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

Dissertacao de Mestrado

Pontos de carbono obtidos da para-fenilenodiamina
como sensores quimicos: avaliagao para cromo(III) em
suplemento alimentar

Thyago Marques Monteiro

Joao Pessoa - PB

Dezembro de 2019



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

Dissertacao de Mestrado

Pontos de carbono obtidos da para-fenilenodiamina
como sensores quimicos: avaliagao para cromo(IIl) em
suplemento alimentar

Thyago Marques Monteiro

Dissertacao submetida ao Programa de
Pos-Graduacao em Quimica da Universi-
dade Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mes-

tre em Quimica Analitica.

Orientadora: Profa. Dra. Katia Messias Bichinho

Coorientador: Dr. Gilvan Pozzobon Pires

Joao Pessoa - PB

Dezembro de 2019



Cat al ogacdo na publicacéo
Secdo de Catal ogacao e C assificacao

M/75p Monteiro, Thyago Marques.
Pont os de carbono obtidos da para-fenil enodi anmi na conp
sensores quim cos: avaliacdo para crono(l11) em
supl enento alinmentar / Thyago Marques Monteiro. - Joao
Pessoa, 2019.
90 f. : il.

Orientacdo: Katia Messias Bichinho.
Coorientagdo: G lvan Pozzobon Pires.
Di ssertacdo (Mestrado) - UFPB/ CCEN.

1. pontos de carbono. 2. para-fenilenodiamna. 3.
| um nescéncia. 4. suplenentos alinmentares. |. Bichinho,
Katia Messias. Il. Pires, Glvan Pozzobon. IIl. Titulo.

UFPB/ BC




Pontos de carbono obtidos da para-
fenilenodiamina como sensores quimicos:
avaliacio para Cromo(lll) em suplemento
alimentar.

Dissertagdo de Mestrado apresentada pelo aluno Thyago Marques Monteiro e
aprovada pela banca examinadora em 13 de dezembro de 2019.

3%74@@%@4

Profa. Dra. K4tia Messias Bichinho
Orientadora/Presidente

6///2,, g

’ Dr. Gil ozzo ires
Co-Orientador

Dr. §ever1n0 SIIVlO Monte Filho
Examinador

&Aﬂu

Prof. Dr. Fausthon Fred da Sllva
Examinador




Dedico ao meu tio Celso (in memoriam),
que mesmo com sua passagem rapida em
minha vida, me fez sempre té-lo em pensamentos,

na vontade de fazer o melhor que o pudesse orgulhd-lo.



AGRADECIMENTOS

Gratidao é aquele sentimento em que se tém a valorizacao verdadeira para com algo ou
alguém que lhe propiciou um beneficio em sua vida.

Diante do longo caminho que trilhei para o desenvolvimento deste trabalho, nao po-
deria deixar de agradecer, primeiramente, a Deus, por tudo.

A minha mée, Elizabeth, que sempre se esforcou para que eu pudesse alcancar meus
sonhos. Ao meu pai, Gilberto, minha avd, Marinete, minha tia, Ozana, e minha irma
do coracao, Izabella, que sempre estiveram torcendo e vibrando com cada nova conquista
minha.

A minha orientadora Profa. Dra. Katia Bichinho e ao meu coorientador Dr. Gilvan
Pires por todos os ensinamentos passados, atengao e carinho que foram muito além de
uma relacao aluno-professor, estando presentes durante momentos de problemas pessoais.
Fica aqui minha eterna gratidao e admiracao pelas pessoas que sao.

Aos amigos e colegas que fiz durante minha passagem pelo Laboratério de Automagao
e Instrumentagdo em Quimica Analitica e Quimiometria (LAQA). A turma do grupo
"os perigosos" formado por pessoas especiais que me fizeram ter bons momentos durante
essa jornada. Com meu agradecimento especial para Jainny Rityelle, Ana Rosa e Wallis
Cavalcante, pessoas incriveis que tive o prazer de conviver, e estiveram ao meu lado
durante circunstancias complicadas que tive que enfrentar, onde cada um ao seu modo

me ajudou a superé-los.



Aos amigos do Laboratério de Compostos de Coordenacao e Quimica de Superficie
(LCCQS) que tive a alegria de manter a amizade através de boas risadas e brincadeiras.
As sextas-feiras nunca mais serdo as mesmas. Viva o "SEXTOL"!

As pessoas pertencentes ao laboratério Multiusuario de Anélise de Superficies (LA-
MAS) e do Centro de Microscopia e Microanalise (CMM), localizados na UFRGS, e a
Leonis, do departamento de quimica fundamental (DQF), da UFPE | por todo o auxilio
para a realizacao das analises de caracterizacao e medidas realizadas nesses espagos.

Ao programa de pos-graduagdo em quimica (PPGQ), da UFPB, e ao Conselho Na-
cional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq) e a Coordenagao de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio e incentivo a pesquisa.

E a todos os demais, que direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagao desse
trabalho, que mesmo apesar das dificuldades foi possivel chegar até aqui, meu profundo

agradecimento.



Nunca aceite um nao como resposta

e nunca pense que algo € impossivel.
Divirta-se sempre. Faca o que deseja por
paixzao verdadeira e nao apenas pelo dinheiro.

(Bruce Dickinson)



RESUMO

Nesse trabalho foram estudados, pontos de carbono luminescentes para a determinacao quan-
titativa de cromo (III) em amostras de suplemento alimentar. Para esse propodsito, os pontos
de carbono foram sintetizados pelo método solvotérmico, utilizando etanol, a partir da para-
fenilenodiamina como precursor. O PC obtido foi purificado em coluna cromatogréfica e carac-
terizado por microscopia eletronica de transmissao (TEM), espectroscopia de absor¢ao na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS), espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis), bem como espec-
troscopia de luminescéncia. O PC exibiu intensa emissao na cor vermelha, apresentando um
rendimento quantico igual a 11,3 %. As caracterizacgoes realizadas permitiram relacionar a emis-
sao observada a caracteristicas da superficie do ponto de carbono, como a presenca de espécies
quimicas contendo oxigénio e a presenga de grupos como COOH. A aplicagdo do material para a
quantificagao de fons cromo(III) mostrou-se viavel, sendo observada uma resposta linear entre 4 e
20 mg L' de fons cromo(III). Os resultados da andlise estatistica, para um nivel de confianca de
95 %, sugeriram que o método proposto nao apresenta diferenga significativa, quando comparado
ao método por espectroscopia de raios X por dispersao em energia, para a determinacao de fons
cromo(IIT) em amostras de suplementos contendo picolinato de cromo(III).

Palavras-chave: pontos de carbono; para-fenilenodiamina; cromo(II); luminescéncia; suple-

mentos alimentares.



ABSTRACT

In present work, we developed luminescent carbon dots for the analytical determination of
chromium(III) in food supplement samples. For this purpose, carbon dots were synthesized
by the solvothermic method using ethanol from p-phenylenediamine as a precursor. The PC
obtained was purified in a chromatographic column and characterized by transmission electron
microscopy (TEM), Fourier Transform Infrared Absorption Spectroscopy (FTIR), X-ray Excited
Photoelectron Spectroscopy (XPS), UV-Visible Spectroscopy (UV- VIS) as well as luminescence
spectroscopy. The PC obtained showed intense emission in red color, presenting a quantum
yield equal to 11.3%. The characterizations carried out allowed to relate the observed emission
to the carbon point surface characteristics, such like the content of chemical species containing
oxygen and the presence of groups such as COOH. The application of the material for the
quantification of chromium(III) ions was feasible, with a linear response between 4 and 20 mg
L' of chromium(III) ions. The results of the statistical analysis, for a confidence level of 95
%, suggested that the proposed method does not present significant difference, when compared
to the method by energy dispersion X-ray spectroscopy, for the determination of chromium (I1I)
ions in chromium(III) picolinate supplement samples.

Keywords: carbon dots; p-phenylenediamine; chromium(III); luminescence; food suplements.
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1.1 Contexto

No final do século XX surgiu um grande interesse em torno dos materiais nanoestru-
turados, abrindo espaco para a consolidacao de uma area reconhecida como "Nanocién-
cia".1M? Na qual, propriedades opticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas,
entre outras, podem se manifestar de forma diferenciada quando determinado material se
encontra abaixo de um certo tamanho chamado de tamanho critico.?!

Nesse contexto, encontram-se os nanomateriais constituidos majoritariamente por car-
bono, como os pontos de carbono (PC). Caracteristicas como a ampla solubilidade em
meios com diferentes polaridades e propriedades Opticas singulares permitem que este

(4]

material seja encontrado em aplicagoes'™ como:

e Dispositivos optoeletronicos: a utilizacao de dispositivos emissores de luz branca
(WLED, White Light Emitting Diode) apresentam-se como os atuais substitutos
para as lampadas fluorescentes e incandescentes, uma vez que apresentam um longo
tempo de vida 1til, baixo consumo de energia, tempo de resposta rapida e tamanho
compacto. E os pontos de carbono luminescentes surgem como uma nova classe
de material para o desenvolvimento de WLED com as vantagens de emissao de
luminescéncia ajustavel, alta estabilidade térmica e fotoestabilidade, baixo custo e

ambientalmente seguros. >

e Células solares: o emprego de pontos de carbono no desenvolvimento de novos
substratos contribuindo para a elaboragao de novas células solares com consideréaveis

taxas de conversao de energia.[”®!

e Fotocataliticas: Os Fotocatalisadores apresentam-se como catalisadores ambien-
talmente e economicamente viaveis, capazes de trabalhar de maneira limpa e segura
nas questoes de poluicoes ambientais sendo capazes de aproveitar o maximo de
luz visivel e ultravioleta para a degradacao de contaminantes. I A possibilidade de
transferéncia eletronica fotoinduzida, a fotoestabilidade e a larga banda de adsorcao
dos pontos de carbono fazem deles um 6timo material que pode ter a superficie
dopada para a producao de nanocompodsitos com melhora da eficiéncia fotocatali-

tica, 10111



e Bioimagens: os PC, por possuirem excelentes propriedades fotoluminescentes, bi-
ocompatibilidade e baixa toxicidade, se tornam candidatos ideais para o uso em
bioimagem, apresentando vantagens em aplica¢oes biologicas quando funcionaliza-
das adequadamente. Ainda, podem ser utilizadas como sonda, na entrega e liberagao

controlada de farmacos no diagnéstico de tumores. %1l

e Sensores analiticos: comparado com os quimiossensores fluorescentes convencio-
nais, os nanossensores fluorescentes baseados em PC se destacam pela sensibilidade
e seletividade que, somadas a outras caracteristicas, possibilitam explorar os PC
para deteccio de fon metalicos como cobalto (Co?™)!M | ferro (Fe**)1) ¢ mercurio

[17]

(Hg2+)[16], bem como para a deteccao de compostos como pesticidas.!" "', hormo-

[18] [19]

nios e corantes

Diferentes termos sao utilizados para se referir ao mesmo material nanoparticulado,
esferoidal, constituido principalmente de carbono. Na literatura, tais materiais sao comu-
mente reportados como pontos de carbono, nanopontos de carbono ou pontos qudnticos
de carbono.?% Tem sido observado um crescente ntimero de trabalhos envolvendo pontos
de carbono, o que pode ser constatado através da Figura 1.1, a qual apresenta o ni-
mero de publicagdes cientificas (artigos e revisdes) juntamente com o ntumero de patentes
registradas em funcao do tempo. Em termos de producao académica, nos ultimos dez
anos o crescimento foi de expressivos 1.254 %. Da mesma forma, pode ser observado um
crescimento de 2.438 % para o nimero de patentes.

