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E hora de rever os planos

O mundo ndo € plano, ndo pdra de girar
Agora que tudo é relativo
N&o hd tempo perdido, ndo hd tempo a perder

Num piscar de olhos tudo se transforma

Ta vendo? J& passou, mas ao mesmo fempo
Fica o senfimento de um mundo sempre igual
Igual ao que j& era de onde menos se espera
Dali mesmo é que ndo vem

Agora que tudo estd exposto
A mdscara e o rosto trocam de lugar
T6 fora se esse € o caminho

Se a vida é um filme, eu ndo conheco diretor
T6 fora, sigo 0 meu caminho
As vezes 16 sozinho, quase sempre 16 em paz

Num piscar de olhos tudo se transforma

Td vendo? J& passou, mas ao mesmo tempo
Esse mundo em movimento parece ndo mudar
E igual ao que j& era de onde menos se espera
Dali mesmo é que ndo vem

Vis@o de raio-X, o X dessa questdo
E ver além da mdscara além do que € sabido
Além do que é sentido, ver além da mdascara

Além da mdscara, 2008
Humberto Gessinger e Duca Leindecker



Percebi ainda outra coisa debaixo do sol:
Os velozes nem sempre vencem a corrida;
os fortes nem sempre friunfam na guerra;
0s sdbios nem sempre tém comida;

0s prudentes nem sempre sAo ricos;

os instruidos nem sempre tém prestigio;

pois o tempo e o acaso afetam a todos.

Eclesiastes 9:11
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RESUMO

Neste trabalho de pesquisa foi desenvolvido um novo método quimiluminescente em fluxo-
batelada para determinacdo de ferro total em matrizes viscosas (6leo comestivel, 6leo
lubrificante e biodiesel) empregando pontos quanticos de telureto de cadmio (PQs de CdTe)
com deteccdo por imagens digitais via webcam. O método analitico proposto inclui uma nova
estratégia de pré-tratamento da amostra que consiste na disponibilizacdo on-line do ferro total
por meio de extragdo &cida em fase Unica. Alem do pré-tratamento automatico, uma nova
estratégia para emissdo quimiluminescente foi desenvolvida, através da qual todo o analito
disponivel foi oxidado para Fe(lll) na presenca de ions dicromato e reduzido para Fe(ll)
mediante o processo de oxidacgdo direta dos PQs de CdTe, o que permitiu promover a emissao
quimiluminescente desses nanocristais. A influéncia do tamanho e concentragdo dos PQs nesse
sistema foi avaliada revelando uma maior sensibilidade e seletividade para os cristais obtidos
de menor dimensdo (1,65 nm). Concernente ao sistema automatico fluxo-batelada uma nova
camara de mistura foi desenvolvida em politetrafluoretileno (PTFE) provida de janelas de
quartzo com o objetivo de permitir detecgdes luminescentes on-line. Um novo programa de
gerenciamento do sistema automaético foi desenvolvido permitindo uma rapida aquisicéo e
eficiente tratamento das imagens digitais, sem a necessidade de empregar qualquer outro
programa para o tratamento da informacdo obtida. Para a constru¢do da curva analitica foi
utilizado um modelo matematico baseado nos valores de cor RGB, sendo assim, considerada a
norma dos vetores como resposta. O limite de deteccdo e o desvio padrdo relativo foram
calculados em 0,66 pug L™t e < 1,5 % (n = 3), respectivamente. A analise de interferentes foi
realizada com éxito para os principais ions presentes em solucdo, ndo revelando interferéncia
percentual significativa (< 5%). A exatiddo do método foi avaliada atraves do teste de
recuperacdo (97,5 — 103,3 %). A robustez do método foi avaliada por comparacao intra- e inter-
dia dos resultados obtidos e empregando o método de referéncia com deteccdo por absorcédo
atdbmica em forno de grafite em um nivel de 95% de confianca estatistica. Por fim, o sistema
apresentou frequéncia analitica bastante satisfatdria (43 h™1) e reducéo consideravel do consumo
de produtos quimicos. Desta forma, € demonstrado de modo apreciavel a viabilidade do novo
método quimiluminescente, permitindo assim, o desenvolvimento de novas estratégias

analiticas potencialmente Uteis empregando pontos quanticos, automacao e imagens digitais.

