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Resumo

Titulo: Pontos quanticos de carbono de Pilosocereus gounellei para
determinacdo de taninos em chéas empregando um analisador flow-batch com

deteccao fluorimética

O presente trabalho apresenta um novo método automéatico em fluxo-batelada
para determinacéo fluorimétrica de taninos em chas empregando pontos quanticos
de carbono (PQCs). Os PQCs foram sintetizados utilizando uma estratégia simples e
facil pelo método de carbonizacdo hidrotérmica a baixa temperatura e foi empregado
0 xiquexique (Pilosocereus gounellei) e a etanolamina como precursor e
funcionalizante, respectivamente. As propriedades estruturais e 6pticas dos PQCs
foram investigadas pelas técnicas de difracdo de raio X, UV-Vis, FTIR e
espectroscopia de fluorescéncia molecular. Os PQCs sintetizados obtiveram um bom
rendimento quantico de 13,58% e excelente solubilidade em agua. Foi verificado que
a fluorescéncia dos PQCs pode ser significativamente reduzida na presenca de
taninos em amostras de cha verde e preto, em tampao fosfato pH 8. O mecanismo
de extincdo da fluorescéncia pode ser atribuido as interacbes entre 0s grupos
presentes na superficie dos PQCs com os taninos. Para esta analise, foi utilizando o
sistema automatico flow-batch, com uma camara de mistura e reacédo, na qual era
feita a excitacdo, utiizado um LED-ultravioleta, Amax=376nm e a aquisicdo dos
espectros de fluorescéncia on-line através de um espectrofluorimetro portatil como
detector. Os resultados obtidos com o método proposto foram comparados com o de
referéncia para determinacdo de taninos, e os limites de deteccdo e o0s desvios
padrdo relativo foram estimados como sendo 0,102 mg Lt e < 2,91 % (n = 3),
respectivamente. A intensidade de fluorescéncia de taninos-PQCs apresentou uma
resposta linear com a concentracdo de tanino na faixa de 2,0 a 30 mg.L™com

r’=0,996, além de uma frequéncia analitica bastante satisfatéria (18,9 h™).

Palavras chaves: Pontos quanticos de carbono, xiquexique; taninos, flow-batch.



Abstract

Title: Application of Pilosocereus gounellei carbon dots in the determination of

tannins in teas employing a flow-batch analyzer with fluorimetric detection.

This work a novel new automatic flow-batch method for fluorimetric determination of
tannins in teas employing carbon dots (CDs). The CDs were synthesized using a
simple and easy strategy by low temperature carbonization method xiquexique
(Pilosocereus gounellei) and ethanolamine were employed as precursor and
functionalizer, respectively. The structural and optical properties of the CDs were
investigated by the X-ray diffraction, UV-Vis, FTIR, and molecular fluorescence
spectroscopy techniques. The synthesized CDs obtained a good quantum yield of
13.58% and excellent solubility in water. It was verified that the fluorescence of the
CDs can be significantly reduced in the presence of tannins in green tea and black
samples, in pH 8 phosphate plug. The fluorescence quenching mechanism can be
attributed to the interactions between the groups present on the surface of the CDs
with the tannins. For this analysis it was used the flow-batch system, with a mixing
and reaction chamber, in which the excitation was made, using an ultraviolet-LED,
Amax=376nm and the acquisition of fluorescence spectra on-line through a portable
spectrofluorimeter as detector. The results obtained with the proposed method were
compared with the reference method for tannin determination, and the detection
limits and relative model deviations were estimated as being 0,102 mg L™ e < 2.91%
(n = 3) , respectively. The fluorescence intensity of Tannins-CDs showed a linear
response with tannin concentration in the range of 2.0 to 30 mg.L™* with r* = 0.996,

and a very satisfactory analytical frequency (18.9 h ).

Key words: Carbon dots, Xiquexique; Tannins, Flow-batch.
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Capitulo 1-Introdugio

l.Introducéo

1.1 Caracterizagdo da Problematica

Os pontos quanticos de carbono (PQCs) descobertos em 2004, durante a
separacao e purificacdo de nanotubos de carbono de parede simples se apresentam
como uma alternativa promissora no desenvolvimento de métodos analiticos para
determinacdo dos mais diversos compostos (Liu et. al., 2014). Essas nanoparticulas
proporcionam baixa citoxicidade, excelente solubilidade em &gua, facil
funcionalizacdo organica, alta resisténcia a fotodegradacédo e biocompatibilidade (Xu
etal., 2004).

A estratégia de sintese consiste de um precursor e funcionalizante que
possibilitam o ajuste das propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas
resultantes, tais como o tamanho, a cristalinidade, o teor de oxigénio, caracteristicas
de fluorescéncia, estabilidade coloidal e a compatibilidade com um solvente em
particular, polar e apolar (Hola et al., 2014). Dessa forma, varios estudos tém sido
focados na utilizacdo do tratamento de carbonizacdo hidrotérmica para preparacéo
de PQCs a partir de bioprecursores, devido sua simplicidade, versatilidade e baixo
custo (Barati etal., 2015) .

Assim, torna-se viavel o emprego dos bioprecursores xigquexique, palma e
mandacaru Vvisto que essas cactaceas possuem disponibilidade e facil acesso no
sertdo nordestino além de ter caracteristicas fisico-quimicas concordantes com a de
bioprecursores ja utilizados para sinteses de PQCs. Os PQCs tém aplicacdo vasta
em varias areas da ciéncia, dentre elas a quimica analitica, onde ja foram
empregados na determinacdo de metais e substancias presentes em diversas
matrizes de alimentos e pesticidas.

O taninos sdo compostos fendlicos cujo estrutura quimica apresenta hidroxilas
e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que o0s confere
propriedades antioxidantes. (Angelo, et al. 2007). Diante disso, a determinacédo de
taninos presentes em bebidas, como vinho, cerveja, café, chi preto e chd branco
torna-se exequivel (Hosu etal 2014; Ahmed et al, 2015)

Na determinacdo de taninos, o método comumente empregado é o

espectrofotométrico Folin-Ciolcateau atualmente aceito por 6rgdos internacionais

12



Capitulo 1-Introdugio

como a AOAC (do inglés :Association of Official Analytical Chemists) (Schofield et.
al, 2001). Recentemente, muitos métodos analiticos sdo empregados para a
determinacdo de polifendis totais, em vez da determinacdo especifica de cada
componente (Lorrain et al, 2015). Dentre os métodos estdo a cromatografia
(Carando et al 1999), espectrometria (Claderaforteza et al.,, 1999), métodos
eletroandliticos (Wan et al., 2007) e a luminescéncia (Chen et al., 2005) Assim,
muitos esforcos tém sido destinados no desenvolvimento de metodologias
especificas para a determinacdo de taninos em alimentos e bebidas (Ahmed et al.,
2015).

Nesse contexto, 0 uso do método fluorimétrico aliado ao sistema automatico
flow batch torna-se uma idéia viavel. O flow-batch (FB) apresenta alta velocidade
analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo custo de montagem e
facilidade de automatizacdo e dos analisadores em batelada, parametros de
desempenho como: altas precisdo e velocidade analitica, baixo custo por analise,
baixo consumo, manipulacdo e contaminagcdo de reagentes e amostras, assim como
geracgao de pouco residuo para o meio ambiente.

Com o sistema automatico flow-batch, diferentes processos analiticos podem
ser realizados sem alterar sua configuracdo fisica; basta apenas mudar os
parametros operacionais do software de controle, ou seja, o flow-batch é flexivel,
versatil, robusto e tem carater multitarefa. Além disso, como ndo usa fluido
carregador, ndo ha perda de sensibilidade analitica (Andrade, 2016).

Diante disso, com o0 emprego dos pontos quanticos de carbono como reagente
fluorescente, que pode proporcionar métodos analiticos sensiveis e seletivos, o
presente trabalho busca explorar as vantagens inerentes a estas nanoparticulas.
Nesta pesquisa, 0s pontos quanticos de carbono foram obtidos por meio da sintese
hidrotérmica do suco de xiquexique e utilizados para o desenvolvimento de um novo
método fluorescente automatico para a determinacdo de taninos em chas verde e
preto. Neste intuito, foram utilizadas a flexibilidade e versatilidade do sistema flow-
batch para a realizacdo on-line da diluicdo do padréo e das amostras, empregando
um LED ultravioleta como fonte de excitacdo e um espectrofluorimetro portatil como

detector.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Desenvolver um método analitico automatico em flow-batch, empregando
pontos quanticos de carbono, obtidos a partir de bioprecursores do sertdo
nordestino (xiquexique, palma e mandacaru), para determinacédo de taninos

em chaés.

1.2.2 Especificos

Estudar os bioprecursores, xiquexique, palma e mandacaru e funcionalizantes
para a obtencdo dos pontos quanticos de carbono (PQCs);

Sintetizar os PQCs empregando rotas de sintese hidrotérmica;

Caracterizar os PQCs quanto as suas propriedades opticas e estruturais;
Analisar os PQCs sintetizados quanto a sua seletividade e sensibilidade para
determinacéo de taninos;

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

Implementar um programa de gerenciamento do sistema automatico para
controle e aquisicdo dos espectros de fluorescéncia,

Determinar taninos em amostras de cha verde e preto por meio do sistema
desenvolvido com detecc¢dao fluorimétrica

Avaliar o desempenho analitico do método proposto frente ao método de

referéncia.
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2 Fundamentacao Tedrica

2.1 Pontos quanticos de carbono

A nanociéncia estuda a relacdo entre as propriedades fisico-quimicas de um
nanomaterial e suas dimensdes. A nanotecnologia € uma ciéncia que tem sua
aplicabilidade voltada a forma, caracterizacdo e uso de materiais, dispositivos e
sistemas cuja estrutura e tamanho sdo mantidos em escala nanométrica. (Balzany,
2005, Sanchez et al. 2010).

Os nanomaterias de carbono sdo materiais que possuem como caracteristica o
tamanho que vdo desde 1 a 100 nm pelo menos em uma dimensdo. Esses
nanomateiras de carbono apresentam como principais vantagens a alta relacéo
superficie/volume, permitindo que tenham propriedades térmicas, mecanicas,
eletrdnicas e bioldgicas Unicas que nao sdo encontrados em materias convencionais
(Scida etal., 2011).

As nanoparticulas a base de carbono, tais como: nanodiamantes, fulerenoC60,
grafeno, nanotubos de carbono e pontos quéanticos de carbono (PQCs) tém sido
amplamente utilizadas em aplicacdes em varios campos (Zhang et. al, 2013, Xu et.
al, 2013). Alguns exemplos dos nanomateriais de carbono estdo representados na
Figura 2.1

Figura 2.1 - Nanomateriais de carbono: (a) grafeno, (b) nanodiamantes, (c) fulereno C60, (d)
nanotubos de carbono de parede Unica e (e) pontos quanticos de carbono (adaptado de Dai et al.,
2012; Zhang et. al, 2013).

A descoberta acidental dos pontos quanticos de carbono (PQCs) ocorreu em

2004 durante a separacgao e purificacdo de nanotubos de carbono de parede simples
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(NCPS) por eletroforese em gel. A suspensédo resultou em um material altamente
fluorescente. Esses materiais emitiram fluorescencia nas cores verde-azul, amarelo
e laranja. (Xu et al, 2004).

Sabe-se que os PQCs sao nanoparticulas esféricas e apresentam tamanhos
inferiores a 10 nm, podendo ser sintetizados por diferentes métodos fisicos ou
quimicos e, dependendo das condicBes de produgdo, apresentam-se em forma
cristalina ou amorfa (Gao et. al, 2016). Contudo, detalhes sobre o mecanismo de
formacado, estrutura e origem da fluorescéncia ainda estdo sendo esclarecidos
(Wang & Hu, 2014). Essas nanoparticulas apresentam baixa toxicidade, excelente
solubilidade em agua, facil funcionalizacdo organica, alta resisténcia a
fotodegradacéo e boa biocompatibilidade (Andrade, 2016).

Quanto a sua estrutura, assim como outros nanomateirais de carbono os PQCs
possuem um nucleo funcionalizado, apresentando uma variedade de grupos polares
como hidroxila, carbonila e alquila. Tais grupos funcionais permitem que os PQCs
interajam com moléculas organicas através de forcas ndo covalentes, como ligacao
de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas van der Waals e interagdes hidrofébicas.
Essas interacfes e suas lacunas ou camadas nas estruturas nanométricas tornam-
os candidatos para serem utilizados também como adsorventes. (Zhang et al., 2015,
Hyung et al., 2007, Andrade, 2016).