O avanco das pesquisas envolvendo os pontos de carbono sustenta sua utilizagao em
novas aplicacoes. O campo é ainda incipiente, porém promissor, e é esperado um au-
mento natural de estudos onde os PC sao empregados em metodologias analiticas. No
entanto, atualmente é verificado um reduzido niimero de trabalhos com essa finalidade,
como pode ser observado na Figura 1.2. Assim surge a motivagao para o presente estudo,

no qual, as propriedades 6pticas dos pontos de carbono serao utilizadas na determinagao

de cromo(III) em suplementos alimentares.
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Figura 1.1 — Namero de publicag¢oes cientificas em artigos, revisoes e patentes, pesqui-

sados em SciFinder, sobre pontos de carbono.?!!
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Figura 1.2 — Numero de publicagoes cientificas de artigos e revisoes, pesquisados em

SciFinder, sobre pontos de carbono em quimica analitica. ??



1.2 Os pontos de carbono

Observados pela primeira vez em 2004, os pontos de carbono foram descobertos por Xu
e colaboradores!®! durante o processo de purificacio de nanotubos de carbono de parede
tnica via eletroforese. A exemplo da descoberta de outros nanoalétropos de carbono, como
os fulerenos (1985)24 nanotubos (1991)/*! e o grafeno (2004)!*!, os pontos de carbono
possuem, atualmente, grande relevancia cientifica e tecnologica entre os nanomateriais.

O interesse pelos pontos de carbono esta relacionado a propriedades como lumines-
céncia, resisténcia a fotodegradacio e a biodegradacio e suas dimensdes nanométricas. !
Apresentando um formato esferoidal, os pontos de carbono apresentam didmetros que
variam entre 2 e 10 nm, podendo conter em sua constituicao atomos de oxigénio, nitro-
génio ou enxofre em proporgoes diversas.?l A distribuicao de tamanhos, bem como a
constituicao dos PC, podem ser modificados pela rota de sintese que, em geral, é de facil

€xecugao.

1.2.1 Propriedades

A propriedade mais relevante dos pontos de carbonos, a luminescéncia, esta intrin-
secamente relacionada a aspectos como o tamanho das nanoparticulas, a composi¢ao, o
comprimento de onda de excitagdo e a funcionalizacio da superficie. !

Uma vez excitado por uma fonte de energia externa, em geral uma lampada ou um
feixe de laser, sendo a energia do foton incidente superior a diferenca de energia entre
o estado fundamental e o primeiro estado singleto excitado do sistema de mais baixa
energia(S); a absor¢ao de um quantum de luz promove a passagem dos elétrons a niveis
superiores de energia. Ao retornar ao estado fundamental, parte dessa energia absorvida
é reemitida, fenomeno este descrito como luminescéncia. [?®!

A luminescéncia apresenta-se como o processo inverso do fenémeno da absorcao de
radiacao eletromagnética, ocorrendo a partir de estados eletricamente excitados, de de-
terminada substancia, com emissao de luz. Dependendo da natureza do posicionamento

do elétron no orbital no estado excitado a luminescéncia pode se apresentar como fluores-

céncia ou fosforescéncia. Se durante o processo nao ocorre mudanca de multiplicidade de



spin (singleto — singleto), a emissao é fluorescente. Se ha inversao de spin (singleto —
tripleto) a emissao ¢é fosforescente. 291 Na fluorescéncia, a radiacio emitida cessa imediata-
mente depois da excitacao desaparecer. Na fosforescéncia, a emissao espontanea persiste

durante um intervalo de tempo maior, Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Intensidade de emissao da luminescéncia por fluorescéncia e fosforescéncia
(30]

ao longo do tempo apods a remocao da fonte de excitacao. Fonte: adaptado de

Para que o fenémeno de luminescéncia ocorra nos PC, ela depende da estrutura mole-
cular do composto em questao que precisa ser apropriada e estar num meio que favoreca
o decaimento radioativo. Os elétrons correspondentes a uma ligacao o costumam estar
ligados fortemente & molécula, sendo necesséario fornecer uma energia maior para que 0s
elétrons ocupem um orbital molecular vazio. Deste modo, nas transigoes c—c* os espec-
tros eletronicos produzidos apresentam-se em regioes de comprimento de onda mais curto
no espectro eletromagnético. Ao contrario, os elétrons 7 estao mais livres que os elétrons
o, fazendo com que, geralmente, a emissao venha ocorra em comprimento de onda maior.

A absorc¢ao e emissao de luz sdo provenientes de processos radiativos e nao-radiativos
que sao descritos por transigoes eletronicas que ocorrem entre variados estados de energia
vibracional presentes entre as bandas de energias. Dentre os processos nao-radiativos es-
tao o de relaxacao vibracional, conversao interna e conversao intersistemas. Tais processos
podem ser observados através de uma representacao do diagrama de Jablonski, apresen-

tado na Figura 1.4. A absorc¢ao de radiagdo de um sistema no estado fundamental (Sy)



depende inicialmente da energia de radiacao incidida que leva o sistema para um nivel
vibracional de estado eletronico excitado (S,,), onde, através de processos nao-radiativos,
ocorre o retorno do elétron excitado para o estado S, devido a conversao interna, sem que
ocorra a emissao de fétons. Estando no estado Sy, o elétron pode voltar ao estado Sy por
processo radiativo (fluorescéncia) ou nao-radiativo (conversao-interna). No acoplamento
spin-orbita de um sistema, hé incidéncia de cruzamento intersistema, promovendo a ocor-
réncia de estados tripletos, em que, apos ocorrida a absor¢ao e promovendo a excitagao
do sistema, se tem o efeito do cruzamento intersistema, levando o elétron a ocupar um
estado tripleto excitado (T,). Através de relaxamento vibracional o elétron é levado para
o estado tripleto excitado de menor energia (T;) que pode, por conversao interna, atingir
o estado Sy de forma nao-radiativa ou pode ocorrer um processo radiativo onde o elétron

é levado para o estado singleto fundamental (T;—Sg) por fosforescéncia.
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Figura 1.4 — Diagrama de Jablonski. Fonte: adaptado de 11,

A origem da luminescéncia dos PC ainda nao estd totalmente elucidada, uma vez
que o controle de precursores e as diferentes rotas de sinteses encontradas na literatura,
produzem particulas com caracteristicas quimicas significativamente distintas, que podem
ser provenientes de variadas combinagoes de fatores, tornando dificil uma comparagao
adequada entre resultados.!® Contudo, duas propostas sido as mais bem aceitas, para o
mecanismo de luminescéncia em PC: a hipétese de confinamento quantico e o efeito de

superficie com presenca de defeitos e grupos funcionais. 3334



O confinamento quantico esta relacionado ao aumento da diferenga energética entre as
bandas de valéncia e de condugao (band gap) devido a reducao de tamanho do material,
nas trés dimensoes do espaco, limitando o movimento dos elétrons deslocalizados entre os
niveis de energia quantizados, gerando um aumento da propria energia cinética. A medida
que o tamanho do material diminui, a distancia entre os niveis de energia serda maior,
Figura 1.5. Como resultado, o confinamento quéntico tem efeito sobre as propriedades

opticas e eletronicas dos nanomateriais. 2>
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Figura 1.5 — Comparacao entre os niveis de energia com a reducao do tamanho do
37]

nanomaterial, atribuido por confinamento quéantico. Fonte: adaptado de

No efeito de superficie, os atomos que se encontram na regiao mais externa apresentam
um menor niamero de ligacoes e defeitos como porosidades, grupos funcionais e ligagoes
quimicas livres em comparacao com os atomos que estao no interior. Em consequéncia
disto, os &tomos externos possuem menor estabilidade eletronica, promovendo assim, alte-
racgoes nas propriedades luminescentes do nanomaterial que levam a perdas energéticas no
processo de recombinacao dos elétrons e buracos. Além disso, o aumento da razao entre
a area superficial e o volume do mesmo produz o surgimento de estados de armadilha de
superficie, que podem aprisionar os elétrons, produzindo fétons com maior comprimento

de onda (menor energia). *®



1.2.2 Comparagao com os pontos quanticos

Sintetizados na década de 1980, os pontos quanticos (PQ), provenientes de semicon-
dutores, sio nanoparticulas compostas pelos elementos dos grupos 12-16 e 13-155% que
apresentam dimensoes extremamente pequenas, menores que o raio de Bohr dos éxcitons
do material que os constitui, estabelecendo um confinamento quéntico nas trés direcoes. [40]
Como ja mencionado anteriormente, tal confinamento altera fortemente as propriedades

dos materiais, conferindo assim caracteristicas 6pticas e eletronicas distintas do material

precursor, que sao controlaveis de acordo com o tamanho da nanoparticula, Figura 1.6.
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Figura 1.6 — Ponto quantico de CdSe com alteragao da cor de emissao da luminescéncia
[41]

através da variacao do tamanho. Fonte: adaptado de

Suas propriedades diferem da maioria dos cristais solidos, apresentando alta fotoesta-
bilidade com rendimentos quéanticos de luminescéncia elevados. Assim, ganharam grande
destaque nas tltimas décadas, sendo apresentados como fluoréforos com potenciais aplica-

coes tecnolégicas.[42] Contudo, a presenca de metais pesados, como cadmio, tornam suas
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sinteses e aplicagoes mais limitadas e com maiores cuidados no que diz respeito o manu-
seio, tendo em vista a toxicidade que tais materiais podem apresentar.!*3l Diante disso,
os PC apresentam vantagens significativas de manuseios e aplicagoes por apresentarem
baixa toxicidade e boa biocompatibilidade, além de possuirem uma vasta possibilidade de

precursores, além de sintese relativamente rapida e de baixo custo.

1.2.3 Rotas de sintese

As rotas de sintese dos PC sao determinantes para as suas propriedades, uma vez
que um mesmo precursor, dependendo da rota utilizada, é capaz de produzir pontos de
carbono com diferentes caracteristicas. Os métodos de sintese podem ser classificados em

dois grupos, ficando divididos em rota top-down e rota bottom-up, Figura 1.7.

Bottom-up
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Figura 1.7 — Esquema referente as rotas de sintese dos pontos de carbono, top-down e

bottom-up. Fonte: adaptado de 4.

