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Resumo 

O vinho estabelece padrões de identidade e qualidade, sendo assim realiza 

análises físico-químicas para verificar o seu valor nutricional e controlar a qualidade 

do produto. Entre os parâmetros a ser monitorado podemos citar o teor de íons 

metálicos em vinho. Altas concentrações desses íons podem afetar as características 

organolépticas como aroma, sabor e cor, formando precipitados ou turvação, como 

também uma ingestão excessiva causa uma possível intoxicação. Um dos metais a 

ser controlado é o cobre, altas concentrações do mesmo favorecem a turbidez e 

sedimentação,  como também a deterioração do flavor, que é uma caractéristica  

fisiológica associado ao paladar e olfato. Para determinação de teor de metais em 

vinho a espectrometria de absorção atômica é a técnica recomendada pela OIV. 

Como o vinho é uma matriz complexa, é necessário técnicas de preparo de amostra, 

antes de realizar a medida. Como  pré-tratamento da amostra (vinho), a digestão da 

amostra por via úmida é o método mais utilizado, sendo  que necessita um elevado 

tempo de preparo e uso de solventes químicos. Afim de otimizar o preparo de amostra 

para a determinação de íons metálicos utilizou duas nanopartículas:  (1) extração em 

fase sólida magnética, onde o analito é adsorvido utilizando a nanopartículas 

magnéticas de magnetita (Fe3O4) recobertas com alumina (Al2O3) e funcionalizadas 

com dodecil sulfato de sódio e 1-(2-piridilazo)-2-naftol; (2) a eluição e detecção do 

analito uitlizou  pontos quânticos de carbono (PQCs) a partir de um bioprecusro de 

abacaxi para determinação fluorescente de cobre (II). O desempenho do método 

proposto foi avaliado por meio da determinação de cobre (II) em amostras de vinhos, 

o teste t emparelhado (as medidas foram feitas em triplicatas), indicou que não existe 

diferença significativa entre os resultados a um nível de 95%. A metodologia utilizada 

permitiu estimar limites de detecção e quantificação de 8,2  e 27,3 mgL-1, 

respectivamente. O estudo de interferentes  dos íons metalicos foi realizado com êxito 

não revelando interferência percentual significativa (≤ 5 %). O método proposto 

obteve resutados satisfatórios comparado com o método de referência.  

  

 

 

Palavras-chave: Nanopartícula magnética; Ponto quântico 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 (Fe3O4) coated with 

alumina (Al2O3) 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 (II). 

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 µg.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 Introdução 

1.1 Caracterização da problemática 
 

 

A legislação estabelece padrões de identidade e qualidade para o vinho, 

sendo assim realiza análises físico-químicas para verificar o seu valor nutricional e 

controlar a qualidade do produto em elaboração e acabado (Guillermo Grindlay et al, 

2011; Oliveira, 2015). De acordo com a portaria nº 229 de 25 outubro de 1988 do 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), o vinho é considerado 

uma bebida obtida da fermentação alcoólica do mosto de uva sã, fresca e madura 

(Brasil, 1988) . 

Portanto, os níveis máximos de íons metálicos são regulamentados e 

fiscalizados, pelo órgão em nível mundial que é a International Organisation of Vine 

and Wine (OIV), que regula a produção e comercialização de vinho (OIV, 2005). No 

Brasil, os limites são estabelecidos através do Decreto Federal nº. 99.066 de 08 de 

março de 1990, regulamentado pela Lei 7.678/88 do Ministério da Agricultura 

(BRASIL, 1990). No caso do teor do íon cobre é de um valor máximo de 1,0 mg.L-1 

no vinho, em ambos orgãos fiscalizadores. O Institute of Medicine National 

Academies, recomenda-se valores  de ingestão diária de cobre que varia para 

crianças entre 340 à 440 µg/dia, homens de 700 à 900 µg/dia e mulheres 700 à 1300 

µg/dia.  

A origem dos metais em vinhos é oriunda de duas grandes fontes: a natural, 

que ocorre através de transferência dos metais existentes no solo para o fruto 

através das raízes. A outra fonte é causada pela ação humana, que pode ser 

dividida em três subgrupos. O primeiro compreende o uso de fertilizantes e 

pesticidas no cultivo das uvas, o segundo está associado à poluição ambiental e 

trata-se da deposição do material particulado presente no ar sobre as uvas, por 

último durante o processo produtivo através de maquinários que pode conter os 

metais, na adição de aditivos (Kment, P et al, 2005; Pyrzynska 2004). A 

contaminação de cobre é proveniente da aplicação de fungicidas nos cultivos de uva 

(Jesus, 2009), o mais utilizado é o calda bordalesa que contém cobre na sua 

composição  e também na adição  do aditivo CuSO4 para a remoção de sulfeto de 

hidrogênio e outros odores (Pyrzynska, 2004). 
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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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1.2 Objetivo 

1.2.1 Objetivo geral 

 

(1) Desenvolver um método para extração em fase sólida magnética de íons de 

Cu2+  em vinhos, usando nanopartículas magnéticas; 

 

(2)  Utilizar espectrometria de fluorescência molecular para determinação de íons 

de Cu2+ usando pontos quânticos de carbono (PQCs). 

 

 

1.2.1 Objetivos específicos  

 

 Sintetizar nanopartículas magnéticas (NPMs) de óxido de ferro revestidas 

com alumina e funcionalizadas com dodecil sulfato de sódio (SDS) e 1-(2-

piridilazo)-2-naftol (PAN); 

 Sintetizar pontos quânticos de carbono por rota hidrotérmica, tendo como o 

bioprecursor suco de abacaxi (Ananas comosus L. Merrili);  

 Desenvolver um método usando nanopartículas magnéticas para extração de  

cobre em vinho; 

 Desenvolver um método usando espectrometria de fluorescência molecular 

para determinação de cobre(II) em vinhos usando PQCs; 

 Construir e validar a curva analítica, usando ferramenta estatística; 

 Validar o desempenho analítico do método proposto diante o método de 

referência  por espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (GF-

ASS) 
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1.3. Vinho: Parâmetros e legislação 

 
De acordo com a portaria nº 229 de 25 outubro de 1988 do Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), vinho é considerado como sendo 

uma bebida obtida da fermentação alcoólica do mosto de uva sã, fresca e madura 

(Brasil, 1988). No entanto, não se usa o termo vinho para outros produtos obtidos de 

quaisquer outras matérias-primas (Andrade, M.F. et al., 2008). A produção e 

consumo de vinhos tem aumentado no mercado nacional e internacional. O Brasil 

ocupa a 14ª posição na produção mundial, sendo produzido cerca de 273.100 t, no 

ano de 2013 (Nascimento, 2005 ; Mello, 2016).   

Afim de assegurar a qualidade do produto a legislação estabelece padrões de 

identidade e qualidade para o vinho, sendo necessario realizar  análises físico-

químicas para medir o seu valor nutricional e controlar o produto em elaboração e 

acabado (Inmetro, 2008; Guillermo Grindlay et al, 2011 ; Oliveira, 2015). A seguir, 

são apresentados os paramêtros a serem controlados: 

Teor alcoólico  
 

O vinho de mesa e o vinho fino devem conter um  teor alcoólico de 8,6% à 

14% em volume. 

 

 Teor de açúcar  

 

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

1.1  mostra os teores permitos: 

 

Tabela 1.1 Teores de açúcares totais em vinhos 

 

 

 

 

 

 

Classificação do vinho Máximo (g.L-1) Mínimo (g.L-1) 

Seco 5,0 ---------- 

Meio seco 20,0 5,1 

Doce ou suave ---------- 20,1 
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Acidez total 

   

A acidez nos vinhos influência a estabilidade e coloração, constituindo-se 

numa das características gustativa. A legislação estabelece, para o vinho de mesa, 

um máximo de 130 mEq.L-1 de acidez total. 