Palavras-chave: Pontos quanticos; Quimiluminescéncia; Imagens digitais; Matrizes viscosas;

Analise em fluxo-batelada.
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ABSTRACT

In this work, a novel chemiluminescence method using flow-batch analysis for the
determination of iron in viscous samples (edible oil, lubricating oil and biodiesel) employing
cadmium telluride quantum dots (CdTe QDs) with detection by digital images from webcam
was developed. The analytical method proposed a novel strategy includes a pretreatment of the
sample that constitutes on-line availability of total iron by acid extraction in one step. In the
automatic pre-treatment, a new strategy was developed for chemiluminescent emission,
whereby the available analyte was oxidized to Fe(l1l) in the presence of dichromate ions and
reduced to Fe(ll) by direct oxidation of CdTe QDs, allowing promote chemiluminescent
emission of these nanocrystals. The influence of the size and concentration QDs in this
system was estimated revealing a higher sensitivity and selectivity for the small crystals
obtained (1.65 nm). Concerning the flow-batch analysis a new mixing chamber was developed
in polytetrafluoroethylene (PTFE) provided with quartz windows in order to allow luminescent
probes online. A novel management program the automatic system was developed enabling
rapid acquisition and efficient handling of digital images without the need to use another
program to tratamendo the information obtained. For the construction of the analytical curve-
based mathematical model in the RGB color values was used, therefore, considered the norm
of vectors in response. The limit of detection and relative standard deviation were calculated to
be 0.66 pug mL and < 1.5 % (n = 3), respectively. The analysis of interfering was successful
for the major ions present in solution, revealing significant percentage interference (< 5 %).
The precision of the method was evaluated by recovery test (97.5 to 103.3 %). The robustness
of the method was evaluated by intra- and inter- day comparison of the results obtained and
using the reference method with detection by atomic absorption graphite furnace at a 95% level
of statistical confidence. Finally, the system showed quite satisfactory analytical frequency
(43 h™1) and considerably reducing the consumption of chemicals. Thus, it is demonstrated
appreciably the viability of new chemiluminescent method, thus allowing the development of
new analytical strategies employing potentially useful quantum dots, automation and digital

images.

Keywords: Quantum dots; Chemiluminescence; Digital images; Viscous matrices; Flow-batch

analysis.
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Capitulo 1.
INTRODUCAO




Introducdo

1.1 — Justificativa e caracterizacdo da problematica

Nos Ultimos anos, grande importancia vem sendo relatada ao uso de pontos quénticos em
quimica analitica (Kuang et al., 2011; Costas-Mora et al., 2014). A sua vertiginosa ascensdo
como reagente luminescente ganhou for¢a quando comparado aos corantes organicos até entao
de aplicaces biologicas semelhantes (Resch-Genger et al., 2008). A propensdo analitica para
0 emprego dessas nanoparticulas em estudos luminescentes vem das suas propriedades
intrinsecas que lhes conferem altos rendimentos quanticos de luminescéncia, amplos espectros
de absorcao e estreitos espectros de emissao, além de uma expressiva estabilidade fotoquimica
(Lima et al., 2014(a); Rodrigues et al. 2014). Entretanto, o seu uso envolvendo matrizes
organicas viscosas ainda vem sendo pouco relatado na literatura especializada, sendo ainda um
extenso campo a ser investigado quanto a novas aplicacGes e novas metodologias analiticas.

Nesse ultimo aspecto, matrizes viscosas sdo um problema potencial quando se trata de
analises quimicas, sobretudo analises em sistemas automaticos, as quais normalmente se
empregam sistemas em fluxo. Dentre os principais problemas relatados, estdo o dificil pré-
tratamento on-line, a elevada carga organica, intercontaminacdo das amostras, baixa
homogeneizacdo e limites de deteccdo relativamente inferiores aos estimados pelos métodos
convencionais de referéncia, o que dificulta o desenvolvimento de novas estratégias de pesquisa
envolvendo a determinacdo direta de analitos nessas matrizes empregando 0s sistemas
automaticos em fluxo em comparacgdo com sistemas aquosos (Burguera & Burguera, 2011).

