema FB é constituido basicamente dos seguintes componentes:
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Figura 2.16. Esquema ilustrativo dos principais componentes do FBA. (a) bomba peristéltica, (b) camara de
mistura, (c) valvulas solenoides, (d) agitador magnético, (e) sistema de deteccdo, (f) computador e (g) acionador
de vélvulas.

Sistema de propulsdo: para efetuar a propulsdo dos fluidos no FB, geralmente é
utilizado uma bomba peristaltica (Figura 2.16 (a)), devido a sua capacidade de
impulsionar os liquidos por varios canais simultaneamente, mantendo a vazdo
constante. No entanto, dispositivos como microbombas de diafragma ou pistdo, bombas
seringas, podem ser utilizados para a mesma finalidade;

Sistema de adigéo dos fluidos: no FB, volumes predefinidos e precisos de reagentes e
amostras, adicionados ou aspirados da cadmara de mistura, sdo controlados pelas
vélvulas solenoides (Figura 2.16 (c)). Outros sistemas de comutacdo podem ser
empregados, como valvulas pinga, valvulas SIA, microbombas (que executam a funcéo
da valvula e do sistema de propulsdo), etc.;

Céamara de mistura ou cAmara reacional: € uma das principais caracteristicas do sistema
FB (Figura 2.16 (b)). E constituida por uma pequena peca cilindrica, geralmente de
Teflon® ou acrilico, com volume interno variavel de 0,5 a 2,0 mL. Nessa camara de

mistura ocorre a maior parte dos procedimentos analiticos, como por exemplo, a adicéo,
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homogeneizacdo, pré-tratamento, reacdes, acondicionamento dos fluidos, preparo de
solucdes de calibracdo, deteccdo do analito, entre outros.

e A eficiente mistura dos fluidos pode ser alcancada pela utilizagdo de uma pequena barra
magnética no interior da cadmara, sendo o movimento da barra magnética estimulado
pelo campo gerado pelo acionamento de um agitador magnético (Figura 2.16 (d));

e Sistema de deteccdo: o dispositivo empregado para deteccdo (Figura 2.16 (e)) ird
depender do método empregado na andlise, podendo ser, caso necessario, acoplado ao
detector a cAmara;

e Sistema de controle: todo o controle do sistema, geralmente, € realizado com o auxilio
do computador (Figura 2.16 (f)), garantindo velocidade e precisdo nas analises. Para o

controle das valvulas é utilizado um acionador de valvulas (Figura 2.16 (g)).

A combinacdo desses acessorios garante as caracteristicas intrinsecas dos analisadores
em fluxo (alta velocidade analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo custo de
montagem e facilidade de automatizagédo) e dos analisadores em batelada (universalidade de
aplicages, robustez e versatilidade) fornecendo ao analisador fluxo-batelada, pardametros de
desempenho como: altas precisdo e velocidade analitica, baixo custo por analise, baixo
consumo, manipulagdo e contaminacao de reagentes e amostras, assim como geracao de pouco
residuo para 0 meio ambiente.

Apesar do sistema FB ter sido proposto originalmente, para viabilizar a execucao de
titulacBes, empregando o metodo de Fibonacci para detec¢do do ponto final (Honorato et al.,
1999), varios outros trabalhos ao longo dos anos demonstram a viabilidade desse sistema
automatico para muitas outras aplicacdes analiticas. E nesse contexto, varios metodos vém

sendo desenvolvidos, explorando as caracteristicas do FB (Diniz et al., 2012).
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2.7.1.  Aplicagdes analiticas em sistemas fluxo-batelada

Quanto a aplicagdo do sistema FB em matrizes viscosas, alguns trabalhos do nosso
grupo de pesquisa, até 0 momento, reportam diferentes procedimentos analiticos, empregando
simples pré-tratamento externo ou on-line conforme a anélise quimica proposta.

Em 2012, Lima e coautores desenvolveram um método simples e radpido para
determinacdo automatica de glicerol livre em matriz viscosa, biodiesel, empregando um
processo on-line de extracdo liquido-liquido. Este método envolve a reacdo oxidativa do
glicerol na presenca do ion periodato, o que resulta em um formaldeido o qual reage, na
sequéncia, com a acetilacetona originando um produto final fluorescente (3,5-diacetil-1,4-
dihidrolutidina) com méaximo de emissdo em 514 nm (Lima et al., 2012a).

Um método para determinacdo de fésforo em amostras de biodiesel, também foi
proposto no sistema FB (Lima et al., 2012c). Os autores propuseram a adicdo da amostra
mineralizada (calcinada) no sistema automatico, aquecendo gradualmente as amostras até
550°C. O método compreende a reacdo do fosforo com o reagente azul de molibdénio, em meio
acido, gerando um sinal analitico com maximo de absorcdo em 850 nm, proporcional a
concentracdo do analito.

Barreto e colaboradores (2013) propuseram um analisador FB para determinacdo de
ions Fe(I11) em 6leo comestivel e lubrificante sem a necessidade de pre-tratamento externo ao
sistema automatico. O método desenvolvido, em meio organico, consiste na reacdo do ion
tiocianato com o ion ferro(l11) formando um complexo vermelho com méaximo de emissdo em
520 nm.

Recentemente, alguns procedimentos automaticos empregando o sistema FB vem
sendo desenvolvido, explorando as vantagens dos nanocristais semicondutores como reagentes

fluorescentes de elevada sensibilidade e estabilidade quimica.
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Lima e coautores (2014a) propuseram a aplicagdo de pontos quanticos (PQs) no
sistema automético FB. Neste trabalho de pesquisa, foram determinados a concentragdo de
acido ascarbico em amostras de suco de frutas, utilizando nanocristais de telureto de cadmio
(CdTe). O método foi baseado na extin¢do de fluorescéncia sofrida pelos PQs de CdTe na
presenca de &cido ascorbico. Tal processo esta relacionado com as interagdes superficiais que
diminuem a fluorescéncia das nanoparticulas, proporcional a concentracdo do analito (Lima, et
al., 2014a).

Lima e colaboradores (2014b) também descreveram uma combina¢do de um sistema
FB para determinacdo de N-acetil-L-cisteina em formulagdes farmacéuticas empregando uma
webcam como sistema de deteccdo integrado a camara de mistura. O método consiste nas
interacOes superficiais do analito com os PQs de CdTe, tal interagdo permite o aumento da
intensidade de fluorescéncia relacionada possivelmente ao aumento do gap de energia do
nanocristal semicondutor, proporcional a concentracdo da cisteina (Lima et al., 2014b).

Em 2015, Lima e colaboradores apresentaram um novo método automatico para
determinacéo fluorescente de ferro total em amostras viscosas (0leos comestiveis e biodiesel),
utilizando pontos quanticos de telureto de cadmio (PQs de CdTe). Neste estudo foi considerado
a extracdo em fase Unica in-line empregando uma mistura de etanol/cloroférmio (75:25 v/v)
para dissolver a amostra oleosa e permitir a eficiente interacdo entre os ions ferro(lll) e as
nanoparticulas de CdTe (Lima et al., 2015). Nesse método, a interacdo superficial dos pontos
quanticos com os ions ferro ocasiona a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia,
proporcional a concentracdo dos ions em solucéo.

Nessa perspectiva, esse trabalho propdem o uso dos pontos quanticos de carbono,
obtidos através da sintese hidrotérmica de suco de abacaxi, para o desenvolvimento de um novo
método fluorescente para determinacao direta de cobre(ll) em 6leos comestiveis empregando

um sistema automatico em fluxo-batelada.
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2.8.  Determinacdo de cobre em 6leos comestiveis

Os 0leos comestiveis compreendem um dos componentes essenciais na dieta humana,
pois apresentam nutrientes indispensaveis para uma alimentacdo balanceada. Eles s&o
amplamente utilizados nas residéncias, restaurantes, e nas industrias alimenticias (Mendil et al.,
2009). Esses 6leos desempenham um papel importante nas rea¢es metabdlicas no organismo
humano, contribuindo, por exemplo, para a reducdo do colesterol (Pinto et al., 2006). Além
disso, a sua ingestdo regular pode ser associada a prevencdo de problemas cardiovasculares
(Trindade et al., 2015).

A determinacdo do teor de metais em 6leos comestiveis compreende um importante
critério para a avaliacdo da qualidade desse alimento, devido a sua influéncia direta nas
propriedades organolépticas e nutricionais dessas matrizes (Nunes et al., 2011). Devido a
complexidade da matriz organica e as baixas concentracdes dessas substancias, essas
determinac@es podem ser consideradas um desafio analitico e muitos esfor¢os ainda estdo sendo
dedicados ao seu estudo (Lima et al., 2015).

A presenca de alguns metais em 6leos comestiveis, tais como cobre, mesmo em baixas
concentracOes, pode promover a degradacdo e a oxidacdo do produto, prejudicando a sua
qualidade (Chaves et al., 2011). Parametros tais como sabor, odor, valor nutricional e prazo de
validade podem ser comprometidos pela presenca desse metal (Pinto et al., 2006). Além disso,
dependendo da concentracéo, esse ion metalico pode ser considerado toxico para 0 consumo
humano.

Em geral, o cobre pode ser incorporado como contaminante em 6leos comestiveis de
forma natural, devido a sua presenca na matéria-prima (semente do vegetal), ou durante os
processos de extracdo e conservacao do 6leo, sobretudo através do contato com equipamentos
utilizados em seu refino (Cabrera-Vique et al., 2012). Além disso, sdo produtos susceptiveis a

uma possivel adulteracdo, de interesse econémico, utilizando para isto compostos de menor
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qualidade, por conseguinte, de maior carga inorganica, sujeita a uma maior contaminagdo
metélica (Pinto et al., 2006; Burguera & Burguera, 2011).

No caso do cobre, j& existe uma legislacéo vigente para regulamentar o teor aceitavel
desse metal nesse alimento. A Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura, vinculada a Organizacdo Mundial da Salde, estabelece um limite maximo
aceitavel de 0,4 mg Kg? e 0,1 mg Kg* de cobre em 6leos comestiveis virgens e refinados
(Codex Alimentarius, 2009).

Nesta perspectiva, ocorre um crescente interesse na determinacdo de cobre em 6leos
comestiveis para contribuir no controle qualidade do produto. Assim, varios métodos tém sido
desenvolvidos e aplicados para a determinacdo de cobre em 6leos comestiveis, geralmente
empregando medidas de espectrofotometria atbmica (Trindade et al., 2015). Entretanto, a
necessidade de pré-tratamento da amostra, antes da analise, ainda é um ponto crucial para
maioria desses métodos (Pinto et al., 2006; Barreto et al., 2013).

Nesse sentido, os principais procedimentos de pré-tratamento da amostra que séo
utilizados para determinar o teor de metais em dleos incluem a calcinacdo, digestdo acida,
preparacdo de emulsdo, microemulsdo, introducdo direta da amostra, extracao liquido-liquido
e a diluicdo com solventes organicos (Trindade et al., 2015).