 

Acidez volátil 

 

A acidez volátil é um dos fatores que altera a qualidade do vinho. A legislação 

estabelece, para o vinho de mesa, um máximo de 20 mEq.L-1 de acidez volátil. 

Neste parâmetro, valores elevados indicam a presença de microorganismos 

indesejáveis após a elaboração, 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 adição de água. Os limites mínimos 

legislados estão na tabela 1.2 

 

Tabela 1.2 Teores de cinzas em vinhos 

Classificação do vinho Mínimo (g.L-1) – Tinto Mínimo (g.L-1) – Branco 

Vinhos Comuns 1,5 1,3 

Vinhos finos 1,5 1,0 

 

 

Razão isotópica de carbono (13C/12C) 

 

 Essa análise determina se houve adulteração do vinho como, por exemplo: 

(1) o uso excessivo de açúcar de cana para alterar o teor alcoólico; (2) quantidade 

acima da permitida pela legislação de álcool não derivado da fermentação do açúcar 

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

 

Alguns íons metálicos  são necessários no organismo humano para o seu 

bom funcionamento, como o Mn2+, Ni2+, Cu2+ e Zn2+, pois são essenciais na vida 

humana, para os processos metabólicos regulando a produção de energia.  

A falta ou o excesso de metais ou de outros elementos químicos pode ser 

prejudicial à saúde humana (Fraga, 2005;  Oliveira, 2015). No caso do íon Cu2+, que 

é o metal de estudo deste trabalho, o mesmo em excesso acumular-se no sangue 

esgotando as reservas de zinco do cérebro. Níveis altos causam a oxidação da 

vitamina A, diminui a vitamina C, podendo levar a dores musculares, disfunções 

comportamentais, depressão, fadiga, náusea, vômito, 

hemorragia gastrointestinal. Portanto,  recomenda-se valores de ingestão diárias  de 

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

 
  Tabela 1.3 Recomendações nutricionais de cobre 

 Idade µg/dia 

  
0 a 6 meses 

7 a 12 meses 

 
200 
220 

Lactentes   

Crianças 1 a 3 anos 

4 a 8 anos 

340 

440 

Homens 9 a 13 anos 

14 a 18 anos 

>19anos 

700 

890 

900 

Mulheres 9 a 13 anos 

14 a 18 anos 

>19anos 

Gravidez 

Lactação 

700 

890 

900 

1000 

1300 

 

 

Um dos parâmetros a ser monitorado são os íons metálicos em vinho. Altas 

concentrações desses íons (Cu2+, As2+, Zn2+, Pb2+ e Cd2+) no vinho podem afetar as 

características organolépticas como aroma, sabor, cor e formam precipitados ou 
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turvação durante as etapas de produção de vinificação, fermentação, maturação ou 

estocagem (Christaki, T.; Tzia, C. 2002 ; Pyrzynska, K., 2004 ; Jesus, R.M.,2009), 

como também uma ingestão excessiva destes metais poderá acarretar uma possível 

intoxicação (Oliveira,2015). Um dos íons ser controlado é o Cu2+, altas 

concentrações do mesmo favorecem a turbidez e sedimentação causando a 

precipitação de taninos,  como também a deterioração do flavor, que é uma 

caractéristica  fisiológica associado ao paladar e olfato (Green, 1997) 

Portanto, os níveis máximos de metais são regulamentados e fiscalizados. O 

mais importante órgão em nível mundial é a  International Organisation of Vine and 

Wine (OIV), que regula a produção e comercialização de vinho (OIV, 2005). No 

Brasil, os limites são estabelecidos através da Lei 7.678/88 do ministério da 

agricultura (BRASIL,1990), regulamentado pelo Decreto Federal nº. 99.066 de 08 de 

março de 1990. A Tabela 1.4 apresenta os limites permitidos nessas legislações. 

 

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

 

1.5 Preparo de amostras   

 

O preparo de amostra é uma etapa primordial e fundamental nos procedimentos 

analiticos, o pré-tratamento das amostras pode incluir etapas como a extração, 

filtração, diluição, digestão, derivatização, pré-concentração dos analitos, em 

matrizes complexas (Chen, Y. et al, 2008 ;  Lanças, 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 extração líquido-líquido (LLE, liquid-liquid 

extraction) que é uma técnica que  utiliza dois solventes imiscíveis, onde uma fase 

contém o analito e outra será colocada para a transferência do soluto de acordo com 

a solubilidade (Collins,2006; Sousa, E.S. 2016). A desvantagem dessa técnica é o 

grande consumo de solventes tóxicos, tem  baixa seletividade e o tempo de extração 

Metais (mg/L) OIV Legislação Brasileira 

Cobre (Cu) 1,0 1,0 

Arsenio  (As) 0,2 0,2 

Cádmio (Cd) 0,01 0,01 

Chumbo (Pb) 0,15 0,3 

Zinco(Zn) 5,0 5,0 
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é elevado, para que ocorra a transferência do soluto, (Pichon, 2000 ; Barreto, 

I.S.,2016). 

Devido às desvantagens da técnica de  extração líquido-líquido, vem sendo 

empregada outras técnicas,  como por exemplo a extração em fase sólida (SPE - 

Solid Phase Extraction), a microextração em fase sólida (SPME - Solid Phase 

Microextraction), extração sortiva em barra magnética (SBSE - Stir Bar Sorptive 

Extraction) e a microextração líquido-líquido dispersiva (Caldas et, 2011).  

A tabela 1.5 descreve sucintamente as característica das principais técnicas de 

preparo de amostra : 

Tabela 1.5 Principais técnicas de preparo de amostras e suas descrições, adaptada de (BARRETO, 

I.S.,2016) 

 

Técnica 

Descrição Característica 

 

Extração líquido- 

Líquido (LLE) 

  

 

 

Distribuição do analito entre 

dois líquidos imiscíveis. 

- Simplicidade de operação; 

- Baixo custo em termos de 

vidrarias; 

- Exige solventes puros; 

- Procedimento lento; 

- Elevada quantidade de 

resíduo 

 

 

 

Extração em fase sólida 

(SPE) 

  

 

 

 

Adsorção seletiva do analito no 

material sólido seguido de uma 

dessorção com um solvente. 

- Grande disponibilidade 

adsorventes; 

- Extração exaustiva dos 

analitos; 

- Altas recuperações; 

- Baixo consumo de solventes; 

- Necessita de cartuchos/discos 

 

 

 

Microextração em fase 

sólida (SPME) 

  

 

 

Distribuição do analito entre 

duas fases imiscíveis onde a 

fase extratora é um polímero 

que reveste uma fibra de sílica. 

 

- Baixo consumo de solventes; 

- Necessita de pouca amostra; 

- Fibras de extração recicláveis; 

- Limite de quantificação alto; 

- Poucos adsorventes 

disponíveis 

 

 

 

Extração sortiva em 

barra magnética SBSE 

  

 

 

Sorção do analito sobre uma 

camada polimérica que reveste 

uma barra magnética envolta 

em uma camada de vidro. 

-Dessorção térmica ou por 

solventes; 

- Elevada relação área-volume 

do extrator; 

- Procedimento lento; 
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- Difícil execução on-line. 

 

Microextração líquido-

líquido dispersiva 

(DLLME) 

  

 

Dispersão do solvente extrator 

(imiscível em água) e do 

solvente dispersor (miscível em 

água e no solvente extrator) na 

solução aquosa, em seguida 

realizar a centrifugação 

 

 -Baixo consumo de solventes; 

- Altas recuperações; 

- Elevado fator de 

enriquecimento; 

- Solventes tóxicos; 

 

 
 
1.5.1 Vinho 
 

Para determinação de teor de metais em vinho a espectrometria atômica 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 absorção forno de grafite (GF-AAS) e 

absorção por chama (FAAS), como sendo as principais  técnicas empregadas. 

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). 

