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Resumo

O vinho estabelece padrdoes de identidade e qualidade, sendo assim realiza
analises fisico-quimicas para verificar o seu valor nutricional e controlar a qualidade
do produto. Entre os pardmetros a ser monitorado podemos citar o teor de ions
metalicos em vinho. Altas concentragdes desses ions podem afetar as caracteristicas
organolépticas como aroma, sabor e cor, formando precipitados ou turvagéo, como
também uma ingestdo excessiva causa uma possivel intoxicacdo. Um dos metais a
ser controlado é o cobre, altas concentracbes do mesmo favorecem a turbidez e
sedimentacdo, como também a deterioracdo do flavor, que € uma caractéristica
fisioldgica associado ao paladar e olfato. Para determinagdo de teor de metais em
vinho a espectrometria de absorcdo atébmica € a técnica recomendada pela OIV.
Como o vinho é uma matriz complexa, é necessario técnicas de preparo de amostra,
antes de realizar a medida. Como pré-tratamento da amostra (vinho), a digestdo da
amostra por via umida é o método mais utilizado, sendo que necessita um elevado
tempo de preparo e uso de solventes quimicos. Afim de otimizar o preparo de amostra
para a determinagdo de ions metalicos utilizou duas nanoparticulas: (1) extracdo em
fase sdlida magnética, onde o analito € adsorvido utilizando a nanoparticulas
magnéticas de magnetita (FesO4) recobertas com alumina (Al203) e funcionalizadas
com dodecil sulfato de sédio e 1-(2-piridilazo)-2-naftol; (2) a eluigdo e detecgédo do
analito uitlizou pontos quanticos de carbono (PQCs) a partir de um bioprecusro de
abacaxi para determinacéo fluorescente de cobre (lI). O desempenho do método
proposto foi avaliado por meio da determinagéo de cobre (lI) em amostras de vinhos,
o teste t emparelhado (as medidas foram feitas em triplicatas), indicou que nao existe
diferencga significativa entre os resultados a um nivel de 95%. A metodologia utilizada
permitiu estimar limites de detecgdo e quantificagdo de 8,2 e 27,3 mgL™"
respectivamente. O estudo de interferentes dos ions metalicos foi realizado com éxito
ndo revelando interferéncia percentual significativa (£ 5 %). O método proposto

obteve resutados satisfatérios comparado com o método de referéncia.

Palavras-chave: Nanoparticula magnética; Ponto quéntico de carbono; Fluorimetria;
Cobre, Vinho
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Abstract

The wine establishes standards of identity and quality, thus physical-chemical
analyzes are realized to verify its nutritional value and control the quality of the
product. Between the parameters to be monitored we can mention the content of 9
metallic ions in wine. High concentrations of these ions can affect organoleptic
characteristics such as aroma, taste and color, forming precipitates or turbidity, as well
as an excessive intake causes a possible intoxication. One of the metals to be
9controlled is copper, high concentrations of it promote turbidity and sedimentation, as
well as deterioration of flavor, which is a physiological characteristic associated with
taste and smell. For the determination of metals content in wine the atomic absorption
spectrometry is the technique recommended by the OIV. As the wine is a complex
matrix, sample preparation techniques are necessary before making the
measurement. The wet digestion method is the most used as sample (wine)
pretreatment, being that it needs a high time of preparation and use of chemical
solvents. In order to optimize the sample preparation for determination of metal ions,
two nanoparticles were used: (1) extraction in magnetic solid phase, where the analyte
is adsorbed using magnetic nanoparticles33 of magnetite (Fe304) coated with
alumina (Al203) and functionalized with sodium dodecyl sulfate and 1- (2-pyridylazo) -
2-naphthol; (2) elution and detection of the analyte by quantum carbon dots (QCDs)
from a bioprecursor of pineapple for the fluorescent determination of ion copper (Il).
The performance of the proposed method was evaluated by the determination of
copper (II) in samples of wine, the paired t-test (in triplicate) indicated that there is no
significant differences between the results at a confidence level of 95%. The
methodology used allowed to estimate limits of detection and the limit of quantification
of 8.20 and 27.34 ug.L-1, respectively. The study of metal ion interferers was carried
out successfully, revealing no significant percentage interference (< 5 %). The

proposed method obtained satisfactory results compared to the reference method.

Keywords: Magnetic nanoparticle; Carbon quantum point; Fluorimetry; Copper, Wine.
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1 Introducao

1.1 Caracterizagao da problematica

A legislagdo estabelece padrdes de identidade e qualidade para o vinho,
sendo assim realiza analises fisico-quimicas para verificar o seu valor nutricional e
controlar a qualidade do produto em elaboragao e acabado (Guillermo Grindlay et al,
2011; Oliveira, 2015). De acordo com a portaria n° 229 de 25 outubro de 1988 do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o vinho é considerado
uma bebida obtida da fermentacao alcodlica do mosto de uva s3a, fresca e madura
(Brasil, 1988) .

Portanto, os niveis maximos de ions metdlicos sdo regulamentados e
fiscalizados, pelo 6érgao em nivel mundial que é a International Organisation of Vine
and Wine (OlV), que regula a produgao e comercializagao de vinho (OIV, 2005). No
Brasil, os limites s&o estabelecidos através do Decreto Federal n°. 99.066 de 08 de
marco de 1990, regulamentado pela Lei 7.678/88 do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 1990). No caso do teor do ion cobre é de um valor maximo de 1,0 mg.L-"
no vinho, em ambos orgdos fiscalizadores. O Institute of Medicine National
Academies, recomenda-se valores de ingestdo diaria de cobre que varia para
criangas entre 340 a 440 pg/dia, homens de 700 a 900 ug/dia e mulheres 700 a 1300
pg/dia.

A origem dos metais em vinhos é oriunda de duas grandes fontes: a natural,
que ocorre através de transferéncia dos metais existentes no solo para o fruto
através das raizes. A outra fonte é causada pela acdo humana, que pode ser
dividida em trés subgrupos. O primeiro compreende o uso de fertilizantes e
pesticidas no cultivo das uvas, o segundo estd associado a poluigdo ambiental e
trata-se da deposicdo do material particulado presente no ar sobre as uvas, por
Ultimo durante o processo produtivo através de maquinarios que pode conter os
metais, na adigdo de aditivos (Kment, P et al, 2005; Pyrzynska 2004). A
contaminagao de cobre é proveniente da aplicagdo de fungicidas nos cultivos de uva
(Jesus, 2009), o mais utilizado é o calda bordalesa que contém cobre na sua
composi¢ao e também na adicdo do aditivo CuSO4 para a remocao de sulfeto de

hidrogénio e outros odores (Pyrzynska, 2004).
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A determinagao de cobre Il em vinhos geralmente utiliza as técnicas analiticas
espectrométricas como: espectrometria de absrogao atdbmica de forno de grafite ou
absorgao por chama, fluorescéncia de raios-X (XRF), espectrometria de massas
com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), embora sejam técnicas confiavéis e
sensiveis tem um custo financeiro alto (Maurizio Aceto et al, 2002; Krystyna
Pyrzynska 2004). No entanto, um ponto primordial que antecede as analises € o pré-
tratamento da amostra, que é a etapa inicial do método. Podemos citar como pré-
tratamento do vinho a digestdo da amostra, que tem a finalidade de eliminar a matriz
organica e/ou extrair os ions metalicos ligados aos complexos inorganicos e
organicos, também pode ser feito, a diluicdo da amostra, com a finalidade de reduzir
o efeito matriz, ambos possuem um elevado tempo de preparo (Trajce, 2009;
Guillermo Grindlay et al, 2011).

Como os métodos de referéncias utilizam técnicas com elevado custo e
também um pré-tratamento de amostra com tempo elevado e uso de produtos
quimicos, o trabalho proposto vem utilizar uma técnica de extracédo em fase sodlida
magnética (MSPE) diminuindo o tempo do preparo da amostra. A mesma vem
utilizar nanoparticulas magnéticas dispersa na matriz para a extragdo, separagao
elou pré-concentragao de diferentes analitos (Xie et al., 2014; Wul et al., 2016). Apds
o equilibrio, um campo magnético é utilizado para separar a matriz da fase
extratora. Por fim, o analito é eluido em outro nanomaterial, os pontos quanticos de
carbono (PQCs), utilizando como bioprecursor o suco de abacaxi, sendo uma
nanoparticula fluorescente, permitindo a utilizacido de métodos analiticos sensiveis e
seletivos, como a fluorescéncia molecular (Andrade, S.I.E.de, 2016). Estes dois tipos
de nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas antes do desenvolvimento do

meétodo proposto neste trabalho.
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1.2 Objetivo
1.2.1 Objetivo geral

(1) Desenvolver um método para extracdo em fase sodlida magnética de ions de

Cu?* em vinhos, usando nanoparticulas magnéticas;

(2) Utilizar espectrometria de fluorescéncia molecular para determinacéo de ions

de Cu?* usando pontos quanticos de carbono (PQCs).