A calcinacdo das amostras geralmente apresenta bons resultados em termos de
precisdo. Contudo, esse processo laborioso provoca perdas mecanicas, favorece a perda do
analito por volatilizacdo, emprega o uso de altas temperaturas e necessita de filtracdo apds a
solubilizacéo parcial das cinzas (Garrido et al., 1994).

Alguns procedimentos de pré-tratamento envolvem a digestdo da amostra. No entanto,
esse procedimento geralmente é realizado sob condi¢Bes agressivas com acidos ou oxidantes

concentrados, em elevadas quantidades (Mendil et al., 2009).
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A emulsdo e microemulsdo também tém sido empregados para a extracdo de metais
em matrizes viscosas. No entanto, problemas com a estabilidade das emulsdes e das
microemulsfes também sao relatados (Nunes et al., 2011).

Outra maneira de preparar amostras de 6leos comestiveis para a determinacgdo de
metais é através da diluicdo da amostra em solventes organicos (Burguera & Burguera, 2011).
Esta estratégia tem como vantagem a simplicidade e velocidade de implementacdo, além da
possibilidade de integracdo do pré-tratamento de maneira on-line em sistemas automaticos em
fluxo (Pinto et al., 2006; Barreto et al.,2013; Lima et al. 2015).

Os solventes organicos mais comumente empregados para diluicdo dos éleos sdo o
xileno, querosene, metanol, metil isobutil cetona, e o cloroférmio (Pinto et al., 2006; Chaves et
al., 2011; Cabrera-Vique et al., 2012). Por exemplo, Cabrera-Vique e coautores (2012),
propuseram um novo método analitico que permite a determinacdo direta de ions Cu(ll),
Cr(VI), Fe(ll), Mn(11) e Ni(Il) em azeites virgens e extravirgens por diluicdo do 6leo em metil
isobutil cetona e deteccdo por espectrofotometria de absorcdo atdmica em forno de grafite
(EAA-FG).

Recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu um novo método automatico
para determinacdo direta de ferro total em matrizes viscosas (6leos comestiveis e biodiesel)
(Lima, et al., 2015). Nesse trabalho foi empregado um procedimento de extracdo em fase unica
utilizando uma mistura de etanol/cloroformio (75:25) para disponibilizar o ferro total nas
amostras de Oleos. O metodo empregado baseia-se na capacidade de interacdo do ferro
disponivel na amostra com as armadilhas superficiais (sitios ativos) dos pontos quanticos de
telureto de cadmio (PQs de CdTe), promovendo a extincdo da intensidade de fluorescéncia
proporcional a concentracdo do ferro. Este sistema automatico proposto permitiu a obtencédo de

satisfatorios parametros de desempenho analitico e uma elevada frequéncia de amostragem.
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O uso da diluicdo direta de matrizes oleosas com etanol anidro e alcool isopropilico,
também tem sido reportado por outras pesquisas na literatura (Chaves et al., 2011, Shishov et
al., 2015).

A extracdo em fase Gnica compreende uma estratégia de pré-tratamento onde se utiliza
um agente extrator ou uma mistura deles, comumente solventes organicos como cloroférmio,
metanol, etanol anidro, ciclohexano, benzeno, isobutano, acetona. Esse(s) solvente(s) permitem
obter a substancia de interesse disponivel em uma mistura homogénea a qual podem ser
adicionadas aliquotas de solugBes aquosas, como reagentes cromdforos, sem a sua
emulsificacdo (Lima et al., 2015). Devido a grande variedade de solventes organicos extratores
descritos na literatura, optou-se por iniciar as investigacdes experimentais a partir do sistema
de extracdo com solventes alcodlicos (Chaves et al., 2011).

Deste modo, vislumbrando o crescente incentivo analitico para o desenvolvimento de
novos métodos automaticos mais sensiveis, versateis e seletivos, é proposto neste trabalho de
pesquisa, a determinacdo fluorimétrica de cobre (II) em 6leos comestiveis usando pontos
quanticos de carbono, obtidos a partir do suco de abacaxi, e um sistema fluxo-batelada com

extracdo em fase Unica.



3

EXPERIMENTAL
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3.1.  Sintese dos pontos quanticos de carbono
3.1.1. Bioprecursor de carbono

Os pontos quanticos de carbono (PQCs) sollveis em agua foram preparados
simplesmente por tratamento hidrotérmico, a baixa temperatura, de um bioprecursor. Nesse
trabalho, o suco de abacaxi foi escolhido como bioprecursor de carbono devido sua composicéo
e sua facil disponibilidade na regido. Sabe-se que os principais componentes do suco de abacaxi
sdo os carboidratos tais como glucose, sacarose, frutose, e &cido ascérbico (Céarnara et al.,

1995).

3.1.2. Equipamento e material

Para o tratamento hidrotérmico do suco de abacaxi foi utilizado um forno tipo mufla
(EDG, modelo 7000), disponivel no LACOM/UFPB. Foi empregado uma autoclave com o
corpo externo em aco inoxidavel e uma cépsula interna com tampa em Teflon, com capacidade
méxima de 100 mL, para adi¢cdo do bioprecursor para posterior aquecimento. Para separar 0
material particulado foi utilizado uma centrifuga compacta da Hermle, modelo Z206A, com
velocidade méaxima de rotacdo de 6000 rpm. Um rotavapor (IKA), disponivel no
LCCQS/UFPB, foi empregado para secagem a vacuo do nanomaterial sintetizado.

Para registro dos espectros de absor¢do molecular foi empregado um
espectrofotdbmetro UV-Vis da Hewlett-Packard (HP), modelo 8453, equipado com uma cubeta
de quartzo com 10 mm de caminho 6ptico. Um Espectrofluorimetro Horiba, modelo Fluorolog-
3 FL-22, foi empregado para obtencdo dos espectros de emissdo e de excitacdo das
nanoparticulas de carbono. Uma cubeta de quartzo para fluorescéncia com 10 mm de caminho
Optico foi empregado nas medicdes.

A fim de investigar os possiveis grupos funcionais presentes nas nanoparticulas de

carbono foram registrados espectros de FTIR empregando um espectrofotometro de FTIR
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Shimadzu, modelo IRPrestige-21. Foi empregado um espectrofluorimetro portatil da Ocean
Optics, modelo USB4000 para medidas dos espectros de fluorescéncia no sistema automatico.
Como fonte de emissdo de radiacdo foi empregado um LED ultravioleta, com emissdo méaxima

em 400 nm.

3.1.3.  Procedimento de sintese e purificacdo

Os pontos quénticos foram sintetizados pelo tratamento hidrotérmico do suco de
abacaxi em etanol anidro, semelhante aos procedimentos reportados na literatura por Sahu et
al. (2012) e De & Karak (2013).

Inicialmente, 100g de abacaxi foi convertido em suco pela adi¢do de 100 mL de agua
deionizada. O suco preparado foi filtrado com papel de filtro quantitativo para filtracdo lenta
(tarja azul, JP42 Quanty) a fim de se obter o suco livre da polpa. Em seguida, 50 mL do filtrado
foi adicionado a 30 mL de etanol anidro, e transferido para uma autoclave de teflon com volume
de 100 mL. Posteriormente, a mistura foi aquecida em um forno tipo mufla a uma temperatura
constante durante um periodo de 4 horas. A fim de encontrar a temperatura adequada para a
preparacdo das nanoparticulas, foram empregadas diferentes temperaturas (120°C, 130°C,
140°C e 150°C) na obtencédo dos PQCs.

Apos o arrefecimento a temperatura ambiente, foi adicionado 50 mL de etanol anidro
para a solucdo obtida de cor castanha escura. Para a remocdo de particulas maiores e
indesejaveis foi realizado uma filtracdo seguida de uma centrifugacdo a 5000 rpm durante
20 minutos. O procedimento de sintese pode ser esquematizado conforme indicado na

Figura 3.1.



Experimental | 57

o 4 Etanol Anidro
. * !2 . 50 mL
Etanol Anidro 1
30 mL
¢ Tratamento N1 -. %
Hidrotérmico ®® ®M @ 's 5000 rpm °8e %
° N LK J o, ° e o
_>..o‘ .2._>.0.00 oo =) |
L ] o0
’ 130°C; 4 h ‘.o..o e’ 20 minutos %0 o0 g6 o°
| L ] ° ece o
50 mL . ol O
i

Figura 3.1. Esquema ilustrativo da sintese hidrotérmica de PQCs a partir do suco de abacaxi.

Apos ser arrefecido até a temperatura ambiente, o produto obtido (amarelo
acastanhado) foi dialisado, utilizando um kit de dialise (PURG10015, SIGMA) com tamanho
dos poros de 1000 Dalton, em agua deionizada sob agitacao constante, durante o periodo de 72
horas, para remocdo do material ndo fluorescente. A &gua deionizada foi substituida
regularmente. A solucéo resultante foi submetida a uma secagem a vacuo e o solido obtido foi
disperso em etanol anidro com a concentracéo de 1,0 mg L. Em seguida, o liquido castanho
amarelado purificado foi recolhido e armazenado em frasco ambar a temperatura de 4° C para

posterior utilizacdo nas analises.

3.2.  Determinacao de cobre em 6leos
3.2.1. Reagentes e solugOes

Para realizacdo de todo o processo analitico utilizou-se dgua previamente destilada e
deionizada, apresentando condutividade > 18,2 MQ cm™ (sistema de deionizagdo Milli-Q
Millipore Corporation). Todos os reagentes usados foram de grau analitico.

Para o método de referéncia, uma solucio estoque de 0,10 mg L™ de cobre(ll) foi

preparado pela diluicdo de 1,0 mL do padrdo de absorcdo atomica (Fluka) em um baléo
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volumétrico de 200,0 mL com uma solugéo de 0,10 mol L HNOs (ultrapuro, Merck). As
solugBes de padrdo empregadas nos estudos (entre 1,0 a 5,0 ng L™1) foram preparadas a partir
da diluicdo apropriada desta solugéo.

Para o método proposto, solugcdes padrdo de cobre(ll) foram preparadas a partir de
diluicGes apropriadas do padrdo organometalico certificado (0,10 mg g 1) (Quimlab, AS 10802
NIST Bis (1-fenil-1,3-butanediona) cobre(11)) em dleo mineral (Sigma-Aldrich).

Solug&o estoque de 1,0 mg mL* de PQCs sintetizados foi preparada dissolvendo-se a
massa obtida da nanoparticula em solugéo de etanol anidro (Sigma-Aldrich).

Alcool isopropilico e cloroférmio (Synth) foram utilizados na preparacio da mistura
alcool isopropilico /cloroférmio (70:30, v/v) para dissolver as amostras de 6leos comestiveis.

Uma solugdo tampéo fosfato salino (PBS) (pH 4,0) com concentragdo de 1,0 mol L%,
foi preparado com NaCl (13,76 mol L), KCI (0,27 mol L), NazHPO4¢12H,0 (0,97 mol L?)
e KH2PO4 (0,15 mol L),

Solugdes estoque de cadmio, ferro, niquel, zinco, célcio e magnesio, padrdes
organometalicos certificado (0,10 mg g) (Quimlab), foram preparadas em 6leo mineral

(Sigma-Aldrich) para o estudo de potenciais interferentes.