Na rota top-down os PC sao obtidos através da redugao das dimensoes do material até

este atingir uma escala nanométrica, como nos casos onde se tem precursores de carbono

45] [26] [47]

como o fulereno®!, o grafite¥, o grafeno® e os nanotubos de carbono Entre os

métodos da rota top-down, destacam-se a ablagao a laser 48] tratamento com plasmal*,

[50]

descarga de arco elétrico®! e oxidacdo eletroquimical®. Por sua vez, na rota bottom-

up, os pontos de carbono sao sintetizados utilizando precursores moleculares por meio
de reagoes quimicas, havendo a possibilidade de os mesmos serem purificados através de

diferentes técnicas de separacao.® Os métodos utilizados para obtencio dos PC por esse

[53] [54] [55]

meio sao as sinteses por tratamento hidrotérmico'™”, solvotérmica '™, por micro-ondas

pirélise [56], entre outros.
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Os PC obtidos pela rota bottom-up possuem maiores vantagens frente aos top-down,
uma vez que a versatilidade na escolha dos precursores permite o ajuste de caracteris-
ticas fisicas e quimicas dos pontos de carbono possibilitando, assim, a otimizacao das
propriedades luminescentes. >

Nesse sentido, torna-se interessante a utilizacao de métodos simplificados e de baixo
custo onde os pontos de carbono sao sintetizados em uma tinica etapa, como no caso das
sinteses hidrotérmica e solvotérmica. Os métodos de sintese via hidrotérmica ou solvo-
térmica sao descritos na literatura como sendo reagoes quimicas realizadas em sistemas
fechados na presenca de um solvente aquoso ou nao, respectivamente, com temperatura
controlada acima da ambiente e pressdo maior que 1 atm.”s! O uso desses métodos para
a obtencao de pontos de carbono tem sido frequente, por possibilitar produtos com ele-
vada pureza, homogéneos, com estreita distribuicao de tamanho e poder trabalhar com o

solvente de sintese acima da sua temperatura de ebulicdo. !

1.3 Os pontos de carbono na quimica analitica

A aplicacao desse material em quimica analitica baseia-se principalmente em alteragoes
da resposta luminescente do ponto de carbono em fungao de mudancgas no seu ambiente
quimico. Tais mudangas, produzidas pela interacao entre uma determinada espécie de
interesse e o ponto de carbono, podem ocasionar tanto a supressao quanto o reforgo da
luminescéncia, sendo o fendmeno de supressao o mais comumente observado.!®! Entre
os mecanismos envolvidos na supressao da luminescéncia dos PC, incluem-se a supressao
estatica, dindmica, de transferéncia de energia (Foster e Dexter), de transferéncia de

elétrons fotoinduzida e de efeito de filtro interno, resumidos a seguir. (!

e Supressao estatica: ocorre com formacao de um complexo, nao luminescente,
entre a molécula do fluoréforo (PC) e a espécie supressora. Nessa tipo de supressao
o aumento da temperatura pode gerar uma instabilidade no complexo formado,

resultando em uma diminuicao da supressao estéatica.

e Supressao dindmica: depende do contato ocorrido entre a molécula do PC lu-
minescente e a molécula da espécie supressora durante o tempo de vida do estado

excitado, consistindo na desativacao da luminescéncia. Em geral, apos a colisao o
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PC retorna ao estado fundamental sem a emissao de féton e sem alteracao quimica
das moléculas envolvidas. A supressao dindmica depende do coeficiente de difusao
das moléculas, uma vez que, ao se aumentar a temperatura os coeficientes de difusao
aumentam, e consequentemente se tem aumento no efeito de supressao. Ocorre uma

alteracao no tempo de vida da molécula do PC na presenca da espécie supressora.

Supressao de transferéncia de energia Foster: fenomeno eletrodinamico que
consiste na transferéncia nao radiativa da energia de uma espécie doadora (PC) no
estado excitado para a espécie receptora (supressor) no estado fundamental, devido
a interacoes do tipo dipolo-dipolo de longo alcance. Para que ocorra é necessario
que entre o doador e o receptor exista uma distancia especifica (10 e 100 nm),
uma orientacao adequada no momento dipolo e ocorrer sobreposicao do espectro de

emissao do PC com o espectro de absor¢ao do supressor.

Supressao de transferéncia de energia Dexter: baseia-se em fenémenos onde
hé transferéncia de elétron ou interacao multipolar, requerendo uma correspondén-
cia entre os potenciais redox de uma molécula do doador no estado excitado e uma
molécula do receptor. Com isso, a transferéncia de energia de Dexter requer que as
moléculas estejam exclusivamente proximas (distancias menores que < 1 nm), onde
se tem sobreposicao de orbital entre as espécies envolvidas. Deve se manter a mul-
tiplicidade do spin do sistema doador-receptor, nao sendo permitido a transferéncia

de energia entre estados eletronicos diferentes.

Supressao de transferéncia de elétrons fotoinduzida: depende dos potenciais
de oxidacgao e reducao do estado excitado, uma vez que se tem a ocorréncia de uma
reacao redox, podendo a supressao ocorrer pela via oxidativa ou redutiva. Pode
ocorrer através da transferéncia de um elétron do orbital HOMO da espécie supres-
sora para o orbital HOMO semipreenchido do PC no estado excitado (supressao
redutiva) ou com a transferéncia de um elétron do orbital LUMO do PC excitado
para um orbital da espécie supressora (supressao oxidativa). Com isso, o elétron ex-
citado do PC nao retorna imediatamente para o seu estado fundamental, ocorrendo
a supressao. Devido a mudanca do estado de oxidagao das espécies o processo possui
uma dependéncia com a natureza do solvente e com a temperatura, fato que implica

na reorganizacao da esfera de solvatacao das espécies envolvidas. A temperatura



13

ambiente se tem liberdade na reorganizacao da esfera se solvatacao, favorecendo ao
processo de transferéncia de elétrons. Em temperaturas baixas ou em meio viscoso
se tem dificuldade na reorganizacgao do solvente dificultando a eficiéncia do processo

de transferéncia de elétrons.

e Supressao de efeito de filtro interno: ocorre quando o espectro de absor¢ao da
espécie supressora no sistema se sobrepoe ao espectro de emissao dos PC. Conhecido
como supressao aparente, pelo fato do processo reduzir a intensidade de luminescén-
cia mas nao extinguir, uma vez que a espécie supressora esta filtrando a emissao de
uma particula. Nao ocorrendo mudanga nos picos de absorc¢ao dos PC, indicando
também que nao ouve formagao de nova substancia, nao alterando o tempo vida da

luminescéncia dos PC.

Tanto a supressao quanto o refor¢o sao fendmenos passiveis de serem mensurados e
correlacionados com a concentragao de determinada espécie presente no meio, qualificando
os pontos de carbono como um material promissor para a utilizagao como ferramenta ana-

litica. Nesse sentido, na literatura podem ser encontrados trabalhos envolvendo os pontos

de carbono para a determinacao de analitos como 6xido nitrico 621 fon cobre(II) 163 fon

5] ¢ fungicidas como cimoxanil!®!. Em comum, tais estudos

ferro(II1) 14, acido ascorbico
compartilham de uma resposta linear para a diminui¢ao da intensidade luminescente em

funcao da concentragao dos analitos no meio.

1.4 Suplementos alimentares

Suplementos alimentares tém sido bastante utilizados por atletas de alto nivel e por
individuos fisicamente ativos que procuram repor ou complementar a caréncia de deter-
minados nutrientes (vitaminas e minerais) ou outras substéncias com efeito nutricional
ou fisiolégico, sozinhos ou combinados. Sao comercializados em doses formuladas e feitos
para serem usados em pequenas quantidades na forma de capsulas, pastilhas, comprimi-
dos, pos, entre outras formas comerciais, constituidos de determinadas substancias com
efeito nutricional ou fisiologico.l%”! Assim, para se atingir os efeitos desejados, é funda-

mental a correta dosagem do principio ativo nesses suplementos.
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Tais suplementos podem conter diferentes compostos na sua formulagao, que dispo-

nibilizam cromo!®®; seleniol®”, cobalto!™, zincol™

, entre outros micronutrientes. Dessa
forma, a quantificacao rotineira e eficaz é essencial para se garantir os niveis nutricionais
presentes nos rotulos dos produtos, consequentemente, a eficicia dos mesmos. Assim,
¢ pertinente o desenvolvimento de novas metodologias para a quantificacao de princi-
pios ativos. Entre as principais técnicas utilizadas para tal fim, em principios ativos que
possuem um metal na sua estrutura, as mais usuais sao espectrometria de absor¢ao ato-
mica por atomizacio eletrotérmical™, por chama!™, geracao de hidretos!™, 1ICP-MSI™!
e fluorescéncial™.

O ion cromo(III) presente em suplementos alimentares ja foi possivel ser determinado,
a partir, da atenuagao da luminescéncia proveniente de um ponto quantico baseado em
CdSe, em que se teve a recombinacao em centros ativos na superficie da nanoparticula que
interagiu com fon, permitindo assim um aumento no sinal e a quantificagao do mesmo. [77]

O cromo apresenta-se como um mineral-traco que participa de forma ativa no or-
ganismo, atuando no processo de transporte de aminoacidos para os musculos, o que
favorece a reducao de gordura corporal.™ O cromo co-atua com a insulina, através da
sua participagao em diversos processos metabolicos como o metabolismo de carboidratos e
metabolismo de sintese proteica, melhorando a tolerancia a glicose uma vez que promove
maior estimulo da captacio de aminoédcidos pelas células. ™!

A diabetes mellitus (DM) refere-se a um grupo de doengas metabolicas de etiologias
heterogéneas, caracterizadas por hiperglicemia e distirbios no metabolismo de carboidra-
tos, proteinas e gorduras resultante de defeitos na secregao e/ou ac¢ao da insulina. 801 Og
tipos de DM mais frequentes sao o tipo 1, conhecido como diabetes juvenil, correspon-
dendo a cerca de 10 % do total de casos e o tipo 2, conhecido como diabetes do adulto,
relacionado a cerca de 90 % do total de casos. A DM tipo 1 é autoimune, pois o sistema
imunologico destréi as células 3 pancreaticas, com isso, pouco ou nenhuma insulina ¢é li-
berada e a glicose, entao nao ¢ absorvida pelas células. Ja na DM tipo 2 ela se ocasiona
quando o organismo do individuo nao consegue fazer uso de forma correta da insulina que
produz, com isso ndo se tem um suficiente controle glicémico. 5!

Segundo dados divulgados em 2019, pela Federagao Internacional de Diabetes (IDF,

International Diabetes Federation), o Brasil tem 16,8 milhoes de adultos diabéticos, entre

20 e 19 anos, o que equivale a 11,4 % da populacdo nessa faixa etaria. E o maior ntimero
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relacionado aos paises da América Latina, Figura 1.8, e o quinto no mundo, atras apenas
de China, India, Estados Unidos e Paquistao, Figura 1.9. Deste o ultimo levantamento
realizado em 2017 pela IDF, o numero de casos no Brasil cresceu 31 %, contudo cerca de

metade da populacio desconhece ter a doenca. [*?

M <s5%
W s5-<6%
Wo<7%
L] 7-<8%
B 8-<9%
B >9%

. Nenhuma estimativa feita

Figura 1.8 — Prevaléncia do percentual de diabéticos por idade (20 - 79 anos) na América

Latina em 2019. Fonte: IDF 2019.
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Figura 1.9 — Numero total estimado de adultos (20 - 79 anos) com diabetes no mundo

em 2019. Fonte: IDF 2019.
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Tais dados ressaltam a importancia de uma dieta alimentar rica no mineral cromo que
venha & auxiliar no controle do aumento dos ntimeros de casos de diabetes, uma vez que
sua deficiéncia na dieta contribui para a intolerancia a glicose e alteragoes prejudiciais re-
lacionadas ao perfil lipidico. Contudo, a absor¢ao de cromo pelo organismo na sua forma
livre é baixa, porém as formas organicas complexadas desse mineral atuam de forma signi-
ficativa. Dentre elas destaca-se o picolinato de cromo (PicCr), Figura 1.10, um complexo
nao toxico quando ingerido em dosagens adequadas.®>® O PicCr é composto por trés
moléculas do acido picolinico e uma molécula de cromo(I1II), sendo o acido picolinico um
derivado do aminoécido triptofano, o qual tende a facilitar a absor¢ao do cromo(III) no
organismo. %! Possui solubilidade limitada em agua (0,6 mM em pH neutro), bem como,

em solventes comuns a este e niao apresenta-se lipofilico. 8657
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Figura 1.10 — Estrutura quimica do picolinato de cromo (PicCr).