1.2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas magnéticas (NPMs) de o6xido de ferro revestidas
com alumina e funcionalizadas com dodecil sulfato de sodio (SDS) e 1-(2-
piridilazo)-2-naftol (PAN);

e Sintetizar pontos quanticos de carbono por rota hidrotérmica, tendo como o
bioprecursor suco de abacaxi (Ananas comosus L. Merrili);

o Desenvolver um método usando nanoparticulas magnéticas para extracao de
cobre em vinho;

o Desenvolver um método usando espectrometria de fluorescéncia molecular
para determinacao de cobre(ll) em vinhos usando PQCs;

e Construir e validar a curva analitica, usando ferramenta estatistica;

o Validar o desempenho analitico do método proposto diante o método de
referéncia por espectrometria de absorgdo atémica em forno de grafite (GF-
ASS)
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1.3. Vinho: Parametros e legislagao

De acordo com a portaria n°® 229 de 25 outubro de 1988 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), vinho é considerado como sendo
uma bebida obtida da fermentacao alcodlica do mosto de uva sa, fresca e madura
(Brasil, 1988). No entanto, ndo se usa o termo vinho para outros produtos obtidos de
quaisquer outras matérias-primas (Andrade, M.F. et al., 2008). A produgédo e
consumo de vinhos tem aumentado no mercado nacional e internacional. O Brasil
ocupa a 142 posicao na produgcdo mundial, sendo produzido cerca de 273.100 t, no
ano de 2013 (Nascimento, 2005 ; Mello, 2016).

Afim de assegurar a qualidade do produto a legislagdo estabelece padrbes de
identidade e qualidade para o vinho, sendo necessario realizar analises fisico-
quimicas para medir o seu valor nutricional e controlar o produto em elaboracao e
acabado (Inmetro, 2008; Guillermo Grindlay et al, 2011 ; Oliveira, 2015). A seguir,

sdo apresentados os paramétros a serem controlados:

Teor alcoolico

O vinho de mesa e o vinho fino devem conter um teor alcodlico de 8,6% a

14% em volume.

Teor de agucar

O teor de agucares totais é calculado em termos de glicose (g/L), na tabela

1.1 mostra os teores permitos:

Tabela 1.1 Teores de agucares totais em vinhos

Classificagdo do vinho Maximo (g.L™") Minimo (g.L™")
Seco 50 e
Meio seco 20,0 5,1

Doceousuave = —eeemeeeee 20,1
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Acidez total

A acidez nos vinhos influéncia a estabilidade e coloracdo, constituindo-se
numa das caracteristicas gustativa. A legislagdo estabelece, para o vinho de mesa,

um maximo de 130 mEq.L" de acidez total.

Acidez volatil

A acidez volatil € um dos fatores que altera a qualidade do vinho. A legislacao
estabelece, para o vinho de mesa, um maximo de 20 mEq.L"' de acidez volatil.
Neste parametro, valores elevados indicam a presenca de microorganismos
indesejaveis apods a elaboracédo, principalmente o Acetobacter, que eventualmente

pode converter o vinho a vinagre.

As cinzas representam os elementos minerais presentes no vinho. Valores
baixos indicam fraude no produto, por adicdo de &agua. Os limites minimos

legislados estdo na tabela 1.2

Tabela 1.2 Teores de cinzas em vinhos

Classificagao do vinho Minimo (g.L") - Tinto Minimo (g.L") — Branco
Vinhos Comuns 1,5 1,3
Vinhos finos 1,5 1,0

Razio isotdpica de carbono ('3C/2C)

Essa analise determina se houve adulteracdo do vinho como, por exemplo:
(1) o uso excessivo de agucar de cana para alterar o teor alcodlico; (2) quantidade
acima da permitida pela legislacédo de alcool ndo derivado da fermentagao do agucar

naturalmente presente no mosto (suco) de uva.
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1.4. Metais como contaminates no vinho

Alguns ions metdlicos s&o necessarios no organismo humano para o seu
bom funcionamento, como o Mn2*, Ni2*. Cu?* e Zn2*, pois sdo essenciais na vida
humana, para os processos metabdlicos regulando a produgcado de energia.

A falta ou o excesso de metais ou de outros elementos quimicos pode ser
prejudicial a saude humana (Fraga, 2005; Oliveira, 2015). No caso do ion Cu?*, que
€ o0 metal de estudo deste trabalho, 0 mesmo em excesso acumular-se no sangue
esgotando as reservas de zinco do cérebro. Niveis altos causam a oxidagdo da
vitamina A, diminui a vitamina C, podendo levar a dores musculares, disfungdes
comportamentais, depresséo, fadiga, nausea, vomito,
hemorragia gastrointestinal. Portanto, recomenda-se valores de ingestdo diarias de

cobre, conforme tabela 1.3 (Institute of Medicine, National Academies, 2004).

Tabela 1.3 Recomendagdes nutricionais de cobre

Idade ug/dia
0 a 6 meses 200
7 a 12 meses 220
Lactentes
Criancgas 1 a3 anos 340
4 a8 anos 440
Homens 9 a 13 anos 700
14 a 18 anos 890
>19anos 900
Mulheres 9 a 13 anos 700
14 a 18 anos 890
>19anos 900
Gravidez 1000
Lactagao 1300

Um dos pardmetros a ser monitorado sdo os ions metalicos em vinho. Altas
concentragdes desses ions (Cu?*, As?*, Zn2*, Pb2* e Cd?*) no vinho podem afetar as

caracteristicas organolépticas como aroma, sabor, cor e formam precipitados ou
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turvacao durante as etapas de producao de vinificagado, fermentacdo, maturagcao ou
estocagem (Christaki, T.; Tzia, C. 2002 ; Pyrzynska, K., 2004 ; Jesus, R.M.,2009),
como também uma ingestdo excessiva destes metais podera acarretar uma possivel
intoxicagdo (Oliveira,2015). Um dos ions ser controlado é o Cu?*, altas
concentracbes do mesmo favorecem a turbidez e sedimentacdo causando a
precipitacdo de taninos, como também a deterioracdo do flavor, que é uma
caractéristica fisioldgica associado ao paladar e olfato (Green, 1997)

Portanto, os niveis maximos de metais sdo regulamentados e fiscalizados. O
mais importante érgado em nivel mundial € a International Organisation of Vine and
Wine (OIV), que regula a producdo e comercializagao de vinho (OIV, 2005). No
Brasil, os limites sido estabelecidos através da Lei 7.678/88 do ministério da
agricultura (BRASIL,1990), regulamentado pelo Decreto Federal n°. 99.066 de 08 de

marco de 1990. A Tabela 1.4 apresenta os limites permitidos nessas legislagdes.

Tabela 1.4 - Limites maximos, em mg/L, de metais em vinho estabelecidos pela OIV e Legislagao
Brasileira

Metais (mg/L) ol Legislagao Brasileira
Cobre (Cu) 1,0 1,0

Arsenio (As) 0,2 0,2

Cadmio (Cd) 0,01 0,01

Chumbo (Pb) 0,15 0,3

Zinco(Zn) 5,0 5,0

1.5 Preparo de amostras

O preparo de amostra € uma etapa primordial e fundamental nos procedimentos
analiticos, o pré-tratamento das amostras pode incluir etapas como a extracao,
filtracdo, diluicdo, digestdo, derivatizacdo, pré-concentracdo dos analitos, em
matrizes complexas (Chen, Y. et al, 2008 ; Lancgas, F. M., 2009; Sousa, E.S., 2016).
Existem diversas técnicas e métodos de preparo de amostra (Silvestre et al., 2009 ;
Wang,J. et al, 2016) entre elas a extragdo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid
extraction) que € uma técnica que utiliza dois solventes imisciveis, onde uma fase
contém o analito e outra sera colocada para a transferéncia do soluto de acordo com
a solubilidade (Collins,2006; Sousa, E.S. 2016). A desvantagem dessa técnica é o

grande consumo de solventes téxicos, tem baixa seletividade e o tempo de extragéo
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€ elevado, para que ocorra a transferéncia do soluto, (Pichon, 2000 ; Barreto,
[.S.,2016).

Devido as desvantagens da técnica de extracdo liquido-liquido, vem sendo
empregada outras técnicas, como por exemplo a extragdo em fase solida (SPE -
Solid Phase Extraction), a microextracdo em fase solida (SPME - Solid Phase
Microextraction), extragdo sortiva em barra magnética (SBSE - Stir Bar Sorptive
Extraction) e a microextragao liquido-liquido dispersiva (Caldas et, 2011).

A tabela 1.5 descreve sucintamente as caracteristica das principais técnicas de

preparo de amostra :

Tabela 1.5 Principais técnicas de preparo de amostras e suas descrigdes, adaptada de (BARRETO,
1.S.,2016)

Descrigcao Caracteristica
Técnica
- Simplicidade de operacgao;
Extracao liquido- - Baixo custo em termos de

Liquido (LLE)

Distribui¢cao do analito entre
dois liquidos imisciveis. vidrarias;
- Exige solventes puros;
- Procedimento lento;
- Elevada quantidade de
residuo
- Grande disponibilidade
adsorventes;
Adsorgéao seletiva do analito no - Extragao exaustiva dos

Extracdo em fase sodlida material s6lido seguido de uma analitos;

(SPE) dessorgdo com um solvente. - Altas recuperacgoes;
- Baixo consumo de solventes;
- Necessita de cartuchos/discos

- Baixo consumo de solventes;

Microextragdo em fase
solida (SPME)

Extracao sortiva em

barra magnética SBSE

Distribuicdo do analito entre
duas fases imisciveis onde a
fase extratora € um polimero

que reveste uma fibra de silica.

Sorc¢ao do analito sobre uma
camada polimérica que reveste
uma barra magnética envolta

em uma camada de vidro.