Em todos os casos, a estrutura basica dos PQCs é composta de uma camada
de atomos de carbono ligados a sp?, onde cada atomo é conectado a outros trés
atomos de carbono no plano x-y e por uma nuvem eletrdnica, fracamente
deslocalizada, ao longo do eixo z. (Coville etal., 2011).

Os PQCs apresentam classificacdo dimensional 0D, ou seja, todas as
dimensdes (x,y e z) se encontram compreendidas em escala nanométrica. Por ser
um nanomaterial 0D os PQCs produzem excitacdo por radiacdo eletromagnética um
par elétron-buraco conhecido como éxciton (Tiwari et al., 2010)

Este éxciton sofre um forte confinamento quéantico nas trés dimensdes do
espaco, 0 que confere aos pontos quanticos algumas propriedades Opticas
interessantes, tais como a forte dependéncia de emissao fluorescente em funcao do

tamanho das particulas (Machado et al., 2015).

2.1.1 Propriedades 6pticas dos PQCs
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Os PQCs possuem a assinatura classica de confinamento quéantico o que
confere a sua absorcao Optica e a propriedade de fotoluminescéncia a dependéncia
em relacdo ao tamanho (Kang et. al, 2010). Os pontos quanticos de carbono
geralmente apresentam absor¢do Optica na regido do UV com uma cauda que se
estende até o visivel. As bandas de absorcao podem ser atribuidas as transi¢des -
" e n-r*, provenientes das ligagdes C=C e C=0 (Li et. al, 2012; Machado et. al,
2015).

A maioria dos PQCs, como aqueles preparados por ablacéo a laser, oxidacéo
eletroquimica, micro-ondas, ultra-som ou método hidrotérmico tém uma banda de
absorcdo em torno de 260 a 320 nm (Miao et. al, 2015). No entanto, a
funcionalizacdo da superficie dos PQCs pode deslocar a banda de absorcdo para
comprimentos de onda maiores, como ocorre, por exemplo, na funcionalizacdo da
superficie com 4,7,10,trioxa-1,13-tridecanediamina (350-550 nm) ou organossilano
(340-410 nm)(Andrade, 2016).

A propriedade de fluorescéncia ainda ndo possui uma origem completamente
estabelecida. Porém, estudos citam que a fluorescéncia dessas nanoparticulas pode
ser atribuida ao efeito de confinamento quantico e das diferentes armadilhas
emissivas na superficie das nanoparticulas (Baker & Baker, 2010; Li etal., 2012

Li e colaboradores (2010) relataram um procedimento simples para sintese
eletroquimica de PQCs a partir de fragmentos de grafite, com tamanhos variaveis
entre 1,2 a 3,8 nm. Esses autores afirmaram que a origem da emissdo de
fluorescéncia dos PQCs é proveniente do tamanho das particulas obtidas (Figura
2.2 (@),(b) e (c)). Sendo que a Figura 2 (c) mostra mostra a dependéncia da
diferenca HOMO-LUMO sobre o tamanho dos fragmentos de grafeno. A medida que
o tamanho do fragmento aumenta, o espaco diminui gradualmente, e a energia do

intervalo no espectro visivel. ).
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Figura 2.2.-Fotografia das solucdes de PQCs sob radiagdo (a) visivel (b) ultravioleta (365 nm). (c)
intervalo obtido a partir de fragmentos de grafeno com um diametro de 14-22 A, o que concorda bem

com a emisséo visivel dos PQCs com didmetros de menor que 3 nm. (adaptado de Li et. al, 2010).

Na Tabela 2.1 estdo descritas as caracteristicas exploradas da fluorescéncia

assim como suas aplicaces analiticas.

Tabela 2.1 - Descri¢do de caracteristicas basicas da fluorescéncia dos PQCs exploradas em
aplicagcBes analiticas(Adaptado de Andrade, 2016).

Supressao de fluorescéncia (fluorescéncia Determinacao de ions metélicos Be(ll), Hg(ll),

turn-off) Fe(lll), Cu(l), Pb(l), Mn(I1), Ag(l), Sn(ll)),
fluér, proteinas,CIO’,NO,, tartrazina, acido
tanico
Aumento de fluorescéncia (fluorescéncia turn Aplicagdes em bioimagens, e determinacao
on) de K(I), Pb(ll), Zn(I1), quercetina,
-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol

Recuperacao da fluorescéncia de complexo Determinacao de iodo, pirofosfato, fosfato,

Metal-PQcs (por exemplo Hg(ll), Fe(lll), acido ascorbico, acido fitico, cisteina, tiamina,
Cu(ll), Pb(11), Eu(ln) oxalato, diclorvés (insetcida).
Atuando como doador e receptor em Determinacao de Al(lll), Zn(Il), aménia,
processos de FRET (do inglés: fluorescence imatinib (farmaco).

resonance energy tranfer)

Os pesquisadores realizaram diversos célculos quanticos para interpretar a
afinidade entre fluorescéncia e o tamanho das particulas. Constata-se teoricamente,
que o intervalo entre o orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) e o
orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO) diminui gradualmente com
0 aumento do tamanho das nanoparticulas. Desse modo, os autores concluiram que
a forte emissao fluorescente dos PQCs pode ser atribuida ao tamanho quantico da

estrutura de grafite em vez da superficie das nanoparticulas.
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Outra hipétese relatada € a de que a fluorescéncia se origina das diferentes
armadilhas (sitios ativos) presentes na superficie dos PQCs. Tais armadilhas sao
formadas principalmente como resultado da oxidacdo da regido superficial do
nanocristal, servindo como centros de captura dos éxcitons, permitindo assim a sua
fluorescéncia caracteristica. Nesse aspecto, quanto maior o grau de oxidacdo na
regido superficial maior o nimero de regides ativas (armadilhas de superficie) (Bao
etal., 2015, Ding et al. 2016).

2.2 Tipos de sinteses dos PQCs

As sinteses dos PQCs englobam dois métodos principais (Figura 2.3): top-
down, abordagem em que estruturas maiores sdo reduzidas em tamanho para a
nanoescala, mantendo suas propriedades originais sem controle de nivel atbmico
como a miniaturizacdo no dominio da eletrdnica ou desconstruindo as estruturas
maiores em menores partes compostas e o0 método bottom-up, também chamado de

nanotecnologia molecular ou fabricacdo molecular (Sanchez et. al, 2010).

<> <>— Material corpulento
Top down | <>

Montagem dos atomos ou

- g @©© g - moléculas

Figura 2.3 - Diagrama esquematico da preparagao dos PQCs via abordagens “top-down” e “bottom-

up” (Adaptado de.Sanchez et. al 2010).
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As abordagens bottom-up permitem a preparagcdo de nanoestruturas com
menos defeitos e composi¢cdes quimicas mais homogéneas. No entanto, algumas
das condicbes necessarias para a sintese bottom-up trazem desvantagens, tais
como: tempo, consumo de energia, matérias-primas de custo elevao el/ou
instrumentos, dessa forma, dificultam a preparacdo de grandes quantidades de
PQCs com qualidade adequada. Essa situacdo € mais acentuada quando se
aplicam as abordagens top-down (Machado et. al, 2010).

Outra forma de classificacdo é a partir dos métodos, fisicos ou quimicos. Os
métodos fisicos incluem descarga de arco voltaico, ablacao a laser e tratamento com
plasma. Os métodos quimicos, no que lhe concernem abrangem sinteses como:
eletroquimica, combustdo, oxidacdo acida, hidrotérmica, pirdlise térmica, destruicdo
de fulerenos e nanotubos de carbono, dentre outros (Sanchez et al., 2010).

Na Tabela 2.2, sdo apresentadas de forma resumida suas vantagens e

desvantagens.

Tabela 2.2.- Caracteristicas dos diferentes métodos de sinteses de PQCs.

e Tamanho controlavel, e Poucos precursores
Oxidacéao e Etapa Unica. de baixa massa
eletroquimica? molecular
e Rapido e Baixo rendimento
Irradiacao a laser? e Superficie dos PQCs quéantico
ajustavel e Dificil controle do
tamanho
e Rapido e Baixo controle do
Tratamento e Ambiente amigavel tamanho
ultrassonico e Custo reduzido
e Instrumentagé&o e Baixo controle do
Oxidagao acida simples tamanho
e Varios precursores e Processos lentos
e Baixo custo e Baixo controle do
Tratamento e Ambiente amigéavel tamanho
hidrotérmico2 e N3o toxico

IMétodos fisicos; 2Métodos quimicos(adaptado de Andrade,2016)
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Uma abordagem simples para preparar pontos quanticos de carbono é
apresentada por Li e colaboradores (2010) com uma passivagdo rapida das
nanoparticulas de carbono em solvente (como etanol, acetona ou agua) a partir do
uso de um laser.

Wang et. al (2012) apresentaram uma estratégia rapida para sintetizar PQCs
de fontes de carbono acessiveis. Os PQCs tinham como bioprecursor ovos de
galinha, e a carbonizacéo foi realizada por meio da inducdo de pirdlise de plasma
onde a chama em baixa temperatura, mas com alta energia gera particulas
carregadas, elétrons e protons, e espécies neutras excitadas, ambas usadas para
fornecer um ambiente propicio para a formacao das nanoestruturas.

Ding e colaboradores (2016) produziram varios PQCs com emissao
fluorescente ajustavel, por meio do tratamento hidrotérmico dos precursores, ureia e
p-fenilenodiamina, na proporcdo 1:1. Os PQCs sintetizados apresentaram uma
estrutura de grafite em seu nucleo e uma distribuicdo de tamanhos homogénea.
ApOs a excitagdo monocromatica (365 nm), os PQCs apresentaram picos de
emissao fluorescente variando da regido do azul para o vermelho, entre 440 e 625
nm. Esse estudo relacionou o desvio dos picos de emissdo de FL para a regido do
vermelho com aumento do grau de oxidacdo das superficies dos PQCs. Desse
modo, a origem da fluorescéncia foi atribuida as armadilhas presentes na superficie
dos PQCs.

2.2.1 Sintese por tratamento hidrotérmico

Nos ultimos anos, o processo denominado carbonizacdo térmica vem gerando
grande interesse, visto que o tratamento térmico de uma solucdo ou disperséo
aguosa de um sacarideo como: glicose, sacarose e amido, é tratada termicamente a
uma temperatura moderada na faixa de 170-350 °C, sob pressédo. Desse processo,
obtém-se um sélido rico em carbono com substancias organicas sollveis em agua,
furfural, hidroximetilfurfural, &cidos e aldeidos (Sevilla et. al, 2009).

Vale ressaltar que as temperaturas normalmente empregadas sao inferiores a
190°C e podem evitar a producdo em larga escala de produtos secundarios comuns
de desidratacdo do acucar, por exemplo, dihidroxiacetona, &cidos levulinicos e

formicos no caso da hexose (Ryu et. al, 2010).
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O tratamento hidrotérmico surgiu para tentar suprir a grande necessidade de
desenvolver um método que apresentasse solucéo facil, de baixo custo, e com alto
rendimento para a preparacao de PQCs com forte emissdo de fluorescéncia (Dong
et. al, 2013). Essa técnica se torna apropriada por oferecer varias rotas de sintese
com diferentes precursores de carbono como carboidratos, moléculas organicas e
uma multiplicidade de bioprecursores. Além disso, uma variedade de nanomaterias
de carbono ja foram sintetizados e esses apresentavam tamanhos, formas e grupos
funcionais diversificados, dependendo do tipo de precursor (Andrade, 2016).

As sinteses dos PQCs via tratamento hidrotérmico podem ser realizadas com
inimeras estratégias diferentes, sendo que o0s métodos mais empregados
apresentam uma diferenca na etapa da funcionalizacdo da superficie dos PQCs, que
pode ser realizada no mesmo procedimento da carbonizacdo do precursor (etapa
anica), ou realizada apdés a producédo dos PQCs (duas ou mais etapas).