O uso de suplementacao de cromo, na forma de PicCr, apresenta efeitos benéficos
em pacientes adultos com diabetes mellitus tipo 2, melhorando o controle diabético, de-
vido o resultado de uma melhora na estimulagao de absorcao de glicose, e da interagao
com horménios e neurotransmissores envolvidos na regulacao da apeténcia.*** Embora
nao seja observado nenhum efeito nas concentragoes de insulina e glicose pela utilizacao
do PicCr por pessoas saudaveis, seu uso pode aumentar a sensibilidade pela insulina e
diminuir a concentragao sérica de glicose juntamente com a producio de insulina. [l

Os suplementos alimentares, como o PicCr, apesar de serem indicados para apenas de-
terminadas condicoes, tendem a ser vastamente consumidos, praticamente sem recomen-
dagoes relacionadas a quantidade, tempo e frequéncia de ingestao. Segundo a Associagao
Brasileira da Industria de Suplementos para Fins Especiais (ABIAD) em 2017, cerca de
54 % dos brasileiros conhecem pelo menos uma pessoa que faz uso de suplementacao em

sua dieta. Facilmente é possivel se confrontar em um supermercado com variados tipos de
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suplementos alimentares, podendo ser obtidos sem aconselhamento de um profissional de
saude, o que pode acarretar futuras complicagoes para a satide do individuo, bem como
em canais de distribui¢ao com venda direta ao consumidor (internet, televisao e revistas)
sem garantia de qualidade e seguranca. E as brechas até entao existentes pela legislacao
brasileira possibilitam a comercializacao desses produtos sem os controles necessarios.
Dessa forma, recentemente foi publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria (ANVISA) a Instru¢do Normativa - IN n® 28 de 26/07/2018, em que a categoria
de suplementos alimentares é destinada para individuos saudaveis que buscam comple-
mentacao de nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probiéticos em complemento a
sua dieta alimentar. Nao sendo legislados como medicamentos, nao podem ser prescritos
para prevencao, tratamento ou cura de doencas. Atualmente a categoria suplementos
substitui as antigas designacoes de "alimentos para atletas", "alimentos para gestantes",
"suplementos vitaminicos e minerais", com regras incluindo limites minimo e maximo, po-
pulacdes indicadas, constituintes autorizados e alegacdes com comprovacao cientifica. ™!

No que diz respeito ao cromo, os limites minimos e maximos que devem ser fornecidos

por suplementos na recomendagao diaria estao apresentados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Limites minimos e méximos de cromo que devem ser fornecidos pelos

suplementos alimentares na recomendagao diaria de consumo e por grupo populacional

indicado pelo fabricante. Fonte: ANVISA

Limites Minimo (ug) — Méximo (ug)
0 a 6 meses 0,03 0,30
7 a 11 meses 0,825 8,25
1 a 3 anos 1,65 16,5
4 a 8 anos 2,25 22,5
9 a 18 anos 5,25 52,9
> 19 anos 5,25 250,0
Gestantes 4,5 45,0
Lactantes 6,75 67,5

O setor de suplemento alimentar devera se adequar a norma vigente até 2023, ano em

que terd inicio a efetiva fiscalizacao.
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1.5 Estado da arte

Materiais de dimensoes nanométricas constituidos de carbono apresentam habilidades
Gnicas, uma vez que os atomos de carbono participam de ligagoes covalentes com outros
dtomos em diferentes estados de hibridizacdo (sp, sp® e sp®) ou, ainda, com elementos
nao metalicos, permitindo formar uma diversidade de estruturas denominadas nanoal6-
tropos de carbono, como ¢é o caso dos pontos de carbono. Tal material apresenta-se em
grande evidéncia devido ao seu diversificado potencial de utilizacao, o qual esta intrin-
secamente relacionado as suas propriedades luminescentes, permitindo, entre outros, o
desenvolvimento de sensores seletivos para aplicagoes analiticas e bioanaliticas. *?

Atualmente, esfor¢os tém sido destinados para o desenvolvimento de novas sinteses de
pontos de carbono para a aplicagao em quimica analitica, baseando-se principalmente em
alteracoes da resposta luminescente do ponto de carbono em funcao de mudangas no seu
ambiente quimico.!%!) Fazendo atuarem como sensores analiticos para a determinacao de
diversas matrizes.

2] gintetizaram pontos de carbono dopados com

Nesse sentido, Zhao e colaboradores
nitrogénio através de método hidrotérmico usando poliacrilamida como fonte de carbono
e nitrogénio. Os pontos de carbono, manifestando luminescéncia na regiao do azul, apre-
sentaram rendimento quantico de 23,1 %, didmetro médio de 3 nm, e solubilidade em
agua. A particula foi empregada como sonda para deteccao seletiva de dopamina. Isto foi
possivel devido & interacao, em meio alcalino, entre a espécie de interesse e os pontos de
carbono provocarem a extingao da luminescéncia, sendo observada uma correlacao linear
entre concentragao da espécie de interesse e a diminui¢cao da intensidade do sinal. Foi
obtida uma faixa de 0,1 a 200 gmol L™ com limite de deteccao de 0,05 pmol L. Assim,
o material foi aplicado com sucesso para a determinacao de dopamina em amostras de
urina, com recuperacoes satisfatorias.

Pontos de carbono preparados por tratamento hidrotérmico, a partir de residuos da
casca de durian (Durio zibethinus), foram empregados por Jayaweera e colaboradores 193]
para a detecgao de ion ferro(III). A presenga de acidos carboxilicos, ésteres e aminas
na casca do fruto contribuiram para modificagoes na superficie do ponto de carbono

resultando em um rendimento quantico de 6,2 %, valor duas vezes maior que de outros

pontos de carbono derivados de precursores puros de celulose. As particulas apresentaram
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diametro médio de 3,2 nm. Com luminescéncia na regiao do azul, o sensor mostrou-se
seletivo para fon ferro(IIl) através da formagao de um complexo nao luminescente com os
grupos funcionais de oxigénio, sendo assim, empregados para detectar concentragoes em
uma faixa de 0 a 20 pmol L™! com limite de deteccdo de 120 nmol L™'. O método foi
aplicado com éxito para a detecgao de fon ferro(IIl) em amostras de dgua potéavel, dgua
proveniente de lago e 4gua do mar.

9] gintetizaram pontos de carbono pelo método hidrotérmico em-

Ju e colaboradores
pregando (orto-fenilenodiamina como precursor. Os PC, apresentando emissdo na regiao
do vermelho, foram utilizados como sonda luminescente na deteccao de hematina em glo-
bulos vermelhos humanos. Os pontos de carbono, obtidos em condi¢oes acidas e com
emissao dependente do pH, exibiram tamanho médio de 2,7 nm e rendimento quantico
de 12,8 %, além de excelentes propriedades opticas. O sistema de deteccao desenvolvido
para hematina exibiu uma resposta linear na faixa compreendida entre 0,4 a 32 pmol L™!
e um limite de deteccao de 0,18 pmol L.

9] relataram, pela primeira vez, a

Em uma outra abordagem, Hoan e colaboradores
sintese de pontos de carbono para aplicagao na marcagao e detec¢ao de ion molibdénio(VI).
Os pontos de carbono foram sintetizados pelo método hidrotérmico utilizando suco de
lim&o como precursor de carbono, sendo empregadas diferentes temperaturas (200, 240 e
280 °C) a fim de controlar a luminescéncia do fluoréforo. O material sintetizado apresentou
forte emissao na regiao do verde, particulas de tamanho médio de 3 nm e rendimento
quantico de 24 % (sintese a 280 °C). O material mostrou-se adequado para a detecgao
seletiva de fon Mo®", com limite de deteccio de 20 mg L™, além de potencial para
aplicacao em rotulagens e sistemas optoeletrénicos.

Em um outro trabalho, proposto por Jia e colaboradores!®

, 0s compostos para-
fenilenodiamina e acido citrico foram usados para obtencao de pontos de carbono por
sintese hidrotérmica. Os PC apresentaram luminescéncia na regiao do laranja, tamanho
extremamente reduzido (1,62 £+ 0,35 nm) e rendimento quantico igual a 4,8 %, além de
solubilidade em agua. A interagao entre o ponto de carbono e a espécie de interesse foi
responséavel pelo reforco da luminescéncia, possibilitando a utilizacao do material como
sonda na deteccao de nitrito (NO?7) em amostras de salsicha, picles e agua potavel.

[97]

Du e colaboradores' ! sintetizaram pontos de carbono dopados com enxofre, pelo mé-

todo hidrotérmico, com luminescéncia estavel na regiao do azul e rendimento quantico de
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32 %. Como fontes de carbono e enxofre foram utilizados acido ascoérbico e acido tioglico-
lico. Os PC obtidos apresentaram sensibilidade e seletividade com supressao na resposta
luminescente para fon ferro(III) variando a concentragao de 0 a 200 pM e limite de detec-
¢ao de 0,05 uM. O PC também apresentou supressao de sinal luminescente na presenca
de HyO2 em solugdo com ion ferro(Il), uma vez que este era oxidado para ferro(IIl) e a
diferenca na intensidade de luminescéncia antes e apos a adicao de HoO, foi usada para
detecgao dos respectivos fons. Contudo o PC proposto pode ser aplicado para a detec¢ao
de fon ferro(II) e ferro(III) em amostras de gluconato ferroso (suplemento de ferro).

Fazendo uso de pontos de carbono dopados com nitrogénio Tabaraki e Abdil®® desen-
volveram um sensor para a determinagao de écido aspéartico em suplementos esportivos.
A sintese foi realizada por micro-ondas utilizando acido citrico e uréia solubilizados em
agua como fonte de carbono. Os PC obtiveram tamanho médio igual a 10 nm. Foi utili-
zado no estudo para realizacao das medidas a solucao da nanoparticula em pH=8, devido
a desprotonacao de grupos funcionais na superficie do PC e acido aspartico que leva a
intensidades de sinal nesse pH e comprimento de onda méximo de excitacao de 360 nm
com emissao em 450 nm. A faixa linear e o limite de detec¢ao obtido foram de 0,5 a 50
uM e 90 nM, respectivamente.

Pontos de carbono preparado por método solvoltérmico utilizando acido citrico e uréia
foram desenvolvidos por Omer e colaboradores. ®! Os PC sintetizados, com tamanho entre
2 e 3 nm, apresentam luminescéncia na regiao do verde com rendimento quantico de 15
%. A nanoparticula apresentou detecgao seletiva para fon ferro(III), através da supressao
do sinal de luminescéncia, com resposta linear na faixa de contracao entre 0,1 a 0,9 uM e
limite de deteccao de 50 nm.

Através de uma sintese por oxidacao quimica utilizando acido citrico e solugao aquosa
de peroxido de hidrogénio , um PC com luminescéncia verde (emissao méxima de 490 nm),

com tamanho médio de 3,6, foi obtido por Huangfu e colaboradores!!