Sendo assim, esse trabalho propõe desenvolver um método de extração mais 

simples e com mesma eficiência dos métodos de referência. Antes será abordado 

um tópico sobre técnicas de preparo de amostra. 

 

1.5.2. Extração em fase sólida magnética 

 

As NPMs começaram a ser utilizadas em química analítica a partir de 1996, 

(Towler et al., 1996). Nessa situação, ela foi revestida com dióxido de manganês e 

utilizada para pré-concentrar e separação do Ra2+, Pd2+ e Pb2+ da água do mar. 

Portanto, na química analitica ela passou a ser um método de preparo de amostras, 

conhecida como extração em fase sólida magnética (MSPE) (Šafaříková e Šafařík, 

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 é adicionado a uma solução 

que contém o analito para que ele seja seletivamente adsorvido em sua superfície, 

em seguida o mesmo é recuperado pela aplicação de um campo magnético externo, 

posteriomente o material de interesse é eluído por um solvente apropriado (Chen et 

al., 2011., Giakisikli; Anthemidis, 2013 ; Barreto,I.S.,2016). Nna Figura 1.1 ilustra um 

esquema no processo de extração em fase sólida magnética. 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

Figura 1.1 Representação esquemática do procedimento da extração em fase sólida magnética, 

Apud (Barreto,I.S.,2016). 

 

1.5.2.1 Nanopartículas  Magnéticas (NPMs) 

 

As nanopartículas são materiais constituídos de átomos ou moléculas que 

apresentam pequenas dimensões, na escala de 1 a 100 nanômetros (nm) (Ferreira e 

Rangel, 2009; Hedayatnasab, Abnisa e Daud, 2017). Como o seu tamanho é finito 

esses materiais apresentam um aumento da razão área superficial/volume tornando 

os efeitos quânticos mais evidentes. Portanto, os nanomateriais tem uma 

característica diferente dos  elementos macroscópicos (Leslie-Pelecky e Rieke, 1996 

; Barreto, 2016 ; Andrade, R.A.N,2017), por apresentarem efeitos quânticos  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 ópticas,  eletrônicas e magnéticas,  o uso das 

nanopartículas tem diversas áreas de aplicação como nas ciências biológicas, 

farmacêuticas, ambientais, ópticas, eletrônicas, químicas e bioquímicas (Pradeep, 

2007; Giakisikli; Anthemidis, 2013; Barreto, I.S. 2016 ;  Andrade, R.A.N, 2017) 

 

1.5.2.1.1. Métodos de síntese  

 

Para síntetizar as nanopartículas magnéticas existem diversos métodos na 

literatura como físicos, químicos e biológicos . A figura 1.2 representa as principais 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

A síntese da NPMs mais utilizada e comum é o método de coprecipitação, 

que consiste na mistura de uma solução aquosa de sais de ferro(II) e ferro(III) na 

proporção molar de 1:2, tendo a precipitação por meio de uma solução alcalina 

(Khalil, 2015., Laurent et al, 2008, Silva, A. K., 2016). A equação (1) representa a 

formação da magnetita (Fe3O4): 

 

Fe2+(aq) + 2 Fe3+(aq)  + 8 HO-(aq)  ⇆ ��(��)2 (s) + 2 ��(��)3 (s) ⟶ Fe3O4 (s) + 4 H2O(g)  (1) 

 

Pelo método de coprecipitação, é sintetizada uma grande quantidade de 

NPMs, tendo pouca aglomeração, baixo custo e reação rápida (Tarat et a., 2005; 

Métodos de Sintese 

Físico: 

 Disposição fase 

gasosa 

 litografia por feixe 

de elétrons 

 ablação pulsado a 

laser 

 Pirólise induzido a 

laser 

 Moagem 

 Aerosol 

 

Químico: 

 Co-precipitação 

 Microemulsão 

 Hidrotérmico 

 Deposição 

eletroquímica 

 Sonoquímica 

 Deposição térmica 

 

 

Biológico : 

 Mediado por fungo 

 Mediadopor bactéria 

 Mediadopor proteína  
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Ferreira, 2009; Barreto,I.S, 2016). Neste método são obtidos partículas com variação 

no tamanho na faixa de 5 a 180 nm (Wu; He; Jiang, 2008). 

Para a formação da magnetita (Fe3O4) em boas condições devemos controlar 

temperatura, quantidade dos reagentes, agitação, pH e a relação estequiométrica 

dos íons Fe2+ e Fe3+ (Soler et al, 2007; Wu, He, Jiang, 2008; Barreto, I.S, 2016). 

 

1.5.2.1.2 Revestimento 

 

As partículas da magnetita (Fe3O4)  são revestidas, pois as mesmas ficando 

expostas ao ar, pode acarretar  à instabilidade do material (JAMSHAID et al., 2016). 

O recobrimento das NPMs é fundamental para evitar a oxidação, pois pode  resultar 

a perda do magnetismo, (Lu; Salabas; Schüth, 2007). A  Figura 1.3. ilustra a NPMs 

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

 

Figura 1.3 Ilustração do núcleo da magnetita sem revestimento  e do núcleo da magnetita com 

revestimento, APUD (BARRETO, I.S.,2016) 

 

No entanto, foi criado meios para melhorar a estabilidade e funcionalidade 

química da magnetita usando diversos modificadores orgânicos ou inorgânicos (Lu 

et al, 2007; Aguilar-Arteaga et al, 2010). A Figura 1.4 mostra sucitamente alguns 

compostos, empregados para o revestimento do núcleo magnética. 
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Figura 1.4 Tipos de recobrimento do núcleo das partículas magnéticas. Adaptada de GIAKISIKLI e 

ANTHEMIDIS, 2013a 

 

A alumina é um eficiente revestimento inorgânico, que protege o núcleo 

magnético e funciona como suporte para funcionalização, pois apresenta uma 

elevada área superficial e tem alta capacidade de absorção (Giakisikli E Anthemidis, 

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

 

1.5.2.1.3 Funcionalização das NPMs 

 

A funcionalização é a etapa em que uma molécula, que seja capaz de se ligar 

ao analit, onde é imobilizada na superfície do substrato  ( nessa situação, 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 

determinação de metais, através de adsorção do metal no complexante (Ezoddin et 

al, 2010; Andrade,R.A.N.,2017).  A figura 1.5 ilustra o processo de funcionalização: 

 

 
 

 

Particulas Magnéticas 

Revestimento 
Ogânico: 

 
 Polietilamina 
 DivinilBenzeno 
 Polipirrol 
 Celulose 
 Poliacrilaminda 
 Quitosana 

 

Revestimento 
Inogânico: 

 

 SiO2 

 Al2O3 

 ZrO3 

 MnO 

 Mn3O4 

 Au 
 Ferrita 
 Carbono 
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Figura 1.5 Modelo sugerido de ligação entre o SDS-PAN na superfície de nanoalumina. Apud 

Andrade, R.A.N,2017. 

 

Na complexação  entre o agente complexante  PAN e um íon metálico cobre 

(II), formam-se dois anéis quelatos de cinco membros. O nitrogênio heterocíclico, a 

hidroxila e o átomo de nitrogênio mais distante do anel estão envolvidos na 

formação do complexo (OOI, Carter; Fernando, 1967; Andrade, R.A.N, 2017). Por 

ser um ligante tridentado, a estequiometria do complexo é 1:2 para formação de um 

sítio octaédrico. A Figura 1.6 mostra uma provável  estrutura química 

 

Figura 1.6 Reação química entre o complexante PAN e íons de cobre (II). Apud Andrade, R.A.N., 

2017. 
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O controle do pH é importante  com esse complexante, onde a reação do 

PAN com íons metálicos ocorre na faixa de pH entre 2,5 à 12, na qual o 

complexante encontra-se presente basicamente na forma neutra (Sousa, 2009). 