3.2.2. Amostras

Para a avaliacdo do método proposto, oito amostras de 0leos comestiveis de diferentes
marcas foram analisadas, sendo trés do tipo girassol e soja, e dois do tipo canola. Todas as
amostras foram adquiridas no mercado local da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, dentro

do prazo de validade e com lotes distintos.



Experimental | 59

3.2.3.  Instrumentacéo

Foi empregado um espectrofluorimetro portatil da Ocean Optics, modelo USB4000,
para medidas dos espectros de fluorescéncia de acordo com o método proposto. Para as analises
de referéncia foi utilizado um espectrometro de absorcdo atdmica com forno de grafite da

Shimadzu (modelo AA 6800).

3.2.4. Procedimento de analise
3.2.4.1. Pré-tratamento das amostras oleosas

A extracdo do analito € uma das principais dificuldades para a determinacao de metais
em Oleos comestiveis, devido principalmente a elevada carga organica da matriz (Burguera &
Burguera, 2011). Na primeira etapa do procedimento analitico foi investigada as melhores
condigdes para realizacdo de uma eficiente extracdo em fase Unica para o cobre. Desta forma,
foi utilizado uma mistura dos solventes alcool isopropilico/cloroférmio para extragdo do analito
requerido.

N&o obstante, a propor¢do de alcool isopropilico/cloroférmio foi variada numa faixa
de 50:50 a 80:20 (v/v), a fim de selecionar a condicdo 6tima. O critério de escolha da proporc¢éo
da mistura dos solventes foi baseado na capacidade de homogeneizacéo eficiente com o padrao
organometalico de cobre, a fim de proporcionar o sinal adequado para a fluorescéncia do
composto.

Para isso, foram empregadas solucdes padrdo de cobre organometalico (Quimlab),
diluido com 6leo mineral (Sigma-Aldrich). Os testes foram realizados adicionando 100 pL da
solucdo padrdo de cobre, 600 uL da mistura alcool isopropilico/cloroférmio (em diferentes
proporcdes), 50 uL de PQCs (1,0 mg mL™) e 50 pL de solugdo tampao PBS (pH 4,0).

Com os espectros de fluorescéncia das solucdes padrao organometalico foi possivel

investigar a eficiéncia da extracdo. A estratégia empirica consistiu na extracdo em fase Unica a
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partir de uma mistura dos solventes alcool isopropilico/cloroférmio na proporcdo 6tima
verificada de 70:30 (v/v).

Em todos os experimentos, o pH foi mantido em 4,0 de acordo com estudos anteriores
que empregam PQCs para a determinagédo de cobre (Dong et al., 2012; Liu et al., 2014; Gedda

et al., 2016). Os espectros de fluorescéncia foram registrados com excitagdo em 400 nm.

3.2.4.2. Determinagéo de cobre por EAA-FG

O procedimento de referéncia foi realizado como descrito por Lima e colaboradores
(2012c), empregando espectrometria de absorcdo atbmica. Esse método consistiu na calcinagéo
eficiente de 10,00 g da amostra com 0,5 g de 6xido de magnésio (ultrapuro, Sigma) (material
refratario) em uma rampa de aquecimento de 10 horas (1 hora 120°C, 2 horas 180°C, 2 horas
280°C, 2 horas 420°C e 3 horas 550°C) (Lima et al., 2012c). O material calcinado foi diluido
com 10,0 mL de HNO3 50% (v/v) e completado para um baldo de 50,0 mL com HNOs 1%
(V/v).

As medidas foram realizadas em um espectrometro de absor¢éo atdmica com forno de
grafite (Shimadzu, AA 6800), equipado com um amostrador automatico, modelo ASC 6100,
uma lampada de deutério para correcdo da radiacdo de fundo e um tubo de grafite pirolitico de
aquecimento longitudinal. Foi utilizada uma lampada de catodo oco de cobre (Hamamatsu
Photonics, Amax: 324,8 nm).

O Argonio (99.99%) foi empregado como atmosfera inerte nas etapas de pirolise e
atomizacdo, em todas as medidas, sendo estas realizadas em unidades de absorbancia
integradas. O volume de 20 uL foi utilizado como volume final de amostragem no forno de
grafite.

Para garantir a limpeza dos materiais utilizado durante as medidas (tubo de grafite,

pincas, ponteiras, tubos, etc.), foram realizados os seguintes procedimentos: os materiais foram
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imersos em solucdo de detergente por pelo menos 3 horas; Em seguida, foram enxaguados com

agua corrente, seguida de trés lavagens com agua deionizada. O material foi entdo imerso em

solucdo de HNOz 10% (v/v) por 24 horas. Ap6s 0 enxague com &gua deionizada, o material foi

colocado para secar em posicao invertida e protegido de particulas suspensas no ar.

3.3.

3.3.1L

Desenvolvimento do sistema fluxo-batelada

Equipamentos e montagem

Para a montagem do sistema automatico proposto foram empregados 0s equipamentos

e componentes relacionados abaixo:

Uma camara de mistura;

Um agitador magnético labmade;

Uma bomba peristéltica;

Tubos de bombeamento dos fluidos;

Cinco valvulas solenoides;

Um acionador de valvulas;

Uma interface USB 6009 da National Instruments®;

Um LED ultravioleta, com emissdo maxima em 400 nm;
Um espectrofluorimetro USB 4000 da Ocean Optics;
Um notebook.

Na Figura 3.2 é mostrada uma fotografia representativa do sistema automatico em

fluxo-batelada montado, com as indicagcfes dos seus componentes, especificados e comentados

nos tépicos seguintes.



Experimental | 62

Figura 3.2. Fotografia do sistema automatico em fluxo-batelada utilizado. (a) bomba peristaltica, (b) acionador e
interface, (c) valvulas solenoides, (d) camara de mistura, (e) espectrofluorimetro portétil, e (f) computador.

A camara de mistura (CM) foi confeccionada em politetrafluoretileno, comercialmente
conhecido como Teflon®, contendo trés janelas de quartzo, quatro canais de entrada, um canal
de saida e um volume interno de aproximadamente 1 mL. As janela de quartzo foram utilizadas
para 0 posicionamento do espectrofluorimetro portatil e o LED ultravioleta, empregados,
respectivamente, para a deteccdo e excitacdo da fluorescéncia durante a analise. No interior da
camara foi alocada uma barra magnética (5 mm) para promover a homogeneizacdo dos fluidos
e auxiliar na dispersdo das nanoparticulas, e sua rotacédo foi realizada por meio de um agitador
magnético, utilizando uma velocidade de rotacao alta, sem que influenciasse na repetibilidade
e reprodutibilidade dos resultados.

Uma bomba peristéltica Ismatec®, (modelo MCP Standard) equipada com 8 canais,
aliada a cinco valvulas solenoides three-way da Cole Parmer® (modelo EW-01540-13) e com
tubos de bombeamento de Viton®, Teflon® e Tygon® foram empregadas para propulsio e

direcionamento dos fluidos na CM.



Experimental | 63

Para controlar o acionamento (abertura/fechamento) das valvulas solenoides e do
agitador magnético, foi construido um acionador de valvulas. O acionador € baseado em um
circuito integrado ULN2803, fabricado pela Toshiba, que é um arranjo de oito transistores do
tipo Darlington, apropriados para suportar alta tensdo e corrente. O uso desse dispositivo
possibilita o controle independente ou simultaneo, de até 8 portas de saida. Na Figura 3.3 é
mostrado um diagrama esquematico do circuito eletrénico do acionador e sua comunicagdo com
as valvulas solenoides, o agitador magnético e a interface NI USB-6009, da National

Instruments®.
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Figura 3.3. Diagrama esquematico da ligacéo do circuito eletronico do acionador com as valvulas solenoides,
agitador magnético e a interface NI USB-60009.

As valvulas solenoides e o agitador magnético sdo alimentados com uma tensao de
12V, e seu acionamento é realizado pelo ULN2803, quando recebe uma tensdo superior a 3,8V
em uma de suas 8 portas de entrada, gerando uma corrente de 150 mA em cada porta de saida,
onde estdo conectados valvulas e agitador. O comando de acionamento € realizado via
notebook, por meio de uma interface de controle NI USB-6009, a qual esta conectada as portas
de entrada do ULN2803 presente no acionador de valvulas (Figura 3.3). Por sua vez, a interface

NI USB-6009 esta conectada ao notebook por meio de uma porta USB.
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Para deteccdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia foi empregado um
instrumento espectrofluorimetro portétil da Ocean Optics, modelo USB 4000. O instrumento
foi posicionado em frente a uma das janelas da cAmara de mistura, como mostra a Figura 3.4.
Para evitar a interferéncia da luz do ambiente, a cAmara de mistura, o espectrofluorimetro
portatil e o LED ultravioleta, foram colocadas dentro de uma caixa (com dimensdes 10 x 12 x

15 cm).

Figura 3.4. Detalhes do sistema fluxo-batelada. (a) camara de mistura, (b) espectrofluorimetro e (¢) LED
ultravioleta.

Um LED ultravioleta (modelo YSL-R547P4C-E3) foi empregado como fonte de
excitacdo durante as medidas de fluorescéncia. O LED foi posicionado em uma das janelas da
CM, de modo a se obter um angulo de 90° com o sistema de deteccdo da emissdo de
fluorescéncia. A Figura 3.5 mostra o espectro de emissdo do LED, registrado com o

espectrofluorimetro portéatil, com intensidade méaxima de emissdao em 400 nm.
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Figura 3.5. Espectro de emissdo do LED ultravioleta.

3.3.2. Desenvolvimento do software de controle

Para controle e gerenciamento do sistema automatico proposto foi desenvolvido um
programa escrito em linguagem de programacdo grafica, empregando o software LabVIEW
2013. A interface do programa de controle (Figura 3.6) é simples e encontra-se dividida
conforme os procedimentos a ela atribuida.

O programa desenvolvido permite o usuario controlar as inimeras etapas da analise,
tais como: tempo de abertura das valvulas da amostra, solventes, tampdo, nanoparticulas, e
descarte, bem como registrar, plotar e armazenar dos espectros de fluorescéncia para posterior
analise. Os acionamentos sdo configurados em suas respectivas caixas de controle digital e sdo
dependentes do tempo, que deve ser inserido em segundos pelo usuério. Dessa forma, o analista
pode implementar procedimentos analiticos, como a curva analitica, bastando apenas
configurar os parametros de tempo de abertura das véalvulas de acordo com o procedimento

desejado.
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Figura 3.6. Interface do programa de controle do sistema automatico fluxo-batelada proposto.