Um destaque a essa problematica relativamente pouco explorada é a determinacdo
direta de ferro em amostras de matrizes viscosas, como 6leos comestiveis, lubrificantes e
combustiveis. Os escassos métodos desenvolvidos, normalmente empregam como deteccao a
espectrometria de absorcédo e de emissdo atdmica. Entretanto, esses métodos apresentam certas
desvantagens préticas, incluindo o alto custo dos equipamentos e de sua manutencao, laboriosos

pré-tratamentos da amostra, longos e complexos, muitas vezes suscetiveis a interferentes devido
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a natureza intrinseca da amostra e baixa disponibilidade do analito tratado (Pinto et al., 2006;
Barreto et al., 2013).

Do ponto de vista da empregabilidade de métodos analiticos sensiveis e seletivos, as
técnicas quimiluminescentes vem se destacando frente as técnicas espectrofotométricas (Liu
et al., 2010; Ocafha-Gonzélez et al., 2014; Chen et al., 2014). Nessa perspectiva, 0 uso de
imagens digitais pode se tornar uma tendéncia analitica valiosa, pois permitem realizar
determinacbes quimiluminescentes com uma apreciavel sensibilidade e baixo custo quando
comparado aos espectrofluorimetros convencionais (Almeida, 2012; Mirasoli et al., 2012).

Desse modo, 0 emprego de imagens digitais possibilita o desenvolvimento de novos
métodos quimiluminescentes vinculados aos sistemas automaticos pois permitem otimizar a
reprodutibilidade das medidas analiticas (Almeida, 2012). Nesse contexto, 0 uso do sistema
automatico em fluxo-batelada (Diniz et al. 2012) empregando imagens digitais corrobora com
0 desenvolvimento de novos métodos de analise possibilitando uma elevada velocidade,
flexibilidade e versatilidade operacional, com adicdo de volumes discretos das solucGes e
homogeneizacdo rapida e eficiente das misturas (Lima et al. 2013; Lima et al. 2014(b)).

Diante do exposto e das inerentes propriedades intrinsecas dos pontos quanticos, que
permitem condicionar uma elevada sensibilidade e seletividade as analises quimicas; o presente
trabalho de pesquisa anseia explorar essa nanoferramenta moderna e inovadora para o
desenvolvimento de um novo método quimiluminescente automéatico com deteccdo por
imagens digitais para determinagdo quantitativa em nivel traco de ferro total em matrizes
viscosas (0leo comestivel, oleo lubrificante e biodiesel), com o pré-tratamento da amostra on-
line por extracdo &cida em fase Unica e a formacédo de quimiluminescéncia atraves da oxidacéo

direta radiativa dos nanocristais de CdTe pelo ferro presente em solucdo.
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1.2 — Objetivo e metas

Diante do exposto € proposto como objetivo e metas para este trabalho de pesquisa o que

segue.

1.2.1 — Objetivo geral

Desenvolver um novo meétodo analitico automéatico empregando pontos quénticos de

CdTe para determinacao quimiluminescente de ferro total em matrizes viscosas utilizando pre-

tratamento on-line em fase Unica e uma webcam como sistema de detecgao.

1.2.2 — Metas

M.B. Lima

Sintese aquosa eficiente para diferentes tamanhos de pontos quanticos de telureto
de cadmio (PQs de CdTe);

Desenvolvimento do método quimiluminescente simplificado para determinacao
direta de ferro total empregando os PQs de CdTe;

Desenvolvimento do método para extracdo on-line de ferro total nas matrizes
oleosas estudadas;

Desenvolvimento da camara de mistura, principal componente do sistema
automatico fluxo-batelada, adaptada para deteccBes luminescentes;
Desenvolvimento do sistema automatico em fluxo-batelada adaptado para o
emprego de imagens digitais, luminescéncia e 0s pontos quanticos requeridos;
Desenvolvimento do programa de controle para aquisi¢do, armazenamento e

tratamento das imagens digitais obtidas pelo sistema automatico;
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Determinagdo quimiluminescente de ferro total em matrizes viscosas empregando
0 sistema automatico fluxo-batelada proposto.