O  agente complexante PAN está sendo muito utilizado na determinação de 

íons Cu2+ em bebidas alcoólicas, Souza e colaboradores (2016) desenvolveram uma 

técnica analítica rápida e sensível para determinação espectrofotométrica de íons 

cobre (II) em aguardente de cana-de-açúcar, empregando o agente complexante 

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

 

1.6. Fluorescência Molecular 

 

Toda molécula encontra em seu estado fundamental, que é o nível de mais 

baixa energia, ao receber uma radiação com energia que tenha a diferença entre os 

níveis eletrônicos, o elétron é excitado  e passa a ocupar um nível de maior energia. 

Posterior, a molécula sofre a desativação, 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 excitação e desativação molecular (Skooh, D.A., 

2006 ; Lenhardt, L., et al 2015 ; Qimeng Fan et al, 2015). 

 

 

Figura 1.7 Processo de excitação e desativação molecular, Apud (Silva, A.C., 2015). 

 

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

fóton de luz, o elétron libera o excesso de energia e volta para o nível vibracional 
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fundamental do estado excitado onde esse processo é não radiativo, em seguida, o 

elétron retorna para o estado fundamental emitindo luz, ou seja, a fluorescência. 

(Skooh, D.A., 2006; Lenhardt, L., et al 2015 ; Qimeng Fan et al, 2015 ; Silva, A.C, 

2015).  

 

1.6.1. Pontos quânticos de carbono (PQC) 

 

Os pontos quânticos de carbono (PQC) foram descobertos durante a 

separação e purificação de nanotubos de carbono de parede única, via método de 

eletroforese (Xu et al., 2004 ; Machado C.E, 2015. Esses nanomateriais são 

esféricos e possuem tamanhos inferiores a 10 nm. Após a sua síntese eles podem 

ser cristalinos ou amorfos. Não foram definidfos e esclarecidos nenhuma relação 

com a sua formação, estrutura e característica de fluorescência (Wang,Hu, 2014; 

Andrade, S.I.E.de, 2016).  

Em sua superfície, exitem diversos radicais de ácidos carboxílicos (Figura 

1.8), que propociona uma boa solubilidade em água e uma possivel capacidade para 

a sua funcionalização com diferentes espécies químicas orgânica, inorgânica, 

biológica ou polimérica (Lim  S.Y. et al., 2014; Andrade, S.I.E.de,2016). 

 

 

Figura 1.8 Estrutura química dos PQCs. Apud (Andrade, S.I.E.de,2016) 

 

Os PQCs tem uma boa solubilidade  em meio aquoso, estabilidade química, 

baixa citotoxicidade, biocompatibilidade, fácil funcionalização, e alta resistência à 

fotodegradação (Wang, Hu, 2014). 
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1.6.1.1 Propriedade fluorescente dos PQCs 

 

Uma das características dos PQCs é a sua emissão de fluorescência, mesmo 

sem a sua funcionalização (Machado, 2015; Lim et al, 2014). Esse fenômeno pode 

ser atribuído a diferentes armadilhas emissivas existente na superfície, ou seja, 

sítios ativos ou também diferentes tamanhos das nanopartículas, tendo assim várias 

aplicações analíticas, como: determinação de íons metálicos, aplicações em 

bioimagens, atua como doador e receptor em processos de transferência de energia 

de ressonância de fluorescência (Demchenk, Dekaliuk, 2013; Wang, Hu, 2014; Guo 

et al,2015;  Lim et al, 2015). 

Foi constatado também a dependência do pH na emissão de fluorescência 

dos PQCs (Shen et al., 2013; Kong et al., 2014; Pedro et al., 2014). Shen e 

colaboradores (2013) após sintetizarem PQCs constataram que ocorre uma 

diminuição da quantidade de grupos fluorófos em função do equilíbrio ácido-base 

dos grupos funcionais da sua superfície. 

 

 

1.6.1.2 Mecanismos de emissão de fluorescência dos Pécs 

 

A emissão de fluorescência dos PQCs pode ser atribuída ao efeito de 

confinamento quântico e as diferentes armadilhas emissivas na superfície das 

nanopartículas (Baker,Baker, 2010; Li et al., 2012), embora ainda não haja um 

concesso sobre sua fluorescência.  

 Li e colaboradores (2010), afirmaram que a origem da emissão de 

fluorescência  é devido o tamanho das partículas obtidas Figura 1.9 (a) e (b). No 

estudo foi realizado cálculos quânticos para buscar relação entre a fluorescência e o 

tamanho das partículas, onde foi evidenciado teoricamente que o intervalo do o 

orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) e o orbital molecular não 

ocupado de menor energia (LUMO) diminui com o aumento das nanopartículas 

Figura 2.9 (c), onde os autores concluíram que a emissão de fluorescênica dos 

PQCs pode ser atribuída ao tamanho quântico da estrutura. 
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Figura 1.9 Soluções de PQCs sob radiação (a) visível e ultravioleta (365 nm). (b) Espectros de 

fluorescência dos PQCs de tamanhos 1,2; 1,5; 3,0 e 3,8 nm. (c) Representação da emissão de 

fluorescência ajustável dos PQCs. Apud (Andrade, S.I.E, 2016) 

 

Existe também outra teoria onde os diferentes sítios ativos presentes na 

superfície dos PQCs são formados principalmente como resultado da oxidação da 

região superficial do nanocristal, servindo como centros de captura dos éxcitons, 

tendo assim sua fluorescência. No entanto nessa teoria, quanto maior o grau de 

oxidação na região superficial maior o número de regiões ativas (Costas-Mora et al., 

2014; Lim et al., 2014 ; Bao et al., 2015). 

Ding e colaboradores (2016) produziram vários PQCs, onde após a excitação 

em 365 nm  os mesmos apresentaram picos de emissão de fluorescência na região 

do azul para o vermelho, entre 440 e 625 nm (Figura 1.9 (a)). Essa téoria 

apresentou  desvio dos picos para a região do vermelho com aumento do grau de 

oxidação nas superfícies. Desse modo, a  fluorescência desta téoria é associada aos 

sítios ativos. 

Na Figura 1.9 (b) mostra o modelo de fluorescência dos PQCs proposto por 

Ding e colaboradores (2016), que corresponde ao intervalo entre os orbitais HOMO 

e LUMO, e depende fortemente do grau de oxidação da superfície dos mesmos. 

Desse modo, o bandgap diminui com o aumento do número de átomos de oxigênio 

na estrutura dos PQCs, deslocando a emissão para a região do vermelho. 
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Figura 1.9 (a) Fotografia de oito amostras de PQCs excitadas sob a luz ultravioleta (365 nm) com 

máximos de emissão em 440, 458, 517, 553, 566, 580, 594 e 625 nm. (b) Modelo da emissão de 

fluorescência ajustável dos PQCs. Apud (Andrade,.S.I.E.de, 2016) 

 

Embora existam essas duas téorias, a presença de armadilhas (sítios ativos) 

emissivas na superfície dos PQCs, introduzidas pela oxidação química e 

funcionalização, acredita-se que ela seja o principal  responsável pela emissão de 

fluorescência dos PQCs (Ganiga, Cyriac, 2016 ; Yan, et al., 2016). 

 

 

1.6.1.3 Métodos de síntese dos PQCs 

 

As sínteses de PQCs podem ser realizadas por técnicas físicas ou químicas 

(Wang & Hu, 2014), podendo  serem funcionalizadas, dopadas e revestidas. 

Os métodos físicos, consistem em técnicas como irradiação com laser, 

oxidação eletroquímica ou tratamento ultrassônico, onde as nanopartículas são 

produzidas pela redução do tamanho de estruturas maiores, como grafeno ou 

grafite. Os métodos químicos  consiste no tratamento hidrotérmico, de vários 

precursores orgânicos, e a oxidação ácida (Silva & Gonçalves, 2011; Guo et al., 

2016 ; Andrade, S.I.E. de ,2016).  