Liu et. al, (2014) sintetizaram os PQCs através de um método hidrotérmico com
folhas de bambu pulverizadas e, na sequéncia diluidas em agua ultrapura. A mistura
resultante foi entdo transferida para uma autoclave de teflon e aquecida a 200 °C por
um periodo de 6 h em um forno mufla. Em seguida, a funcionalizacéo foi feita com
polietilenimina ramificada (PEI). A PEI foi fisicamente adsorvida nos PQCs por forca
eletrostatica, apdés 2 h de incubacdo a temperatura ambiente resultando em PQCs
com polietilamina. Os PEI-PQCs obtidos sdo utilizados como fluorescéncia para a
quantificacdo de Cu?*.O processo esta esquematizado na Figura 2.5 .
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Figura 2.4 - Diagrama do processo de sintese e aplicacao dos PEI-PQCs (adaptado de Liu et. al,
2014).
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Campos et. al. (2017) sintetizaram PQCs pelo método hidrotérmico de etapa
anica, dissolvendo lactose (12 mg) em 200 pL de 4gua na presenca de vitamina B12
(10 mg) e acido fosforico (800 pL, 85%) em uma autoclave de aco inoxidavel com
teflon. A mistura foi aquecida a 150 ° C durante 2 horas. Esses PQCs foram
aplicados como sensores fluorescentes com base na transferéncia de energia de
ressonancia por fluorescéncia (do inglés: fluorescence resonance energy transfer,
FRET). Nesse procedimento ocorre uma transferéncia ndo radiativa da energia de

excitacdo de um doador para um receptor via interacao dipolo-dipolo.

2.2.2 Funcionalizagéo da superficie dos PQCs

Os PQCs nédo funcionalizados geralmente apresentam um baixo rendimento
quantico de fluorescéncia, levando a uma baixa sensibilidade para deteccdes
analiticas. Sendo assim, o desenvolvimento de PQCs funcionalizados com o alto
rendimento quantico tornou-se muito importante para determinacdes analiticas em
nivel traco (Ding et al, 2013, Dong et. al, 2012).

Dessa forma, a manipulacdo do tamanho do nudcleo, composicdo quimica e
estrutura dos PQCs controlam suas propriedades fotoluminescentes, ou seja, a
modificacdo com revestimento de outros materiais pode gerar PQCs que
apresentam biocompatibilidade controlavel e maior estabilidade quimica. Portanto, a
superficie dos PQCs depende dos grupos funcionais e/ou seus efeitos de
passivacao superficial (Ding et. al, 2013, Ahmed et. al, 2015).

A dopagem com heterodtomo, especialmente nitrogénio e fosforo, foi
investigada ativamente para melhorar o rendimento quantico dos PQCs. Os pontos
guanticos de carbono dopados com nitrogénio exibiram rendimentos quanticos muito
elevados (73%) com excitacdo e emissao independentes e o dopado com fosforo
apresentou fluorescéncia na cor azul com rendimento quantico de até 25%.(Ye et. al,
2016)

Jaiswal e colaboradores (2011) relatam um método realizado no forno micro-
ondas no qual um processo de etapa Unica, rapido e simples permitiu a sintese dos
PQCs usando polietilenoglicol (PEG) como agente precursor e passivador. Os PQCs

apresentaram um redimento quantico de 16%.
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Martins e colaboradores (2016) relatam a sintese hidrotérmica de um
fotocatalisador composto de dioxido de titanio (TiO2) e pontos quanticos de carbono
dopados com fosfato de aménio (N-PQCs@TiOy), utilizado como catalisador da foto-
oxidacdo de oxido nitrico (NO) sob luz ultra-violeta e visivel. Os (N-PQCs@TiO,)
apresentaram uma conversao de NO de 27,0% mais do que duas vezes maior do
gue o observado para TiO,P25 (10%) sob luz visivel e a seletividade do processo
aumentou de 37,4% para 49,3%.

Recentemente o uso do funcionalizante etanolamina vem se destacando
devido ao seu rendimento quantico.

Dong et. al (2014) sintetizaram N-PQCs aquecendo etanolamina durante 7
minutos, adicionando peroxido de hidrogénio (H2O») para auxiliar no processo de
pirdlise. Os N-PQCs obtidos possuem excitacdo azul brilhante, luminescéncia
dependente do pH e rendimento quantico 10,3%.

Krysmann et. al (2011) relatam uma sintese por meio de pirélise na
temperatura de 180° C com rendimento quantico de 50%. Foram utilizados &cido
citrico e etanolamina como precursor e funcionalzante, respectivamente produzindo,

um espectro de fluorescéncia com forte intensidade.

2.3 Bioprecursores

Recentemente, com a conscientizacdo da quimica verde que visa a
sustentabilidade, o uso de solventes ndo téxicos e econdmicos na preparacdo de
PQCs deve ser levado em consideracao no processo de sintese. Assim, a producdo
de pontos quanticos de carbono usando recursos de biomassa renovaveis como o
carbono com baixo custo e métodos mais ecologicos € um conceito desafiador (De e
Karak, 2013). Nesse cenario, o desenvolvimento de estratégias simples e
econdbmicas para sintetizar PQCs a partir de bioprecursores (Figura 2.6) facilmente

disponiveis e sustentaveis, torna-se um conceito inovador no campo de pesquisa.
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Figura 2.5- Esquema da sintese dos PQCs com uso de bioprecursores (Adaptado de.Barati et al
2015).

O suco de banana, laranja e a grama, entre outros, vém sendo frequentemente
usados como bioprecursores na sintese de PQCs via carbonizacdo hidrotérmica,
devido ao seu baixo custo, facil disponibilidade e recurso quase ilimitado (Han et. al,
2014).

Xue et. al (2016) desenvolveram uma abordagem verde para a sintese de
PQCs usando cascas de amendoim como precursor de carbono. Os PQCs foram
preparados por meio de uma simples pirélise das cascas de amendoin a 250°C por 2
horas,. com um rendimento quantico (RQ) de cerca de 9,91%. Em relacdo ao RQ,
esse € mais alto do que a de PQCs relatados anteriormente. Foram preparados
usando outra biomassa, como o tabaco para cachimbo (3,2%) (Sha et. al, 2013),
café instantaneo (5,5%) (Jiang et. al, 2014), casca da melancia (7,1%) (Zhou et. al,
2012) ou a farinha de milho (7,7%) (Wei et. al, 2014).

Mehta et al (2015) relatam que os PQCs solaveis em agua foram sintetizados
pela carbonizacdo hidrotermal usando suco de macd como precursor sem
modificagdo quimica adicional. Os PQCs foram aplicados como sondas na detec¢éo
de imagem das bactérias (Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa) e
células fuangicas (Magnaporthe oryzae). Seu desempenho foi justificado pela
presenca dos grupos funcionais hidroxila, cetona, &cido carboxilico e amina em sua
superficie.

Pires et. al (2015) sintetizaram PQCs utilizando radiagdo micro-ondas em uma
técnica que envolve duas etapas. A primeira empregando goma de caju como
bioprecursor para formacao dos PQCs e 5-hidroximetil furfural. A segunda etapa
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envolveu a polimerizacdo do composto para dar origem a uma estrutura de poli-
furanico seguida por carbonizacdo Os PQCs gerados obtiveram 8,7% de rendimento

quantico.

Mehta et. al (2014) reportam o uso do suco de cana de acgUcar em etanol
anidrido como bioprecursor numa sintese de uma etapa pelo método hidrotérmico
com duracao de 180 minutos & 120°C . Os PQCs foram conjugados com células de
bactérias e leveduras com sucesso e mostraram diferentes cores de fluorescéncia
(azul, verde e vermelho) dependendo no comprimento de onda de excitacao.
Portanto, o presente método pode ser aplicado em bioimagem in vitro e in vivo em

biologia celular e outras aplicacdes sensiveis.

Diante dos trabalhos apresentados torna-se viavel o uso de bioprecursores,
visto que esses sdo recursos acessiveis e econdémicos. Além disso, 0 uso de
precursores naturais permitem que esses tenham uma aplicabilidade analitica e um

rendimento quantico satisfatorio.

2.3.1 Cactaceas nordestinas

O xiquexique (Pilosocereus gounellei), a palma (Opuntia ficus indica) e o
mandacaru (Cereus jamacaru) (Figura 2.6) sdo cactdceas nativas que se
desenvolvem muito bem nas &reas mais secas da regido semi-arida; cresce em
solos rasos, em cima de rochas e se multiplicam regularmente, cobrindo extensas
areas as cactaceas nativas ocorrem principalmente nos estados da regido Nordeste
do Brasil (Almeida et al., 2007).

O numero de espécies de cactaceas no nordeste brasileiro ndo € grande,
todavia, na paisagem da zona seca, que representa a maior parte da area total da
regido, algumas espécies sdo numerosas,chegando a ser dominantes (Silva et. al,
2005).
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L

Figura 2.6: Fotografia das cactaceas encontradas no sertao nordestino: (a) xiquexique (Pilosocereus

gounellei), (b) palma (Opuntia ficus indica) e o (c) mandacaru (Cereus jamacaru)

Tabela 2.3- Valores obtidos para a composicdo fisico-quimica das cactaceas xiquexique, palma e
mandacaru.

Xiquexique Palma Mandacaru
Acidez titulavel 2,50 0,25
Ph 5,6 6,0 4,4
Proteina 5,47 1,0
Caélcio (mg/mg) 8,0 70 9,0
Fibras 1,45 0,26
Pectina 1,13
AcUcares totais 3,82 13,45

2.4 Técnicas de caracterizacdo dos PQCs

A escolha adequada das técnicas de caracterizacdo deve ser realizada
levando-se em consideracdo a resolucao, o tipo de informacéo e, principalmente, a
complementaridade entre elas. A evolucdo das técnicas de caracterizacdo €
bastante significativa para a compreensdo dos nanomateriais, de forma que o seu
desenvolvimento estimulou significativamente os estudos da nanotecnologia
(Andrade, 2016).

A realizacdo da caracterizacdo opta por técnicas mais adequadas que visam
investigar e obter conhecimento sobre as propriedades épticas e estruturais das
nanoparticulas de carbono. Dentre os métodos utilizados destacam-se a. difracdo de
raios X (DRX), espectroscopia infravermelho com transformada Fourier (do inglés
Fourier transform infrared, FTIR), espectrometria de absor¢do molecular e a

espectrometria de fluorescéncia molecular.
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O rendimento quantico fluorescente (RQ) € simplesmente a razdo entre o
numero de moléculas que fluorescem e o nimeros de fétons absorvidos.O calculo
relativo lineariza intensidades de fluorescéncia integradas do fluoroforo de interesse
com o de referéncia em relagcdo a sua absorvancia correspondente (Brower, A.M.,
2011).

2.5 Chas

A partir da Camellia sinensis pode-se produzir o cha verde, uma infusdo de
folhas (levemente fermentadas), que esta entre as mais consumidas do mundo.. E
uma das bebidas ndo alcodlicas mais populares, consumido por mais de dois tercos
da populacdo mundial, com uma estimativa de 18 a 20 bilhdes de xicaras
consumidas diariamente. Por exemplo, no Reino Unido estima-se o consumo médio
de 1 L / pessoa / dia por ser refrescante e possuir propriedades medicinais
estimulantes. E processado de diferentes maneiras em varias partes do mundo para
dar ch& verde, preto, oolong e pu-erh (Bansal et al, 2013, Cabrera et. al , 2003).

Em relacdo a sua composicdo quimica, o cha apresenta polifendis, alcal6ides
(cafeina, teofilina e teobromina), aminoacidos, carboidratos, proteinas, clorofila,
compostos volateis, flior, minerais, oligoelementos, entre outros compostos
indefinidos. Entre esses, o0 grupo de polifendis constitui maior parte dos
componentes da folha de cha e exibe potente atividade antioxidante in vitro e in vivo
(Cabrera et. al, 2003).

As atividades inibitérias antioxidantes e enzimaticas de compostos de
polifenois, como flavondides e acidos fendlicos, em plantas alimentares e medicinais
sdo amplamente investigadas ha muito tempo (Geng et. al, 2016)

A maioria dos efeitos benéficos do cha verde sdo atribuidos aos seus
flavonodides polifendlicos, conhecidos como catequinas que representam 30 a 45%
de extrato sdélido de cha verde e tém propriedades anti-cancer, anti-metastatico,
antiinflamatorio, fator letal anti-antraz e vasculo protetor (Clemente, 2009).

As catequinas de cha sdo um eliminador eficiente de radicais livres devido ao
seu potencial como agente oxidante. Um menor potencial de redugédo tem tendéncia

para perder elétrons ou hidrogénio. A taxa de reacdo com radicais livres e a
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estabilidade dos radicais antioxidantes resultantes contribuem para a reatividade do
antioxidante (Aroyeun, 2016).