O programa desenvolvido foi divido em trés abas apresentadas no painel frontal. Na
aba FBA, o usuério estabelece os parametros de analise do sistema FBA-Fluorescéncia. Antes
da analise, o usuario deve selecionar o tipo de anélise, clicando nas opcdes disponiveis nas
caixas de controle “Procedimento” e “Espectro”.

Na caixa “Procedimento” o usuario podera optar entre realizar a analise de
“Amostra/Padrdes”, “Troca de amostra”, “Encher canais” e “Limpeza”. Para a selecdo das
medidas, 0 usuario pode optar pelo registro dos espectros da “Amostra/Padrao”, “Branco” ou
“Escuro”.

Para executar o procedimento de limpeza da camara de mistura, o operador deve
especificar o tempo de acionamento da valvula V2, empregada na adi¢cdo da mistura dos
solventes, e 0 nimero de ciclos de limpeza (“N° de Replicatas™) em suas respectivas caixas de
controle, selecionando a opgao “Limpeza” como procedimento desejado, e logo em seguida

acionar o botdo “Iniciar”.
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Ainda na primeira aba, o programa também permite o controle do espectrofluorimetro
portatil, exibindo e salvando os espectros de fluorescéncia obtidos durante as analises. Para isso
é necessario 0 usuario apenas selecionar o tipo de medida e o local de armazenamento dos
arquivos criados na extensdo “.txt”.

Na aba “Configura¢des” da interface do programa, também é possivel controlar os
parametros de comunicacdo e controle dos dispositivos utilizados no sistema em fluxo-batelada,
tais como da interface NI USB 6009, da bomba peristéltica e do espectrofluorimetro portétil
(Figura 3.7). Séo inseridos dados como velocidade de rotacdo da bomba peristaltica,
enderecamento das portas de comando das valvulas, e pardmetros operacionais do

espectrofluorimetro portatil.
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Bomba peristaltica: Rotagdo da bomba peristitica Interface NI 6009 - Valvulas Solenoides
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Figura 3.7. Interface do programa para gerenciar as configuracdes de comunicacdo com a interface, bomba
peristéltica e espectrofluorimetro portétil.

3.3.3.  Precisao das valvulas solenoides

Como todos os volumes adicionados ou aspirados da camara de mistura séo
proporcionais ao tempo de acionamento das valvulas solenoides, assim, faz-se necessario
encontrar a relacao de tempo de acionamento com o volume adicionado ou aspirado envolvido
no processo, logo, é necessario determinar a vazdo em cada linha de fluxo, para depois definir

0s tempos de acionamento utilizado durante os procedimentos.
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A vazdo em cada linha de fluxo foi determinada coletando, em intervalos de tempos
predefinidos, aliquotas de agua ou de amostras, e medindo, concomitantemente, a massa numa
balanca analitica (Scientech modelo AS210). Depois, partindo-se do valor da densidade das
solucdes empregadas, foram estimados os volumes das aliquotas, e por sua vez, a vazao em
cada linha de fluxo do sistema, a partir do quociente dos volumes pelos tempos predefinidos.

O programa de gerenciamento do sistema automatico desenvolvido apresenta uma
interface de comando na aba “Valvulas” (Figura 3.8) que possibilita que o procedimento de
determinacdo da vazdo, seja realizado com maior facilidade. Nessa interface é possivel

configurar o tempo de abertura e fechamento das passagens individuais de cada valvula.

FBA Valvulas | Configuragdes l

on/ort
Tempo de acionamento (s):
( Vilvula 1 (s) Valvula 2 (s) Valvula 3 (s)
= Amostra rSolvente ,P,QSL
& Iniciar [lo ] ."‘ L } .I L 0 ] ,/‘
] B (O] )
Valvula 4 (s) Vilvula 5 (s) Vilvula 6 (s)
Rotacdo Tampao Descarte
wo]] (o @ [ @ [ e
1 (e o1

Figura 3.8. Interface do programa para gerenciar o estudo da vaz&es individuais em cada linha de fluxo.

3.4. Procedimento automatico de analise

A Figura 3.9 representa o diagrama esquematico do sistema proposto empregado para
realizar as etapas analiticas anteriores a determinacdo. O arranjo fisico do sistema fluxo-
batelada permaneceu inalterada durante todos os procedimentos analiticos empregados na

determinacéo de cobre(ll).
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Figura 3.9. Diagrama esquematico do sistema automéatico em fluxo-batelada proposto. BP: bomba peristéltica,
V: valvulas solenoides, CM: camara de mistura, J: Janelas de quartzo; AM: agitador magnético, BM: barra
magnética.

Na aba “FBA” do programa de controle, o usuario podera dar inicio a analise clicando
no botdo “Iniciar”. No entanto, antes de iniciar qualquer procedimento analitico, faz-se
necessario a etapa de preenchimento dos canais. Para isso, as valvulas da amostra ou solucdes
padrdo de cobre(ll) (V1), mistura dos solventes (V2), PQCs (1,0 mg mL?) (V3) e tamp&o PBS
(pH 4,0) (V4) sdo simultaneamente acionadas durante um intervalo de 10 s e as respectivas
solucgdes de trabalho sdo bombeadas em direcdo a camara de mistura (CM), preenchendo todos
os canais localizados entre as valvulas e a cdmara de mistura. Em seguida, a valvula do descarte
(V5) é acionada durante 15 s, e a CM ¢é esvaziada por aspiracdo, empregando a bomba
peristaltica. Esse procedimento de enchimento de canais € importante e deve ser realizado
sempre que houver alteracdo do contetdo do reservatdério do reagente e amostra, como por
exemplo, durante a etapa de troca de amostra e padroes.

As solucgdes padrao ou amostra, solvente organico, PQCs e o tampao, sdo adicionadas
na CM por acionamento das valvulas V1 a V4, respectivamente. O procedimento de limpeza

da CM é realizado pelo acionamento da valvula (V2), adicionando o solvente. Em seguida, a
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vélvula de descarte (\V5) é acionada removendo o contedo da CM. Este procedimento de

limpeza e descarte deve ser feito duas vezes para permitir uma limpeza adequada da camara de

mistura.

Na Tabela 3.1 estdo resumidas as etapas do procedimento automatico para analise da

amostra/padrdes com os respectivos tempos de acionamento das valvulas solenoides.

Tabela 3.1. Procedimento automatico para analise da amostra oleosa com pré-tratamento para extragdo de cobre

on-line.

Etapa Evento Tempo (s) Volume (uL)

1 Adicdo da amostra (V1) 31 100

2 Adigao da mistura dos solventes (V2) 3,8 600

3 Homogeneizagio 5,0 -

4 Adicdo da solugdo dos PQCs (V3) 11 50

6 Adicéo da solucédo tampéo (V4) 1,0 50

7 Homogeneizagdo 5,0 -

9 Aquisicio dos espectros de emisséo de fluorescéncia 9.0 ;

10 Descarte (V/5) 50 800

11 Adicéo da m_istura dos solventes (V2) para alimpeza g g 800
/ Homogeneizagao

12 Descarte (V/5) 50 800

13 Adicéo da m_istuta dos solventes (V2) para a limpeza g g 800
/ Homogeneizacao

14 5,0 800

Descarte (V5)

Para a preparacdo da solucdo do branco na CM, as valvulas V2 a V4 sdo acionadas

sequencialmente, adicionando os volumes de 700 pL da mistura dos solvente organicos, 50 pL

de PQCs e 50 pL para a solucdo tampdo, respectivamente. O espectro de emissao de

fluorescéncia é entdo capturado utilizando o espectrofluorimetro portatil como detector.
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3.5. Avaliacdo do desempenho analitico

O desenvolvimento de um método analitico, a sua adaptagdo ou aplicagdo envolve
parametros de avaliacdo para atestar que o procedimento requerido apresenta desempenho
analitico estatisticamente adequado. Os parametros de validacdo empregados neste trabalho séo
brevemente expostos a seguir e foram norteados pelas normas de validacéo para metodologias

analiticas (Thompson et al., 2002).

3.5.1. Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em um intervalo especificado,
geralmente através do método dos minimos quadrados (Holler et al., 2009). Esse parametro
pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagdo do grafico analitico, que deve ser

estatisticamente proximo de 1, observando-se que a inclinacdo da reta seja diferente de zero.

3.5.1.1. Andlise de variancia

E importante mencionar que a curva analitica, somente pode ser usada para estimar a
concentracdo do analito, se for capaz de descrever o comportamento dos valores experimentais
de maneira satisfatoria. Portanto, 0 modelo obtido ndo pode apresentar evidéncias de falta de
ajuste e deve refletir uma regresséo estatistica significativa. Dessa forma, a validacdo do modelo
de calibracao geralmente é realizada por meio de uma analise de variancia (ANOVA) (Neto et
al., 2010). A Tabela 3.2 mostra as equacGes para ANOVA do modelo ajustado aos dados

experimentais empregando-se 0 método dos minimos quadrados (MMQ).
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Tabela 3.2. EquagBes para ANOVA aplicada a um modelo obtido pelo método dos minimos quadrados.

Fonte de variacdo =~ Soma Quadréatica (SQ)  Graus de liberdade Média Quadratica (MQ)

m N

3 - 5. _ )2 _ Qg
Regressio (R) SQx =) > G- p-1 MOy ==
o
] m N ., SQT
Residuos (r) SQ, = Z Z(y“ - %) n—-p MQ, = —
tj
i h — AN S _ w2 SQfal
Falta de ajuste (faj) SQfqj = Z Z(y,- 7)) m-—p MQy, = m—p
i
m N
— 3.)2 Ser
Erro puro (ep) 5Q¢p = by —¥) n—m MQ.y = —
T 7 n—-m
m N
— S
Total (T) SQr = Z Z(yij -¥)? n—1 MQ, = n—QTl
ij

Onde: p é o nimero de parametros usados no modelo; n é o ndmero total de observagdes; m é o nimero de niveis
distintos da variavel independente.

A validacdo de modelos lineares pela aplicacdo do método dos minimos quadrados
consiste de analise dos residuos, teste de significancia da regressao e teste de falta de ajuste. Na
analise do grafico dos residuos verificamos o comportamento dos erros de previsao do modelo
(residuos) em relacdo aos dados experimentais. No grafico de residuos é possivel identificar o
tipo de erro experimental associado aos dados experimentais. Caso 0s residuos apresentem
algum perfil ou estrutura teremos um erro sistematico associado aos dados experimentais. Caso
0s residuos se distribuam aleatoriamente em torno de zero teremos apenas erros aleatorios
associados aos dados experimentais.

O teste de falta de ajuste compara, para 0s varios niveis da variavel x, a média
quadrética da falta de ajuste (MQs;j) com a media quadratica devida ao erro puro (MQep). Assim,
se a razdo (MQx;)/(MQep) for menor que o valor do ponto de distribuigéo F, referentes aos graus
de liberdade de MQ1j € MQep e para um nivel de 95% de confianga, temos um modelo sem falta

de ajuste. Neste caso, as duas médias quadraticas refletirdo apenas os erros aleatorios associados
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aos desvios em relacdo a média. Caso contrario, 0 modelo apresenta falta de ajuste e necessita
ser reestimado e revalidado.