Algum dos métodos de síntese físicos necessitam de equipamentos 

dispendiosos   e grande quantidade de ácidos fortes são utilizados. Portanto vários 

estudos têm sido feito utilizando tratamento hidrotérmico para preparação 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.I.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 síntese dos PQC´s. 

 

Tabela 1.6 Características dos diferentes métodos de sínteses de PQCs, adaptada 

(Andrade,S.I.E.de,2016). 

F
ís

ic
o

 

Síntese Vantagems Desvantagens 

 

Oxidação 

eletroquímica 

  

 

- Tamanho controlável; 

- Etapa única. 

- Poucos precursores de baixa 

massa molecular 

 

Irradiação com laser   
 

- Rápido; 

- Superfície dos PQCs 

ajustável. 

- Baixo rendimento quântico; 

- Difícil controle do tamanho 

 

Tratamento 

ultrassônico 

  

 

- Rápido; 

Ambientalmente amigável; 

- Custo reduzido. 

- Baixo controle sobre o 

tamanho. 

 

Q
u

ím
ic

o
 

 

Oxidação ácida   
 

- Instrumentação simples; 

- Vários precursores 

- Baixo controle sobre o 

tamanho; 

- ;Processos lentos. 

 

Tratamento 

hidrotérmico 

  

 

Baixo custo; 

- Ambientalmente amigável; 

- Não tóxico. 

- 

Baixo controle sobre o 

tamanho. 

 

 

 

O método de síntese por rota hidrotérmica adiciona  uma alíquota da solução 

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).  

 

 



33 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                
 

 
            Capítulo 2 

Experimental 
 
 
 
 
 
 



34 
 

 

2.0 Experimental  

2.1 Construção da curva analítica 

Para construção da curva de calibração foi realizado um estudo variando a 

quantidade de PQCs de 20µl à 300 µl e variando  a solução tampão de acetato de 

sódio pH 4, entre 100µl à 400 µl.        

 As soluções de Cu2+ foram preparadas a partir da solução estoque Standart 

For AAS 1000 mg/Z (Fluka Analytical)  com água deionizada. Foram preparadas 

soluções padrões de 20 mg/L, 40mg/L, 60mg/L, 80mg/L e 100mg/L a partir da 

diluição da solução estoque e foi utilizado 1,5ml de cada padrão para construção da 

curva.   Após os testes verificou-se que 200 µl de PQC, mais 300 µl de tampão 

acetato sódio de pH 4,0 e adicionando 1,5 ml solução padrão  de cobre, mostrou 

uma curva satisfatória. 

 

2.2 Síntese das nanopartículas magnéticas 
 
2.2.1 Reagente, solventes e procedimento de síntese do núcleo de Fe3O4 

 

Os solventes e regentes utilizados na primenira etapa da síntese, que é a 

formação do núcleo da magnetita são: Ácido Cloridrico (Vetec), Hidroxido Sódio 

(Vetec), Etanol Anidro (Sigma-Aldrich), Cloreto de Ferro (III) hexahidratado (Sigma-

Aldrich), Cloreto de Ferro (II) tetrahidratado (Sigma-Aldrich). 

Água sempre recém-destilada e posteriormente deionizada por um sistema de 

purificação do sistema Milli-Q (Millipore Corporation) com resistividade ≥ 18,2 MΩ 

cm–1. 

O gás nitrogênio (Linde gás)  foi utilizado a fim de obter uma atmosfera inerte 

para evitar oxidação das NPMs. 

A síntese das nanopartículas magnéticas foi realizado por processo químico de 

coprecipitação, semelhante ao procedimento reportado por Kang e colaboradores 

(KANG et al., 1996 ; BARRETO, I.S., 2016).  

Num balão de três vias contendo 25 mL de água deionizada à temperatura 

ambiente, adicionou 2,0 g de cloreto de ferro(II) tetrahidratado (FeCl2.4H2O), 5,2 g 

de cloreto de ferro(III) hexahidratado (FeCl3.6H2O) e 0,85 mL de ácido clorídrico (12 

mol L-1). Em seguida, a uma temperatura de 80 °C, foi adicionado por gotejamento 
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250 mL de NaOH 1,5 mol L-1 e em fluxo de nitrogênio para remover o oxigênio do 

balão a fim de evitar a oxidação no núcleo da magnetita, formando de imediato um 

precipitado negro na solução, constatando assim a formação do óxido de ferro. A 

solução resultante permaneceu sob essas condições por  duas horas. Em seguida, 

foi resfriado à temperatura ambiente e o sólido resultante foi separado sob a ação do 

campo magnético (imã de neodímio)  e lavado cinco vezes com 50 mL de água 

deionizada e seco à 60 °C na estufa. 

 

2.2.2 Reagentes, solventes e procedimento de revestimento do núcleo de 

Fe3O4 

 
Os solventes e regentes utilizados na segunda etapa  que foi o recobrimento do 

núcleo foram: Isopropóxido de Aluminio (Sigma-Aldrich), Etanol Anidro (Sigma-

Aldrich), 

 

O recobrimento das NPMs de óxido 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 isopropóxido de 

alumínio em 60 mL de etanol formando uma solução, em seguida 0,1 g de Fe3O4 

foram adicionado a está solução 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 à temperatura ambiente. Por fim, com a 

ajuda de um imã de neodímio, 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 funcionalização das 

nanopartículas de Fe3O4@Al2O3 

 

Os solventes e regentes utilizados na etapa  de funcinalização do  núcleo 

Fe3O4@Al2O3 são: 1-(2-piridilazo)-2-naftol (Sigma-Aldrich), dodecil sulfato de sódio 

(merck), Etanol Anidro (Sigma-Aldrich). O complexante 1-(2-piridilazo)-2-naftol foi 

utilizado em solução alcoólica, onde está solução foi preparada utilizando 0,25g do 

quelante em 100 mL de etanol.  

A funcionalização das nanopartículas magnéticas foi realizado conforme o 

procedimento descrito por Shemirani e Akhavi (Shemirani E Akhavi, 2001). 

Inicialmente, 1,5 g das nanopartículas magnéticas de Fe3O4@Al2O3, 100 mg do 

surfactante SDS e 1 mL da solução do complexante PAN foram misturados com um 

volume final de 100 mL de etanol. O pH foi ajustado a aproximadamente 1, com uma 

solução de HCl 3 mol L-1 . 

Posteriormente a mistura foi submetida a uma agitação mecânica com 

rotação de 200 rpm, durante 15 minutos. Finalmente, as nanopartículas magnéticas 

de Fe3O4@Al2O3 funcionalizadas com SDS e PAN foram isoladas sob a ação de um 

campo magnético externo. O sobrenadante foi descartado e o conteúdo restante 

lavado três vezes com 50 mL de etanol. 

 

2.3 Síntese dos Ponto Quânticos de Carbono 

2.3.1 Procedimento de síntese  

 

Os pontos quânticos de carbono (PQCs)  foram preparados a partir do 

bioprecursor de abacaxi, por ser abudante na região 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 água deionizada. O suco foi então filtrado por uma filtração 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 aço inoxidável e uma cápsula 

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 período 

de seis horas.   

Após o arrefecimento a temperatura ambiente, foi adicionado 50 mL de etanol 

anidro, para remover partículas maiores e indesejáveis utilizando uma filtração  

simples com papel de filtro quantitativo.  

 

2.3.2 Procedimento de purififcação  

  

Quando o produto sintetizado antigiu a temperatura ambiente,  o mesmo 

passou pela a etapa de diálise, onde foi utilizado um kit de diálise (PURG10015, 

SIGMA) com  os tamanhos dos poros de 1000 Dalton. O produto foi adicionado no 

kit e colocado sob agitação constante em água deionizada, por um período de 72 

horas, com a finalidade de remover material não fluorescente. 