Entre as catequinas presentes no chd, as mais conhecidas (figura 2.7)
incluem epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina-3- galato (ECG) e
o principal flavondide epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Colalto, 2010) Taninos séao
grandes moléculas de polifendis, e constituem a massa bruta dos compostos ativos
do cha verde, que juntamente com as catequinas compreendem cerca de 90% dos

compostos polifendlicos presentes nesta bebida (Lima, 2010).

OH

HO O R OH

OH
Epicatequina (EC): R; =R, =H
Epigalocatequina (EGC). R; = H;R, = OH

Epicatequina-3- galato (ECG). R, = Gally;IR, =H
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) ): R, = Galloyl; R, = OH

Fig. 2.7 -. Principais catequinas em folhas de cha (adapatado de Luczaj et al.2005).

2.6 Taninos

O acido tanico (AT) € um composto fendlico natural que pode ser encontrado
em frutas e bebidas, incluindo cerveja, café, cha preto e verde o que pode influenciar
fortemente no seu sabor e, portanto, € um parametro importante para avaliar e
controlar a qualidade desses produtos.Os taninos sdo adstringentes e tém a
capacidade natural de se complexar com varias macromoléculas, como proteinas,
amido e celulose além de minerais (Lima et. al, 2012; Ahmed et. al 2014).

Os taninos sdo comumente divididos em hidrolisaveis e condensados, em
fungdo da sua estrutura quimica. Os taninos hidrolisaveis séo polimeros de acido
galico (galotaninos) ou acido hexahidroxidifénico (elargitaninos). Sdo conhecidos por

sua capacidade de induzir efeitos benéficos sobre a saide humana através da
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manifestacdo de algumas atividades bioldgicas, incluindo antimutagénicas,

propriedades anticancerigenas e antioxidantes (Romani et. al, 2006).

2.6.1 Aplicacédo de PQCs na determinacéo de taninos

O meétodo espectrofotométrico Folin-Ciolcateau, aceito por 0rgaos
internacionais como a AOAC é comumente empregado para determinacdo de
taninos (Schofield et. al, 2001). Contudo novos métodos vém sendo desenvolvidos
tais como os cromatograficos (Mamella et. al, 2000) turbidimétricos (Lima et. al,
2012) eletroquimicos (Rahin et. al, 2008) quimioluminescentes (Xie et. al. 2003)
fluorescentes (Zu et. al, 2010) e por imagens digitais (Lima et. al, 2012).
Recentemente existem alguns métodos que empregam 0s pontos quanticos de
carbono para a determinacéo de taninos descritos a seguir.

Ahmed e colaboradores (2014) descrevem a sintese de PQCs por
carbonizacdo térmica do acido 6-bromohexilborbnico, precursor, e do agente
funcionalizante polietilenglicol a 180°C. Os PQCs mostraram um potencial analitico
para determinagdo de &cido tanico em vinhos brancos e tintos. O método apresentou
uma faixa linear de concentracéo de 0,dmg L™* &4 10 mg L™ com limite de deteccdo
de 0,018 mg L™.

Liu et. al (2017) sintetizaram PQCs dopados com nitrogénio, obtidos a partir
do &cido ascoérbico e amébnia, preparados através de um processo de ultra-som
Verificou-se que o0 KMnQOy/ Ce(IV) poderia oxidar diretamente os PQCs para produzir
emissdo de quimioluminiscéncia. Foi constituida uma faixa linear de concentragcédo
entre 0,07 uM a 7,0uM, com um limite de deteccdo de 0,026pM. O método foi
aplicado a determinacé&o de taninos na planta galo chinés (Rhus chinensis).

2.7 Sistemas automaticos flow-batch

Os métodos analiticos baseados na introducéo e processamento da amostra
em fluxo sdo designados de andlise em fluxo. Dentre os métodos usuais estdo os de
andlise por injecdo em fluxo (do inglés: flow injection analysis - FIA) (Ruzicka e
Hansen, 1975) analise em fluxo monosegmentado; (monosegmented flow analysis -

MSFA) (Pasquini, C., Oliveira, W. A., 1985) andlise por injecdo sequencial
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(sequential injection analysis - SIA) (Ruzicka e Marshall, 1990), analise em fluxo
multicomultado (multicommutation in flow analysis - MFA) (REIS et. al.,, 1994) e
andlise em fluxo-batelada (flow-batch analysis - FBA) (HONORATO et. al., 1999)

Os analisadores flow-batch, descritos na literatura caracterizam-se como um
hibrido dos sistemas automaticos em fluxo e em batelada, incorporando a maioria
das vantagens analiticas de ambos (Honorato et al.,1999). A Figura 2.8 representa
de forma esquematica um sistema de analise flow-batch (FB) os seus prinicpais
componentes.

O flow-batch tem como principal caracteristica a presenca da camara de
reacdo ou mistura (Figura 2.8a), um objeto cilindrico e oco, geralmente de teflon,
com volume interno de aproximadamente 2,00 mL. Nessa camara de mistura ocorre
a maior parte dos procedimentos analiticos, como adicdo, homogeneizacdo e
deteccao do analito (Honorato et. al, 1999).

Nesse sistema de andlise, a camara de mistura recebe o0s volumes

adequados de reagentes e amostra através do tempo de abertura das valvulas
solenoides (Figura 2.8b) e a sua mistura torna-se garantida pela utilizagdo de um
agitador magnético (Figura 2.8c). A propulsao dos fluidos é normalmente realizada
através de uma bomba peristaltica (Figura 2.8d). O controle das valvulas € obtido
por meio de um modulo de controle (Figura 2.8e). O sistema de deteccéo (Figura
2.8f) pode ou néo ser acoplado a camara de mistura, conforme a necessidade ou
configuragdo do sistema requerido. Nos sistemas flow-batch, todo o procedimento
de controle é realizado com auxilio de um computador (Figura 2.8g), que garante a

frequéncia analitica e a reprodutibilidade nas aplica¢cbes. (Lima, M. B., 2012).
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Figura 2.8 - Esquema simplificado de um sistema de analise em fluxo-batelada (flow-batch).
(a)cdmara de mistura, no detalhe uma barra magnética; (b) valvulas solendides; (c) agitador
magnético; (d) Bomba peristaltica; (e) acionador/controlador de valvulas; (f) exemplo de detector,
espectrofotdometro e (g) microcomputador, para administragdo geral do sistema. (aaptado de Lima, M.
B. 2012).

2.7.1 Sistema flow-batch aplicado a determinacao de taninos

Quanto & aplicacdo do sistema FB em taninos apenas um trabalho do nosso
grupo de pesquisa, até o momento, reporta 0os seguintes procedimentos analiticos.

Lima e colaboradores (2012) propuseram um analisador micro flow-batch
(uFBA) com volume de 200 pL para a determinacdo turbidimétrica e fotométrica de
taninos totais em amostras de ch& verde e preto. O método turbidimetrico proposto
baseou-se na reacdo de precipitacdo de Cu(ll) com taninos em meio de acetato a
um pH de 4,5. O método fotométrico baseou-se na reacdo de complexacdo de
taninos com tartarato ferroso. Foi obtida uma faixa linear de concentracdo de 20 a
100 mg L™ e limite de deteccdo de 6,89 mg L™.O sistema micro flow-batch
empregou um LED verde, com maximo de emissdo em 560 nm, como fonte de
radiacdo e um fototansistor como detector.

Lima et. al (2013) apresentaram uma combinacdo de imagens digitais
tomadas com uma webcam em um analisador yFBA para determinar os taninos no
ch& verde, empregando o conhecido método do tartarato ferroso. As imagens foram

analisadas com base no modelo de cores RGB (vermelho-verde-azul). Todos os
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padrdes e solucdes foram preparadas on-line assim como 0s processos analiticos
foram concluidos simplesmente mudando a operacdo dos parametros no software
de controle. O software foi escrito pelos autores do trabalho, possilitando ao sistema

alcancar uma frequancia analitica de 190 analises por hora.
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3 Experimental
3.1 Sintese e caracterizagcdo dos pontos quéanticos de carbono

3.1.1Amostras

Para a avaliacdo do método proposto e de referéncia, seis amostras de chas
verde e preto, trés de cada tipo, de marcas e lotes distintos foram analisadas. As
amostras foram adquiridas no mercado local da cidade de Jo&do Pessoa, Paraiba,
Brasil, dentro do prazo de validade de cada produto.

Para o preparo das amostras de cha verde e preto, realizado em triplicata,
foram utilizada 2g de cada amostra e adicionados 50mL de &gua ultra pura
previamente aquecida até 90°C e deixar a infusdo ocorrer por 10 min sobre controle
de temperatura realizado por auxilio de um termémetro. A mistura foi filtrada com
papel qualitativo, lavando-se os residuos e na sequéncia completando o volume do
baldo de 100,0 mL com &gua ultrapura. Por conseguinte, as amostras foram
transferidas para um recipiente ambar, rotuladas e guardadas a temperatura de 4°C
para analises futuras.

As amostras de cha foram diluidas para as analises em fluxo batelada e de
referéncia.Visto que a quantidade de taninos hidrossollveis presentes nas amostras
era alta. Sendo assim, uma aliquota de 5 mL da amostra de cha foi retirada e

transferida para um baldo volumétrico de 50 mL completado com agua ultrapura.

3.1.2 Reagentes e solucdes

Todas as solugcdes preparadas para as analises fizeram uso de agua
destilada seguidamente ultrapura, com condutividade = 18,2 MQ cm™ (Milli-Q
Millipore Corporation).. Todos os reagentes usados foram de grau analitico

Os padrdes de acidos tanicos, foram preparados a partir da diluicdo
apropriada da solucdo estoque. Tal solucdo estoque foi produzida com 0,0100g de
acido tanico, adquirido da Labsynth, diluidos para 100,0 mL em um baldo

volumeétrico com uso de agua ultrapura.
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A solucdo tampao de fosfato de sodio com pH 8,00, foi preparada pela
mistura na proporcdo de 50,0 mL da solucdo de 0,10 mol L de fosfato de sédio
heptahidratado (KH,PO,4) (Labsynth)) com 29,63 mL de 0,10 mol L™ hidroxido de
sédio anidro (NaOH) (Labsynth).

A solucéo de tartarato ferroso foi preparada a partir de 1,0000 g de sulfato de
ferro heptahidratado (FeSO, .7H,O) (Dinamica) e 5,0000 g de tartarato de sodio
(Na2C4H406) (Seelze) aferidas para um baldo volumétrico de 1 L. Ja o tampao
fosfato foi preprado dissolvendo 13,619 de fosfato de potassio KH,PO4 (Labsynth) e
4 g de hidroxido de s6dio NaOH (Labsynth).em agua e diluidos em balées de 1 L. Na
sequéncia 1 L de KH;PO,4 foi misturado a 500 mL de NaOH sobre agitacédo de uma

barra magnética ao mesmo tempo que o seu pH foi ajustado para 6,9.

3.1.3 Equipamento e material

Para o preparo dos bioprecursores foi utiizado um miniprocessador modelo:
HC31X 220V 100W, CHN. A sintese dos PQCs foi realizada empregando um uma
autoclave construida em aco inoxidavel com um copo interno e tampa
confeccionados em teflon, possuindo um volume maximo de 100 mL. O aquecimento
foi realizado em um forno tipo mufla (EDG, modelo 7000). Para separar os PQCs do
material particulado foi utilizado uma centrifuga compacta HERMLE, modelo Z206A,
com velocidade maxima de rotacdo de 6000 rpm. Para a secagem dos PQCs, foi
empregado uma estufa modelo: Sterilifer ajustada a temperatura de 80°C.

Com o intuito de investigar os possiveis grupos funcionais presentes nas
nanoparticulas de carbono, foram registrados espectros de FTIR empregando um
espectrofotbmetro Shimadzu, modelo IR Prestige-21. Para conhecer a estrutura,
cristalizada ou amorfa, dos PQCs mediu-se os angulos e as intensidades da difracao
das nanoparticulas pelo movimento do detector em diferentes angulos por meio da
Difracdo de raio X (DRX) em equipamento Shimadzu, modelo DRX 6000. Tais
equipamentos estavam disponiveis no Laboratorio de Combustiveis e Materiais
(LACOM)/DQ/UFPB.