No teste de significancia da regressdo, compara-se a razdo entre a média quadréatica
devido a regressdao (MQreg) € a média quadrética residual (MQr) com o valor do ponto da
distribuicdo F referente aos graus de liberdade de MQreg € MQr a um certo nivel de confianga
estatistica de interesse. Em geral, emprega-se um nivel de 95% de confianca. Se a referida razdo
for maior que o valor de F, conclui-se que a regressdo é estatisticamente significativa. Do
contrario, ndo se pode admitir a existéncia de uma relacdo funcional (linear, quadratica,

polinomial, etc.) entre as variaveis que possa ser descrita pelo modelo.

3.5.2.  Limite de deteccdo e quantificacéo

A menor concentracdo da espécie de interesse que pode ser detectada por um dado
método analitico, mas ndo necessariamente quantificada, sob condi¢cdes experimentais
estabelecidas, pode ser entendida como o limite de deteccdo (LOD) (Holler et al., 2009).
Comumente define-se 0 LOD em termos do desvio-padréo de medidas do branco.

O limite de deteccdo pode ser determinado como segue:

LOD—S'S 1
=7 @Y)

onde s é o desvio-padrdo da resposta; S € o coeficiente angular da curva analitica
(sensibilidade do método).

O limite de quantificacdo (LOQ) €é definido como a menor concentracdo do analito,
que pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condicoes
experimentais adotadas (Holler et al., 2009). O LOQ pode ser determinado fazendo-se uso da

expressao a seguir:
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10.s
LOQ =—— (2)

na qual: s é o desvio-padrdo da resposta; S € o coeficiente angular do grafico de

calibracdo (sensibilidade do método).

3.5.3. Sensibilidade

Sensibilidade ¢ um pardmetro que demonstra a variagdo da resposta analitica em

funcéo da concentragdo do analito e é determinada como mostrado na expressdo a seguir:

S—dx 3
_dC ()

onde dx e dc representa um infinitésimo da variagdo do sinal analitico e da
concentracéo, respectivamente

Em outras palavras, a sensibilidade é a capacidade de um método distinguir, com
determinado nivel de confianca, duas concentragdes proximas (Holler et al., 2009). Sob o ponto
de vista pratico, pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regressdo linear de calibragdo e
é determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A sensibilidade depende da natureza
do analito e da técnica de deteccéo utilizada.

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracdo do analito causa
grande variacdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do
procedimento analitico gerar variacao no valor da propriedade monitorada ou medida, causada

por pequeno incremento na concentragao ou quantidade do analito.

3.5.4. Seletividade

O termo seletividade, que muitas vezes é utilizado como sinénimo de especificidade,

indica a capacidade do método em produzir resposta para varios analitos, apesar de distinguir
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o sinal de um analito frente aos outros. Ja a especificidade é utilizada para expressar a
capacidade do método em determinar somente o analito de interesse, mesmo na presenca de
outros componentes da matriz (substancias ativas, excipientes, impurezas ou contaminantes)
(Holler et al., 2009).

Sendo assim, a seletividade e a especificidade ddo um indicativo do quanto a resposta
estd livre de interferéncia de outras espécies contidas na matriz da amostra. Para analise
quantitativa, a especificidade/seletividade pode ser determinada pela comparacdo dos
resultados obtidos de amostras contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou
excipientes e amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o teste nao é afetado por estes
materiais. Quando a impureza ou padrdo do produto ndo estiverem disponiveis, pode-se
comparar os resultados dos testes das amostras contendo impurezas ou produtos de degradacao
com os resultados de um segundo procedimento bem caracterizado, como o método de

referéncia.

3.5.5. Exatidao

A exatiddo e definida como a concordéncia entre um resultado analitico e o valor
convencionalmente aceito como verdadeiro. Com o objetivo de avaliar a exatiddo de um método
analitico o teste de recuperacdo é o procedimento mais realizado e simples de ser empregado.
No ensaio de recuperacdo, quantidades conhecidas do analito sdo adicionadas nas amostras para
respectiva quantificacdo. Deve-se ressaltar que essas adi¢cdes sao realizadas em concentragdes
adequadas e semelhante as obtidas para execuc¢do do ensaio.

A taxa de recuperacdo é calculada empregando a expressao a seguir:

Recuperagio (%) = (C1C—3Cz> x 100 4)

onde: C; = concentragdo da substancia de referéncia mais a concentragéo da amostra.

Cz = concentracdo da amostra. Cz = concentracdo da substancia de referéncia adicionada.
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3.5.6. Precisao

Precisdo é a concordancia entre 0s varios valores experimentais obtidos para repetidas
anélises de uma mesma amostra. Quanto menor for a amplitude dessas medidas, ou seja, quanto
mais proximos entre si estiverem, maior sera a preciséo.

A precisdo de um metodo analitico € normalmente expressa como a estimativa do
desvio padrdo ou do desvio padrao relativo (DPR%) de uma série de medidas e deve incluir os
estudos da média, do desvio padrdo, desvio padrdo relativo e intervalo de confianca. O DPR%

é dado pela seguinte equacao:

DPR % =

p X 100 (5)

onde: DPR% corresponde ao Desvio padrdo relativo, DP ao desvio padrdo, CMD

concentracdo média determinada.

3.5.7. Testet pareado

A implementacdo do teste t pareado, baseado no conceito de intervalo de confianga,
requer o célculo da média das diferengas entre os valores de concentracdo, obtidos por dois
métodos distintos, para cada par de resultados. Admitindo-se que A é a diferenca média
verdadeira entre os resultados dos dois métodos, o intervalo de confianca para A é encontrado

pela aplicacdo seguinte equagéo.

(6)

Sl

onde: n é o nimero de amostras, S4 € 0 desvio padrdo da média das diferencas e t,é o
ponto de distribuicdo t correspondente ao nimero de graus de liberdade (v) no nivel de

confianca desejado (Neto et al., 2010).
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Podemos interpretar o intervalo de confianga da seguinte maneira:

Se o valor “zero” estiver contido dentro do intervalo construido, nao existe diferenca
sistematica estatisticamente significativa entre os resultados dos dois métodos. Neste caso, a
hipdtese nula ndo pode ser rejeitada e a média das diferencas (d) deve ser um ponto da
distribuicdo t com A = 0. Caso contrario, existe uma diferenca sistematica significativa entre os

resultados dos métodos ao nivel adotado de confianga estatistica.



4

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1.  Sintese e caracterizacdo dos pontos quanticos de carbono
4.1.1. Mecanismo de sintese

Os pontos quanticos de carbono foram sintetizados por meio do tratamento
hidrotérmico, a baixa temperatura (120 a 150°C), do suco de abacaxi como precursor de
carbono, que contém carboidratos, tais como: glucose, sacarose e acido ascorbico (Carnara et
al., 1995).

Devido a presenca desses constituintes, 0 mecanismo de sintese para a formacéo
hidrotérmica dos PQCs a partir do abacaxi, € provavelmente semelhante dos carboidratos.
Assim, o processo de formacao dos PQCs pode envolver etapas de desidratagéo, polimerizacéo
e carbonizagdo desses carboidratos (Sahu et al., 2012; De & Karak, 2013; Huang et al., 2014).
Entretanto, ndo tem sido relatado um mecanismo claro de formagdo e estrutura desse
nanomaterial. I1sso pode ser atribuido a formagdo de um grande numero de intermediarios

durante a reacdo hidrotérmica (Barati et al., 2015).

4.1.2. Influéncia da temperatura

Para investigar a influéncia da temperatura no processo do tratamento hidrotérmico do
suco de abacaxi, foi mantido constante o tempo de sintese em 4 horas e utilizado diferentes
temperaturas (120 a 150°C) de aquecimento do suco de abacaxi.

Apos as etapas de sintese, como podemos observar na Figura 4.1, todas as solucdes
resultantes apresentaram coloragcdo amarelo castanho, e quando expostas a radiacao ultravioleta
(comprimento de onda de 380 nm) apresentaram emissdo de fluorescéncia, caracteristicas

tipicas da formacéo das nanoparticulas de carbono (Mehta et al., 2014).
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120°C 130°C 140°C 150°C

Figura 4.1. Imagens dos PQCs, sintetizados em diferentes temperaturas (120, 130, 140, 150°C), sob a (a) luz
visivél e sob a (b) ultravioleta (380 nm).

Nas imagens, podemos observar que os PQCs obtidos com as temperaturas de 120
130°C apresentaram uma forte emisséo de FL na regido do azul, enquanto o obtido empregando
a temperatura de 140°C apresentou uma forte emisséo de fluorescéncia na regido do verde.

A Figura 4.2 mostra os espectros de absor¢do molecular dos PQCs nas diferentes
temperaturas (120, 130, 140 e 150°C), utilizando como solvente o etanol anidro. Pode ser
observado que h4 um maximo de absorcdo na regido UV, proximo de 290 nm, e um
prolongamento de banda que se estende para a regido visivel. O pico de absor¢do proximo de
290 nm, pode ser atribuido as transi¢fes n—n* e n—n* provenientes das ligacbes C=0 e C=C
(Hsu et al., 2012, Liu et al., 2012; Xu et al., 2015). O aumento da intensidade de absor¢ao nos
espectros, pode ser atribuido a maior carbonizacdo dos PQCs, como uma consequéncia da

elevacdo da temperatura de sintese (Liu et al., 2012; Purbia & Paria, 2016).
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Figura 4.2. Espectros de absor¢do molecular Uv-Vis dos PQCs em diferentes temperaturas.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos PQCs, obtidos em diferentes
temperaturas, foram investigados utilizando o comprimento de onda de excitacdo em 400 nm.
Esse procedimento foi adotado devido ao LED utilizado, com emissdao maxima em 400 nm, que
foi empregado como fonte de excitagdo para 0 método proposto.

A Figura 4.3 exibe os espectros de emissdo de FL dos PQCs, obtidos com o
comprimento de onda de excitacdo em 400 nm. Podemos observar que 0os PQCs obtidos
utilizando a temperatura de 140°C de aquecimento, apresenta uma forte emissdo de FL na
regido de 490 nm, quando comparado com os obtidos nas demais temperaturas. Assim, os PQCs
obtidos a partir da sintese com a temperatura de 140°C de aquecimento, foram empregados na
determinacéo de cobre(ll) em 6leos, por exibirem uma forte emissdo de fluorescéncia quando
excitados com o comprimento de onda maximo de 400 nm, 0 mesmo comprimento de onda de

emissao do LED.
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Figura 4.3. Espectros de emissao de fluorescéncia dos PQCs (Aex = 400 nm) obtidos com diferentes temperaturas.

4.1.3. Influéncia do pH

A influéncia do pH na propriedade de fluorescéncia dos PQCs, obtidos com a
temperatura de 140°C de aquecimento, foi estudada com comprimento de onda de excitacdo
em 400 nm. O efeito do pH foi avaliado entre 4,0 e 9,0 e a influéncia sobre a intensidade de
fluorescéncia dos PQCs é apresentada na Figura 4.4 (a).