- Necessita de pouca amostra;
- Fibras de extracgao reciclaveis;
- Limite de quantificacdo alto;
- Poucos adsorventes
disponiveis
-Dessorgao térmica ou por
solventes;

- Elevada relagao area-volume
do extrator;

- Procedimento lento;
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Microextracgao liquido-

liquido dispersiva

Dispersao do solvente extrator
(imiscivel em agua) e do

solvente dispersor (miscivel em

- Dificil execugao on-line.

-Baixo consumo de solventes;

- Altas recuperacgdes;

(DLLME) agua e no solvente extrator) na - Elevado fator de
solucdo aquosa, em seguida enriquecimento;
realizar a centrifugagao - Solventes toxicos;
1.5.1 Vinho

Para determinagao de teor de metais em vinho a espectrometria atbmica é a
técnica recomendada pela OIV devido sua seletividade e alta sensibilidade
(Maurizio Aceto et al, 2002 ; Krystyna Pyrzynska 2004; Guillermo Grindlay et al,
2011). Podemos citar a espectrometria de absorgdo forno de grafite (GF-AAS) e
absorcgao por chama (FAAS), como sendo as principais técnicas empregadas.

Devido o vinho ser uma matriz complexa, € necessario o uso de técnicas de
preparo de amostra, antes de realizar a medida. Como pré-tratamento do vinho, a
digestao da amostra por via umida € o método mais utilizado, tendo a finalidade de
eliminar a matriz organica e/ou extrair os ions metalicos ligados aos complexos
inorganicos e organicos, também temos, a diluicdo da amostra, com a finalidade de
reduzir o efeito matriz, ambos possuem um elevado tempo de preparo (Daniela
Schiavo, 2008;TrajCe, 2009; Guillermo Grindlay et al, 2011).

Sendo assim, esse trabalho propde desenvolver um método de extracido mais
simples e com mesma eficiéncia dos métodos de referéncia. Antes sera abordado

um tépico sobre técnicas de preparo de amostra.

1.5.2. Extragao em fase sélida magnética

As NPMs comecaram a ser utilizadas em quimica analitica a partir de 1996,
(Towler et al., 1996). Nessa situacao, ela foi revestida com diéxido de manganés e
utilizada para pré-concentrar e separagdo do Ra?*, Pd?* e Pb?* da agua do mar.
Portanto, na quimica analitica ela passou a ser um método de preparo de amostras,
conhecida como extracéo em fase sélida magnética (MSPE) (Safafikova e Safafik,
1999 ; Xie et al 2014; Passos at al.,2015 ; Wul at al., 2016).
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A NPMs que é um material adsorvente magnético € adicionado a uma solugéo
que contém o analito para que ele seja seletivamente adsorvido em sua superficie,
em seguida o mesmo é recuperado pela aplicagdo de um campo magnético externo,
posteriomente o material de interesse é eluido por um solvente apropriado (Chen et
al., 2011., Giakisikli; Anthemidis, 2013 ; Barreto,l.S.,2016). Nna Figura 1.1 ilustra um

esquema no processo de extracdo em fase sélida magnética.

SR R —] S
—_— Adicao das = —_—
PMs Adsorcao
E—e——
=)
... Analito
adsorvido
Analito >
AT oSEra Particulas
magnéticas
Sep aracao
magnética
Qe
Ceoe
Particulas Separacao e
magnéticas pré-concentracao l‘luu, ao

B

Analito eluido

Figura 1.1 Representagdo esquematica do procedimento da extragdo em fase sdélida magnética,
Apud (Barreto,l.S.,2016).

1.5.2.1 Nanoparticulas Magnéticas (NPMs)

As nanoparticulas sdo materiais constituidos de atomos ou moléculas que
apresentam pequenas dimensdes, na escala de 1 a 100 nandmetros (nm) (Ferreira e
Rangel, 2009; Hedayatnasab, Abnisa e Daud, 2017). Como o seu tamanho é finito
esses materiais apresentam um aumento da razao area superficial/volume tornando
os efeitos quanticos mais evidentes. Portanto, os nanomateriais tem uma
caracteristica diferente dos elementos macroscoépicos (Leslie-Pelecky e Rieke, 1996
; Barreto, 2016 ; Andrade, R.A.N,2017), por apresentarem efeitos quanticos e
efeitos superparamagnéticos (Souza, C.G.S. de, 2011 ; Xie et al, 2014 ; Wul et al,
2016).
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Por terem boas propriedades Opticas, eletrbnicas e magnéticas, o uso das
nanoparticulas tem diversas areas de aplicagdo como nas ciéncias bioldgicas,
farmacéuticas, ambientais, Opticas, eletrbnicas, quimicas e bioquimicas (Pradeep,
2007; Giakisikli; Anthemidis, 2013; Barreto, 1.S. 2016 ; Andrade, R.A.N, 2017)

1.5.2.1.1. Métodos de sintese
Para sintetizar as nanoparticulas magnéticas existem diversos métodos na
literatura como fisicos, quimicos e biolégicos . A figura 1.2 representa as principais

formas de sintetizar e as mais utilizadas (Mahmoudi et al., 2011 ; Barreto, I1.S. 2016)

Métodos de Sintese

Fisico:
e Disposigao fase Quimico:
gasosa 3 Co-precipitagdo
e litografia por feixe e  Microemulsédo BiOlégiCO .
5 Hidrotérmi
de elétrons 3 idrotérmico . Mediado por fungo
= D .~
e ablagdo pulsado a . eposi¢ao . Mediadopor bactéria
laser eletroquimica : )
. . Mediadopor proteina
. Pirdlise induzido a . Sonoquimica
laser . Deposigao térmica

. Moagem

. Aerosol

Figura 1.2 Principais métodos de sintese de NPM’s., adaptado (MAHMOUDI et al., 2011).

A sintese da NPMs mais utilizada e comum € o método de coprecipitacéo,
qgue consiste na mistura de uma solugao aquosa de sais de ferro(ll) e ferro(lll) na
proporcdo molar de 1:2, tendo a precipitagdo por meio de uma solucido alcalina
(Khalil, 2015., Laurent et al, 2008, Silva, A. K., 2016). A equagéao (1) representa a

formagao da magnetita (FesOa):

Fe?*(aq)+ 2 Fe3*(aq) + 8 HO (aq) S Fe(OH)2(s) + 2 Fe(OH)3 (s) — Fe304 (s) + 4 H20(g) (1)

Pelo método de coprecipitacdo, € sintetizada uma grande quantidade de

NPMs, tendo pouca aglomeragéo, baixo custo e reagao rapida (Tarat et a., 2005;
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Ferreira, 2009; Barreto,l.S, 2016). Neste método sao obtidos particulas com variagao
no tamanho na faixa de 5 a 180 nm (Wu; He; Jiang, 2008).

Para a formacao da magnetita (Fe3sO4) em boas condicdes devemos controlar
temperatura, quantidade dos reagentes, agitacdo, pH e a relacdo estequiométrica
dos ions Fe?* e Fe3* (Soler et al, 2007; Wu, He, Jiang, 2008; Barreto, |.S, 2016).

1.5.2.1.2 Revestimento

As particulas da magnetita (FesO4) s&o revestidas, pois as mesmas ficando
expostas ao ar, pode acarretar a instabilidade do material (JAMSHAID et al., 2016).
O recobrimento das NPMs é fundamental para evitar a oxidagao, pois pode resultar
a perda do magnetismo, (Lu; Salabas; Schuth, 2007). A Figura 1.3. ilustra a NPMs

revestida, formado pela estrutura do tipo core@shell (carogo@casca).

) |

Nanoparticula Nanoestrutura
sem revestimento tipo carogo@casca

Figura 1.3 llustracdo do nucleo da magnetita sem revestimento e do nucleo da magnetita com
revestimento, APUD (BARRETO, 1.S.,2016)

No entanto, foi criado meios para melhorar a estabilidade e funcionalidade
quimica da magnetita usando diversos modificadores organicos ou inorganicos (Lu
et al, 2007; Aguilar-Arteaga et al, 2010). A Figura 1.4 mostra sucitamente alguns

compostos, empregados para o revestimento do nucleo magnética.



25

Particulas Magnéticas

Revestimento Revestimento
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e Au e Poliacrilaminda
e Ferrita ¢ Quitosana
e Carbono

Figura 1.4 Tipos de recobrimento do nucleo das particulas magnéticas. Adaptada de GIAKISIKLI e
ANTHEMIDIS, 2013a

A alumina é um eficiente revestimento inorgénico, que protege o nucleo
magnético e funciona como suporte para funcionalizagdo, pois apresenta uma
elevada area superficial e tem alta capacidade de absorgéo (Giakisikli E Anthemidis,

2013). Por isso também é utilizada em cromatografia de coluna ou placa.

1.5.2.1.3 Funcionalizacao das NPMs

A funcionalizagéo é a etapa em que uma molécula, que seja capaz de se ligar
ao analit, onde é imobilizada na superficie do substrato ( nessa situagao, a NPM
revestida com alumina). No caso o material que foi empregado é o agente
complexante 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) que vem sendo utilizado para
determinagado de metais, através de adsorcdo do metal no complexante (Ezoddin et

al, 2010; Andrade,R.A.N.,2017). A figura 1.5 ilustra o processo de funcionalizagao:
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Figura 1.5 Modelo sugerido de ligacdo entre o SDS-PAN na superficie de nanoalumina. Apud
Andrade, R.A.N,2017.