 

2.4 Caracterização das Nanoparticulas  

2.4.1 Caracterização NPMs  

 

As NPMs foram caracterizadas por dois métodos: a microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e a difração de raios-X (DRX). Com os métodos de MEV e DRX, é 

possível caracterizar com relação à sua morfologia e tamanhos de partícula, como 

também a caracterização cristalográfica das nanopartículas magnéticas. 

 

2.4.2 Caracterização dos pontos quânticos de carbono  

 

Para determinar os grupos funcionais na superfície dos PQCs foi feita análise 

de espectroscopia infravermelho com transformada de fourier (do inglês: fourier 

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

 

2.5  Determinação 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 São Francisco, em Pernambuco, Brasil.  
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2.5.2 Extração do metal usando NPM e eluição 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 álcool etílico, 

agitou-se por 02 minutos com ajuda de um bastão de vidro, em seguida colocou um 

imã de neodímio na parte externa e inferior do bequer, onde as NPM foram 

depositadas do fundo do bequer e a amostra de vinho descartado.  Após a extração 

com as NPMs a amostra foi eluida com 200 µl pqc  e adicionado 1,8 ml de água 

deionizada e tranferida para um frasco, em seguida levou a amostra para medição 

no espectrofluorimetro.   

 

2.5.3 Teste de interferência de metais 

 

Foi preparado uma solução de 100 ml a 50 ppb de Cu (II), onde foi adicionado 

a esta solução  uma outra mistrura de solução com diferentes mix de metais como 

(Fe,Pb,Zn, Ni e B) em concentrações variando de 100, 300 e 500 ppb. Este estudo 

tem o objetivo de verificar  se nesta faixa de PH 4 ocorre adsorção desses outros 

metais, pois próximo ao pH 4 que ocorre a adsorção do cobre com o complexante 

PAN (Souza et al, 2016). 

 

 2.5.4 Instrumentação 

 

Foi utilizado um espectrofotômetro de fluorescência, Cary eclipse (agilent 

modelo G9800A, EUA), equipado com cubeta de quartzo 1.0cm X 0,5cm com fendas 

de emissão e excitação na largura de 10mm no caminho óptico, para realização das 

medidas dos espectros de fluorescência. Para o método de referência foi utilizado 

um espectrômetro de absorção atômica de forno de grafite, que será abordado com 

mais detalhes no próximo tópico. 
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2.5.5 Método de referência 

 

O método de referência foi realizado utilizando espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite (GF AAS) (Aceto M, 2002). As soluções de trabalho 

foram preparadas na faixa de 2,0 a 10,0 µg L-1, variando em cinco níveis de 

concentrações, onde foram preparadas por diluição apartir de uma solução estoque. 

As amostras foram diluídas para reduzir o teor de etanol (Aceto M, 2002) com a 

mesma acidez das soluções padrão. O volume utilizado para os padrões e amostras 

foram de 20 µl e 5 µl de nitrato de paládio (modificador químico), respectivamente. 

As caracteristicas  de aquecimento do forno de grafite para determinação de cobre 

são apresentados na tabela 2.1 

 

Tabela 2.1 Características de aquecimento eletrotérmico para determinação de cobre em vinhos. 

Temperatura (° C) Tempo (s) Modo de 

aquecimento 

Fluxo de gás 

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 Avaliação do desempenho analítico 

 

O desenvolvimento de um método analítico, envolve etapas de avaliação para 

se o novo método  apresenta desempenho analítico estatisticamente satisfatório. 

Esses parâmetros foram norteados pelas normas de validação de metodologias 

analíticas (THOMPSON et al., 2002). A seguir temos uma breve discussão. 
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Linearidade 

 

Refere-se a  capacidade que um método analítico tem que demonstrar que os 

seus resultados obtidos são diretamente proporcionais à concentração do analito, 

através do método dos mínimos quadrados, num intervalo específico (Ribani ., 2004; 

Neto et al., 2010 ; Andrade,R.A.N, 2017). A linearidade obtem-se a partir  da 

expressão matemática que relaciona a resposta analítica e a concentração do 

analito na amostra. 

 

Seletividade  

Seletividade, muitas vezes é utilizado como sinônimo de especificidade, 

indicando a capacidade de um método de produzir resposta para vários analitos, 

distinguido o sinal do analito frente aos outros. (Holler; Skoog; Crouch, 2009). 

Portanto, seletividade é o quanto a resposta está livre de interferentes de 

outras espécies contidas na amostra. Na análise quantitativa, a seletividade pode 

ser estimada pela comparação dos resultados obtidos de amostras contaminadas 

com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras não 

contaminadas, para demonstrar que o teste não 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 

nível de confiança, duas concentrações próximas (Holler; Skoog; Crouch, 2009) . 

Podendo ser expressa pela inclinação da curva de regressão linear e ser 

determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A mesma depende do 

analito e da técnica analitica a ser utilizada 

 

Análise de variância 
 

Em análise química, o modelo de calibração somente pode ser usado para 

determinar a concentração do analito se o mesmo descrever satisfatoriamente o 

comportamento dos valores experimentais. Portanto, não pode apresentar evidência 

estatística de falta de ajuste e ter uma regressão estatisticamente significativa. 
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Portanto, precisa  a validação do modelo, que  pode ser feita análise de variância, 

ANOVA (Neto; Scarminio; Bruns, 2010) e (Pimentel; Neto, 1996). A seguir temos a 

Tabela 2.2 que mostra as equações para ANOVA do modelo ajustado aos dados 

experimentais usando o método dos mínimos quadrados (MMQ). 

Tabela  2.2  Equações para o teste da ANOVA  

Fonte de Variação 
Soma Quadrática 

(SQ) 
Graus de Liberdade 

Média Quadrática 
(MQ) 

Regressão (R) 
 

���=ΣΣ(� ̂�−�̅)� 

 
p-1 

���=��� / �−� 
 

Resíduos (r) 
���=ΣΣ(���−� ̂�)� 

 
n-p 

���=��� / �−� 
 

Falta de ajuste(faj) 
�����=ΣΣ(� ̂�−�̅�)� 

 
m-p 

�����=����� / �−� 
 

Erro Puro(ep) 
����=ΣΣ(���−� ̅�)� 

 
n-m 

����=���� / �−� 
 

 

A validação do modelo pela aplicação do método dos mínimos quadrados, se 

dar por análise dos resíduos, teste de significância da regressão e teste de falta de 

ajuste. 

No teste de significância da regressão, compara a razão entre a média 

quadrática devido à regressão (MQR) e a média quadrática residual (MQr) com o 

valor do ponto da distribuição F referente aos graus de liberdade de MQR e MQr a 

um certo nível de confiança estatística, que geralmente é de, 95% de confiança. 

Conclui-se então que se a razão for maior que o valor de F, a regressão é 

estatisticamente significativa, caso contrário, não se pode admitir a existência de 

uma relação funcional possa ser descrita pelo modelo. 

O teste de falta de ajuste compara os vários níveis da variável X, a média 

quadrática da falta de ajuste (MQfaj) com a média quadrática devida ao erro puro 

(MQep). Onde temos que, a razão (MQfaj)/(MQep) for menor que o valor do ponto 

de distribuição F, referentes aos graus de liberdade de MQfaj e MQep e para um 

nível de 95% de confiança, temos um modelo sem falta de ajuste. Neste caso, as 

duas médias quadráticas refletirão apenas os erros aleatórios associados aos 

desvios em relação à média. Caso contrário, 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 confiança, onde 

requer o cálculo da média das diferenças entre os valores de concentração, obtidos 

por dois métodos distintos, para cada par de resultados. Admitindo-se que a 

diferença média verdadeira entre os resultados dos dois métodos, o intervalo de 

confiança  é derterminado pela equação (3), abaixo: 

 

�=�±̅�� ��  /√�                   (3) 
 

 
 onde: n é o número de amostras, �� é o desvio padrão da média das diferenças, �� 

é o ponto de distribuição t correspondente ao número de graus de liberdade (ν) no 

nível de confiança desejado (Neto; Scarminio; Bruns, 2010 ; Andrade, R.A.N., 2017). 