De acordo com a Figura 4.4 (b), ndo foi verificada variagdo significativa da
fluorescéncia dos PQCs com a mudanca de pH, exceto para o pH 4,0 que apresentou um
aumento acentuado de fluorescéncia. Além disso, 0 pico de emissdao maximo, em 490 nm, ndo
apresentou deslocamento do maximo de banda com a variagdo do pH.

A determinacéo de cobre(ll) em 6leos empregando os PQCs, foi realizada em pH 4,0,
normalmente utilizado na determinacdo fluorescente de cobre empregando PQCs (Dong et al.,

2012; Liu et al., 2014; Gedda et al., 2016).
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Figura 4.4. (a) Influéncia do pH nos espectros de emissao de fluorescéncia dos PQCs. (b) Variacdo da intensidade
de fluorescéncia com a mudanca do pH.

4.1.4. Caracterizacdo espectroscopica dos PQCs

Para avaliar as propriedades Opticas dos PQCs, foi realizado um estudo da emisséo de
fluorescéncia dos PQCs utilizando diferentes comprimentos de onda de excitacdo. Conforme
apresentado na Figura 4.5 podemos visualizar os espectros de emissdo de fluorescéncia dos
PQCs com diferentes comprimentos de onda de excitacdo (340 a 470nm).

Os espectros de emissdo dos PQCs, obtidos a temperatura de 140°C, apresentaram um
deslocamento da banda de fluorescéncia para a regido do vermelho, a partir de 490 nm a 560
nm, com o aumento do comprimento de onda de excitacdo. Esse desvio € acompanhado por
uma diminuicdo significativa da intensidade de fluorescéncia, revelando que a fluorescéncia
dos PQCs € fortemente dependente do comprimento de onda de excitagdo. A maxima
intensidade de fluorescéncia dos PQCs foi obtida em 490 nm quando excitados em 400 nm,
combinando com o comprimento de onda de emissdo maximo do LED ultravioleta, eleito como

a fonte de excitacdo dos PQCs.
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Figura 4.5. Espectros de emissdo dos PQCs obtidos a temperatura de 140°C, excitados em diferentes
comprimentos de onda (340 a 470 nm).

Na Figura 4.6 sdo apresentados 0s espectros de excitacdo e de emissdo de
fluorescéncia dos PQCs obtidos a partir da temperatura de 140°C. Como pode ser observado,
0s PQCs apresentaram um pico de excitacdo bem definido em 400 nm, e um pico de emissdo

maxima em 490 nm.
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Figura 4.6. Espectros de excitacdo e de emissdo dos PQCs obtidos a temperatura de 140°C.
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4.1.5. Caracterizacdo estrutural dos PQCs

A origem da fluorescéncia dos PQCs pode ser atribuida & presenga de armadilhas
emissivas presentes na superficie dessas nanoparticulas (Ding et al., 2016), como discutido
anteriormente (Se¢do 2.2.3.1). Desta maneira, a presenca de grupos funcionais na superficie
dos PQCs pode ser investigada empregando a espectroscopia infravermelho com transformada
de fourier (do inglés: fourier transform infrared, FTIR).

Como mostrado na Figura 4.7, o espectro FTIR do PQCs obtido com a temperatura
de sintese de 140°C, indicou a presenca de Vvarios grupos funcionais tais como O-H, N-H, C-
H, C-N, C=C, C-O-C, na sua superficie. A presenca desses grupos funcionais pode resultar
em uma série de armadilhas emissivas, as quais podem ser as responsaveis pela origem da

fluorescéncia dos PQCs (Sahu et al., 2012; Wei et al., 2014).
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Figura 4.7. Espectro FTIR dos PQCs obtidos com temperatura de sintese de 140°C.

Esses grupos funcionais sdo comuns na maioria dos PQCs obtidos a partir de

bioprecursores de carbono (Xu et al., 2015). A existéncia desses grupos funcionais confere aos
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PQCs uma excelente solubilidade em &gua sem a necessidade de qualquer tipo de modificacao

quimica.

4.2.  Determinacgao do rendimento quantico dos PQCs

O rendimento quantico dos PQCs foi calculado conforme bem documentado pela
literatura (Qian et al., 2015; Xu et al., 2015). O padrdo de rodamina 6G (Sigma-Aldrich),
rendimento quantico de 95%, em meio alcodlico foi empregado como referéncia. O calculo do

rendimento quéantico de fluorescéncia pode ser obtido através da seguinte equacéo:

Grad, X m3

(DA = CDP X (7)

Gradp X 3

onde: @ corresponde ao rendimento quantico, Grad correspondem a area da curva de
emissdo de fluorescéncia obtida no mesmo comprimento de onda de excitacao e # corresponde
ao indice de refracdo do solvente utilizado. Os subscritos “A” e “P” referem-se a amostra e 0
padrdo, respectivamente. O indice de refracdo s6 é de uso significativo quando as solucdes
estiverem em solventes diferentes.

Os PQCs obtidos por meio tratamento hidrotérmico do suco de abacaxi, apresentaram
rendimentos quanticos variando entre 6,27%, 8,76%, 9,32% e 4,45%, quando comparados com
0 padréo de referéncia de rodamina 6G, medidos a um comprimento de onda de excitacdo de
360 nm. Os valores sdo comparaveis com o0s reportados anteriormente na literatura, utilizando

bioprecursores de carbono (Liu et al., 2012; Mehta et al., 2014; Purbia & Paria, 2016).

4.3.  Estudo de potenciais interferentes

Visto 0 exposto nas segdes anteriores, quanto ao método analitico proposto,

foi realizado um estudo para potenciais interferentes que pudessem favorecer ou suprimir a
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emissdo de fluorescéncia do sistema PQCs/Cu(Il) proposto para analise das amostras (Lima et
al., 2015). Os estudos foram realizados em tampédo PBS (pH 4,0), para os ions Cd(ll), Fe(l11),
Ni(I1), Zn(ll), Ca(ll) e Mg(ll), metais comumente presentes em concentracGes similares as do
analito (faixa de concentracdo entre 5,0 e 100,0 ug L) nas amostras. Os resultados obtidos

estédo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8. Emissdo de fluorescéncia dos PQCs (Aex = 400 nm) na presenaca de diferentes ions metalicos
divalentes. Dados referentes a concentragdo de 50 pg L para cada ion metalico. Onde F e Fo séo as intensidades
de fluorescéncia na auséncia e presenca do ion metalico, respectivamente.

Como claramente pode ser observado, apenas a presenca do ion Cu(ll) resulta na
extincdo significativa da fluorescéncia dos PQC em pH 4,0. Os valores das analises dos
potenciais ions interferentes ndo demonstraram alteracdo significativa superiores a 5% em
relagdo a medida analitica obtida em sua auséncia (apenas solucdo de Cu(ll) 50 pg L 7). Esse
fato pode ser considerado um indicativo da seletividade dos PQCs pelos ions Cu(ll) nessas

condigdes experimentais.



Resultados e discussdo | 88

4.4,  Estudo de pré-tratamento das amostras

As amostras foram pré-tratadas conforme a necessidade de uma extracdo réapida,
simples e eficiente para a disponibilizacdo dos ions cobre(ll) em meio homogéneo alcodlico
(fase Unica) a partir das matrizes oleosas. As investigagdes foram direcionadas no sentido de se
obter uma extracdo on-line eficiente para o ion em estudo, como vem sendo trabalhado pelo
nosso grupo de pesquisa (Barreto et al., 2013; Lima et al., 2012a; Lima et al., 2015) e também
abordado em outros trabalhos que envolvem métodos automaticos para a extracdo de analitos
semelhantes (Pinto et al., 2006; Shishov et. al.,2015).

A proporg¢do da mistura dos solventes organicos alcool isopropilico/cloroférmio foi
variada numa faixa de 50:50 a 80:20 (v/v), a fim de selecionar a condicdo 6tima de extragdo do
metal. Para isso, foram empregadas solucGes padrdo de cobre(ll) organometélico (Quimlab),
diluidos em 6leo mineral (Sigma-Aldrich). O critério para a escolha da proporcdo da mistura
foi a sua capacidade de homogeneizacdo eficiente do padrdo organometalico de cobre, a fim de
permitir o sinal de fluorescéncia adequado para 0 composto.

Os estudos foram guiados pela avaliagéo dos espectros de emissdo de fluorescéncia
dos PQCs, devido sua forte extincdo de fluorescéncia, proporcional a concentracdo de ions
cobre(Il) em meio tampéo PBS (pH 4,0). Para isso, foram registrados o0s espectros de emissdo
de fluorescéncia apds a extracdo em fase Unica das solucGes padrdo com diferentes proporcées
da mistura do solvente alcool isopropilico/cloroférmio.

Na Figura 4.9 sdo mostrados os sinais de fluorescéncia obtidos para a extragdo do

padrdo de cobre com uma concentragio igual a 50 pg L.
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Figura 4.9. Influéncia da extracdo em fase Unica na emisséo de fluorescéncia do sistema PQCs/Cu(ll). F e Fo séo
as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do ion metalico, respectivamente.

Com base nos resultados apresentados, podemos observar o sinal da relacdo de
extincdo da emissdo de fluorescéncia em relacdo a proporcao das misturas dos solventes, apds
a extracdo em fase Unica. Esse estudo permitiu direcionar a melhor estratégia de pré-tratamento

como sendo a mistura de alcool isopropilico/cloroférmio na propor¢éo 70:30 (v/v).

45. Parametros do sistema automatico em fluxo-batelada
45.1. Precisdo das valvulas solenoides

A vazdo em cada linha de fluxo foi verificada pela medicdo da massa das solucdes
empregadas na analise, em uma balanga analitica (Scientech modelo SA210), utilizando tempos
de abertura das valvulas previamente estabelecidos. Com relacéo a valvula solenoide utilizada
na adicdo das amostras, foi empregado a densidade média das amostras como pardmetro para
ajustar a vazdo, isso foi pertinente devido a viscosidade inerente das matrizes trabalhadas.
Os valores médios da densidade individual das amostras foram comparados e exibidos na

Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Densidades dos 6leos comestiveis empregados na avaliagdo do método proposto (n=3).

Amostra Densidade (g mL™)
0,8502

Soja 0,8532
0,8465
0,8542

Girassol 0,8573
0,8553
0,8520
0,8479

Canola

As vazbes médias encontradas para os canais individuais das solu¢bes empregadas
durante a determinacédo de cobre(ll) em 6leos comestiveis séo apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Vazdes médias dos canais individuais das soluces.

Valvula* Solugéo Vazédo (mL s?)
V1 Amostra 0,0319 £ 0,0021
V2 Alcool isopropilico/cloroférmio 70:30 (v/v) 0,1563 + 0,0032
V3 PQCs (1,0 mg mL™?) 0,0439 +0,0018
V4  Tampdo PBS (pH 4,0) 0,0492 + 0,0025

*Indicacdo das valvulas representadas na Figura 3.9.