A fim de investigar as propriedades oOpticas dos PQCs, foram registrados
espectros de fluorescéncia molecular empregando um espectrofotbmetro de
fluorescéncia Cary Eclipse Agilent, modelo G9800A, equipado com uma cubeta de

quartzo com dimensdes de 1 x 0,2 x 3,5cm e capacidade para 500 pL de volume,
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com fendas de emissdo e excitagdo na largura de 10nm de caminho 6éptico,
disponivel no LEQA/DQ/UFPB. Os espectros de absor¢cdo molecular foram
registrados empregado um espectrofotometro UV-Vis da Hewlett-Packard (HP),
modelo 8453, equipado com uma cubeta de quartzo com 10 mm de caminho éptico.

Foi empregado um espectrofluorimetro portatii da Ocean Optics, modelo
USB4000 para medidas dos espectros de fluorescéncia no sistema flow-batch
proposto. Como fonte de emissao de radiacéo, foi empregado um LED ultravioleta,
com emissao maxima em 365 nm.

Além disso, a balanca analitica empregada para todas as pesagens foi a
Shimadzu modelo Ay 220. Com a finalidade de medir o pH da solugcéo tampéo foi

utilizado um pHmetro da Metrohm, modelo 713.

3.2 Bioprecursores de carbono

Os PQCs foram sintetizados pelo método hidrotérmico a partir dos
bioprecursores nordestinos: a palma (Opuntia ficus indica), o mandacaru (Cereus

jamacaru) e o xiquexique (Pilosocereus gounellei).

3.2.1 Agentes funcionalizantes

A literatura reporta que o uso de funcionalizantes que contenham nitrogénio
em sua composi¢cdo quimica favorece a sintese de um PQC estavel e que apresente
eficiéncia em sua fluorescéncia, como também um rendimento quantico mais
satisfatorio (Xu et. al, 2013).

Dessa forma, foram utilizados trés agentes funcionalizantes, tampéo
amoniacal, etanolamina (Sigma) e polietilenoglicol (Sigma), com a finalidade de
encontrar o que obtivesse melhor resposta com o analito, atrelado a um rendimento
quantico de fluorescéncia.

O tampdo amoniacal foi preparado utilizando 12,82g de cloreto de amdnio
(NH4Cl) (Sigma) e 114mL de hidroxido de aménio (NaOH) (Labsynth) P.A sendo
adicionado agua até chegar a 200 mL. O pH foi ajustado 10,46 utilizando NaOH (0,1

mol. L).
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3.2.3 Procedimento de sintese, funcionalizacao e purificagcdo dos PQCs

Foram retirados os espinhos dos bioprecursores, em seguida pesadas 100g
de cada (palma, xiquexique e mandacaru) e a massa de cactacea foi
microprocessada utilizando 100 mL de agua ultrapura. Em seguida filtrada com
papel filtro qualitativo (JProlabQualy) e quantitativo (tarja azul, JP42 Quanty) para
entdo ser armazenado em frasco ambar e conservado a 4° C em refrigerador. Na
sequéncia, 40 mL do suco de palma, xiquexique e mandacaru, um por vez, foi
adicionado a 10mL de tampdo amoniaco e transferido para uma autoclave que
permaneceu em uma mufla durante 6 horas a 180°C.

Foram preparados mais dois novos PQCs com o uso do bioprecursor
xiquexique, um com 800 pL de polietilenoglicol e outro com 3 mL de etanolamina. A
cada funcionalizante foi acrescido 30 mL do suco de xiquexique, preparado de forma
semelhante a citada, completo com agua ultrapura até 40 mL. A mistura foi colocada

na autoclave e em seguida mantida na mufla por 8h a 200°C.

7

O procedimento de sintese é esquematizado conforme indicado na Figura
3.1.

Funcionalizante

6000 rpm 20 min

—

Dialise 72 h

Figura 3.1.- Esquema ilustrativo da sintese hidrotérmica dos PQCs a partir do suco das cactaceas
xiquexique,mandacaru e palma onde os PQCs estao sob a (1) luz visivel e (2) sob luz ultravioleta.

Em todas as sinteses, a solugdo obtida de cor castanha escura foi arrefecida
até a temperatura ambiente, posteriormente filtrada em papel quantitativo e
centrifugada por 20 min a 6000 rpm. Na sequéncia a solucao foi dialisada, utilizando
um kit de didlise (PURG10015, SIGMA) com tamanho dos poros de 1.000 Dalton,
em agua ultrapura sob agitacdo constante, durante o periodo de 72 horas, para

remocao do material ndo fluorescente. A agua ultrapura foi substituida regularmente.
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Em seguida, o liquido castanho purificado foi recolhido e armazenado em frasco

ambar a temperatura de 4° C para posterior utilizacdo nas andlises.

3.3 Rendimento Quantico

O procedimento do método consiste em registrar os espectros de fluorescéncia
e absorcdo dos PQCs e do padrao de referéncia, no mesmo comprimento de onda
que foi utilizado para fazer as excitacdes nas medidas de fluorescéncia. Em todos os
casos foi utilizado 320nm (Wang et al., 2015). O sulfato de quinina (Acros) em 0,1
mol L H,SO4 (¢ = 0,54) foi empregado como fluoréforo de referéncia. Foram
medidas no minimo quatro valores de absorbancias diferentes na faixa de 0,003 a
0,05, a fim de minimizar os efeitos de filtro internos. Como € uma relacao linear, foi
plotado um gréfico da area integrada de fluorescéncia versus absorbancia e com os
pontos obtidos foi feito um ajuste linear dos dados (Brower et al., 2011).

O rendimento quantico foi entdo calculado conformeequagéo 1:

¢ =¢; (Grad / Gradr) (n/ nr)? 1)

Onde Grad ¢é a inclinagdo da curva, n é o indice de refragdo do solvente (1,33

para a agua) e o subindice "r" refere-se a o sulfato de quinina (Tianet al., 2017).

3.4. Determinacao de taninos em chas

3.4.1. Método de referéncia

O método de tartarato ferroso ou método Japonés oficial foi realizado como
descrito por Iwasa e colaboradores (1962). As solucdes padrdo de 5 a 30mg L™ de
acido tanico foram preparadas adicionando-se volumes apropriados da solucdo
estoque de 100mg L* em um baldo de 100 mL completado o volume com agua.
Para a construcdo da curva analitica acrescentou-se 10 mL da solucdo de &cido
tanico 10 mL de solucdo de tartarato ferroso. Em seguida, 50 mL de tampéao fosfato
pH 6,9 foi adicionado agua até completar os 100 mL do baldo volumétrico. A solugéo

de &cido tanico foi substituida por Agua para composicéo do branco.
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3.5 Desenvolvimento do sistema flow-batch

O sistema flow-batch proposto € composto pelos seguintes equipamentos e
componentes: um camara de mistura ou reacional; um agitador magnético IKA Lab
disc; uma bomba peristaltica; tubos de bombeamento dos fluidos; cinco valvulas
solenoides de trés vias; acionador de valvulas; interface USB 6009 da
Nationallnstruments®; LED ultravioleta, com emissdo maxima em 370 nm;
dissipador, espectrofluorimetro USB 4000 da OceanOptics e um notebook.

Na Figura 3.2b é mostrada uma fotografia do analisador automatico flow-

batch montado, com descricdo de seus componentes especificados e comentados
na sequéncia.

Figura 3.2 - (a.) Fotografia do sistema automatico em fluxo-batelada utilizado e (b) Detalhes do
sistema vis(c) bomba peristéltica, (d) acionador e interface, (e) valvulas solenoides, e (f) notebook.

A camara de mistura (CM) fabricada em formato cilindrico com um volume
interno de 2 mL aproximadamente, utilizando como matéria - prima o

politetrafluoretileno comercialmente denominado Teflon®, contém quatro canais de
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entrada, um canal de saida trés janelas de quartzo. Dessas janelas de quartzo, duas
foram usadas no posicionamento do espectrofluorimetro portati e do LED
ultravioleta (posicionados em angulos de 90 graus), empregados, respectivamente,
para a deteccdo e excitagdo no decorrer da andlise. A parte interior da camara atua
como um reservatorio onde ha a adicdo dos reagentes e padrdo ou amostra, que
tem como intuito homogeneizar os fluidos e colaborar na dispersdo das
nanoparticulas, deteccdo e descarte da solucdo de interesse. Para promover a
mistura das solugBes foi alocada na CM uma barra magnética (5 mm) onde sua
rotacao foi realizada por meio de um agitador magnético, utilizando uma velocidade
de rotacdo alta, sem que houvesse influencia na repetibilidade e reprodutibilidade
dos resultados.

Foram empregadas uma bomba peristaltica Gilson®, (modelo miniplus 3)
equipada com 8 canais, atrelada a cinco valvulas solenoides three-way da Cole
Parmer® (modelo EW-01540-13) e tubos de bombeamento de Teflon® e Tygon®

No que se refere ao acionamento (abertura e fechamento) das valvulas
solenoides foi construido um acionador de valvulas. O acionador tem como base um
circuito integrado ULNZ2803, fabricado pela Toshiba, que € um arranjo de oito
transistores do tipo Darlington, adequados para tolerar alta tenséo e corrente. O uso
desse dispositivo torna possivel o controle independente ou simultaneo, de até 8
portas de saida.

Na Figura 3.3 € mostrado um diagrama esquematico do circuito eletrénico do
acionador assim como sua comunicacdo com as valvulas solenoides, e a interface
NI USB-6009, da National Instruments®.
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Figura 3.3 - Circuito eletrénico do acionador de véalvulas solenoides, agitador magnético e de
alimentagdo do LED-UV.

Como fonte de alimentacdo para as valvulas solenoides foi utilizada uma
tensdo de 12V e seu acionamento é realizado pelo circuito integradoULN2803,
guando recebe uma tensdo superior a 3,8V em uma de suas8 portas de entrada,
dessa forma uma corrente de 150 mA € gerada em cada porta de saida, onde as
valvulas estdo conectadas. As portas digitais da interface sao diretamente
conectadas as portas de entrada do ULN2803 presente no acionador de valvulas.

Na deteccdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um
instrumento espectrofluorimetro portatii da OceanOptics, modelo USB 4000. O
instrumento foi posicionado em frente a uma das janelas de quartzo da camara de
mistura, como mostra a Figura 3.5. Com o propdésito de impedir a influéncia da luz
do ambiente, a cAmara de mistura, o espectrofluorimetro portétil e o LED ultravioleta,

foram colocadas dentro de uma caixa de dimensdes 10 x 12 x 15 cm.
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Figura 3.4 - Detalhes do sistema de deteccdo do flow-batch, (1) espectrofluorimetro portatil, (2)
camara de mistura, (3) LED-UV e (4) agitador magnético.

Um LED ultravioleta de alta poténcia (modelo LTPL-C034UVH370) foi
empregado como fonte de excitagdo em 370 nm durante as medidas de
fluorescéncia. O LED foi posicionado em uma das janelas de quartzo da CM, de uma
maneira que pudesse obter um angulo de 90° com o instrumento de deteccdo da
fluorescéncia emitida. Devido a alta capacidade térmica do LED, foi empregado um
dissipador para garantir a integridade dos equipamentos que estavam dentro da
caixa. A Figura 3.6 mostra o espectro de emissdo do LED, registrado com o

espectrofluorimetro portatil.
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Figura 3.5 - Espectro de emissao do LED ultravioleta utilizado para montagem do fluorimetro com

emissdo maxima de 370nm

3.5.1. Desenvolvimento do software de controle

A interface dos programas para o controle e gerenciamento automatico do

tempo das valvulas e para aquisicao dos espectros de fluorescéncia sdo mostradas

na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - (a) Interface de controle do FBA e (b) interface do programa SpectraSuite da Ocean
Optics utilizado para aquisicéo e captura do espectro.

O programa de gerenciamento do FBA (figura 3.6 (a) apresenta interface
grafica para administragdo do usuario, desenvolvida em ambiente de programacéo
LabVIEW 2013. A geréncia do software de controle é bastante compreensivel, e
encontra-se dividida conforme os procedimentos a ele atribuidos para adigéo,
limpeza da camara e descarte do produto.

O acionamento das valvulas é administrado de acordo com a necessidade da

andlise (branco, padrdes e amostras) e é dependente do tempo, que deve ser
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inserido em segundos pelo usuario. O sistema também permite o controle da etapa
de limpeza e descartes das solucdes.

O registro e armazemanento dos espectros de fluorescéncia séo realizados
utilizando o programa SpectraSuite da Ocean Optics, apresentado na figura 3.6 (b).