Na complexacao entre o agente complexante PAN e um ion metélico cobre
(I), formam-se dois anéis quelatos de cinco membros. O nitrogénio heterociclico, a
hidroxila e o atomo de nitrogénio mais distante do anel estdo envolvidos na
formagédo do complexo (OOI, Carter; Fernando, 1967; Andrade, R.A.N, 2017). Por
ser um ligante tridentado, a estequiometria do complexo € 1:2 para formagao de um

sitio octaédrico. A Figura 1.6 mostra uma provavel estrutura quimica

(Y M
ayrs
o3 0= I A

OH

Figura 1.6 Reacgdo quimica entre o complexante PAN e ions de cobre (ll). Apud Andrade, R.A.N.,
2017.
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O controle do pH é importante com esse complexante, onde a reagdao do
PAN com ions metalicos ocorre na faixa de pH entre 2,5 a 12, na qual o
complexante encontra-se presente basicamente na forma neutra (Sousa, 2009).

O agente complexante PAN esta sendo muito utilizado na determinacdo de
ions Cu2* em bebidas alcodlicas, Souza e colaboradores (2016) desenvolveram uma
técnica analitica rapida e sensivel para determinagao espectrofotométrica de ions
cobre (II) em aguardente de cana-de-agucar, empregando o agente complexante

(PAN), onde a complexacéo do cobre ocorre préximo ao pH 4. (Souza et al., 2016).

1.6. Fluorescéncia Molecular

Toda molécula encontra em seu estado fundamental, que é o nivel de mais
baixa energia, ao receber uma radiagdo com energia que tenha a diferenga entre os
niveis eletrénicos, o elétron é excitado e passa a ocupar um nivel de maior energia.
Posterior, a molécula sofre a desativagao, onde o elétron libera energia e ele decai
para o estado de mais baixa energia (estado fundamental). O diagrama de Jablonski
Figura 1.7 explica o processo de excitacdo e desativacdao molecular (Skooh, D.A.,
2006 ; Lenhardt, L., et al 2015 ; Qimeng Fan et al, 2015).

Relaxagao ,
A +—— vibracional Conversao interna  Cruzamento
i G AS— - . :
- . } Intersistema
S —— T ‘
Estado ——
@ | singlete Si ' : T
‘=l excitado (F e—
9' { R X
o . i ) i Estado
ch tAbsorgao ‘ ¥ } v 1 triplete
|| ! | Fosforescéncia
, . -
Sa : . : —
Estado A K 4 s A
fundamentaF '
ANAA
1 't 3

Figura 1.7 Processo de excitagédo e desativacao molecular, Apud (Silva, A.C., 2015).

Com isso pode-se explicar o fenomeno fluorescéncia, onde ao absorver um

féton de luz, o elétron libera o excesso de energia e volta para o nivel vibracional
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fundamental do estado excitado onde esse processo é ndo radiativo, em seguida, o
elétron retorna para o estado fundamental emitindo luz, ou seja, a fluorescéncia.
(Skooh, D.A., 2006; Lenhardt, L., et al 2015 ; Qimeng Fan et al, 2015 ; Silva, A.C,
2015).

1.6.1. Pontos quanticos de carbono (PQC)

Os pontos quanticos de carbono (PQC) foram descobertos durante a
separacao e purificacdo de nanotubos de carbono de parede uUnica, via método de
eletroforese (Xu et al.,, 2004 ; Machado C.E, 2015. Esses nanomateriais séo
esféricos e possuem tamanhos inferiores a 10 nm. Apds a sua sintese eles podem
ser cristalinos ou amorfos. Nao foram definidfos e esclarecidos nenhuma relagao
com a sua formacgéo, estrutura e caracteristica de fluorescéncia (Wang,Hu, 2014;
Andrade, S.I.E.de, 2016).

Em sua superficie, exitem diversos radicais de acidos carboxilicos (Figura
1.8), que propociona uma boa solubilidade em agua e uma possivel capacidade para
a sua funcionalizagdo com diferentes espécies quimicas orgéanica, inorganica,
biolégica ou polimérica (Lim S.Y. et al., 2014; Andrade, S.I.E.de,2016).

Figura 1.8 Estrutura quimica dos PQCs. Apud (Andrade, S.|.E.de,2016)

Os PQCs tem uma boa solubilidade em meio aquoso, estabilidade quimica,
baixa citotoxicidade, biocompatibilidade, facil funcionalizacao, e alta resisténcia a
fotodegradagao (Wang, Hu, 2014).
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1.6.1.1 Propriedade fluorescente dos PQCs

Uma das caracteristicas dos PQCs é a sua emissao de fluorescéncia, mesmo
sem a sua funcionalizagdo (Machado, 2015; Lim et al, 2014). Esse fenbmeno pode
ser atribuido a diferentes armadilhas emissivas existente na superficie, ou seja,
sitios ativos ou também diferentes tamanhos das nanoparticulas, tendo assim varias
aplicagbes analiticas, como: determinacdo de ions metalicos, aplicagcbes em
bioimagens, atua como doador e receptor em processos de transferéncia de energia
de ressonancia de fluorescéncia (Demchenk, Dekaliuk, 2013; Wang, Hu, 2014; Guo
et al,2015; Lim et al, 2015).

Foi constatado também a dependéncia do pH na emissao de fluorescéncia
dos PQCs (Shen et al.,, 2013; Kong et al., 2014; Pedro et al., 2014). Shen e
colaboradores (2013) apds sintetizarem PQCs constataram que ocorre uma
diminuicdo da quantidade de grupos fluoréfos em fungcado do equilibrio acido-base

dos grupos funcionais da sua superficie.

1.6.1.2 Mecanismos de emissao de fluorescéncia dos Pécs

A emissao de fluorescéncia 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), embora ainda ndo haja um
concesso sobre sua fluorescéncia.

Li e colaboradores (2010), afirmaram que a origem da emissdo de
fluorescéncia € devido o tamanho das particulas obtidas Figura 1.9 (a) e (b). No
estudo foi realizado calculos quanticos para buscar relagao entre a fluorescéncia e o
tamanho das particulas, onde foi evidenciado teoricamente que o intervalo do o
orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) e o orbital molecular nao
ocupado de menor energia (LUMO) diminui com o aumento das nanoparticulas
Figura 2.9 (c), onde os autores concluiram que a emissao de fluorescénica dos

PQCs pode ser atribuida ao tamanho quantico da estrutura.
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Figura 1.9 Solu¢cdes de PQCs sob radiagdo (a) visivel e ultravioleta (365 nm). (b) Espectros de
fluorescéncia dos PQCs de tamanhos 1,2; 1,5; 3,0 e 3,8 nm. (c) Representacdo da emissédo de
fluorescéncia ajustavel dos PQCs. Apud (Andrade, S.1.E, 2016)

Existe também outra teoria onde os diferentes sitios ativos presentes na
superficie dos PQCs s&o formados principalmente como resultado da oxidagéo da
regiao superficial do nanocristal, servindo como centros de captura dos éxcitons,
tendo assim sua fluorescéncia. No entanto nessa teoria, quanto maior o grau de
oxidagao na regido superficial maior o numero de regides ativas (Costas-Mora et al.,
2014; Lim et al., 2014 ; Bao et al., 2015).

Ding e colaboradores (2016) produziram varios PQCs, onde apds a excitagao
em 365 nm o0s mesmos apresentaram picos de emissao de fluorescéncia na regiao
do azul para o vermelho, entre 440 e 625 nm (Figura 1.9 (a)). Essa téoria
apresentou desvio dos picos para a regidao do vermelho com aumento do grau de
oxidacao nas superficies. Desse modo, a fluorescéncia desta téoria é associada aos
sitios ativos.

Na Figura 1.9 (b) mostra o modelo de fluorescéncia dos PQCs proposto por
Ding e colaboradores (2016), que corresponde ao intervalo entre os orbitais HOMO
e LUMO, e depende fortemente do grau de oxidagdo da superficie dos mesmos.
Desse modo, o bandgap diminui com o aumento do numero de atomos de oxigénio

na estrutura dos PQCs, deslocando a emissao para a regiao do vermelho.
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(b) Aumento da oxidac¢do da superficie
e
s \Y hv hv. = [ AA~A~hv
HOMO v == - = w = -,
o—— PQCs .@— Nucleo ()— Regiio amorfa

Figura 1.9 (a) Fotografia de oito amostras de PQCs excitadas sob a luz ultravioleta (365 nm) com
maximos de emissao em 440, 458, 517, 553, 566, 580, 594 e 625 nm. (b) Modelo da emisséo de
fluorescéncia ajustavel dos PQCs. Apud (Andrade,.S.1.E.de, 2016)

Embora existam essas duas téorias, a presenca de armadilhas (sitios ativos)
emissivas na superficie dos PQCs, introduzidas pela oxidacdo quimica e
funcionalizacdo, acredita-se que ela seja o principal responsavel pela emissao de
fluorescéncia dos PQCs (Ganiga, Cyriac, 2016 ; Yan, et al., 2016).

1.6.1.3 Métodos de sintese dos PQCs

As sinteses de PQCs podem ser realizadas por técnicas fisicas ou quimicas
(Wang & Hu, 2014), podendo serem funcionalizadas, dopadas e revestidas.

Os métodos fisicos, consistem em técnicas como irradiagdo com laser,
oxidacdo eletroquimica ou tratamento ultrassbénico, onde as nanoparticulas sao
produzidas pela reducdo do tamanho de estruturas maiores, como grafeno ou
grafite. Os métodos quimicos consiste no tratamento hidrotérmico, de varios
precursores organicos, € a oxidacao acida (Silva & Gongalves, 2011; Guo et al.,
2016 ; Andrade, S.I.E. de ,2016).