Podemos interpretar o intervalo de confiança com sendo: se o valor “zero” 

estiver dentro do intervalo construído, não existe diferença sistemática 

estatisticamente significativa entre os resultados dos dois métodos. Neste caso, a 

hipótese nula não pode ser rejeitada e a média das diferenças (d) deve ser um ponto 

da distribuição t com Δ = 0. Caso contrário, existe uma diferença sistemática 

significativa entre os resultados dos métodos ao nível adotado de confiança 

estatística. 

 

Limite de detecção e quantificação 

 

Temos o limite de detecção (LOD) como sendo a menor concentração da 

espécie de interesse podendo ser detectada por um dado método analítico sob 

condições experimentais estabelecida (Holler; Skoog; Crouch, 2009). O LOD mede-

se em termos do desvio-padrão das medidas do branco.  

O LOD pode ser determinado pela a equação 4: 

 

LOD = 3.s / S                                    (4) 

 

Onde, 

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

curva analítica. 
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Já o limite de quantificação (LOQ) corresponde a menor concentração do 

analito, podendo ser quantificada na amostra, com exatidão e precisão aceitáveis, 

conforme as condições experimentais adotadas (Holler; Skoog; Crouch, 2009). O 

LOQ pode ser determinado pela Equação 5: 

 

LOQ = 10.s / S                                      (5) 

 

Onde, ´´s’’ é o desvio-padrão da resposta do branco; S é o coeficiente angular da 

curva analítica. 
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3.0. Resultados e Discussão  

3.1 Caracterização das NPMs  

3.1.1 Caracterização morfológica das NPMs 

 

Após a síntese, a sua morfologia e a distribuição do tamanho das NPMs 

foram caracterizada por imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

onde foram feitas no microscópio eletrônico 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 

análises  as partículas foram recobertas com uma fina camada de ouro de 

aproximadamente 40 nm. Esse procedimento é necessário para a uniformização, 

dispersão e espalhamento eletrônico na superfície do material. O metalizador Mtech, 

modelo K 550X foi empregado para realizar a deposição do ouro, pela técnica de 

sputtering, no material sintetizado. As análises foram feitas no Laboratório de 

Tecnologia de Novos Materiais (Tecnomat), no Departamento de Engenharia de 

Materiais/CT da UFPB. 

A partir da micrografia feita no MEV, as partículas se encontravam 

ligeiramente agregadas, devido à força de interação entre elas, ou seja, as partículas 

tem um elevado momento magnético, constatando uma característica  

superparamagnéticas (Alves, 2012) e (Deng et al., 2003). Na figura 3.1., temos a 

micrografia eletrônica do núcleo sem o recobrimento. 

 

 

Figura 3.1 Micrografia obtida pelo MEV mostrando a morfologia das nanopartículas magnéticas 
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Na figura 3.2 encontra-se a microscopia eletrônica das nanopartículas, após a etapa 

do recobrimento com a alumina 

 

Figura 3.2 Micrografia obtida por morfologia MEV mostrando a morfologia das nanopartículas de 

Fe3O4@Al2O3. 

Através da análise da morfologia superficial das  nanopartículas recobertas 

com alumina, ver que o núcleo magnético recoberto não prejudica as características 

morfológicas após seu revestimento, indicando assim a semelhança nos resultados 

obtidos (Tekiye; Aghajani; Sharif, 2017) e (Barreto, 2016). 

 

3.1.2 Caracterização cristalográfica das NPMs 

 

A partir do resultado do difratograma da Figura 3.3, podemos observar a 

presença de picos característicos da magnetita no intervalo de 20° a 70°, onde os 

valores estão concisos com a identificação (2θ) da ficha cristalográfica de referência 

JCPDS 19-0629. Podendo assim dizer que a fase predominante corresponde à 

estrutura cristalina cúbica do tipo espinélio inversa característica de magnetitas, que 

apresenta os planos cristalográficos (220), (311), (400), (422), (511), (440), bem 

definidos (Souza, 2011) e (Yu; Kwak, 2010). 
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Figura 3.3 Difratograma típico da NPM sintetizada 

  

A Tabela 3.1 apresenta os ângulos de Bragg para o plano cristalino 

identificando NPMs. 

 

Tabela 3.1 -  Ângulos de Bragg para o plano cristalino 

 
 

Plano de reflexão 
 

 
2θ (graus) 

Ficha catalográfica 
JCPDS 19-0629 

 
2θ (graus) 

Experimental 
Fe3O4 

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 sistemático nos 

valores de 2θ (graus) com relação aos valores de referência, provavelmente a um 

pequeno desalinhamento no sistema de medida, mas que não afeta a conclusão e 

resultados de maneira significativa. Onde os resultados obtidos para síntese das  

NPMs por coprecipitação foram satisfatórios, pois os picos característicos do 

material obtido encontram se próximos aos valores de referência da ficha 

cristalográfica do JCPDS 19-0629. Vale ressaltar que não houve formação de outros 

materiais que é bastante comum nesta reação (BRANCO, 2013), como  a hematita 

(Fe2O3) (em 2θ = 33,15°, JCPDS 86-0550) e magnetita (γ-Fe2O3), (em 2θ = 32,17°, 

JCPDS 04-0755), (YU; KWAK, 2010). 



48 
 

 

Analise semelhante foram feitas nas nanopartículas revestidas com alumina, 

onde no difratograma da Figura 3.4, podemos observar a presença da fase de 

magnetita e picos extras nas posições indicadas com os pontos em verde, indicando 

a presença da alumina, de acordo a referência da ficha cristalográfica JCPDS 29-

0063 

 

Figura 3.4 Difratograma típico de Fe3O4@Al2O3 

 

3.2 Síntese e caracterização dos PQC 

3.2.1 Síntese 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 ácido ascórbico 

(Cárnara et al., 1995 e Andrade, S.I.E, 2016).  

Na  Figura 3.5  mostra o espectro de emissão de fluorescência dos PQCs, 

onde eles são excitados em 370nm e são são emitidos em 390nm, e observa que 

apresenta uma alta  intensidade  de emissão de fluorescência na região de 480 nm. 
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Figura 3.5 Espectro de emissão de fluorescência dos PQCs do biopercursor de abacaxi 

 

3.2.2 Caracterização estrutural dos PQCs 

 

A  fluorescência dos PQCs  se da pela presença de armadilhas emissivas 

presentes na superfície da mesma (Ding et al., 2016), como abordado seção 2.3.3 . 

Assim, a presença desses grupos funcionais na superfície dos PQCs pode ser vista 

empregando a espectroscopia infravermelho com transformada de fourier (do inglês: 

fourier transform infrared, FTIR).  

Na Figura 3.6 o espectro FTIR dos PQCs que  foi obtido com temperatura de 

síntese de 160°C, indica a presença dos grupos funcionais como OH (390nm), NH 

(3300nm), CH (2930nm), C=C (1650nm), C-O-C (1080nm), em sua superfície. Onde 

a presença desses grupos funcionais resultam em uma série de armadilhas 

emissivas, as quais podem ser as responsáveis pela origem da fluorescência 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 síntese de 160°C.  

 
Esses grupos funcionais são 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 2θ = 

15-30, vimos que o PQC apresenta uma estrutura amorfa (Maria dos Asha Jhons,  
2016 ; Chan Jin Jeong, 2014).  

 

; 
 

Figura 3.7 Espectro DRX dos PQCs obtidos com temperatura de síntese de 160°C.  