. O PC apresentou-
se como um bom sensor para a determinagao de fon cromo(III), exibindo uma resposta
linear na faixa de concentragao de 0,2 a 55uM e limite de detecg¢ao de 0,2 uM. O PC pode
ser empregado para a detecgdo de cromo(IIl) em agua de torneira.

Em um consideravel niimero de trabalhos, os sensores baseados em pontos de carbono

compartilham a seletividade para as espécies de interesse e o consequente refor¢co ou

supressao da luminescéncia, sendo capazes de produzir uma resposta linear e apresentarem
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exatidao, precisao, 6timos limites de deteccao e de quantificagao, além de recuperacao
passivel de ser quantificada. Assim, tais figuras de mérito qualificam os pontos de carbono
como um material promissor para a utilizagao em quimica analitica. [100]

Embora os pontos de carbono apresentem um grande potencial para diversas aplica-
¢oes, é observado um reduzido nimero de trabalhos que os empregam no desenvolvimento
de sensores para aplicacoes analiticas. Diante deste fato, a presente dissertacao procura
sintetizar e caracterizar um ponto de carbono com luminescéncia na regiao do vermelho,
observando as suas caracteristicas luminescentes concomitantemente as figuras de mérito,
a fim de se obter um sensor otimizado para a determinacdo de fon cromo(III) em amos-

tras de suplementos alimentares, amostras essas que nao possuem, até entao, um controle

fiscal atuante sobre as concentracoes presentes na formulagao.
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2.1 Objetivo principal

Sintetizar pontos de carbono portando caracteristicas para atuar como sensores na

determinagao de cromo(III) em suplementos.

2.2 Objetivos especificos

- Obter particulas de carbono, provenientes da para-fenilenodiamina, de dimensoes

nanométricas e luminescentes, por método solvotérmica.

- Investigar as propriedades luminescentes do ponto de carbono, bem como caracteriza-

lo, determinando o rendimento quantico.
- Desenvolver uma metodologia de quantificacao utilizando instrumentacao portatil.

- Avaliar figuras de mérito como a faixa linear de trabalho e limites de detecgao e de

quantificacao.

- Comparar a metodologia com método por espectroscopia de fluorescéncia de raios

X por dispersao em energia (EDX).



CAPITULO

PARTE EXPERIMENTAL




3.1 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes e solventes empregados listados a seguir foram de grau analitico.

- Acetona (CH3COCHj3, >99,0 % - Synth),

- Acetonitrila (ACN) (CH3CN, >99,0 % - Vetec),

- Acido cloridrico (HCI, 37,0 % - Neon),

- Acido nitrico (HNOs3, 65,0 % - Sigma Aldrich),

- Alcool etilico (CH3CH,OH, >99,0 % - Dinamica),

- Cloreto de cromo(IIT) hexahidratado (CrCls-6H,0, 97 % - Merck),
- Cloroférmio (CHCl3z, >99,0 % - Sigma Aldrich),

- Eter Etilico (CH3;0H-4H,0, >99,0 % - Neon),

- Hexano (CH3(CHy),CHs, >99,0 % - Dinamica),

- Metanol (CoH;50, 99,8% - Sigma Aldrich),

- Para-fenilenodiamina (CgHgNy, 98 % - Sigma Aldrich),

- Piridina (CsH5N, 99,0 % - Dinamica),

- Tetracloreto de carbono (CCly)(CCly, >99,0 % - Merck),

- Tetrahidrofurano (THF)(C4HgO, 99 % - Sigma Aldrich),

- Rodamina B (CogH3;CIN5O3, 95 % - Sigma Aldrich),

- Silica-gel de grau cromatografico (6 nm, 70-230 mesh - Sigma Aldrich)
- 1-butanol (C4H100, 99 % - Merck)

- l-octanol (CsHy30, 99 % - Sigma Aldrich)
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Todos os reagentes foram utilizados sem etapas de purificagdo adicionais. A &gua
empregada foi destilada e deionizada a 18 M2 cm a 25 °C (Milli-Q, Millipore Corporation).
Toda a vidraria utilizada foi limpa com solugao acida (10 partes de 4gua deionizada para
1 parte de HNOs, v v™!), em banho ultrassonico por 50 minutos e em seguida lavada com

agua ultrapura.

3.2 Amostras

Os suplementos alimentares contendo picolinato de cromo(III) foram adquiridos em
estabelecimentos da cidade de Joao Pessoa - PB, sendo um total de trés amostras contidas
em forma de capsulas utilizadas para ingestao por via oral. As informagoes referentes as

amostras, contidas nas respectivas embalagens, estao apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Descrigao das informagoes referentes as amostras de suplementos.

Identificagao Tipo Teor de cromo(mg g~')  Validade
Supl Comercial 0,107 05/2021
Sup?2 Manipulada 0,509 11/2019
Sup3 Manipulada 0,403 11/2019

Os excipientes presentes na amostra comercial sao aerosil (dioxido de silicio coloidal),
celulose microcristalina, lauril éter sulfato de s6dio e amido, conforme descricao do rétulo

do produto

3.3 Preparacao do ponto de carbono

A sintese e purificagdo do ponto de carbono (PC) da para-fenilenodiamina foram re-

[101]

alizados de forma semelhante a metodologia relatada na literatura e sao descritas a

seguir.
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3.3.1 Procedimento de sintese

O PC foi obtido a partir da reacao de sintese pela rota solvotérmica da p-fenilenodiamina
em etanol puro, Figura 3.1. Inicialmente, 0,9 g do reagente foi solubilizados em 90 mL
de etanol. A solugao obtida foi vertida em um recipiente de politetrafluoretileno e acon-
dicionado em uma autoclave de ago inox (capacidade maxima de 120 mL), o conjunto foi
levado para o interior de uma mufla, previamente aquecida a 180 °C, e ficou sobre aque-
cimento durante o periodo de 12 h. Transcorrido esse tempo, o conjunto foi arrefecido a
temperatura ambiente. A solucao obtida, de coloracao escura, foi levada a um evaporador
rotatorio tendo o volume reduzido para cerca de 1 mL. A solucao entao foi solubilizada

com 20 mL de uma mistura de cloroférmio e metanol (20:1 v v™1).

3.3.2 Procedimento de purificacao

O material foi purificado em uma tinica etapa por cromatografia em coluna empregando
silica-gel, Figura 3.1. Uma aliquota de 4 mL da amostra foi cuidadosamente inserida na
coluna com SiO,, utilizando cloroférmio e metanol (20:1 v v') como eluente. Sob a inci-
déncia de luz na faixa de 405 nm, foi possivel observar trés fracoes que eluiram, em ordem,
azul, verde e vermelha, respectivamente. A adicao do eluente na coluna foi interrompida

somente apds ocorrer a separagao por completa da fracao luminescente vermelha.

a)

NH2 0380

20t

(1) ... 0

H,N D]

Para-fenilenodiamina - PC
em etanol Autoclave
12 h 4180 °C

b)

U oy

Purificaciio em
coluna cromatografica

Figura 3.1 — a) Procedimento de sintese do PC; b) procedimento de purificagao.
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3.4 Caracterizacao do ponto de carbono

A caracterizacao do material sintetizado e purificada foi realizada empregando o con-
junto de técnicas descritas a seguir. Para as analises que faziam uso da massa do PC, a
mesma foi obtida deixando o solvente ser evaporado & temperatura ambiente, em capela
com exaustor, e posteriormente o material ficou acondicionado em dessecador por uma

semana, para analises posteriores.

3.4.1 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

Aspectos nanoestruturais das particulas foram avaliados através das micrografias ad-
quiridas por TEM. As analises foram realizadas em um microscopio eletrénico de trans-
missao JEOL, modelo JEM-1200 operando em 120 kV. Apds as amostras serem suspensas
em etanol (5 minutos em banho de ultrassom a temperatura ambiente), com o auxilio de
uma micropipeta, uma gota da suspensao foi depositada em uma grade de cobre de 300
mesh, recoberta com filme de carbono amorfo. As analises foram realizadas no Centro
de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram
selecionadas aleatoriamente 145 particulas em diferentes imagens utilizando o software
ImageJ (versao 1.8.0.112 de 64 bit) e o histograma com a distribui¢ao do tamanho das

particulas foi obtida através do software OriginPro (versao 8.5.1.315 de 64 bit).

3.4.2 [Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

As analises foram realizadas em um espectrofotometro modelo IRTracer-100 FTIR
(Shimadzu). Os espectros foram obtidos com 32 varreduras e com 4 cm™' de resolucdo

na faixa entre 400 e 4.000 cm ™'

As amostras foram preparadas pela diluigao em KBr
e posterior confeccao de pastilhas de 10 mm de diametro. O p6 de KBr contendo o PC
compactado em uma prensa hidraulica manual Shimadzu, utilizando pressao igual a 60

kegf cm™2 e, logo em seguida, analisados.
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3.4.3 [Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A aquisicao dos espectros de XPS foi realizada em um espectrometro modelo EA-125
(OMICRON). Os raios X foram gerados a partir de um anodo de aluminio, sendo utilizada
a radiacao Al-Ka, com energia de 1.486,6 ¢V, incidindo a um angulo de 90° em relacao ao
eixo do analisador de elétrons. As anélises foram realizadas no Laboratorio Multiusuério
de Analise de Superficies (LAMAS), localizado no Instituto de Fisica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

A porcentagem atribuida a composi¢ao quimica obtida a partir dos espectros de baixa
resolucao foi calculada através do software CasaXPS (Versao 2.3.22 de 64 bit) e as imagens

geradas via software OriginPro (versao 8.5.1.315 de 64 bit).

3.4.4 [Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

O espectro de absor¢ao molecular foi registrado & temperatura ambiente em um es-
pectrofotometro UV-Vis modelo 8453 (Hewlett-Packard), usando uma cubeta de quartzo
com 10 mm de caminho 6ptico com varredura entre 200 e 800 cm ™!, utilizando agua como

solvente.

3.4.5 Espectroscopia de luminescéncia

Os espectros de luminescéncia (excitagao e emissdo) do ponto de carbono foram regis-
trados a temperatura ambiente em espectrofluorimetros modelos FLUOROLOG-3 (Ho-
riba Jobin-Yvon) e G9800A (Agilent Cary Eclipse) equipados com lampada de xénonio.
Uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm foi empregada para realizacao das
medidas.

Para os ensaios de quantificacao do analito envolvendo o ponto de carbono foi utili-
zado um espectrofluorimetro portatil modelo USB4000 (Ocean Optics), sendo empregado
como fonte de excita¢do um diodo emissor de luz (LED) com angulo de visao de 120° e
comprimento de onda de emissao maximo de 515 nm, sendo alimentado por uma fonte

modelo FA-3005 (Instrutherm), utilizando-se voltagem de 3,3 V e corrente de 430 mA.
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Tais valores foram utilizados considerando-se as recomendagoes de voltagem e amperagem
méximas apresentadas pelo fabricante, 3,6 V e 700 mA, respectivamente. Foi empregado
uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico para realizagao das medidas. O
sistema, com os componentes utilizados, é apresentado na Figura 3.2. Os espectros fo-
ram obtidos utilizando o software spectrasuite (versao 2.0.162 de 64 bit) e posteriormente

tratados usando o software OriginPro (versao 8.5.1.315 de 64 bit).