Algum dos métodos de sintese fisicos necessitam de equipamentos
dispendiosos e grande quantidade de acidos fortes sao utilizados. Portanto varios

estudos tém sido feito utilizando tratamento hidrotérmico para preparacdo de PQCs
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a partir de bioprecursores naturais por apresentarem simplicidade, versatilidade e
baixo custo (Wang & Hu, 2014; Barati et al, 2015; Andrade,S.|.E.de, 2016).

Na literatura temos PQCs usando bioprecursores naturais a partir de banana
(De & Karak, 2013), suco de morango (Huang et al., 2013), suco de uva (Huang et
al., 2014), suco de manga (Jeong et al., 2014), suco de laranja (Sahu et al., 2012),
alho (Zhao et al., 2015). Na Tabela 1.6 resume as vantagens e desvantagens de

alguns métodos de sintese dos PQC's.

Tabela 1.6 Caracteristicas dos diferentes métodos de sinteses de PQCs, adaptada
(Andrade,S.1.E.de,2016).

Sintese Vantagems Desvantagens
S - Tamanho controlavel; - Poucos precursores de baixa
Oxidagédo o
. - Etapa unica. massa molecular
eletroquimica
9 - Rapido; ) ) o
5 - - Baixo rendimento quéntico;
i o - Superficie dos PQCs o
Irradiaggdo com laser o - Dificil controle do tamanho
ajustavel.
- Rapido; - Baixo controle sobre o
Tratamento Ambientalmente amigavel; tamanho.
ultrassénico - Custo reduzido.
o - Baixo controle sobre o
- Instrumentacéao simples;
. . tamanho;
Oxidagéo acida - Varios precursores
o - ;Processos lentos.
(%)
E ] -
'S Baixo custo; .
<] ) o Baixo controle sobre o
Tratamento - Ambientalmente amigavel;
) o o tamanho.
hidrotérmico - Né&o toxico.

O método de sintese por rota hidrotérmica adiciona uma aliquota da solugao
precursora de carbono em uma autoclave de teflon, que posteriomente é submetido

a aquecimento em uma mufla, a temperatura inferior a 200°C (Barati et al., 2015).
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2.0 Experimental
2.1 Construcgao da curva analitica

Para construgcao da curva de calibragao foi realizado um estudo variando a
quantidade de PQCs de 20ul a 300 pl e variando a solugdo tampéao de acetato de
sédio pH 4, entre 100ul a 400 pl.

As solugdes de Cu?* foram preparadas a partir da solugdo estoque Standart
For AAS 1000 mg/Z (Fluka Analytical) com agua deionizada. Foram preparadas
solugcbes padrées de 20 mg/L, 40mg/L, 60mg/L, 80mg/L e 100mg/L a partir da
diluicio da solugao estoque e foi utilizado 1,5ml de cada padrao para construcao da
curva. Apos os testes verificou-se que 200 uyl de PQC, mais 300 ul de tampao
acetato soédio de pH 4,0 e adicionando 1,5 ml solugdo padrdo de cobre, mostrou

uma curva satisfatoria.

2.2 Sintese das nanoparticulas magnéticas

2.2.1 Reagente, solventes e procedimento de sintese do nucleo de Fe304

Os solventes e regentes utilizados na primenira etapa da sintese, que € a
formacdo do nucleo da magnetita sdo: Acido Cloridrico (Vetec), Hidroxido Sédio
(Vetec), Etanol Anidro (Sigma-Aldrich), Cloreto de Ferro (lll) hexahidratado (Sigma-
Aldrich), Cloreto de Ferro (Il) tetrahidratado (Sigma-Aldrich).

Agua sempre recém-destilada e posteriormente deionizada por um sistema de
purificacédo do sistema Milli-Q (Millipore Corporation) com resistividade = 18,2 MQ
cm-'.

O gas nitrogénio (Linde gas) foi utilizado a fim de obter uma atmosfera inerte
para evitar oxidacao das NPMs.

A sintese das nanoparticulas magnéticas foi realizado por processo quimico de
coprecipitagcado, semelhante ao procedimento reportado por Kang e colaboradores
(KANG et al., 1996 ; BARRETO, 1.S., 2016).

Num baldo de trés vias contendo 25 mL de agua deionizada a temperatura
ambiente, adicionou 2,0 g de cloreto de ferro(ll) tetrahidratado (FeCl2.4H20), 5,2 g
de cloreto de ferro(lll) hexahidratado (FeCls.6H20) e 0,85 mL de acido cloridrico (12
mol L-'). Em seguida, a uma temperatura de 80 °C, foi adicionado por gotejamento
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250 mL de NaOH 1,5 mol L' e em fluxo de nitrogénio para remover o oxigénio do
baldo a fim de evitar a oxidagdo no nucleo da magnetita, formando de imediato um
precipitado negro na solugdo, constatando assim a formagéo do éxido de ferro. A
solugao resultante permaneceu sob essas condi¢gées por duas horas. Em seguida,
foi resfriado a temperatura ambiente e o sélido resultante foi separado sob a agao do
campo magnético (ima de neodimio) e lavado cinco vezes com 50 mL de agua

deionizada e seco a 60 °C na estufa.

2.2.2 Reagentes, solventes e procedimento de revestimento do nucleo de
Fe304

Os solventes e regentes utilizados na segunda etapa que foi o recobrimento do
nucleo foram: Isopropoxido de Aluminio (Sigma-Aldrich), Etanol Anidro (Sigma-
Aldrich),

O recobrimento das NPMs de oxido de ferro com alumina foi realizado
conforme o procedimento descrito anteriormente na literatura (Li, Y, 2007; Barreto,
2016 ; Tekiye; Aghajani; Sharif, 2017). Adicionou-se 1,0 g do isopropdxido de
aluminio em 60 mL de etanol formando uma solugdo, em seguida 0,1 g de Fe3O4
foram adicionado a esta solugcdo e colocado por 5 minutos no banho ultrassom para
ajudar a dispersa as NPMs. Foram adicionado 100 mL de etanol lentamente e a
mistura agitada lentamente por 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim, com a
ajuda de um ima de neodimio, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
cinco vezes com 50 mL com etanol. O material foi seco na estufa (60 °C) e
encaminhado para mufla, onde foi efetuado um tratamento térmico durante 6h, a
temperatura inicial de 25 °C e foi aquecida até a temperatura de 500 °C, com uma
rampa de aquecimento de aproximadamente de 4°C/min. Esse tratamento térmico
foi realizado para eliminar o grupo hidroxila e aumentar o grau de cristalinidade da

amostra.
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2.2.3Reagentes, solventes e procedimento de funcionalizacido das

nanoparticulas de Fe3O4@AIl203

Os solventes e regentes utilizados na etapa de funcinalizagdo do nucleo
FesO4s@AI203 sdo: 1-(2-piridilazo)-2-naftol (Sigma-Aldrich), dodecil sulfato de sddio
(merck), Etanol Anidro (Sigma-Aldrich). O complexante 1-(2-piridilazo)-2-naftol foi
utilizado em solugao alcodlica, onde esta solucao foi preparada utilizando 0,25g do
quelante em 100 mL de etanol.

A funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas foi realizado conforme o
procedimento descrito por Shemirani e Akhavi (Shemirani E Akhavi, 2001).
Inicialmente, 1,5 g das nanoparticulas magnéticas de Fe3Os@Al203, 100 mg do
surfactante SDS e 1 mL da solugdo do complexante PAN foram misturados com um
volume final de 100 mL de etanol. O pH foi ajustado a aproximadamente 1, com uma
solugdo de HCI 3 mol L .

Posteriormente a mistura foi submetida a uma agitacdo mecénica com
rotacdo de 200 rpm, durante 15 minutos. Finalmente, as nanoparticulas magnéticas
de Fe3O4@AI203 funcionalizadas com SDS e PAN foram isoladas sob a agdo de um
campo magnético externo. O sobrenadante foi descartado e o conteudo restante

lavado trés vezes com 50 mL de etanol.

2.3 Sintese dos Ponto Quanticos de Carbono

2.3.1 Procedimento de sintese

Os pontos quénticos de carbono (PQCs) foram preparados a partir do
bioprecursor de abacaxi, por ser abudante na regido e uma fruta tipicamante
brasileira, os mesmos foram sintetizados pelo tratamento hidrotérmico do suco de
abacaxi em etanol anidro, conforme os procedimentos da literatura descrito por Sahu
et al. (2012) e De & Karak (2013).

O suco de abacaxi foi preparado com 100g de abacaxi adicionando 100 mL
de agua deionizada. O suco foi entdo filtrado por uma filtracdo simples em papel de
filtro quantitativo (tarja azul, JP42 Quanty), com a finalidade de separar o suco da
polpa. Em seguida, 50 mL do filtrado foi adicionado 30 mL de etanol anidro, e
transferido para uma autoclave com a parte externa de aco inoxidavel e uma capsula

interna com tampa em Teflon, com capacidade de 100 mL, onde a mistura foi
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aquecida em um forno tipo mufla a uma temperatura de 160°C durante um periodo
de seis horas.

Apds o arrefecimento a temperatura ambiente, foi adicionado 50 mL de etanol
anidro, para remover particulas maiores e indesejaveis utilizando uma filtracao

simples com papel de filtro quantitativo.

2.3.2 Procedimento de purififcagao

Quando o produto sintetizado antigiu a temperatura ambiente, o mesmo
passou pela a etapa de dialise, onde foi utilizado um kit de dialise (PURG10015,
SIGMA) com os tamanhos dos poros de 1000 Dalton. O produto foi adicionado no
kit e colocado sob agitacdo constante em agua deionizada, por um periodo de 72

horas, com a finalidade de remover material nao fluorescente.