 
 

3.3 Estudo de potenciais interferente 
 

Foi realizado um estudo com interferentes metálicos (Fe2+, Pb2+, Zn2+, Ni2+, 

BO33-) em diferentes níveis de concentração, que pudessem causar alguma 

alteração na emissão de fluorescência do sistema PQCs/Cu(II), como resultado de 
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interações destes interferentes com as nanopartículas, durante a extração 

magnética bem como na eluiçao com os pontos quânticos de carbono no pH em que 

foi desenvolvido o método proposto. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Tabela 3.2 . 

 

Tabela 3.2 Emissão de fluorescência dos PQCs (λex = 390 nm) na presenaça de diferentes íons 
metálicos 

Solução Média intesidade 
Cu 50 µg.L-1 344.8 

Cu 50 µg.L-1 + Mix 100 µg.L-1 335.9 
Cu 50 µg.L-1  + Mix 300 µg.L-1 331.5 
Cu 50 µg.L-1  + Mix 500 µg.L-1 253.6 

 
 

A avaliação destes resultados não mostram alteração significativa de ± 5% 

(Lima et al., 2015) no sinal de fluorescência devido à adição de contaminantes na 

amostra de vinho em diferentes concentraçãoes. Pode-se observar que o método foi 

seletivo até  concentrações menores que 500 ppb. 

 

3.4 Curva analítica 

3.4.1 Construção e validação da curva analítica  

           

       A curva analítica foi construída assumindo-se uma relação linear entre a 

resposta analítica e a concentração do analito, variando de 20, 40, 60, 80 e 100 

mg/L, onde as soluções Cu2+ foram preparadas pela diluição da solução estoque 

com água deionizada, após os testes verificou-se que 200 µl de PQC, mais 300 µl de 

tampão acetato sódio de pH 4,0 e adicionando 1,5 ml solução padrão  de cobre, 

mostrou uma curva satisfatória, para assim calcular a concentração de cobre em 

amostras de vinho tinto. Na figura 3.8 mostra a curva analitica e o espectro de 

fluorescência que foi excitado em 370nm e são emitidos em 390nm. 
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Figura 3.8 Curva analítica para a determinação de íons de Cu 2+  

 

A curva analítica, foi construída a partir das  faixas de concentrações 20 à 100 

mg.L-1 de cobre(II). Para validar o modelo de calibração aplicou-se ANOVA, para o 

estudo proposto, onde os resultados são mostrados Tabela 3.3 .  

 

Tabela 3.3 Análise de variância (ANOVA) para o modelo linear 

Variações SQ GL MQ 

Regressão (R) 548,53 1 548,53 

Resíduo (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 o modelo sugerido não apresenta falta de ajuste, compara-

se o valor da relação MQfaj/MQep com o valor  tabelado de F3,10 (ponto de 

distribuição F para 3 e 10 graus de liberdade ao nível de confiança de 95%) que é 

igual a 3,71. Como o valor obtido pela razão (MQfaj/MQep = 0,0149) é menor que o 

valor tabelado, então não existe evidencia de falta de ajuste. Para avaliar a 

significância estatística da regressão, compara-se o valor da razão MQR/MQr, cujo 

valor obtido é 1.968,83 com o valor de distribuição F1,13 (igual a 4,67). Concluindo 

que a regressão é expressivamente significativa.  

Após a curva analítica ser validada, foram estimados para o método proposto 

os valores do limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ). Os valores 

estimados para esses parâmetros de desempenho são: 

 

LOD = 8,20 µg.L-1 

LOQ = 27,34 µg.L-1 

y = 0.2569x + 345.05
R² = 0.9953
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Os valores de LOD e LOQ, estimados para o método proposto, são satisfatórios. 

 

O Gráfico de resíduos do modelo validado é exibido na figura 3.9 . 

 

 

Figura 3.9 Gráfico dos resíduos deixados pelo modelo do método proposto. 

 

Esta figura exibe variações aleatórias nas medidas, o que mostra que não 

existem erros sistemático para a construção do modelo. Porém, deve-se notar que 

não são dados heterocedásticos, ou seja, não possuem variâncias constante. Isto foi 

um resultado esperado pois estamos tratando de um processo de transferência de 

uma espécie entre dois tipos de nanopartículas, que irá sofre dois tipos diferentes de 

interações durante as transições, ou seja, a dessorção do material magnético e a 

interação com o ponto quântico e posterior medida de fluorescência. 

 

 

3.5 Análise das amostras de vinho 

 

Após os estudos realizados e a construçao da curva analítica, o desempenho 

do método proposto foi avaliado para determinação de cobre em seis amostras de 

vinhos tinto, e as  mesmas foram comparadas pelo método de referência, que é a 

absorção atômica em forno de grafite (Maurizio Aceto et al, 2002), os resultados 

estão na tabela 3.4 . 
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Tabela 3.4  Determinação de cobre em vinhos tinto comparado com o método de referência 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

n=3,quantidade de repetições 

 

A partir dos resultados da Tabela 4.4 observa-se uma concordância entre os 

valores do método proposto e o de referência. Para validar esta inferência, foi 

realizado o teste t emparelhado, verificando-se que não existe diferença significativa 

entre os resultados a um nível de 95% de confiança. (Neto; Scarminio; Bruns, 2010). 

O teste da hipótese nula deu um resultado de 1,47, ou seja, abaixo do valor crítico  

que é 2,57. Esse resultado mostra que podemos considerar que não há diferenças 

significativas entre o método proposto e o de referência. 

 

 

 

 

 

Amostras 
Concentração (mg.L1) Metódo 

proposto 

 

Concentração (mg.L-1) 

Método referência 

Branco ---------- ---------- 

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 
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4.1  Conclusão 
 

Neste trabalho foi desenvolvido um método de preparo de amostra para 

extração  e quantificação de Cu2+ em amostas de vinho.  Onde foi utilizado a  

extração em fase sólida magnética com nanopartículas sintéticas de Fe3O4, 

revestidas com alumina e funcionalizadas com dodecil sulfato de sódio (SDS) e 1-(2-

piridilazo)-2-naftol (PAN). Essas nanopartículas foram caracterizadas por meio da 

análise de difratometria de raios-X  e  pela técnica de microscopia eletrônica de 

varredura, mostrando um resultado satisfatório. 

A segunda parte do trabalho foi utilizar outro namomaterial, no caso o PQC, 

para quantificar o cobre II na matriz vinho, tal material possui caracteristica 

fluorescente.  Foi utilizado uma estratégia simples, econômica e ambientalmente 

amigável para a síntese dos PQCs a partir do tratamento hidrotérmico do suco de 

abacaxi, que é um bioprecursor abudante na região. Os pontos quânticos de 

carbono (PQCs) foram caracterizados  por técnicas  DR-X  e FT-IR. 

Devido os vinhos analisados  ter uma faixa de pH   3,8  à  4,0 não foi preciso 

fazer correção de pH, pois a  complexação do cobre  com a NPMs funcionalizada 

ocorre em pH  quatro (SOUZA et al., 2016), após a extração com NPMs  a eluição foi 

feita com os PQCs, e realizado a medida no fluorimetro.    

O desempenho do método desenvolvido foi avaliado por meio da 

determinação de cobre (II) em seis amostras de vinhos tintos. Onde, os resultados 

das análises foram estatisticamente similares ao  método de referência. As seis  

amostras apresentaram valores de concentração  dentro do limite da legislação que 

é de 1 mg L-1.     

Diante a problemática vimos que o método do preparo de amostra proposto é 

eficiente, reduzindo assim o uso de reagentes químicos e otimizando o tempo do 

preparo. As concentrações das amostras pelo método proposto e o de referência 

aprenstam valores similares, onde no teste t emparelhado mostra que não existe 

diferença significativa entre os resultados a um nível de 95% de confiança . 

 

. 
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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 

combustíveis para a determinação de outros íons legislados como Pb2+, Ni2+, Cd2+, 

utilizando outros tipos de nanopartículas magnéticas e pontos quânticos de carbono. 
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