Espectro de emissdo da fonte utilizada

~—Apax = 515 nm

Intensidade (u.a.)

v

T T T
400 500 600 700

Comprimento de onda (cm™)

Figura 3.2 — Fotografia do equipamento utilizado: (1) fonte de alimentagao para o LED;
(2) detector fluorescente; (3) suporte para a cubeta; (4) placa arduino para alimentagao
do cooler; (5) dissipador de calor com cooler; (6) LED montado sobre dissipador estrela.
Em destaque, a imagem referente ao espectro de emissao do LED utilizado com emissao

maxima de 515 nm.

O LED utilizado como fonte de excitagao ficou posicionado de modo a se obter um
angulo de 90° com o sistema de detecgao utilizado. A fim de evitar o aquecimento do
LED, foi empregado um conjunto formado por um dissipador de calor (com dimensoes de
7x 3,5 x 3,5 cm) e um cooler (de 12 V com dimensdes de 4 x 4 ¢cm) alimentado através
de uma placa arduino. Manteve-se todo o conjunto fixado sobre a bancada durante a

realizacao de todas as medidas.
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3.4.5.1 Rendimento quantico do ponto de carbono

Para a determinacao do rendimento quantico realizaram-se as medidas conforme des-

[102]

critas na literatura!™"*!. Como padrao de referéncia foi usado rodamina B com rendimento

[103]

quantico de 31 %, em agua.'"™!. Uma vez que, apresenta uma ampla faixa estendida de

comprimento de onda relevante para o estudo, com uma resposta satisfatoria de emissao
na regiao do vermelho. "%

Os espectros de fluorescéncia e absor¢ao do PC e do fluoréforo foram registrados em
490 nm. Foram registrados 6 distintos valores de absorbancia na faixa entre 0,004 e 0,01,
para minimizar o efeito de filtro interno. O valor de rendimento quéntico foi entao obtido
pela Equacao 3.1

Grada . n

O,y =Dp . (3.1)

Gradp . 0%

Onde @ refere-se ao rendimento quantico, Grad corresponde a inclinacao das curvas
obtidas a partir da relacao entre a absorbancia e as areas das curvas de emissao, referente
ao padrao e ao PC, n é o indice de refracao do solvente (1,33 para a dgua) e os subindices

"A'e "P'referem-se a amostra e ao padrao utilizados, respectivamente. 1%

3.4.5.2 Influéncia do solvente sobre o ponto de carbono

Aliquotas de 500 puL do PC (2,8 mg L™') foram transferidas individualmente para
béqueres de 10 mL e mantidas & temperatura ambiente para que o solvente fosse evapo-
rado. Posteriormente, 1.500 pl de solventes com diferentes polaridades foram utilizados
para solubilizar o PC ali contido. Os solventes utilizados, seguindo a ordem crescente de
polaridades dos mesmos, foram: CCly, éter etilico, THF, cloroférmio, piridina, acetona,

ACN, 1-octanol, 1-butanol e dgua, respectivamente.

3.4.5.3 Influéncia do pH

Realizou-se um estudo a cerca do efeito do pH sobre o PC com relagao a intensidade

de fluorescéncia. A variacao do pH foi feita com o uso de solu¢ées de HCl e NaOH em uma
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faixa entre 3,5 e 10,5, sendo controlada por meio de um pHmetro modelo 713 (Metrohm).
Uma aliquota de 250 ul. do PC foi diluido com 250 ul. da solugao de pH conhecido e as

medidas de luminescéncia foram realizadas ap6s transcorrer o tempo de 5 minutos.

3.5 Ensaios analiticos

3.5.1 Ton cromo(III)

As solugoes de fon cromo(I1I) foram obtidas a partir do sal de cloreto de cromo (CrCly).
Uma solugio estoque contendo 380 mg L™ do fon cromo(III) foi preparada dissolvendo
9,5 mg do reagente em agua ultrapura e elevando o volume final para 25 mL em balao
volumétrico, com o mesmo solvente. As diluigoes a partir da solucao estoque foram
preparadas nas seguintes concentragoes: 8,33; 12,5; 16,6; 21.,4; 25; 28,5; 33,3; 35,7; 41,6
mg L.

A curva analitica foi construida utilizando aliquotas de 250 L de PC (17,5 mg L")
misturadas a aliquotas de 250 pLi da solugao contendo diferentes concentragoes do padrao

analitico, respeitando o tempo de contato de 5 minutos.

3.5.2 Quantificacao de cromo(Ill) em amostras de suplemento

alimentar

3.5.2.1 Via luminescéncia empregando ponto de carbono

Trés amostras de suplementos (supl, sup2 e sup3) foram utilizadas nos ensaios, con-
tendo, segundo o fabricante, 2,5 x 107* g, 6 x 107 g ¢ 6 x 107* g de picolinato de
cromo(I1I), respectivamente.

As amostradas foram preparadas de forma semelhante seguindo metodologia relatada

na literatura 106107

Inicialmente, a massa de cada amostra foi medida em balanga, sendo
a massa referente a 8 capsulas para a amostra supl e a massa constituida de 4 capsulas

para as amostras sup2 e sup3. As amostras foram digeridas em béqueres com agua régia
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(3 partes de HCI para 1 parte de HNOs, v v~ ') durante um periodo de 24 h, usando
a propor¢ao de 1 mL da solugao acida para cada 100 mg de amostra. Transcorrido
esse periodo, foi realizado aquecimento a 75 °C durante 4 h, sendo adicionados pequenos
volumes de d4gua ultrapura a medida que o volume do solvente era evaporado. As amostras
foram arrefecidas & temperatura ambiente e em seguida tiveram o valor de pH elevado
para 7 com a adi¢ao de NaOH concentrado, medindo utilizando papel indicador e ajustado
posteriormente com peagametro, afim de ter uma solucao com faixa estavel e sinal de
emissao consideravel para medicao. As solucoes foram aferidas em baldao volumétrico de
10 mL com agua ultrapura. As amostras foram analisadas em triplicata.

As medidas foram realizadas utilizando-se de 250 L de PC (17,5 mg L™!) misturadas
a aliquotas de 250 pL. da solucao das amostras, respeitando o tempo de contato de 5

minutos.

3.5.2.2 Via espectrometria de fluorescéncia de raios X por dispersao em ener-

gia

A metodologia empregando o ponto de carbono foi comparada com a técnica de flu-
orescéncia de raios X por dispersao em energia utilizando um espectrometro EDX-8000
(Shimadzu). As amostras foram secas e moldadas em pastilhas de 10 mm de didmetro
utilizando pressao igual a 60 kgf cm 2.

Para a curva analitica, aliquotas com 25 uL de solugoes de cloreto de cromo(III)
hexaidratado com diferentes concentragoes foram depositadas em 500 mg de cera hoechst
micropuverizada, sendo entao, adicionados 2 mL de metanol. Apds a homogenizacao da
suspensao em ultrassom, o solvente foi evaporado sob condi¢oes ambientes. Os pontos da

curva, na forma de p6, foram prensados e analisados, sendo produzidos pontos na faixa

de concentragao entre 0,01 e 0,1 % (m m™") de cromo(III).

3.5.3 Analise estatistica

O método de determinagao de cromo(IIl) em amostras de suplementos empregando
PC foi avaliado utilizando como método de referéncia a determinagao por EDX. Foram

utilizados para verificar a existéncia de diferencas estatisticas entre os métodos, o teste F,
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para a avaliagao da precisao, e o teste t-Student, para verificar se as médias obtidas pelos
métodos fornecem resultados estatisticamente equivalentes para um nivel de confianga de
95 %.

Para aplicacao do teste t-Student, fez-se uso da Equacdo 3.2, onde, d representa a
média da diferenca entre os métodos, Sy é o desvio padrao da diferenca da média e N o
ntmero de graus de liberdade.

Lealeulado = i (3.2)
VN

Para obtencdo do valor referente do teste F usou-se a Equacdo 3.3, onde, s] é o
quadrado do desvio padrdo do método usando o PC e s2 é o quadrado do desvio padrao
do método de referéncia por EDX.

si

Faleutado = )
52
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4.1 Pontos de carbono

As caracteristicas e funcionalidades relacionadas ao ponto de carbono sintetizado e
purificado sao discutidos a seguir e objetivam evidenciar a integridade da nanoparticula

avaliando as propriedades luminescentes do material.

4.1.1 Obtencao

Apoés a etapa de sintese se obteve um material de cor escura, Figura 4.1, com lumi-
nescéncia vermelha, ao incidir sobre a mesma um feixe de laser de 405 nm. O material
entdo solubilizado na mistura cloroférmio:metanol (20:1 v v~ ') foi purificado em coluna
cromatografica. A purificacao rendeu a separacao de trés fracoes luminescentes distintas
de coloracao azul, verde e vermelha. Na Figura 4.2 esta discriminada parte das etapas

ocorridas durante a purificagao na coluna.

Figura 4.1 — Imagem da massa de PC obtida da sintese apos reducao do volume em

evaporador rotatorio.
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Figura 4.2 — Imagem do procedimento de purificagao do PC na coluna cromatogréafica:
a) e b) amostra sendo separada em diferentes fragoes através da passagem do eluente; c)
e d) fracao luminescente de coloragao vermelha sendo distinguida com o uso de um laser

com comprimento de onda de 405 nm.

O volume coletado referente as fracoes luminescentes azul e verde foi extremamente
reduzido, nao sendo possivel medir a massa obtida desses pontos de carbono, tampouco
utiliza-los para as diversas caracterizacoes e demais testes. Diante disso, a continuagao do
trabalho se ateve aos estudos referentes a fracao luminescente vermelha, a qual apresentou

um rendimento igual a 4,0 % (m m™1).

4.1.2 Aspecto morfolégico

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao (Figura 4.3) revelam
particulas de dimensoes nanométricas, esferoidais, apresentando didmetro médio da ordem
de 8 a 9 nm.

A Tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos para o PC sintetizado nesse trabalho
juntamente com os resultados de trabalhos semelhantes que obtiveram seus méaximos
de emissdo compreendidos na regido do vermelho. E possivel observar que apesar das
particulas apresentarem valores distintos para os tamanhos médios, seus comprimentos

méximos de emissao ocorreram na regiao de menor energia (Ae,; entre 600 - 640 nm).
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Percentagem (%) ,

Figura 4.3 — Imagem dos PC obtida por TEM evidenciando (a) as dimensoes e mor-
fologia dos pontos de carbono e (b) grafico representando a dispersao dimensional das

nanoparticulas.

Tabela 4.1 — Comparativo de PC obtidos por TEM em que as particulas apresentam

luminescéncia na regiao do vermelho (A.,; entre 600 - 640 nm).