2.4 Caracterizagao das Nanoparticulas

2.4.1 Caracterizagcao NPMs

As NPMs foram caracterizadas por dois métodos: a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e a difracdo de raios-X (DRX). Com os métodos de MEV e DRX, é
possivel caracterizar com relagdo a sua morfologia e tamanhos de particula, como

também a caracterizagao cristalografica das nanoparticulas magnéticas.

2.4.2 Caracterizagao dos pontos quéanticos de carbono

Para determinar os grupos funcionais na superficie dos PQCs foi feita analise
de espectroscopia infravermelho com transformada de fourier (do inglés: fourier

transform infrared, FTIR) e difracdo de raio-x (DRX)

2.5 Determinacao de cobre em vinhos

2.5.1 Amostras de vinho

Para as analises do método proposto foram utilizados seis amostras de vinho

tinto, oriundos no Vale do Sao Francisco, em Pernambuco, Brasil.
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2.5.2 Extragdo do metal usando NPM e eluigcao com PQC

Foi coletado 20 ml de cada amostra e colocado num bequer para realizar a
leitura de pH. A coleta foi realizada sem a abertura da garrafa, utilizando uma
seringa e agulha pra furar a rolha. Em seguida, adicionou 3ml de NPMs no bequer
que contém o vinho, onde 30mg de NPMs estavam dispersas em 50ml alcool etilico,
agitou-se por 02 minutos com ajuda de um bastdo de vidro, em seguida colocou um
im& de neodimio na parte externa e inferior do bequer, onde as NPM foram
depositadas do fundo do bequer e a amostra de vinho descartado. Apds a extragao
com as NPMs a amostra foi eluida com 200 ul pgc e adicionado 1,8 ml de agua
deionizada e tranferida para um frasco, em seguida levou a amostra para medi¢cao

no espectrofluorimetro.

2.5.3 Teste de interferéncia de metais

Foi preparado uma solugao de 100 ml a 50 ppb de Cu (ll), onde foi adicionado
a esta solucdo uma outra mistrura de solugcdo com diferentes mix de metais como
(Fe,Pb,Zn, Ni e B) em concentragbes variando de 100, 300 e 500 ppb. Este estudo
tem o objetivo de verificar se nesta faixa de PH 4 ocorre adsor¢cado desses outros
metais, pois proximo ao pH 4 que ocorre a adsorcao do cobre com o complexante
PAN (Souza et al, 2016).

2.5.4 Instrumentacgao

Foi utilizado um espectrofotdmetro de fluorescéncia, Cary eclipse (agilent
modelo G9800A, EUA), equipado com cubeta de quartzo 1.0cm X 0,5cm com fendas
de emissao e excitacdo na largura de 10mm no caminho 6ptico, para realizagédo das
medidas dos espectros de fluorescéncia. Para o método de referéncia foi utilizado
um espectrometro de absorgcdo atémica de forno de grafite, que sera abordado com

mais detalhes no préximo tépico.
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2.5.5 Método de referéncia

O método de referéncia foi realizado utilizando espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite (GF AAS) (Aceto M, 2002). As solugdes de trabalho
foram preparadas na faixa de 2,0 a 10,0 ug L variando em cinco niveis de
concentracdes, onde foram preparadas por diluicao apartir de uma solugao estoque.
As amostras foram diluidas para reduzir o teor de etanol (Aceto M, 2002) com a
mesma acidez das solug¢des padrao. O volume utilizado para os padrdes e amostras
foram de 20 pl e 5 pl de nitrato de paladio (modificador quimico), respectivamente.
As caracteristicas de aquecimento do forno de grafite para determinagcao de cobre

sdo apresentados na tabela 2.1

Tabela 2.1 Caracteristicas de aquecimento eletrotérmico para determinagao de cobre em vinhos.

Temperatura (° C) Tempo (s) Modo de Fluxo de gas

aquecimento

150 20 Ramp ON
250 10 Ramp ON
1300 30 Ramp ON
1300 10 Step ON
1300 3 Step ON
2300 2 Step (medida) OFF
2500 2 Step ON

2.6 Avaliagao do desempenho analitico

O desenvolvimento de um método analitico, envolve etapas de avaliacdo para
se 0 novo método apresenta desempenho analitico estatisticamente satisfatorio.
Esses parametros foram norteados pelas normas de validagcdo de metodologias

analiticas (THOMPSON et al., 2002). A seguir temos uma breve discussao.
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Linearidade

Refere-se a capacidade que um método analitico tem que demonstrar que os
seus resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracao do analito,
através do método dos minimos quadrados, num intervalo especifico (Ribani ., 2004;
Neto et al., 2010 ; Andrade,R.A.N, 2017). A linearidade obtem-se a partir da
expressdao matematica que relaciona a resposta analitica e a concentracdo do

analito na amostra.

Seletividade

Seletividade, muitas vezes é utilizado como sinénimo de especificidade,
indicando a capacidade de um meétodo de produzir resposta para varios analitos,
distinguido o sinal do analito frente aos outros. (Holler; Skoog; Crouch, 2009).

Portanto, seletividade é o quanto a resposta esta livre de interferentes de
outras espécies contidas na amostra. Na analise quantitativa, a seletividade pode
ser estimada pela comparagao dos resultados obtidos de amostras contaminadas
com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras nao
contaminadas, para demonstrar que o teste ndo é afetado por estes materiais
(Skoog, D. A., 2006 ; Andrade,R.A.N, 2017).

Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um método distinguir, com determinado
nivel de confianga, duas concentragdes proximas (Holler; Skoog; Crouch, 2009) .
Podendo ser expressa pela inclinacdo da curva de regressao linear e ser
determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A mesma depende do

analito e da técnica analitica a ser utilizada

Analise de variancia

Em analise quimica, o modelo de calibracdo somente pode ser usado para
determinar a concentragdo do analito se o0 mesmo descrever satisfatoriamente o
comportamento dos valores experimentais. Portanto, ndo pode apresentar evidéncia

estatistica de falta de ajuste e ter uma regressao estatisticamente significativa.
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Portanto, precisa a validacdo do modelo, que pode ser feita analise de variancia,
ANOVA (Neto; Scarminio; Bruns, 2010) e (Pimentel; Neto, 1996). A seguir temos a
Tabela 2.2 que mostra as equacgdes para ANOVA do modelo ajustado aos dados

experimentais usando o método dos minimos quadrados (MMQ).

Tabela 2.2 Equacgdes para o teste da ANOVA

Soma Quadratica . Média Quadratica
(SQ) Graus de Liberdade (MQ)

MQR=SQR /| p-1

Fonte de Variacao

Regressio (R) SQR=ZX(yi-y)? p-1

SQr=%x(yij-yi)2 MQr=SQr /n-p

Residuos (r) n-p
Falta de ajuste(faj) SQfaj=22(yi~yi)2 m-p MQfaj=SQfaj | m-p
Erro Puro(ep) SQep=22(yij-yi)2 - MQep=SQep / n-m

A validagao do modelo pela aplicacdo do método dos minimos quadrados, se
dar por analise dos residuos, teste de significancia da regressao e teste de falta de
ajuste.

No teste de significAncia da regressdo, compara a razdo entre a média
quadratica devido a regressdao (MQR) e a média quadratica residual (MQr) com o
valor do ponto da distribuicdo F referente aos graus de liberdade de MQR e MQr a
um certo nivel de confianga estatistica, que geralmente é de, 95% de confiancga.
Conclui-se entdao que se a razdo for maior que o valor de F, a regressao é
estatisticamente significativa, caso contrario, ndo se pode admitir a existéncia de
uma relacao funcional possa ser descrita pelo modelo.

O teste de falta de ajuste compara os varios niveis da variavel X, a média
quadratica da falta de ajuste (MQfaj) com a média quadratica devida ao erro puro
(MQep). Onde temos que, a razdo (MQfaj)/(MQep) for menor que o valor do ponto
de distribuicdo F, referentes aos graus de liberdade de MQfaj e 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 aleatérios associados aos
desvios em relacdo a média. Caso contrario, apresenta falta de ajuste e necessita

reestimar e revalidar o] modelo estudado.
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Teste t emparelhado

O teste t emparelhado, baseia no conceito de intervalo de confianga, onde
requer o calculo da média das diferencas entre os valores de concentracao, obtidos
por dois métodos distintos, para cada par de resultados. Admitindo-se que a
diferenca média verdadeira entre os resultados dos dois métodos, o intervalo de

confiangca é derterminado pela equacéo (3), abaixo:

A=d+tvsd Nn (3)

onde: n € o numero de amostras, Sd é o desvio padrdo da média das diferengas, tv
€ o ponto de distribuicdo t correspondente ao numero de graus de liberdade (v) no
nivel de confianga desejado (Neto; Scarminio; Bruns, 2010 ; Andrade, R.A.N., 2017).

Podemos interpretar o intervalo de confianga com sendo: se o valor “zero”
estiver dentro do intervalo construido, nao existe diferengca sistematica
estatisticamente significativa entre os resultados dos dois métodos. Neste caso, a
hipétese nula ndo pode ser rejeitada e a média das diferengas (d) deve ser um ponto
da distribuicdo t com A = 0. Caso contrario, existe uma diferenga sistematica
significativa entre os resultados dos métodos ao nivel adotado de confianga

estatistica.