45.2. Obtencéo da curva analitica

A Figura 4.10 mostra que os espectros de emissao de fluorescéncia dos PQCs
apresentam uma inibicdo de fluorescéncia provocada pela presenca dos ions Cu(ll), em meio
tampdo PBS (pH 4,0). A intensidade de emissdo da fluorescéncia, em 490 nm, diminui

gradualmente com 0 aumento da concentracdo de cobre(ll).
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Figura 4.10. Espectros de fluorescéncia dos PQCs com diferentes concentragdes de cobre(Il) (0 a 150 pg L),
excitados em 400 nm.

O efeito de extingdo da fluorescéncia dos PQCs na presenca do ion Cu(ll) pode ser
atribuido, principalmente, a transferéncia de carga entre os grupos funcionais presentes na
superficie dos PQCs (O-H, N-H, C-H, C-N, C=C, C-0O-C) e o ion cobre(Il), como reportado
anteriormente (Dong et al., 2012; Liu etal. 2012; Liu et al., 2014; Gedda et al. 2016; Hou et al.,
2016).

Como mostrado na Figura 2.13 (Se¢do 2.5), a diminuig&o da fluorescéncia dos PQCs
pode ser atribuida a formacdo do complexo entre o ion Cu(ll) e 0s grupos aminas presentes na
superficie dos PQCs, conforme relatado na literatura (Dong et al., 2012; Liu et al., 2014; Gedda

et al. 2016).
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4.5.3. Validacdo da curva analitica

Uma curva analitica foi construida para a faixa de concentraces de 20 a 100 pg L
de cobre(ll), a partir dos espectros de fluorescéncia obtidos pelo método automatico proposto
baseado em PQCs. Para a constru¢do da curva analitica foi utilizada a seguinte relacdo de
fluorescéncia, reportada como ja estabelecida pela literatura (Liu et al. 2012; Lin et al., 2014;

Yu et al., 2015):

_(Fh— F)
RF = = (8)

onde: Fo corresponde o sinal de emissdo de fluorescéncia do PQCs na auséncia do
cobre (branco), e F corresponde a emissdo de fluorescéncia do PQCs na presenca do cobre
(padrao).

A Figura 4.11 mostra a curva analitica obtida a partir da utilizacdo do método

automatico proposto.
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0,2 +

01 +

0 I I I I I
0 20 40 60 80 100
Concentragao das solugdes de cobre (ug L)

Figura 4.11. Curva analitica para a determinacdo de cobre(l1) em 6leos comestiveis.
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a obtida, foi construida a partir dos niveis de concentragdo 20, 40, 60,

80, 100 pg L de cobre. A Figura 4.11 mostra que a curva analitica apresenta um

comportamento linear entre o valor da relacdo de fluorescéncia e a concentragdo de cobre das

solugdes padrdo. Essa inferéncia baseada, inicialmente, em uma inspecdo visual, pode ser,

confirmada pela anélise

do grafico dos residuos deixado pelo modelo, apresentado na Figura

4.12, e corroborada pelos resultados da ANOVA apresentados em seguida.

0,012 —+

0,008 —+

0,004 —+

0,000

Residuos

0
-0,004 -~

-0,008 -~

-0,012 -

Concentracdo das solucdes de cobre (pgL?)

Figura 4.12. Gréfico dos residuos deixados pelo modelo do método proposto.

Pode-se observar na Figura 4.12 a distribuigdo aleatdria dos residuos ao longo da faixa

de concentracdo estudada. De fato, ndo se observa nenhum perfil, estrutura ou tendéncia

sistematica evidenciando uma possivel falta de ajuste do modelo construido para 0 método

proposto.

Os resultados da aplicacdo da ANOVA, empregados para corroborar na validacao do

modelo de calibracdo, utilizando o método fluorescente automatico, sdo apresentados na

Tabela 4.3.



Resultados e discussdo | 94

Tabela 4.3. Anélise de variancia (ANOVA) para o modelo linear obtido pelo método proposto.

Fonte de variacéo SQ GL MQ Test F
Regresséao (R) 0,324 1 0,324 Significancia de R
Residuos (r) 1,52 x 10 13 1,17 x 10 MQr/MQ: 2,78 x 103
Falta de ajuste (faj) 1,48 x 10 3 4,93 x 10 Falta de ajuste
Erro puro (ep) 3,72 x 10 10 3,72 x 10* MQ#i/MQep 1,32

Para verificar se 0 modelo postulado ndo apresenta falta de ajuste, compara-se o valor
da relagdo MQ#j/MQe com o valor de Fz 10 (ponto de distribuicdo F para 3 e 10 graus de
liberdade ao nivel de confianca de 95%) que é igual a 3,71. Como o valor obtido pela razéo
MQ1j/MQep para 0 modelo proposto € menor que o valor de Fs 1o tabelado, entdo ndo existe
evidencia de falta de ajuste do modelo proposto. Para avaliar a significancia estatistica da
regressdo, compara-se o valor da razdo MQgr/MQ, cujo valor obtido é 2,78 x 103, Tabela 4.3)
com o valor de distribuicdo F113 (igual a 4,67). Entdo podemos concluir que a regressdo é
expressivamente significativa.

Os parametros do modelo de calibracdo para 0 método proposto, obtidos por regresséo
linear pelo modelo dos minimos quadrados, sao apresentados na Tabela 4.4. Considerando que
0 modelo nédo apresentou falta de ajuste e descreve uma relacéo linear adequada entre o sinal
analitico (relacdo de fluorescéncia) e a concentracdo de cobre na faixa de calibragdo, foram
estimados os erros padrdo dos coeficientes de regressao, bo e b1. Para isso, foi utilizado o valor
da média quadratica residual (MQy) como estimativa da variancia populacional dos erros

aleatdrios ao longo da regressao.
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Tabela 4.4. Coeficientes de regressao e intervalos de confianca para os valores populacionais (5o € 1) do
modelo linear obtido para o método proposto.

y=b0+b1X

bo + t13 X erro padrao (bo) b1 + ti3 X erro padrao (b1)
-0,0435 + 0,0070 0,0052 +0,0012

A partir das estimativas e erros padrao de bo e b1, obteve-se o intervalo de 95% de
confianga para os parametros populacionais (5o e f1) do modelo. Os limites obtidos mostram
que os intervalos de confianga ndo contém o valor zero. Assim, ambos os coeficientes estimados
para 0 modelo linear séo estatisticamente significativos e devem ser mantidos na respectiva
equacao.

Apo6s a validacdo da curva analitica, foram estimados para 0 método proposto os
valores do limite de deteccdo (LOD), limite de quantificagdo (LOQ) e sensibilidade. Os valores
estimados para essas caracteristicas de desempenho sdo mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Caracteristicas de desempenho para o método proposto.

LOD (upg L?) 2,95
LOQ (ugL?) 9,84
Sensibilidade 0,0052

Os valores de LOD, LOQ e sensibilidade estimados para o método fluorescente
proposto revelaram ser satisfatorios, o que torna esse método apropriado para a determinacéo

de cobre em 6leos comestiveis.

45.4. Andlise das amostras

Com base no exposto nas se¢Bes anteriores, 0 método se encontra adequado para a

determinacéo do teor de cobre(ll) nas amostras reais. Os resultados obtidos estédo apresentados
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em mg Kg? e encontra-se na Tabela 4.6 sendo comparado ao método de referéncia por
absorcdo atdmica em forno de grafite.

Tabela 4.6. Resultados obtidos para determinacio de cobre(ll) em 6leo comestivel (mg Kg) usando o sistema
automatico com detecgdo fluorescente e 0 método de referéncia (n=3).

Amostras Sistema proposto Referéncia

Cu(ll) DPR% Cu(ll) DPR%
Soja
1 0,254 + 0,004 1,43 0,248 + 0,003 1,10
2 0,213 £ 0,004 1,65 0,220 + 0,003 1,15
3 0,338 £ 0,005 1,55 0,335 10,004 1,06
Girassol
1 0,192 +0,003 1,62 0,185 + 0,003 1,50
2 0,310 £ 0,006 1,86 0,305 + 0,004 1,16
3 0,267 £ 0,004 1,49 0,274 + 0,003 1,14
Canola
1 0,185 £+ 0,003 1,45 0,188 + 0,002 1,20
2 0,244 + 0,006 2,43 0,247 +0,003 1,36

Onde: DPR% é o desvio padréo relativo.

A partir dos resultados obtidos, podemos averiguar uma boa concordancia entre 0s
valores do método proposto e o de referéncia por absorcdo atbmica em forno de grafite. Quando
aplicado o teste t pareado, os resultados nao apresentaram diferencas significativas a um nivel

de 95% de confianca estatistica.

455. Teste de recuperacao

Para avaliar a exatiddo do método proposto, duas amostras de 6leo de cada tipo foram
escolhidas aleatoriamente e empregadas para o teste de recuperacdo. Um volume de 50 L da
amostra foi adicionado a 50 pL de cada padrdo de cobre(ll) utilizado. Em seguida, foram
adicionados 600 pL da mistura alcool isopropilico/cloroférmio (70:30 v/v), 50 pL de PQCs

(1,0 mg mL?) e 50 pL da solugdo tamp&o PBS (pH 4). Os padrdes de cobre(ll) empregados
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foram utilizados de modo a se obter concentragdes finais de 40,0 e 60,0 ug L. A Tabela 4.7
apresenta os resultados obtidos.

Tabela 4.7. Teste de recuperagdo para o cobre(ll) nas amostras de 6leo comestivel (n = 3).

Recuperacéo (%)

Amostras
40,0 (ug L™ 60,0 (ug L™)

975+14 1056 +1,5
Soja

106,3+15 103,2+16

1039+14 1049 +1,7
Girassol

96,8+1,5 1016 +1,8

105,2+15 995+1,6
Canola

101,5+1,8 104,2+15

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.7, podemos observar que os valores
das recuperacdes para as amostras, apés a adicdo dos padrdes de cobre(ll), variaram entre 96 e
106% (n = 3). Esse intervalo de recuperacdo pode ser considerado satisfatério para a

determinacdo do analito de interesse.



5

CONCLUSAO
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Neste trabalho de pesquisa foi desenvolvido um novo método fluorimétrico
empregando pontos quanticos de carbono para determinacgéo de cobre(ll) em 6leos comestiveis
utilizando um sistema em fluxo-batelada com extracdo on-line em fase Unica. Para essa
abordagem, foi empregado um espectrofluorimetro portétil e um LED UV como detector e fonte
de excitacdo, respectivamente. Esses componentes juntamente com o software de controle e
aquisicdo de dados permitiram uma maior autonomia do sistema fluxo-batelada, contribuindo
para a sua portabilidade.