Precursor Método de sintese ~ Tamanho (nm) A, de emissdo (nm) Referéncia

para-fenilenodiamina Solvotérmico 8,5 622 O presente trabalho

Acido citrico + uréia + fluoreto de sodio Micro-ondas 10,0 600 [108]

Acido citrico + vermelho neutro Hidrotérmico 3,5 632 [109]

Acido citrico + etanodiamina Solvotérmico 4,1 627 [110]

Suco de limao Solvotérmico 4,6 631 [

para-fenilenodiamina + acido fosférico Hidrotérmico 2,4 622 [112]

1,3-dihidroxinaftaleno Sovoltérmico 5,0 628 16l

acido polietiofeno fenilpropiénico Hidrotérmal 10,0 640 sl

para-fenilenodiamina Solvotérmico 10,0 604 1o1]

orto-fenilenodiamina Hidrotérmico 5,7 630 [114]
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4.1.3 Caracteristicas quimicas

Os espectros de FTIR para o ponto de carbono e para o seu reagente de partida
(para-fenilenodiamina) sdo apresentados na Figura 4.4. Comparando os espectros é pos-
sivel observar o surgimento de algumas bandas caracteristicas entre 2.846 - 2.923 cm™?,
1.456 cm ™' e 1.225 cm™!, as quais podem ser atribuidas aos estiramentos C-H, C-N= e
C-0O, respectivamente. A presenga desses estiramentos significa que ocorreram reagoes
de decomposicao, ciclizagao intermolecular e de condensagao durante a sintese dos pon-
tos de carbono.® Além de vibragoes para alongamento de O-H/N-H (3.410 — 3.200
em ™), C=0/C=N (1.634cm™ ') e C=C (1.518 cm ™), indicando a formagcao de estruturas
poliaromaticas e a presenca de muitos grupos contento nitrogénio.[115] A existéncia de

grupos hidrofilicos abundantes no material e uma banda larga de O-H, garante uma boa

solubilidade em agua, condizente com o que é observada para este PC. [116]

(b)

Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

N~ / ~7 ~, -, —
OH/NH  com C=0/C=N  C=C

c=C

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Figura 4.4 — Espectros de FTIR para o (a) reagente de partida (para-fenilenodiamina)

e para o (b) ponto de carbono.

As atribuigoes de FTIR através dos grupos funcionais da superficie e a composi¢ao do
PC sao verificadas por anélise XPS. A partir do espectro exploratorio de XPS (de baixa
resoluc@o) para o ponto de carbono sintetizado (Figura 4.5) é possivel observar a presenga
de trés principais picos: C 1s (285 eV), N 1s (400 e¢V) e O 1s (531 eV). A composicao
quimica obtida a partir desse espectro revelou teores iguais a 57,2 % para carbono, 10,8

% para nitrogénio e 31,9 % para oxigénio.
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Figura 4.5 — Espectro exploratorio de XPS para o ponto de carbono sintetizado.

Os espectros de alta resolucao, correspondentes ao nivel de energia 1s do C, 1s do N
e 1s do O, sao apresentados na Figura 4.6 e coroboram com os resultados obtidos por
FTIR. O espectro para o C 1s pode ser deconvoluido em quatro picos correspondentes
as ligacdes de carbono sp? (C-C e C=C, em 286,5 e¢V), carbono sp® (C-N e C-O, em
287,3 €V), carbonila (C=0 em 288,4 e¢V) e carbono carboxilico (COOH, em 290,5 eV).
O espectro para o N 1s pode ser deconvoluido em trés picos, referentes ao nitrogénio
piridinico, em 400,4 eV, ao nitrogénio amino, em 401,3 eV e ao nitrogénio pirrélico, 402,3
eV. A deconvolucao do espectro do O 1s apresentou dois picos na posi¢ao de maximo de
energia de ligagao em 533,3 eV e 534,5 eV referentes C=0 e C-O, respectivamente, com a
presenca de um pico em 537 eV atribuido a contaminacio com sodio. 17

E possivel ressaltar que a presenca de ligacdes C=C, C-N, nitrogénio pirrélico, piridi-
nico indicam a formagcao de estrutura poliaroméatica durante o processo de reacao.

Através da deconvolugao dos graficos foi constatado que os grupos encontrados para
o espectro de carbono e oxigénio (C-O e C=0) remetem que os carbonos presentes na
superficie do PC se apresentam em alto grau de oxidacao, ligados a grupos oxigenados,
estando de acordo com o esperado, uma vez que, um maior grau de oxidagao na superficie
dos pontos de carbono é esperado que ocorra um deslocamento da banda de emissao para

a regiao do vermelho (Mg > 600 nm).“”’”g]
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Figura 4.6 — Espectros de XPS de alta resolugao para as regioes C 1s, N 1s e O 1s.

4.1.4 Propriedades luminescentes

4.1.4.1 Analise de fluorescéncia molecular no ultravioleta-visivel

O ponto de carbono sintetizado é facilmente solubilizado em diferentes solventes. Uma
vez que o solvente é capaz de interagir de forma significativa com o ponto de carbono,
implicando em alteragoes no comprimento de onda e intensidade de emissao, torna-se
importante sua escolha adequada. Sendo desejavel manter a luminescéncia na regiao
do vermelho, foi avaliada a influéncia da polaridade do solvente sobre as propriedades
luminescentes.

A emissao do ponto de carbono sintetizado sofre um deslocamento para o vermelho
a medida que a polaridade do solvente aumenta. Tal comportamento é semelhante ao
solvatocromismo observado em corantes organicos, onde a luminescéncia de alguns co-
rantes organicos muda na presenga de diferentes solventes. O efeito de solvatocromismo
¢ geralmente atribuido a transferéncia de carga intramolecular.!!*! Contudo, tal efeito
raramente ¢ relatado em estudos de pontos de carbono. '?°!

A Figura 4.7 mostra os espectros de luminescéncia do PC solubilizado em solventes
de polaridades distintas, enquanto na Figura 4.8 apresenta graficamente a relagao entre o
comprimento de onda méximo de emissao e a polaridade. Na Tabela 4.2 estao dispostos
os valores referentes ao comprimento de onda de emissao méximo observado com o PC

solubilizado no respectivo solvente.
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Figura 4.7 — Espectros de emissao do PC solubilizado em diferentes solventes. Obtidas

com comprimento de excitagao em 352 nm (medidas realizadas no FLUOROLOG-3, da

Horiba Jobin-Yvon).
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Figura 4.8 — Comprimento de onda de emissao do PC em fungao da polaridade do

solvente. Obtidas com comprimento de excitagdo em 352 nm (medidas realizadas no

FLUOROLOG-3, da Horiba Jobin-Yvon).
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Tabela 4.2 — Comprimentos de onda de emissao maximo obtidos nos respectivos solventes

analisados. Obtidas com comprimento de excita¢do em 352 nm (medidas realizadas no

FLUOROLOG-3, da Horiba Jobin-Yvon).

Polaridade Solvente Amaz de emissdo (nm)
0,052 CCly 520
0,117 Eter 543
0,207 THF 548
0,259 Cloroférmio 538
0,302 Piridina 574
0,355 Acetona 560
0,460 ACN 556
0,537 1-Octanol 601
0,586 1-Butanol 605
0,654 Etanol 602

1 Agua 622

O PC apresentou boa solubilidade em solventes alco6licos com espectros de lumines-
céncia semelhantes. Os picos de emissao para o 1-butanol, 1-octanol e etanol, ficaram
proximos compreendendo umas faixa entre 601 e 605 nm (Tabela 4.2). Tal resultado pode
ser explicado pelo fato de nos solventes alcodlicos, os atomos de nitrogénio e oxigénio da
superficie do PC formarem ligacoes de hidrogénio com as moléculas do alcool, levando a
uma estabilizacao do estado excitado.!'?11%2

Tendo em vista a melhor estabilidade, nao toxicidade, custo e emissao na regiao do
vermelho realizou-se todo o estudo posterior fazendo-se uso da dgua como solvente para
as determinagoes analiticas.

Para melhor visualizacao das diferencas luminescentes decorrentes da interacao entre

a particula e o solvente, as emissoes luminescentes das solugoes submetidas a radiagao

ultravioletas (380 nm) estao apresentadas na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Luminescéncia das solug¢oes do PC em diferentes solventes, sob luz ambiente
(a) e luz UV (b): agua ultrapura (1), metanol (2), etanol (3), ACN(4), acetona (5),
cloroférmio (6), THF (7) e CCly (8).

Para se obter uma maior sensibilidade analitica a escolha do comprimento de onda de
emissao que possua a maior intensidade de sinal é de suma relevancia. Conforme apre-
sentado na Figura 4.10 estao dispostos os espectros de fluorescéncia molecular do PC,
solubilizado em agua, que correspondem aos diferentes comprimentos de onda méximo de
excitagao (470 a 540 nm). Os espectros de emissao do PC mantiveram-se na regiao do
vermelho, independentemente da variacao do comprimento de onda de excitagao. Indi-
cando que a luminescéncia PC nao possui dependéncia com o comprimento de onda de
excitacao.

Na Figura 4.11 é possivel observar os espectros de absor¢ao UV-vis, excitagao e emissao
para o PC em agua. E observada absorcio na regiao de 200 a 350 nm, o pico observado
em 282 nm e o ombro observado em 255 nm correspondem a transigao m-7* de ligagao
C=C e C-N de anéis aromaéticos, geralmente nao fluorescentes. E na regiao de menor
energia observasse uma banda de absor¢cao em torno de 500 nm. O espectro de excitacao
evidencia um pico bem definido em 490 nm e uma intensidade de emissao méaxima em
622 nm. Restri¢goes na montagem do sistema de excitagdo (auséncia de monocromador)
determinaram a escolha da fonte, procurando-se caracteristicas, como emissao, em uma
faixa estreita de comprimentos de onda e com o maximo dessa emissao o mais proximo

possivel de 490 nm. Dessa forma, foi escolhido um LED emitindo na regiao do verde (515
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nm). Embora o LED utilizado apresente o méximo de emissao em 515 nm, a partir do
espectro apresentado na Figura 4.10 é possivel verificar que este comprimento de onda

ainda é capaz de excitar satisfatoriamente o PC.
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Figura 4.10 — Espectros de emissao para o PC em é4gua excitado nos comprimentos de

onda de 470 a 540 nm (medidas realizadas no G9800A, da Agilent Cary Eclipse).
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Figura 4.11 — Espectros absorgao, excitagao (Aemi = 622 nm) e emissao (Aeze = 490 nm)
para o PC em agua (medidas de excitacdo e emissao realizadas no G9800A, da Agilent

Cary Eclipse).
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4.1.4.2 Rendimento quantico

O ponto de carbono purificado e solubilizado em agua apresentou rendimento quantico
igual a 11,3 %, quando comparado com o fluoréforo empregado (rodamina B), que é
relacionado & transferéncia de energia de ressonancia ou interacoes m-n*. O valor obtido
condiz com valores encontrados na literatura para pontos de carbono semelhantes na

mesma faixa de emissao. !

4.1.4.3 Efeito do pH

O efeito da influéncia do pH, na intensidade de sinal de luminescéncia, foi avaliado
entre a faixa de 2,8 e 11 e a intensidade de fluorescéncia do PC pode ser observada na

Figura 4.12.

Intensidade (u.a.)

Valor de pH

Figura 4.12 - Influéncia do pH sobre a intensidade de emissao do PC em agua. Obtidas
com comprimento de excitagdo em 515 nm (medidas realizadas no USB4000, da Ocean

Optics).

Como apresentado na Figura 4.12, nao houve uma variacao significativa de intensi-

dade de sinal entre os valores de de pH de 4,5 a 9,0. Contudo, nos pontos de valores
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adjacentes foi observado uma supressao significativa da intensidade, chegando a diminuir
consideravelmente a luminescéncia do PC em pH abaixo de 3,0. Diante dessas observa-
¢oes, optou-se por realizar os estudos posteriores em pH = 7,0, valor referente ao pH do

PC solubilizado em &gua.