Limite de deteccao e quantificagao

Temos o limite de detecgdo (LOD) como sendo a menor concentragdo da
espécie de interesse podendo ser detectada por um dado método analitico sob
condigbes experimentais estabelecida (Holler; Skoog; Crouch, 2009). O LOD mede-
se em termos do desvio-padrao das medidas do branco.

O LOD pode ser determinado pela a equagéao 4:
LOD=3.s/S (4)
Onde,

onde s € o desvio-padrao da resposta do branco; S é o coeficiente angular da

curva analitica.
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Ja o limite de quantificagdo (LOQ) corresponde a menor concentragdo do
analito, podendo ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitaveis,
conforme as condicbes experimentais adotadas (Holler; Skoog; Crouch, 2009). O

LOQ pode ser determinado pela Equagao 5:

LOQ=10.s/S (5)

Onde, "'s” é o desvio-padrao da resposta do branco; S é o coeficiente angular da

curva analitica.



Capitulo 3
Resultados e Discussao
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3.0. Resultados e Discussao
3.1 Caracterizacao das NPMs

3.1.1 Caracterizagao morfologica das NPMs

Apds a sintese, a sua morfologia e a distribuicdo do tamanho das NPMs
foram caracterizada por imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV),
onde foram feitas no microscépio eletrbnico de varredura (MEV) ZEISS DSM,
modelo 940 A. Uma pequena quantidade de NPMs foram dispersas em acetona,
gotejadas no suporte do porta amostra do MEV e em seguida seca. Antes das
analises as particulas foram recobertas com uma fina camada de ouro de
aproximadamente 40 nm. Esse procedimento € necessario para a uniformizagao,
dispersao e espalhamento eletrénico na superficie do material. O metalizador Mtech,
modelo K 550X foi empregado para realizar a deposigdo do ouro, pela técnica de
sputtering, no material sintetizado. As anadlises foram feitas no Laboratério de
Tecnologia de Novos Materiais (Tecnomat), no Departamento de Engenharia de
Materiais/CT da UFPB.

A partir da micrografia feita no MEV, as particulas se encontravam
ligeiramente agregadas, devido a forga de interacao entre elas, ou seja, as particulas
tem um elevado momento magnético, constatando uma caracteristica
superparamagnéticas (Alves, 2012) e (Deng et al., 2003). Na figura 3.1., temos a

micrografia eletronica do nucleo sem o recobrimento.

Figura 3.1 Micrografia obtida pelo MEV mostrando a morfologia das nanoparticulas magnéticas
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Na figura 3.2 encontra-se a microscopia eletrénica das nanoparticulas, apos a etapa

do recobrimento com a alumina

det | mag O WD \" 62017

ETD [20 000kx|10.7 mm |20.00 kV|12:14:44 PM label

Figura 3.2 Micrografia obtida por morfologia MEV mostrando a morfologia das nanoparticulas de
Fe304@AI203.

Através da analise da morfologia superficial das nanoparticulas recobertas
com alumina, ver que o nucleo magnético recoberto n&o prejudica as caracteristicas
morfolégicas apos seu revestimento, indicando assim a semelhanga nos resultados
obtidos (Tekiye; Aghajani; Sharif, 2017) e (Barreto, 2016).

3.1.2 Caracterizagao cristalografica das NPMs

A partir do resultado do difratograma da Figura 3.3, podemos observar a
presenca de picos caracteristicos da magnetita no intervalo de 20° a 70°, onde os
valores estao concisos com a identificagéo (20) da ficha cristalografica de referéncia
JCPDS 19-0629. Podendo assim dizer que a fase predominante corresponde a
estrutura cristalina cubica do tipo espinélio inversa caracteristica de magnetitas, que
apresenta os planos cristalograficos (220), (311), (400), (422), (511), (440), bem
definidos (Souza, 2011) e (Yu; Kwak, 2010).
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Figura 3.3 Difratograma tipico da NPM sintetizada

A Tabela 3.1 apresenta os angulos de Bragg para o plano cristalino
identificando NPMs.

Tabela 3.1 - Angulos de Bragg para o plano cristalino

20 (graus) 20 (graus)
Plano de reflexao Ficha catalografica Experimental

JCPDS 19-0629 Fe304
220 30,10 30,22
311 35,42 35,54
400 43,05 43,12
422 53,39 53,43
511 56,94 57,12
440 62,52 62,58

Por meio dessa tabela observa-se um pequeno desvio sistematico nos
valores de 206 (graus) com relagdo aos valores de referéncia, provavelmente a um
pequeno desalinhamento no sistema de medida, mas que nao afeta a concluséo e
resultados de maneira significativa. Onde os resultados obtidos para sintese das
NPMs por coprecipitagdo foram satisfatorios, pois os picos caracteristicos do
material obtido encontram se préoximos aos valores de referéncia da ficha
cristalografica do JCPDS 19-0629. Vale ressaltar que nado houve formagao de outros
materiais que é bastante comum nesta reacdo (BRANCO, 2013), como a hematita
(Fe203) (em 26 = 33,15°, JCPDS 86-0550) e magnetita (y-Fe203), (em 26 = 32,17°,
JCPDS 04-0755), (YU; KWAK, 2010).
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Analise semelhante foram feitas nas nanoparticulas revestidas com alumina,
onde no difratograma da Figura 3.4, podemos observar a presenca da fase de
magnetita e picos extras nas posi¢cdes indicadas com os pontos em verde, indicando
a presenga da alumina, de acordo a referéncia da ficha cristalografica JCPDS 29-
0063

! * |V .
L
AL I

Figura 3.4 Difratograma tipico de Fe304@AI203

3.2 Sintese e caracterizagao dos PQC
3.2.1 Sintese dos PQC

Os PQCs foram sintetizados por tratamento hidrotérmico, a uma temperatura
de 160°C por 06 horas na mufla, tendo como bioprecursor de carbono o suco de
abacaxi, por conter carboidratos, como: glucose, sacarose e acido ascoérbico
(Carnara et al., 1995 e Andrade, S.1.E, 2016).

Na Figura 3.5 mostra o espectro de emisséo de fluorescéncia dos PQCs,
onde eles sdo excitados em 370nm e sdo sdo emitidos em 390nm, e observa que

apresenta uma alta intensidade de emissao de fluorescéncia na regido de 480 nm.
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Figura 3.5 Espectro de emissao de fluorescéncia dos PQCs do biopercursor de abacaxi
3.2.2 Caracterizagao estrutural dos PQCs

A fluorescéncia dos PQCs se da pela presenca de armadilhas emissivas
presentes na superficie da mesma (Ding et al., 2016), como abordado sec¢éo 2.3.3 .
Assim, a presencga desses grupos funcionais na superficie dos PQCs pode ser vista
empregando a espectroscopia infravermelho com transformada de fourier (do inglés:
fourier transform infrared, FTIR).

Na Figura 3.6 o espectro FTIR dos PQCs que foi obtido com temperatura de
sintese de 160°C, indica a presenga dos grupos funcionais como OH (390nm), NH
(3300nm), CH (2930nm), C=C (1650nm), C-O-C (1080nm), em sua superficie. Onde
a presenga desses grupos funcionais resultam em uma série de armadilhas
emissivas, as quais podem ser as responsaveis pela origem da fluorescéncia dos
PQCs segundo (Sahu et al., 2012; Wei et al., 2014).
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Figura 3.6 Espectro FTIR dos PQCs obtidos com temperatura de sintese de 160°C.

Esses grupos funcionais sdo comuns nos PQCs derivados de bioprecursores
de carbono, conforme a literatura (Xu et al., 2015).

Através do espectro de DRX apresentado na figura 3.7, na faixa entre 20 =
15-30, vimos que o PQC apresenta uma estrutura amorfa (Maria dos Asha Jhons,
2016 ; Chan Jin Jeong, 2014).
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Figura 3.7 Espectro DRX dos PQCs obtidos com temperatura de sintese de 160°C.

3.3 Estudo de potenciais interferente

Foi realizado um estudo com interferentes metdlicos (Fe?*, Pb?*, Zn2*, Ni?*,
BO33%) em diferentes niveis de concentragdo, que pudessem causar alguma

alteragdo na emisséo de fluorescéncia do sistema PQCs/Cu(ll), como resultado de
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interacoes destes interferentes com as nanoparticulas, durante a extracdo
magnética bem como na eluigao com os pontos quanticos de carbono no pH em que
foi desenvolvido o método proposto. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Emisséao de fluorescéncia dos PQCs (Aex= 390 nm) na presenaca de diferentes ions
metalicos

Solugao Média intesidade
Cu 50 ug.L" 344.8
Cu 50 pg.L-" + Mix 100 pg.L" 335.9
Cu 50 pg.L-" + Mix 300 pg.L" 331.5
Cu 50 pg.L-" + Mix 500 pg.L" 253.6

A avaliagédo destes resultados ndo mostram alteragéo significativa de + 5%
(Lima et al., 2015) no sinal de fluorescéncia devido a adicdo de contaminantes na
amostra de vinho em diferentes concentracdoes. Pode-se observar que o método foi

seletivo até concentragées menores que 500 ppb.