Foi explorado uma estratégia simples, econdmica e ambientalmente amigavel para a
preparacdo de PQCs fluorescentes a partir do simples tratamento hidrotérmico do suco de
abacaxi, empregado como um bioprecursor barato e facilmente disponivel na regido. Os PQCs
obtidos apresentaram uma consideravel emissao de fluorescéncia e uma alta estabilidade em
diferentes valores de pH, ndo sendo necessario nenhuma etapa de passivacdo das
nanoparticulas. Esses nanomateriais foram prontamente caracterizados por técnicas de
espectrofotometria no UV-Vis, FT-IR, e fluorescéncia.

A determinacgdo de cobre(ll) com nanoparticulas de carbono nas amostras de 6leo
comestivel foi viabilizado devido ao eficiente e simplificado estudo de pré-tratamento da
amostra. Esse pré-tratamento envolveu uma etapa de extracdo em fase Unica (empregando
alcool isopropilico/cloroférmio), proporcionando a disponibilidade dos ions de interesse em
meio aquoso. Foi constatado que a fluorescéncia dos PQCs pode ser significativamente extinta
na presenca dos ions Cu(ll), simplesmente utilizando solucdo tampdo PBS pH 4,0. O
mecanismo de extingdo da fluorescéncia pode ser atribuido as interacBes entre 0S grupos
presentes na superficie dos PQCs com os ions Cu(ll), principamente entre 0s grupos aminas,
conforme relatado na literatura.

Deste modo, vale ressaltar, que a unido sinérgica dos pontos quanticos de carbono,

extracdo em fase Unica e automacao analitica, pode vislumbrar o desenvolvimento efetivo de



Conclusdo | 100

novas metodologias sensiveis e seletivas. Além disso, a implementacdo de métodos
fluorescentes automaéticos utilizando pontos quanticos de carbono, podem se tornar uma
tendéncia valiosa, pois permitem realizar analises com uma apreciével praticidade, a0 mesmo
tempo simples, robustas e dedicadas, com potencial para aplicaces nas mais diversas areas do
conhecimento cientifico e tecnoldgico como as engenharias, as ciéncias naturais e as ciéncias

da saude.

5.1.  Perspectivas

Uma das expectativas de continuidade do presente trabalho é investigar a partir do
método desenvolvido outros componentes traco em matrizes de complexidade e viscosidade
consideraveis. Esses estudos podem fornecer informacdes relevantes para o desenvolvimento
de novos métodos analiticos baseados em pontos quanticos de carbono e consequentemente a
expansdo dos seus campos de aplicacdo frente a matrizes de maior complexidade, como
biodiesel, gasolina e oleos lubrificantes.

Pretende-se ainda investigar as caracteristicas dos PQCs em aplica¢des que envolvam
outras formas de pré-tratamento e pré-concentracdo, por exemplo, 0 uso de nanoparticulas
magnéticas, como também outras técnicas de deteccao, tais como: imagens digitais, fotodiodos,
entre outros.

No que se refere aos pontos quanticos de carbono, pretende-se estudar novas rotas de
sintese hidrotérmica, bem como sua implementacdo em sistemas de analise em fluxo. Etapas
de funcionalizacéo e revestimento também serdo estudadas, a exemplo de heteroatomos como
0 nitrogénio e o enxofre, e moléculas organicas como aminoacidos e enzimas, a fim de prover,
um aumento no rendimento quantico de fluorescéncia, bem como elevar a seletividade para

outras substancias de interesse.
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CrossMark In-line single-phase extraction for direct
determination of total iron in oils using CdTe
quantum dots and a flow-batch system
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In this work, a novel method for direct determination of total iron in viscous samples (edible oils and
biodiesel) is presented. Considering sensitivity and selectivity, the proposed method used in-line single-
phase extraction and CdTe quantum dots (QDs). The method was automated employing a flow-batch
system. The in-line single-phase extraction of iron consisted of the addition of a mixture of ethanol/
chloroform (75 : 25, v/v) to dissolve the oil samples, followed by addition of an acid solution, HNO3z/HCl
(3:1, v/v) to make the iron available. The analytical method was based on iron capacity to establish
surface interactions with CdTe QDs that result in quenching of their fluorescence intensity proportional
to the iron concentration. Various factors that may influence the fluorescence quenching of iron, such
as pH, sample volume, amount of the organic mixture, and acid solution concentration, were studied.
The maximum reproducibility of this fluorescence quenching occurred at pH 7.5. Phosphate buffered
saline (PBS) 1.0 mol L™ was added before the reaction. Method validation and application to real
samples showed that the analytical features of the developed method were quite satisfactory in terms of
Secabid Gu May oo linearity (# = 0.997), limit of detection (0.1 ng g™%), precision (RSD < 1.6%), and accuracy (recovery =
Accepted 28th July 2015
95.5-104.3% range), when compared to other studies in the literature. The proposed automatic method
presented suitable robustness, a high sampling rate (79 h™%), and lower waste generation per
www.rsc.org/methods determination (0.900 mL), contributing to the basic principles of green chemistry.
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Abstract This paper introduces, for the first time, the combi-
nation of the advantageous features of the automatic flow-
batch system for implementing quantitative chemical analysis
involving the use of quantum dots (QDs). For illustration, the
combined QD-flow-batch system was applied for the fluores-
cent determination of ascorbic acid in fruit juices. Cadmium
telluride (CdTe) QDs were selected in this work because they
are the most commonly synthesized and used ones for the
analytical applications. Water-soluble CdTe QDs were suc-
cessfully produced using mercaptopropionic acid. The analyt-
ical method is based on the quenching effect produced by
ascorbic acid on the fluorescence of CdTe. All calibration

Introduction

Quantum dots (QDs) are colloidal semiconductor nanocrystals
often formed by elements from the periodic groups 12—-16
(ZnS, CdSe, cadmium telluride (CdTe), HgTe), 13-15
(InP, InAs), or 14-16 (SnTe, PbSe) (Kuang et al. 2011).
These nanoparticles have important intrinsic properties, such
as high photostability; high quantum yield; size-tunable, nar-
row, and symmetric band emission; and high absorption coef-
ficient across a wide spectral range (Heuff et al. 2007). Such
photoluminescent properties have made them to be attractive
materials in diverse fields of application as, for example, in the
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Using Webcam, CdTe Quantum Dots and Flow-Batch System for Automatic
Spectrofluorimetric Determination of N-Acetyl-L-cysteine in Pharmaceutical Formulations

Marcelo B. Lima, Inaka S. Barreto, Stéfani Iury E. Andrade, Luciano F. Almeida and
Mario César U. Araiijo*

Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN), Universidade
Federal da Paraiba, Caixa Postal 5093, 58051-970 Joao Pessoa-PB, Brazil

Neste trabalho ¢ proposta a combinagdo de um sistema flow-batch, pontos quénticos (QDs) ¢
de uma webcam como detector para determinagio espectrofluorimétrica automdtica de N-acetil-L-
cisteina (NAC) em formulagdes farmacéuticas. O NAC gera interagdes superficiais com os QDs, que
resultam no aumento proporcional da intensidade de fluorescéncia com a concentragio do analito.
Seletores de comprimento de onda ndio sdo necessdrios para o processo de excitagio ¢ emissdo de
fluorescéncia devido ao espectro de excitagio alargado, a reagio seletiva e especifica entre QDs
de CdTe e NAC, ¢ 0 modelo matemdtico de tratamento das imagens digitais. O limite de detecgio
¢ 0 desvio padriio relativo foram estimados em 0,14 pg mL™' ¢ < 1,4% (n = 5), respectivamente.
A exatidio foi avaliada através do teste de recuperagio (98.5-102,8%). A robustez do método foi
avaliada por comparagio intra- ¢ inter-dias, utilizando o método volumétrico de referéncia ao nivel
de 95% de confianga. O sistema apresenta robustez satisfatéria, alta frequéncia analitica (153 h™)
e reduzido consumo de produtos quimicos.

The combination of a flow-batch system, quantum dots (QDs) and webcam as detector for
the automatic spectrofluorimetric determination of N-acetyl-L-cysteine (NAC) in pharmaceutical
formulations is proposed. NAC generates surface interactions that result in enhanced QD
fluorescence intensity, which is proportional to analyte concentration. Wavelength selectors are
not necessary for excitation and emission process due to the broad excitation spectrum of QDs, the
selective and specific reaction between CdTe QDs and NAC, and the mathematical model employed
for the treatment of digital images. The limit of detection and relative standard deviation were
estimated at 0.14 ug mL™" and < 1.4% (n = 5), respectively. The accuracy was assessed through
recovery test (98.5 to 102.8%).The ruggedness of the method was assessed by comparison of the
intra- and inter-day using the iodometric titration method at a 95% confidence level. The system
presented satisfactory robustness, high sampling rate (153 h™'), and reduced chemical consumption.
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Using a flow-batch analyzer for photometric
determination of Fe() in edible and lubricating oils
without external pretreatment

Inaka S. Barreto, Marcelo B. Lima, Stéfani lury E. Andrade, Mario César U. Araujo
and Luciano F. Almeida®

In this study a flow-batch analyzer (FBA) was utilized and its feasibility was demonstrated for the
determination of Fe(n) in edible and lubricating oils without external pretreatment. The FBA method
uses the reaction of this ion with thiocyanate in organic medium. The formed red complex was
monitored by employing a light emitting diode (LED, 7,,, = 520 nm) and a phototransistor linked to
the mixing chamber by optical fibers. All standard solutions were prepared in-line and all analytical
processes were carried out by simply changing the operational parameters in FBA control software.
Comparing with the reference method, no statistically significant differences were observed when
applying the paired t-test at a 95% confidence level. The relative standard deviation, analytical
frequency and limit of detection were estimated for both viscous matrices (edible and lubricating oils) at
<2.1% (n = 3), about 95 h~', and 0.004 mg kg, respectively. The recovery study shows results between
97.8% and 103.6% for both matrices. The FBA method showed better analytical features when
compared with previous automatic flow methods. Thus, the FBA is potentially useful as an alternative
for the determination of other ions in similar samples or in other viscous matrices without external
pretreatment.
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A method for the determination of phosphorus in mineralized biodiesel using a micro-flow-batch
analyzer (uFBA) with solenoid micro-pumps was proposed. The samples were mineralized using an
ashing procedure at 550 °C followed by dissolution of the residue. The determination of phosphorus
was performed by employing the well-known molybdenum blue method. The measures of the
absorbance were performed at 850 nm using an InfraRed LED integrated into the pFBA. Comparing
with the reference method, no statistically significant differences were observed when applying the
paired t-test at a 95% confidence level. Recovery study shows results between 97.9% and 105.8%. The
proposed microsystem using solenoid micro-pumps presented satisfactory robustness and high
sampling rate (190 h—'), with satisfactory reproducibility (relative standard deviation < 4.5%, n=3),
low reagents consumption (32 pL per analysis) and cost to build the device. Moreover, nFBA presents
limit of detection (0.014 mgKg '), precision and accuracy compatible with the biodiesel regulations
that establish a maximum concentration of 10 mg Kg ' (Brazil, USA, EU), suggesting that it is a good
alternative for the determination of phosphorus in biodiesel.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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