3.5.2 Precisdo das valvulas solenoides

O estudo da vazao, razdo entre a média do volume e tempo de acionamento
das valvulas solenoides faz-se necessario para descobrir tal relagdo. Sendo assim, a
vazao em cada linha de fluxo foi estudada com os tempos de 1 a 7 segundos
usando as rotagdes da bomba de 18, 30 e 48 rpm para cada Valvula, a vazao foi
determinada pelos volumes de agua destilada coletados e medidos em massa numa
balanca analitica.

O programa de gerenciamento desenvolvido em LabVIEW apresenta
umainterface (figura 3.7) que permite que este processo seja realizado com maior
destreza. Na interface do programa é possivel configurar o acionamento de cada

valvula e o tempo de abertura de forma independente.

Configuracdes  Calibracdo das Valvulas l

Tempo de acionamento (segundos):
\!élvula 1 (‘s) \{a’lvula 2 (f) \!a’lvula 3 (‘5]
e [ e [ e
(o) R () ()
\{a‘lvula 4 (f] V’a’lvula 5 (s\) \!élvula 6 ‘f)
e [ e [ e
1 () (o)

#  Iniciar

Acionador de Vilvulas

Bearie B8] ==
Peristaltica Balanca Analitica

Figura 3.7— Interface do programa para realizar o estudo de calibracdo das valvulas solenoides.
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3.6 Procedimento automatico

O preenchimento dos canais é previamente realizado antes de se iniciar
qualguer procedimento analitico. Dessa forma, as valvulas de V1 a V4 sao
acionadas, uma por vez, e as solucbes referentes sdo bombeadas em direcéo a
camara de mistura (CM), preenchendo todos os canais localizados entre as valvulas
e a camara. Na sequéncia o descarte é acionado por 20 s e a CM é esvaziada por
aspiracao.

O arranjo fisico do sistema flow-batch esteve inalterado durante todo o
processo analitico aplicado na determinacdo de taninos. A figura 3.8 mostra o

diagrama esquematico do sistema proposto.

[ BP / Vista frontal Vista superior
PQCs  — V1
| . {13}
BP —/
Tampdo — —* V2 =~ - ™
g (2} n "
\ ~« N t121 ~ ysBao0o
| BP BM 777! LD LV
Amostra/ — —* .
padrao

l\ Dissipador
AN BP

"s
.

|
Agua —

.
.

Vs ~—* —Descarte
Ar —/—

B~

Figura 3.8: — Diagrama esquematico do sistema automatico em fluxo-batelada proposto. BP: canais
da bomba peristaltica, V: valvulas solenoides, CM: camara de mistura, J: Janelas de quartzo; AM:

agitador magnético, BM: barra magnética.

Os PQCs, tampao, padrdo ou amostra e agua sao acrescentados por
acionamento das valvulas V1 a V4,nessa ordem, na camara de mistura. Em seguida,
sdo homogeneizados por 5 s, e € realizado o armazenamento do espectro de
fluorescéncia.Na sequéncia a valvula V5 é acionada por 5 s para descarte das
solucdes.

Para o procedimento de limpeza da camarade mistura a valvula (V4) é
acionada, adicionando a agua na camara de mistura. Por conseguinte, a valvula de
descarte (V5) é acionada retirando o fluido da CM. Tal procedimento de limpeza e
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descarte foi realizado trés vezes para uma limpeza apropriada da CM evitando
intercontaminag@o da amostra e efeito de memoria.

A tabela 3.1 apresenta, em resumo, as etapas do procedimento automatico
para andlise do padrdo/amostras com seu respectivo tempo de acionamento das
valvulas solenoides e volume das solucbes. As valvulas V1 (PQC) e V2 (tampéo)
permanecem com 0s seus tempos e volumes inalterados durante a construgdo da
curva analitica contudo as valvulas do padrao (V3) e agua (V4) sdo modificadas para

que a diluicdo on-line do padréo seja realizado.

Tabela 3.1 — Etapas do procedimento automatico para andlise do padrdo/amostras.

1 Adicéo do PQC 2,85 250

2 Adicao do tampéo 3,42 300

3 Adicdo do padrao/amostra O,91-13,6£9b/0,61C 72-1.080%/48¢c

4 Adicao de agua 2,02-13,99°/14,28° 170-
1.178°/1.202°

5 Homogeneizacéo 5 -

6 Aquisicéo e armazenamento dos espectros 5 -

7 Descarte 22,80 1.800

8* Adicdo de agua para limpeza 22,80 1.800

9° Descarte 22,80 1.800

* Procedimento realizado em triplicata.” adicdo de padr&o. © adicdo das amostras.

A solucdo do branco € preparada na CM com o acionamento das valvulas V1,
V2 e V4, nessa sequéncia sao adicionados 250 uL de PQC, 300 yL de tampéo e
1.250 L de agua. Apos a homogeneizagao o espectro de emissao de fluorescéncia

€ entdo capturado empregando o espectrofluorimetro portatil na detecgéo.

3.7 Avaliacdo do desempenho analitico

Quando se propde um novo meétodo analitico, € necessario considerar a
diferenca ente a execucdo de experimentos que determinam diversos parametros e
a validacdo. Essa tem como propdsito avaliar a relacdo entre os resultados
experimentais e os parametros estatisticos que o método deve satisfazer (Brito et. al
2003).
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3.7.1 Linearidade

Linearidade é a capacidade do método em originar resultados proporcionais a
concentracdo do analito de interesse, enquadrados em faixa analitica especificada.

A faixa de trabalho linear da curva de calibracdo deve, necessariamente,
contemplar a faixa de concentracdo esperada para a amostra de ensaio. Sempre
que possivel, o valor esperado para a amostra de ensaio deve se situar em torno do

centro da curva de calibracéao.

3.7.2 Sensibilidade

A sensibilidade é a habilidade do método em discriminar, com determinado
nivel de confianga, duas concentracdes préximas. Sendo assim, ela pode ser

expressa através da equacao a seguir:

§=-*
dC

Sendo d um infinitésimo da variacdo para o sinal analitico que corresponde a
x, € da concentragdo, nesse caso c.

De modo simplificado tem se que a sensibilidade é definida como a inclinagao
da curva analitica, ou seja, o coeficiente angular do grafico analitico. Método
escolhido nesse trabalho. Em métodos sensiveis, uma pequena alteracdo na
concentracdo do analito ocasiona grande variagdo no valor do sinal analitico medido.
Esse critério expressa a aptidao do processo analitico originar variacdo no valor da
propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno acréscimo na

concentracdo ou quantidade do analito. (Amarante Jr et. al, 2001).

3.7.3 Precisao

O processo analitico é considerado preciso quando os valores entre varias
medidas efetuadas na mesma amostra estdo proximos. A precisdo € a medida da
disperséo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma

amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢cdes definidas.
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As caracteristicas de desempenho para a precisdo incluem desvio padrédo
amostral, desvio padrdo-relativo, coeficiente de variagdo e variancia.Tais termos

estao definidos na tabela 3.2.

Tabela 3.2:Parametros de desempenho para a precisdo de métodos analiticos

Desvio-pardo amostral, s . _
p . 2N (g —%)2
B N -1
Desvio padréo relativo percentual (DPR%) DPR% = s % 100
X
Desvio padrdo da média, S S = S/\/N
Variancia s?

Onde x é a média de N medidas

3.7.4 Exatidao

A exatiddo é definida como a concordancia entre o valor estimado pelo
processo analitico e o valor fornecido por um método de referéncia, comumente de
maior precisdo, sendo parte crucial para o proposito da validagéo.

O experimento de recuperacao € o metodo mais utilizado para validacdo da
exatiddo dos resultados. A recuperacdo esta atrelada a exatiddo, pois determina a
veracidade ao refletir a quantidade de um determinado analito, recuperado no
processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra. Quando a
recuperacdo € obtida a partir de fortificacdo de matriz branca, o fator de recuperacao

é calculado através da equacao:

< €G- G
Recuperacdo = (C—> x 100%
3

Onde C;. concentracdo medida apo6s a fortificagdo da matriz branca; C; : a
concentragdo medida na matriz branca ndo fortificada e C; € a concetragdo do
analito puro adiocionado a matriz branca.

A exatiddo também pode ser estabelecida mediante a comparacao entre os
valores obtidos pelo método proposto com os valores obtidos para as mesmas

amostras com outro método validado ou método de referéncia.

3.7.5 Teste t pareado

51



Capitulo 3-Experimental

O teste t pareado tem sua implementacdo baseada no conceito de intervalo
de confianga, e estabelece o célculo da média das diferengas entre os valores de
concentracdo, obtidos por dois métodos distintos, para cada par de resultados.

Sendo A a diferenga média verdadeira entre os resultados dos dois métodos,

o intervalo de confianga para A é encontrado utiliizando a seguinte equacéo:

- Sq
A=d+t,-%
n

Onde: n € o numero de amostras, Sq € 0 desvio padrdo da média das
diferencas e t, € o ponto de distribuicdo t correspondente ao numero de graus de
liberdade (v) no nivel de confian¢a desejado (Neto etal., 2010).

O intervalo de confianca pode ser interpretado da seguinte maneira:

Para que ndo haja ha diferenca sistematica significativa entre os resultados
dos dois métodos o valor “zero” deve estar contido dentro do intervalo construido.
Diante disso, a hip6tese nula ndo pode ser rejeitada e a média das diferencas (d)
deve ser um ponto da distribuicdo t com A = 0. Caso contrario, existe uma diferenca
sistematica significativa entre os resultados dos métodos ao nivel adotado de

confianca estatistica.

3.7.6 Limite de detecc¢éao e limite de quantificagéo

O Limite de Deteccdo (LOD) é definido como a concentracdo do analito que
produz um sinal de trés vezes a razdo sinal/ruido do equipamento. Sendo assim, a
menor concentracdo da espécie de interesse que pode ser detectada pela técnica
instrumental, enquanto o Limitede de Quantificacdo (LOQ) do procedimento é
definido como o nivel mais baixo de concentragcdo no qual foi demonstrado que os
critéerios de veracidade e precisdo foram atendidos, desde que a relacao sina/ruido
seja superior a seis.

Os limites de deteccdo e quantificacdo podem ser, respectivamente,

expressos abaixo:

3 Xs
LOD = 3
_ 10 X s
LOQ 3

Onde s = desvio padrédo da resposta; S= o coeficiente angular do grafico de

calibracéo (sensibilidade do aparelho)
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3.7.7 Andlise de variancia

A qualidade do ajuste de um modelo é usualmente avaliado pelo método de
Andlise da Variancia, muitas vezes conhecida pelo acronimo ANOVA. E preciso
referir que a curva analitica apenas pode ser empregada para estimar a
concentragdo do analito se tiver a capacidade de descrever o comportamento dos

valores experimentais de modo satisfatério.
As equacdes referentes estédo dispostas na tabela 3.3 a sequir:

Tabela 3.3— Equagdes para andlise de variancia (ANOVA) (adaptado de Barros Neto et.al, 2001)

Regressdo mon p—1 MQ, = SQr
Q=) .5~ R=TT
i
Residuos mou n—p Mo, = SQ,
SQT:ZZ()/U 5]\1) " n-p
i
Falta de ajuste m i m-— p SQfq)
SQ (3, — 7 MOp =0~
faj Vi Yi m p
i
Erro puro LU 5 n—m M, = SQep
SQe =ZZ(3’U )71) ? n-m
i
Total m n—1

ser=2 > 0y -9’
j

i

Num modelo bem ajustado os desvios dos valores previstos (¥;) pelo modelo
sdo semelhantes aos desvios dos valores observados (y;), ambos em relagdo a
média (¥), As somas de quadrados de desvios costumam ser chamadas de somas
quadraticas, ou, abreviadamente, SQ.

O teste de falta de ajuste confronta, para os varios niveis da variavel X, a
média quadratica da falta de ajuste (MQfaj) com a média quadratica devida ao erro
puro (MQep). Portanto, se a razdo (MQfaj)/(MQep) for menor que o valor do ponto
de distribuicdo F, relativos aos graus de liberdade de MQfaj e MQep e para um nivel
de 95% de confianca, temos um modelo sem falta de ajuste. Sendo assim, as duas
médias quadraticas refletirdo apenas os erros aleatérios associado aos dados.
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A comparacao da razao entre a média quadratica devido a regressao (MQreg)
e a meédia quadratica residual (MQr) com o valor do ponto da distribuicdo F
correspondente em geral (95%) . Quando a referida razao for maior que o valor de F,
conclui-se que a regressao é estatisticamente significativa.Do contrario, ndo se pode
admitir a existéncia de uma relacado funcional entre as variaveis que possa ser
descrita pelo modelo seja ele linear, quadratica, polinomial, etc.