4.1.5 Estudos analiticos

4.1.5.1 Ensaios exploratoérios

Com o intuito de se manter um padrao de tempo na realizagao das medidas foi realizado
um estudo comparando a intensidade de sinal de luminescéncia em funcao do tempo
de contato entre PC e analito (fon cromo(III), Figura 4.13. Uma vez que nao foram
observadas variagoes, foi definido o tempo de contato de 5 minutos para todas as medidas

realizadas.

—— 0 min
—— 2 min

Intensidade (u.a.)

T T T T T T
600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Figura 4.13 — Espectros de luminescéncia molecular variando o tempo de contato entre

o PC com o analito de 0 a 20 minutos. Obtidas com comprimento de excitagao em 515

nm (medidas realizadas no USB4000, da Ocean Optics).
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Na Figura 4.14 pode-se observar a supressao ocorrida por efeito da interagao do PC com
diferentes concentracdes do fon cromo(III) variando entre 4,16 e 20,8 mg L ™!, evidenciando
que o aumento da concentracao do fon é capaz de provocar uma diminui¢ao mensuravel,

nas condigoes experimentais empregadas, do sinal de luminescéncia do PC.

Branco

—— 42 mgL"! de cromo(III)
—— 6,3 mg L de cromo(111)
—— 8,3 mgL" de cromo(IIT)
———10,7 mg L"! de cromo(I1I)
——12,5mg L de cromo(I11)
—— 16,6 mg L' de cromo(IIT)
—— 17,8 mg L™ de cromo(III)
——20,8 mg L de cromo(I1T)

Intensidade (u.a.)

, .
600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Figura 4.14 — Intensidade de luminescéncia do PC na presenga do ion cromo(III). Obtidas
com comprimento de excitagdo em 515 nm (medidas realizadas no USB4000, da Ocean

Optics).

E possivel observar a constatacio do fenomeno de supressdo existente através da in-
teragao entre o PC e o fon cromo(IlI) em diferentes concentragoes. De forma indireta,
a supressao existente pode esta relacionada ao mecanismo de efeito de filtro interno, po-
rém, medidas com maiores quantidades de concentracao do analito e analise do pico de
absor¢ao do PC na presencga do supressor se fazem necessérias.

A capacidade de supressao da luminescéncia do fon cromo(IIT), como agente supressor,

foi calculado usando a Equacao 4.11'%

o p—— (4.1)

Onde, Iy é a intensidade relativa, B corresponde ao sinal do branco e I é atribuido a

intensidade da concentragao de cromo(III) estudada.
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A Figura 4.15 apresenta a intensidade da luminescéncia do PC em fungao da concen-
trac@o do fon cromo(III) no meio, sendo possivel verificar a relagdo linear entre os dois. O
coeficiente de correlacdo (r?) entre intensidade e concentracdo do fon para a curva obtida
foi 0,9975, para n = 3, sendo o limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao iguais
a 0,55 mg L' e 1,97 mg L', respectivamente. Os coeficientes angular e linear estio

descritos na equagao
I = 0,0134 (£0,0072) + 0,0019 (£0,0005) x [teor de cromo(II1) |,

onde I é a intensidade do sinal obtido e o teor de cromo(I1I), é dado em mg L.

(B - Ic)/B

0 5 10 15 20
Teor de cromo(I1T) (mg L)

Figura 4.15 — Curva da supressao da luminescéncia do PC na presenga do ion cromo(III)
na faixa de 4,16 a 20,8 mg L' sob excitacdo de 515 nm em pH= 7,0 (medidas realizadas
no USB4000, da Ocean Optics).

4.2 Teor de cromo(IIl) em suplemento alimentar

A quantifica¢do do fon cromo(III) nas amostras de suplemento alimentar contendo di-
ferentes concentragoes de picolinato de cromo, como indicado pelo fabricante, foi realizada

por meio da supressao da luminescéncia do PC e comparado com valores determinados
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por espectroscopia de fluorescéncia de raios X por dispersao em energia. Os valores obti-
dos para as trés amostras, juntamente com o valor nominal, estao listados na Tabela 4.3

e apresentados graficamente na Figura 4.16.

Tabela 4.3 — Valores obtidos para as amostra pela técnica de supressao da luminescén-
cia (PC) e espectroscopia de fluorescéncia de raios X por dispersao em energia (EDX),

juntamente com o valor nominal (VN).

Identificagao PC (mgg™') EDX(mgg') VN(mgg!') Erro relativo (%)

Supl 0,277 (£0,027) 0,343 (+0,014) 0,107 238
Sup?2 0,387 (£0,029) 0,412 (+0,010) 0,509 6,1
Sup3 0,197 (£0,023) 0,228 (+0,011) 0,403 13,6

Teor de cromo(III) (mg g'l)

Figura 4.16 — Concentracao de cromo(III) nos diferentes suplementos de picolinato de
cromo determinada via metodologia empregando ponto de carbono (PC) e espectrome-

tria de fluorescéncia e raios X (EDX), juntamente com o valor nominal informado pelo

fabricante (VN).
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A partir dos espectros de EDX das amostras, Figuras 4.17, 4.18 e 4.19, foi identificado
a presenga de silicio (Ka = 1,74) em todas as amostras, com intensidade maior verificada
na amostra comercial (Supl), conforme rotulo do produto que descreve dioxido de silicio.
Ainda, além da presenca de cromo, identificado em 5,42 e 5,92 para o sinal de Ka e K§,
respectivamente, existem contaminagao de ferro (Ka = 6,42 e K8 = 7,08), cobre (Ka =
8,04), potéssio (Ka = 3,32) e enxofre (Ka = 2,36) em todas as amostras, e bromo (Ka =
11,92) na amostra comercial. Contudo, a baixa intensidade de sinal destes contaminantes
nao é possivel determinar que pudessem atuar como interferentes na quantificacao do
cromo(III). Como interferente é uma espécie que causa erro na analise pelo aumento ou
diminuicao da quantidade que estd sendo medida, uma analise com os fons na mesma
concentracao observados nos espectros se faz necessaria para uma afericao real da nao
interferéncia.

Os picos presentes em La = 2,70 e L3 = 2,90 é referende a radiacao de rédio presente

no material do tubo do equipamento.

Si Ka

Intensidade (contagens s™')

S
Efa

2 4 6 8 10 12 14 16 18
KeV

Figura 4.17 — Espectro de EDX para a amostra alimentar supl.

Rh La
Cr Ka

Intensidade (contagens s™)
Si Ka

CrLa

T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
KeV

Figura 4.18 — Espectro de EDX para a amostra alimentar sup2.



52

Intensidade (contagens s™)

KeV

Figura 4.19 — Espectro de EDX para a amostra alimentar sup3.

Assim, o erro relativo apresentado para as trés amostras pode estar relacionado, mais
claramente, a erros decorrentes das etapas de preparo por digestao dcida. Ou ainda, devido
a quantidade de grupos carboxilas presentes na superficie do PC. Como as medidas foram
feitas em pH = 7, esses grupos podem esta protonados, dificultando a completa interagao
do fon cromo(III) presente em solugao, e assim, resultando em menores valores atribuidos
as medidas através da supressao luminescente do PC comparado com a espectroscopia de
fluorescéncia de raios X por dispersao de energia.

Ainda, é possivel observar que os valores obtidos em ambos os métodos destoam do
valor nominal informado pelos fabricantes, o que justifica a importancia da quantificacao
dos teores de metais em suplementos alimentares.

O resultado do teste t-Student, com grau de liberdade igual a 2 e nivel de confianca
de 95 % mostrou que o valor calculado de 3,18 ¢ menor que do valor critico de 4,30,
ou seja, nao existe diferenca estatisticamente significativa entre as médias obtidas para
os dois métodos. Para o teste F, os valores calculados para os supl, sup2 e sup3 foram
8,56, 1,88 e 6,37, respectivamente, bem abaixo do valor critico igual a 19, considerando
2 graus de liberdade e 95 % de confianga. Ambos confirmam que a precisao do método
proposto PC é estatisticamente equivalente a precisao do método por espectroscopia de
raios X por dispersao em energia. Os resultados indicam, entao, que o método proposto
de determinagao de cromo(III) em suplementos de picolinato de cromo nao apresenta

diferenca estatistica quando comparado ao método de referéncia.
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No presente trabalho foram sintetizados com sucesso pontos de carbono luminescen-
tes da para-fenilenodiamina, realizando-se as principais caracterizacoes desse material,
incluindo microscopia eletronica de transmissao, espectroscopia de fotoelétrons gerados
por raios X e espectroscopia de luminescéncia, bem como uma aplicagao analitica.

As caracterizacoes realizadas evidenciaram as caracteristicas quimicas do ponto de
carbono sintetizado. Entre essas caracteristicas, destacam-se a emissao na regiao do ver-
melho, a qual pode ser relacionada ao teor de espécies contendo oxigénio e a presenca de
grupos como COOH. Ainda, foi obtido um rendimento quéntico igual a 11,3 %, determi-
nado utilizando agua como solvente.

A aplicagao analitica envolvendo o ponto de carbono para a quantificagao de cromo(III)
em suplementos alimentares evidenciou o potencial do material para a determinacgao da
espécie de interesse, sendo observada uma resposta linear entre 4 e 20 mg L™ de ifons
cromo(III). Cabe salientar que a metodologia de quantificagao foi desenvolvida utilizando
instrumentagao portéatil e de custo reduzido.

A comparagao entre os resultados da quantificagao realizada por espectroscopia de
luminescéncia, empregando o ponto de carbono e por espectrometria de fluorescéncia de
raios X por dispersao em energia, evidencia que nao ha diferenga significativa entre a

metodologia proposta e o método de referéncia, para um nivel de confianca de 95 %.
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A partir do conhecimento adquirido neste trabalho, planeja-se explorar alguns pon-
tos sobre os pontos de carbono sintetizados, focando na aplicacao destes sistemas para

diferentes tarefas. Assim, as perspectivas sao:

e Investigar melhor o material através da realizagao de medida de espalhamento di-

namico da luz (DLS) para confirmacdo do tamanho das particulas;

e Analise de potencial Zeta com o ponto de carbono solubilizado em uma faixa de pH

<af,;

e Analise com uma maior nimero de amostras de suplementos alimentares de picoli-

nato de cromo, tanto comerciais quanto manipuladas;

e Explorar o comportamento luminescente da amostra e PC utilizando outros solven-

tes;

e Explorar a seletividade analitica uma vez que a natureza da superficie do PC sinte-

tizado pode possibilitar a adigao de novos grupos funcionais ligados covalentemente.
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A.0.1 Curva analitica para quantificagao de cromo(III)

A curva analitica apresentada na Figura A.1 foi construida a partir dos valores de intensi-
dade linha espectral de Cr-Kea, obtidos a partir dos espectros de EDX de padroes contendo
diferentes niveis de concentracdo do analito (0,01 a 0,1 % de m m™* de cromo(III)). O
coeficiente de correlacio (1?) entre intensidade e concentragao de cromo(III) para a curva
obtida foi igual a 0,995 para n = 3. Os coeficientes angular e linear estao descritos na

equacao
I = 1,175 (£0,887) + 713,00 (£16,09) x [teor de cromo(III)],

onde I é dado em contagens por segundo e o teor de cromo(III), em porcentagem méssica.
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Figura A.1 — Curva analitica para a quantificagdo do teor de cromo(IIl) na faixa entre

0,01 20,1 % de m m™! de cromo(III).
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