3.4 Curva analitica

3.4.1 Construgéo e validagao da curva analitica

A curva analitica foi construida assumindo-se uma relacdo linear entre a
resposta analitica e a concentragcdo do analito, variando de 20, 40, 60, 80 e 100
mg/L, onde as solugdes Cu?* foram preparadas pela diluicdo da solugdo estoque
com agua deionizada, ap6s os testes verificou-se que 200 ul de PQC, mais 300 ul de
tampao acetato sodio de pH 4,0 e adicionando 1,5 ml solucdo padrdo de cobre,
mostrou uma curva satisfatoria, para assim calcular a concentracao de cobre em
amostras de vinho tinto. Na figura 3.8 mostra a curva analitica e o espectro de

fluorescéncia que foi excitado em 370nm e sdo emitidos em 390nm.
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Figura 3.8 Curva analitica para a determinagéo de ions de Cu 2*

A curva analitica, foi construida a partir das faixas de concentracées 20 a 100
mg.L-' de cobre(ll). Para validar o modelo de calibragdo aplicou-se ANOVA, para o

estudo proposto, onde os resultados sdo mostrados Tabela 3.3 .

Tabela 3.3 Analise de variancia (ANOVA) para o modelo linear

Variagées sSQ GL MQ
Regresséao (R) 548,53 1 548,53
Residuo (r) 3,62 13 0,278
Falta de ajuste (faj) 2,47 3 0,823
Erro Puro (ep) 552,06 10 55,21

Para verificar se 0 modelo sugerido ndo apresenta falta de ajuste, compara-
se o valor da relagcdo MQfaj/MQep com o valor tabelado de F3,10 (ponto de
distribuicdo F para 3 e 10 graus de liberdade ao nivel de confianga de 95%) que é
igual a 3,71. Como o valor obtido pela razdo (MQfaj/MQep = 0,0149) é menor que o
valor tabelado, entdo nao existe evidencia de falta de ajuste. Para avaliar a
significancia estatistica da regressdo, compara-se o valor da razdo MQR/MQr, cujo
valor obtido é 1.968,83 com o valor de distribuicao F1,13 (igual a 4,67). Concluindo
que a regressao € expressivamente significativa.

Apds a curva analitica ser validada, foram estimados para o método proposto
os valores do limite de detecgcédo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ). Os valores

estimados para esses parametros de desempenho sao:

LOD = 8,20 ug.L-"
LOQ = 27,34 pg.L-"
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Os valores de LOD e LOQ, estimados para o método proposto, sao satisfatorios.

O Grafico de residuos do modelo validado € exibido na figura 3.9 .

Residuo das respostas
nn

30 60 90

Concentracoes

Figura 3.9 Grafico dos residuos deixados pelo modelo do método proposto.

Esta figura exibe variagdes aleatérias nas medidas, o que mostra que néo
existem erros sistematico para a constru¢do do modelo. Porém, deve-se notar que
nao sao dados heterocedasticos, ou seja, ndo possuem variancias constante. Isto foi
um resultado esperado pois estamos tratando de um processo de transferéncia de
uma espécie entre dois tipos de nanoparticulas, que ira sofre dois tipos diferentes de
interacdes durante as transi¢des, ou seja, a dessor¢do do material magnético e a

interacdo com o ponto quantico e posterior medida de fluorescéncia.

3.5 Analise das amostras de vinho

Apos os estudos realizados e a construgao da curva analitica, o desempenho
do método proposto foi avaliado para determinagdo de cobre em seis amostras de
vinhos tinto, e as mesmas foram comparadas pelo método de referéncia, que € a
absorgdo atdmica em forno de grafite (Maurizio Aceto et al, 2002), os resultados

estdo na tabela 3.4 .
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Tabela 3.4 Determinagéo de cobre em vinhos tinto comparado com o método de referéncia

Concentragcdo (mg.L') Metédo

Amostras Concentragido (mg.L-")
proposto
Método referéncia

Branco e e

01 0.155 + 0.02 0.154 £ 0.01

02 0.148 £ 0.02 0,147 + 0.02

03 0,110 £ 0.01 0.110 £ 0.02

04 0,145+ 0.01 0.146 + 0.02

05 0.227+ 0.01 0.226 + 0.02

06 0.272 + 0.01 0.270 +0.02

n=3,quantidade de repeticbes

A partir dos resultados da Tabela 4.4 observa-se uma concordancia entre os
valores do método proposto e o de referéncia. Para validar esta inferéncia, foi
realizado o teste t emparelhado, verificando-se que nao existe diferenga significativa
entre os resultados a um nivel de 95% de confianga. (Neto; Scarminio; Bruns, 2010).
O teste da hipétese nula deu um resultado de 1,47, ou seja, abaixo do valor critico
que é 2,57. Esse resultado mostra que podemos considerar que nao ha diferencas

significativas entre o método proposto e o de referéncia.



Capitulo 4
Conclusao
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4.1 Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvido um método de preparo de amostra para
extragdo e quantificacdo de Cu2* em amostas de vinho. Onde foi utilizado a
extracdo em fase solida magnética com nanoparticulas sintéticas de FesOa,
revestidas com alumina e funcionalizadas com dodecil sulfato de sédio (SDS) e 1-(2-
piridilazo)-2-naftol (PAN). Essas nanoparticulas foram caracterizadas por meio da
andlise de difratometria de raios-X e pela técnica de microscopia eletrbnica de
varredura, mostrando um resultado satisfatorio.

A segunda parte do trabalho foi utilizar outro namomaterial, no caso o PQC,
para quantificar o cobre Il na matriz vinho, tal material possui caracteristica
fluorescente. Foi utilizado uma estratégia simples, econémica e ambientalmente
amigavel para a sintese dos PQCs a partir do tratamento hidrotérmico do suco de
abacaxi, que € um bioprecursor abudante na regido. Os pontos quanticos de
carbono (PQCs) foram caracterizados por técnicas DR-X e FT-IR.

Devido os vinhos analisados ter uma faixa de pH 3,8 a 4,0 nao foi preciso
fazer correcdo de pH, pois a complexacdao do cobre com a NPMs funcionalizada
ocorre em pH quatro (SOUZA et al., 2016), apds a extragcao com NPMs a eluigao foi
feita com os PQCs, e realizado a medida no fluorimetro.

O desempenho do método desenvolvido foi avaliado por meio da
determinagao de cobre (lI) em seis amostras de vinhos tintos. Onde, os resultados
das andlises foram estatisticamente similares ao método de referéncia. As seis
amostras apresentaram valores de concentracdo dentro do limite da legislacdo que
¢ de 1mgL"

Diante a problematica vimos que o método do preparo de amostra proposto é
eficiente, reduzindo assim o uso de reagentes quimicos e otimizando o tempo do
preparo. As concentragdes das amostras pelo método proposto e o de referéncia
aprenstam valores similares, onde no teste t emparelhado mostra que nao existe

diferenca significativa entre os resultados a um nivel de 95% de confiancga .
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4.2 Perspectivas

Como propostas futuras esta metodologia pode ser empregada em outras
matrizes com diferentes graus de complexidade como alimentos, medicamentos e
combustiveis para a determinagdo de outros ions legislados como Pb2*, Ni2*, Cd?*,

utilizando outros tipos de nanoparticulas magnéticas e pontos quénticos de carbono.
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	 	A determinação de cobre II em vinhos geralmente utiliza as técnicas analíticas espectrométricas como: espectrometria de absroção atômica de forno de grafite ou absorção por chama, fluorescência de raios-X (XRF),  espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), embora sejam técnicas confiavéis e sensíveis tem um custo financeiro alto (Maurizio Aceto et al, 2002; Krystyna Pyrzynska 2004). No entanto, um ponto primordial que antecede as analises é o pré-tratamento da amostra, que é a etapa inicial do método. Podemos citar como pré-tratamento do vinho a digestão da amostra, que tem a finalidade de eliminar a matriz orgânica e/ou extrair os íons metálicos ligados aos complexos inorgânicos e orgânicos, também pode ser feito, a diluição da amostra, com a finalidade de reduzir o efeito matriz, ambos possuem um elevado tempo de preparo (Trajče, 2009; Guillermo Grindlay et al, 2011). 

	Como os métodos de  referências utilizam técnicas com elevado custo e também um pré-tratamento de amostra  com tempo elevado e uso de produtos químicos, o trabalho proposto vem utilizar uma técnica de extração em fase sólida magnética (MSPE) diminuindo o tempo do preparo da amostra. A mesma vem utilizar  nanopartículas magnéticas dispersa na matriz  para a extração, separação e/ou pré-concentração de diferentes analitos (Xie et al., 2014; Wul et al., 2016). Após o equilíbrio, um campo  magnético é utilizado para separar a matriz da fase extratora. Por fim, o analito é eluído em outro nanomaterial, os pontos quânticos de carbono (PQCs), utilizando como bioprecursor o suco de abacaxi, sendo uma nanopartícula fluorescente, permitindo a utilização de métodos analíticos sensíveis e seletivos, como a fluorescência molecular (Andrade, S.I.E.de, 2016). Estes dois tipos de nanopartículas foram sintetizadas e caracterizadas antes do desenvolvimento do método proposto neste trabalho.
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	1.5 Preparo de amostras  

	Devido o vinho ser  uma matriz complexa, é necessário o uso de técnicas de preparo de amostra, antes de realizar a medida. Como  pré-tratamento do vinho, a digestão da amostra por via úmida é o método mais utilizado, tendo a finalidade de eliminar a matriz orgânica e/ou extrair os íons metálicos ligados aos complexos inorgânicos e orgânicos, também temos, a diluição da amostra, com a finalidade de reduzir o efeito matriz, ambos possuem um elevado tempo de preparo (Daniela Schiavo, 2008;Trajče, 2009; Guillermo Grindlay et al, 2011).
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