Para que o modelo construido seja satisfatorio os residuos devem se distribuir
aleatoriamente em torno de zero, assim teremos apenas erros aleatdrios associados
aos dados experimentais. No grafico de residuos € possivel identificar o tipo de erro
experimental associado aos dados experimentais.

Ha casos que embora a distribuicdo continue aleatoria pode-se perceber
claramente que os residuos crescem com o valor da concentragdo indicando a
presenca de heterocedasticidade (Pimentel, 1997).

No entanto se os residuos apresentarem algum perfil ou estrutura teremos um
erro sistematico relacionado aos dados experimentais, na analise do grafico dos
residuos averiguamos o comportamento dos erros de previsdo do modelo (residuos)

em analogia aos dados experimentais
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Capitulo 4-Resultados e Discusséo

4.1 Sintese e caracterizacdo dos pontos quanticos de carbono

4.1.1 Otimizacéo da sintese dos PQCs

Na sintese dos PQCs por meio da sintese hidrotérmica foram escolhidos os
bioprecursores regionais mandacaru, palma e xiqguexique . Para isso, foi usado como
funcionalizante o hidroxido de aménio (AM-PQCs) empregando as mesmas
condicbes de temperatura e tempo, com o intuito de estabelecer o melhor
bioprecursor para a determinacdo do analito, visando também o rendimento
qguantico.

Uma vez que as propriedades fluorescentes séo afetadas pelas condi¢cdes do
meio, um estudo da influéncia do pH em meio acido, neutro e basico foi realizado
com os diferentes bioprecursores Sendo assim, foi realizado o teste de pH para
conhecer qual melhor se ajustava a supressdo de fluorescéncia com a adi¢cdo do
acido tanico (Figura 4.1).

S
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Figura 4.1 - Teste de pH realizado nas cactaceas (a) xiquexique,(b) palma e (c) mandacaru na faixa

de pH tampéo fosfato entre 4,5 e 8,0.
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Apartir do estudo da influéncia do pH do tampéo fosfato foram escolhidos o
pH 8 para construgcdo da curva analitica do xiquexique e da palma e o pH 6,9 para o
mandacaru.

Dessa forma, o xiquexique foi selecionado para a analise, visto que obteve
uma resposta satisfatéria na construgéo da curva analitica (Figura 4.2) com o acido

tanico em comparacao com 0s outros bioprecursores analisados.

0,025 Xiquexique- PQCs (@
0,03 Palma - PQCs (b)
e °
0,02 , 0,025
¢ 0,02
g 0,015 ° !
i o & 0015
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R?=0,995 R?=0,892
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0 05 1 15 2 25 0 05 1 15 2 25
Concentracao das solugoes de acido tanico (mg L) Concentracéo das solugdes de acido tanico (mg L)
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G003
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Concentragao das solugdes de acido tanico (mg L)

Figura 4.2 —.Relagdo (FO-F)/FO em fungcdo da concentracdo de taninos com o AM-PQCs para os
bioprecursores xiguexique, palma , em pH 8 e mandacaru em pH 6,9.

4.1.2 Influéncia do funcionalizante e determinagéo do rendimento quantico

Definido o bioprecursor, duas novas sinteses foram feitas com o intuito de
investigar o melhor rendimento quantico para os pontos quéanticos de carbono. Os
PQCs foram funcionalizados com polietilenoglicol (PEG-PQCs) e com etanolamina
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(ET-PQCs), empregando mesmo processo de sintese via tratamento hidrotérmico do
suco de xiquexiqgue sendo mantido constante o tempo de sintese em 8 horas e a
temperatura de 200 °C.

As sinteses de carbonizagdo geralmente produzem PQCs na coloracdo
amarelo castanho e quando expostas a radiacao ultravioleta, no comprimento de
onda de 380nm apresentam uma fluorescéncia azul relativamente forte (Lecroy et.
al, 2016). A Figura 4.3 apresenta 0os aspectos coloridos, onde pode-se perceber que
cada PQCs apresentam uma tonalidade diferente, refletindo entdo que o
funcionalizante atrelado ao bioprecursor ocasiona emissdes fluorescentes diferentes.
observar que os AM-PQCs, PEG-PQCs e ET-PQCs ap06s a sintese apresentam
coloracdo semelhante contudo pela sua intensidade de fluorescéncia foram diluidos

para ndo estourar o sinal do detector. (Figura 4.3b)

Figura 4.3 —. Imagens dos PQCs, sintetizados com diferentes funcionalizantes (hidroxido de aménio,
polietilenoglicol, etanolamina), sob 1 AM—PQCs, 2 PEG-PQCs e 3 ET-PQCs sob a (a) luz visivel e
sob a (b) ultravioleta.

A Figura 4.4 exibe os espectros de absorcdo molecular dos PQCs nos

diferentes funcionalizantes: AM—PQCs, PEG-PQCs e ET-PQCs. Pode-se observar
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que o AM-PQCs e o ET-PQCs apresentam espectros com perfis semelhantes. O
ET-PQCs exibiu um pico a 280 nm, que é atribuido a absorcdo tipica para a
transicdo n-r* de C=0 ou N=0 em regides hibridas sp® (Dong et al 2014). J4 0 AM-
PQCs apresentaram aparentemente o0 pico em aproximadamente 268nm que

corresponde as transi¢Oes 11 -T1* provenientes da ligagao N=0 (Zheng et. al, 2017).

1,8
' —PEG-PQCs
1,5 —ETI-PQCs
o AM-PQCs
© 1,2
«©
=
9 09
o
<
0,6
0,3
o
220 320 420 520

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.4 — Espectros de absorg&do molecular dos PQCs com diferentes funcionalizantes.

Para o espectro obtido para o PEG-PQCs, pode ser atribuido uma maior
absorbancia no comprimento de onda de 270 nm, representando uma transicdo
aromatica 1 - T* que € observado principalmente em grafeno de uma ou varias

camadas (Alas et. al, 2017). A Tabela 4.1 mostra as caracteristicas de absorcéo

resumidas.

Tabela 4.1 — Resumo das caracteristicas de absorcdo dos PQCs: ET-PQCs, AM-PQCs e PEG-
PQCs

PQCs Picos Atribuicdo da absorcéo
ET-PQCs 280 nm Transicdo n-m* de C=0 ou gl=0 em regides
hibridas sp
AM-PQCs 268nm Transi¢cbes 1 -r* provenientes da ligagédo
N=0
PEG-PQCs 270 nm Transicdo aromética 1 - Tr*
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A Figura 4.5 mostra os espectros de fluorescéncia do AM-PQCs e PEG-

PQCs, ambos obtidos com o comprimento de onda de excitacdo 350 nm. Todavia,
observa-se que a intensidade de FL do ET-PQCs excitado em 390nm apresenta

maior intensidade quando comparado aos outros PQCs.

1000 -
800 -
800
700 - =—AM-PQCs
600 - =—PEG-PQCs
500 ET-PQCs
400
300 -
200 -
100

O T I T I T

310 360 410 460 510 560
Comprimento de ocnda (nm)

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

Figura 4.5 —.Espectros de fluorescéncia dos AM—PQCs, PEG-PQCs e ET-PQCs.A=300, 350 e 370
nm

Em relagcdo ao rendimento quéantico utilizando o sulfato de quinina como
fluoroforo de referéncia, os PQCs obtiveram rendimentos quanticos de 3,41% (AM—
PQCs), 3,65% (PEG-PQCs) e 18,32% (ET-PQCs). Portanto os ET-PQCs foram
empregados na determinacdo de taninos por apresentarem um alto rendimento
quantico e mostrarem uma forte emissédo fluorecente, quando excitados com o

comprimento de onda maximo de 376 nm.

4.1.3 Caracterizacdo espectroscopica

Com intuito de analisar o comportamento de fluorescéncia dos PQCs, foi
realizado o estudo para encontrar o comprimento de onda de excitacdo que
permitisse obter uma maior intensidade de emissédo de fluorescéncia dos PQCs.
Nesse estudo, conforme apresentado na Figura 4.6 pode-se visualizar os espectros

de emisséo de fluorescéncia dos PQCs com diferentes comprimentos de onda de
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excitacdo (320 a 420nm). Os espectros de emissédo dos ET-PQCs apresentaram um
deslocamento da banda de fluorescéncia para a faixa de 400 nm a 480 nm, com 0
aumento do comprimento de onda de excitagcdo. Esse desvio € acompanhado por
uma diminuigdo significativa da intensidade de fluorescéncia, revelando que a
fluorescéncia dos PQCs é fortemente dependente do comprimento de onda de
excitagdo. A maxima intensidade de fluorescéncia dos ET-PQCs foi obtida em 450
nm quando excitados em 370 nm concordando com o comprimento de onda de

emissao maximo do LED ultravioleta, eleito como a fonte de excitacdo dos PQCs.

700 -
© —320 nm
= 600 |
~ =330 nm
i)
£ 500 340 nm
2
§ 400 | =350 nm
u_:f =360 nm
g 299 370 nm
(&)
= 200 380 nm
=
wH
= 400 nm
0 T T 1
410 nm
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.6 —Espectros de emissdo de fluorescéncia dos ET-PQCs nos comprimentos de onda de
excitagcéo de 320nm a 420 nm.

Os espectros de excitacdo e de emissao de fluorescéncia dos ET-PQCs séo
apresentados na Figura 4.7. E possivel notar que os ET-PQCs apresentaram um

pico de excitacdo bem definido em torno de 370 nm, e um pico de emissdo maxima

em 490 nm.
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Figura 4.7 —. Espectros de excitacdo e de emissdo dos ET-PQCs.

4.1.4 Caracterizagéao estrutural

A difragdo de raios X (DRX) fornece informacbes da fase de cristal da
nanoparticula. A espectroscopia no infravermelho com transformada Fourier (FT-IR)
€ empregada para examinar 0s grupos funcionais presentes na superficie da
nanoparticula sintetizada, e com a espectroscopia de fluorescéncia e UV-Vis,
reconhecemos as propriedades Opticas das nanoparticulas relacionando com o
tamanho, forma, concentracdo, estabilidade e indice de refragéo.

O DRX padrao (Figura 4.8) apresenta um pico de difragdo amplo a cerca de
23,9° (28), correspondendo a um carbono amorfo uma consideravel moda aleatdria
e desordem do carbono do PQC (Han et al., 2016).
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Figura 4.8 —. Difratograma do ET-PQC.

Os grupos funcionais presentes na superficie dos pontos quanticos de
carbono foram obtidos a partir do xiquexique e da etanolamina sendo estes
identificados pela espectroscopia FTIR. O espectro FTIR (Figura 4.9) exibe bandas
de absorcédo caracteristicasde vibragcdo simétrica do grupo COO™ de e estiramento
assimétrico em 1.400 cm™ e 1.606cm™ (Gu et al, 2016, Hsu et al., 2012). Mostra
fortes picos de absorcdo em 3.410 cm™ devido ao grupo -OH (Kumar et al., 2017).
As pequenas bandas largas de 1.050 cmte 2.929cm™s&o originarias do estiramento
de C-N e vibracdes de estiramento do C-H respectivamente (Edison et al., 2016,
Chen et al., 2016). A existéncia desses grupos funcionais confere aos PQCs uma
excelente solubilidade em agua sem a necessidade de qualquer tipo de modificacéao

quimica.
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Figura 4.9 —. Espectro FTIR do ET-PQC.

4.1.5 Influénciado pH

Estudou-se o efeito do pH na intensidade de fluorescéncia do ET-PQCs na
presenca de acido tanico (Ahmed et al., 2015)

A influéncia do pH foi avaliada coampao fosfato numa faixa entre 4,5 e 9,6 e
os resultados sdo apresentados na (Figura 4.10). O ET-PQCs apresentou 0 maximo
de emissao de fluorescéncia em 486,9 nm, quando excitado a 376 nm, em pH 8,0.
Assim, a melhor resposta de interagdo entre os PQCs e o analito foi em pH 8,0

utilizado para futuras andlises.
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Figura: 4.10 — Influéncia do pH na intensidade de fluorescéncia dos ET-PQCs.

4.2 Precisao das valvulas solenoides

O acionamento das valvulas solenoides proporciona a adicdo de volumes na
camara de mistura do sistema flow-batch. Em decorréncia, ha necessidade da
calibracdo individual dessas Vvalvulas por meio da medicdo da massa das solugbes
empregadas na andlise. Para isso, foi verificada a vazdo em cada linha de fluxo, em
uma balanca analitica (Shimadzu modelo Ay 220), usando tempos de acionamento

das valvulas previamente estabelecidos. As vazGes médias encontradas para 0s
canais com solugbes aquosas sao apresentadas na Tabela 4.2

Tabela 4.2 Vazdes médias dos canais individuais das solu¢des aquosas.

V1 ET-PQCs 0,0878 £ 0,0610
V2 Tampao fosfato pH=8 0,0878 £ 0,0115
V3 Padréo/amostra 0,0788 + 0,0011
\Z! Agua 0,0842 + 0,0012
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Com relacéo a valvula solenoide empregada na adicdo das amostras, por se
tratar de uma solucdo preparada em agua e ainda mais diluida para analise em
fluxo, ndo foi necessaria nenhuma medida de adequacao da vazdo no momento de

troca do padrao para amostra.

4.3 Obtencédo de curva analitica

A Figura 4.11 expde os espectros de emissdo de fluorescéncia dos PQCs
apresentando uma inibicdo de fluorescéncia gerada pela presenca dos taninos, em
meio tampdo (pH 8,0). A intensidade de emissédo da fluorescéncia méaxima, em

486,9nm, decresce gradualmente com o aumento da concentracdo de taninos.

12000

10000 | Taninos (0a30mg LM

l

8000

6000 -

4000 -

2000 -

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

0 T T T 1
400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.11 — Espectros de emissédo de fluorescéncia dos PQCs com supressao da fluorescéncia
gerada pela presenca dos taninos.

Os PQCs sao conhecidos por serem excelentes aceitadores e doadores de
elétrons (Lim et. al, 2015). A supressdo de fluorescencia, turn off, pode ser
justificada pela presenca de grupos funcionais na superficie dos PQCs, tais como
grupos carboxila, hidroxila, amina, etc. Portanto, um possivel mecanismo de
extincdo possa ser atribuido a um processo de transferéncia de elétrons da
fotoexcitacdo dos PQCs para 0s grupos aromaticos presente nos taninos (Ahmed et.

al, 2015, Guo et. al, 2015).
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4.4 Validacao da curva analitica

A faixa linear de 2,0 & 30 mg.L™* obedece a relacéo entre a concentracéo de
taninos e a razdo de fluorescéncia, como ja estabelecida pela literatura (Liu et al.
2012; Linetal., 2014; Yu et al., 2015) é mostrada a seguir.

_(F() _F)
_—FO

RF

Onde:F,corresponde o sinal de emisséo de fluorescéncia do branco, PQCs na
auséncia de taninos, e F corresponde a emissao de fluorescéncia do PQCs na

presenca dos taninos (padrdo).
A curva analitica foi plotada e os resultados sdo mostrados na Figura 4.11. A

equacdo obtida a partr desta curva €é y = 0,003x + 0,002
(r2=0,996).

0,12

0,08

0,06 -

FO-F/FO

0,04

0,02 -

0 . . |
0 5 10 15 20 25 30
Concentragdo das solugdes de taninos (mg.L 1)

Figura 4.12 Relagao (FO-F)/FO em func&o da concentragéo de taninos.

A Figura 4.12 mostra que a curva analitica apresenta um comportamento
linear entre o valor da relacdo de fluorescéncia e a concentracdo de taninos das
solucbes padréo. Essa inferéncia se baseia, a priori, por uma inspecéo visual, que

por sua vez pode ser, confirmada pela analise do grafico dos residuos deixado pelo
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modelo, apresentado na Figura 4.13, e corroborada pelos resultados da ANOVA

apresentados em seguida
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Figura 4.13: Grafico dos residuos em relagéo as concentra¢des de taninos da curva analitica.

Na Figura 4.13 é possivel observar a distribuicdo aleatéria dos residuos ao
longo da faixa de concentracdo analisada. Pode-se perceber que os residuos em
certo momento crescem com o valor da concentragdo indicando
heteroscedasticidade. (Pimentel, 1996). Efetivamente, ndo se observa nenhum perfil,
estrutura ou tendéncia sistematica evidenciando uma possivel falta de ajuste do
modelo construido para o método proposto. Ademais, os resultados da aplicacao da
ANOVA, empregados para corroborar na validacdo do modelo de calibracdo, usando

o método fluorescente automatico, sdo apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 —. Validagdo do modelo pela ANOVA.

Regresséao (R) 6,72 x 107* 1 6,72 x 10~* Significancia de R
Residuos (r) 1,62 x 10~* 19 8,53 x 1073 MQr/MQ,
788,4
Falta de ajuste (faj) 6,74 x 1073 5 1,35 x 1073 Falta de ajuste
Erro puro (ep) 8,12 x 10~* 14 58x 107" MQy,; /MQ,, 2,32

7

A avaliacdo da significancia estatistica da regressdo € realizada apos a
verificacdo do modelo postulado com a finalidade de saber se esse ndo apresenta
falta de ajuste. Para isso, compara-se o valor da razdo MQfaj/MQep = 2,32 (Tabela
4.3) com o valor de Fs14(ponto de distribuicdo F para 5 e 14 graus de liberdade ao
nivel de confianca de 95%) que é igual a 2,96. Como a razdo MQfaj/MQep € menor
que Fs14, entdo pode se dizer que ndo ha evidéncia de falta de ajuste do modelo
linear ajustado aos dados experimentais. Sendo assim, comparando-se 0 quociente
MQR/MQr (cujo valor é 788,4 Tabela 4.3) com o valor ponto de distribuicdo Fi 14
(igual a 4,60), dessa forma, conclui-se que a regressdo é altamente significativa.
Para o método proposto os parametros do modelo de calibragdo foram obtidos por
regressao linear pelo modelo dos minimos quadrados, esses sao apresentados na
Tabela 4.4. Ponderando que o modelo ndo apresentou falta de ajuste e descreve
uma relacdo linear adequada entre o sinal analitico (relacdo de fluorescéncia) e a
concentracdo de taninos na faixa de calibragcédo, foram estimados os erros padrao
dos coeficientes de regressdo, b, e b,. Para isso, foi usado o valor da média
quadréatica residual (MQr) como estimativa da variancia populacional dos erros

aleatorios ao longo da regressao.
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Tabela 4.4 —. Coeficientes de regresséo e intervalos de confianca para os valores populacionais (8,
B1) do modelo linear obtido para o0 método proposto.

Bo =by + t,g Xerropadrio (by) B1=by+ t,y Xerropadrio (b,)
0,003 £ 0,00021 0,002 + 0,00020

Diante das estimativas e erros padrdo de b, e b, obteve-se o intervalo de 95%
de confianca para os parametros populacionais (8o € B1) do modelo. Os limites
obtidos mostram que os intervalos de confianga ndo contém o valor zero. Assim,
ambos o0s coeficientes estimados para o modelo linear sdo estatisticamente
significativos e devem ser mantidos na respectiva equacao.

Em seguida da validacdo da curva analitica, foram estimados para o método
proposto os valores do limite de detecgcdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e

sensibilidade. Os valores estimados para essas caracteristicas de desempenho sao
mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 —. Caracteristicas de desempenho para o0 método proposto.

LOQ (mg L™ 0,340
Sensibilidade 0,002

4.5 Anéalise das amostras

Considerando o que foi exposto nas se¢des anteriores, 0 método se encontra

adequado para a determinacdo de taninos em amostras de chas preto e verde. A
Tabela 4.6 apresenta os resultados obtidos da determinacdo de taninos em seis

amostras de chas empregando o método automatico proposto e método de
fotométrico de tartarato.

70



Capitulo 4-Resultados e Discusséo

Tabela 4.6 —. Resultados da determinag&o de taninos em amostras de chas

Cha verde Tanino DPR% Tanino DPR%
(mg L'+ DP) (mg L™+ DP)
1 25,34 +0,0012 1,11 25,30 + 0,0011 1,03 0,22
2 22,10 + 0,0078 0,21 22,10 + 0,0055 0,09 0
3 3,96 + 0,0030 1,75 3,90 + 0,0021 2,22 1,81
Cha preto
1 8,85 + 0,0033 2,91 8,85+ 0,0017 0,31 0
2 13,40 + 0,0012 2,32 13,76 + 0,004 1,73 2,76
3 5,84 + 0,0014 0,86 5,81 + 0,0011 1,62 0,62

. # Desvio padrao. ® DPR: Desvio padrdo relativo

Os resultados obtidos empregando o sistema automatico flow-batch quando
comparados com o método de referéncia, apresentaram desempenho semelhante
em termos de precisdo e exatiddo. Quando aplicado o teste t emparelhado, ndo
apresentaram diferencas sistematicas estatisticamente significativas a um nivel de
95% confianca. Efetivamente, os valores do desvio padrao relativo (DPR %) que
reflete a precisdo do método, mantiveram-se inferior a 2,91% para o método
proposto e inferior a 2,22% para o método de referéncia. Em relagédo a exatiddo, que
€ representada pelo o erro relativo para o método proposto, 0s resultados
mostraram-se adequados nas analises de todas as fontes, com erros relativos

médios entre 0% e 2,76%.

4.6 Teste de recuperacgéao

Para avaliar a exatiddo do método proposto, quatro amostras de chas, verde
e preto foram escolhidas aleatoriamente e empregadas para o teste de recuperacéao.
Foram adicionados 550 pyL da mistura de PQCs com a solugéo tampéao (pH 8). Na
sequéncia um volume de 18 pyL da amostra foi adicionado a 180 pL, 360 pL, e 540
ML de cada padrao de taninos. Na sequéncia foi adicionado agua de modo a se obter
as concentracdes finais de 5 mg L™, 10 mg L™ e 15 mg L™. Tabela 4.7 apresenta os

resultados obtidos.
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Tabela 4.8 —.Teste de recuperacéo para taninos nas amostras de chas verde: 1 e 2 ; preto: 3e 4 (n=

3).
~ Amoswas  Recuperagdo (%)
5 (mg.L™") 10 (mg.L™) 15 (mg.L™)
1 109,1 90,5 103,4
2 107,3 105,7 97,6
3 98,1 90,9 102,3
4 99,3 102,4 105,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.7, pode-se observar que 0s
valores das recuperacdes para as amostras, apos a adicdo dos padrdes de taninos,
variaram entre 90 e 109% (n = 3). Esse intervalo de recuperagdo pode ser

considerado satisfatério para a determinacéo do analito.
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5 Conclusdes

O presente trabalho permitiu o desenvolvimento de um novo método
fluorimétrico automatico empregando pontos quanticos de carbono para a
determinacdo de taninos soluvéis em chas utilizando um sistema flow-batch com
deteccdo on-line.Os PQCs foram sintetizados por meio do método hidrotérmico,
usando o xiquexique como bioprecursor e a etanolamina como funcionalizante. Eles
foram caracterizados por DRX, UV-Vis, FTIR, e espectroscopia de fluorescéncia
molecular, e exibiram um satisfatério rendimento quantico de 13,58%. A intensidade
de fluorescéncia dos PQCs obtidos pode ser significativamente extinta na presenga
de &cido tanico. Observou-se uma relacéo linear entre a resposta de fluorescéncia e
a concentracdo de taninos na faixa de 2,0 a 30 mg L™ em tamp&o pH 8,0, com limite
de deteccdo de 0,102 mg L.

O método automatico desenvolvido foi aplicado, com sucesso, a
determinacdo de taninos em seis amostras de cha verde e preto. O xiquexique
apresentou-se como uma alternativa simples e viavel na preparacdo de pontos
quanticos de carbono. O uso de um LED UV como fonte de excitacdo e de um
espectrofluorimetro portatil para deteccdo, permitiram uma maior autonomia do
sistema flow-batch, contribuindo para a sua portabilidade. Quando comparado ao
método de referéncia apresenta erro relaitvo(%): para o cha verde menor que 1,8 e
para o cha preto menor que 2,8, estando, dessa forma, dentro do limite aceitavel.
Mostrou-se também como um modelo exato visto que sua faixa de recuperagao
variou entre 90,5% e 109,1%.

Assim sendo, novas pesquisas que implementam os métodos fluorescentes
automaticos utilizando os pontos quanticos de carbono séo viaveis, podendo ser
utilizados, sobretudo, em analises cujas amostras necessitam de metodolgia,
simples, pratica e robusta podendo vir a se tornar uma tendécia valiosa em novas

metodologias analiticas.
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