Avaliacdo das condicOes de reacdo para emissdo quimiluminescente, tamanho e
concentracdo das nanoparticulas de CdTe, meio reacional, pré-tratamento da
amostra, alcalinidade e acidez;

Avaliacdo da performace analitica do método automatico proposto frente ao método

de referéncia.
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1.3 — Fundamentacéo teorica

1.3.1 — Implicagéo do confinamento quantico em semicondutores

O comportamento fisico-quimico dos pontos quanticos (PQs) assim como dos demais
nanomateriais inorganicos semicondutores pode ser compreendido de forma simplificada por
meio da teoria das bandas de energia (Vukmirovi¢ & Wang, 2011). A teoria das bandas, por
intermédio da teoria dos orbitais moleculares, esclarece que o grande nimero de atomos que
interagem em um sélido aumenta a sobreposicdo de seus orbitais atdmicos levando ao igual
aumento da sobreposicdo dos seus orbitais moleculares o que acarreta na formacdo de uma

banda praticamente continua de energia permitida, conforme ilustrado na Fig. 1.1.

-~

Energia

(d)

(a) (b) (c)
Figura 1.1. Representacdo simplificada da formacéao de bandas de energia permitida em um sélido. (a)

atomo isolado; (b) sistema com poucos atomos; (c) sistema com 1 mol de &4tomos e (d) detalhe,

mostrando que a banda de energia é formada por niveis discretos muito préximos.

Considerando o esquema da Fig. 1.1(a) as linhas representam niveis de energia

permitidos para os elétrons em um atomo isolado. Para alguns atomos proximos, as funcoes de
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onda que descrevem 0s elétrons se sobrepfem e surgem novos niveis de energia permitidos,
Fig. 1.1(b). Quanto maior 0 numero de &tomos acrescentados ao sistema,
maior serd 0 nimero de niveis de energia permitidos, cobrindo aproximadamente 0 mesmo
intervalo de energia do atomo isolado. Para 1 mol de atomos, representado na Fig. 1.1(c), o
somatdrio das fungdes de onda nos niveis de energia permitidos formam bandas praticamente
continuas de energia. Muito embora, a banda de energia permitida pareca continua, ela é
na realidade composta de niveis de energia discretos muito proximos, Fig.1.1(d).
A Fig. 1.1(c) ainda permite observar a existéncia de lacunas entre os niveis de energia
permitidos, ou seja, regibes onde ndo existem niveis de energia eletrénicos, estas lacunas sao
designadas de bandgap.

Nos semicondutores, 0 bandgap compreende o intervalo entre as bandas de energia
permitida, a banda de valéncia e a banda de conducdo. A banda de valéncia corresponde
a banda de menor energia, onde o0s elétrons se encontram, estdo geralmente preenchidas e
proximas a banda de conducdo (inicialmente vazia), conforme esquematicamente ilustrado

na Fig 1.2.

Energia

Bandgap

Figura 1.2. Diagrama de energia permitida para um semicondutor inorganico, ponto quantico.

De modo geral, nos semicondutores, os elétrons podem ser excitados por meio de

estimulos como calor, tensdo ou fluxo de fotons e ganhar energia suficiente para atravessar o
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bandgap. Ao atravessar o bandgap os elétrons passam para um novo nivel superior de energia
permitida (banda de conducéo), criando “buracos” em sua banda inicial (banda de valéncia),
tornando-a disponivel como uma nova banda permitida para outros elétrons exitados

provenientes de bandas inferiores. O par elétron-buraco é denominado éxciton (Fig. 1.3).

Figura 1.3. Representacdo esquematica simplificada de um éxciton com o “buraco” proximo ao centro

(circulo cheio) e o elétron, e, separados pelo raio de Bohr, 4 que orbita ao redor do centro de massa.

Todos os solido, como os semicondutores, possuem uma separagdo fisica média do
éxciton (par elétron-buraco) conhecido como raio de Bohr do éxciton, designado por “A”,
conforme esquematizado na Fig. 1.3. Especificamente nos pontos quanticos as dimensdes do
nanocristal estdo na ordem dimensional do raio de Bohr, dessa forma os elétrons de valéncia
tornam-se confinados a superficie do nanocristal. Nesse estado, designado de confinamento
quantico, os elétrons se comportam metaforicamente como se percebessem as “margens” do
nanocristal, “sentindo” os limites fisicos do mesmo, tornando-se mais atraidos pelos nucleos
atdmicos proximos a eles. Isto faz com que as energias vinculadas as funcdes de onda que
descrevem o deslocamento de cada elétron se aproximem de valores atbmicos, muito mais
elevados do que as energias envolvidas em um cristal de dimens6es macroscépicas (designado

bulk).
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Conforme ilustrado na Fig. 1.4 o semicondutor passa a sofrer uma diminuicdo fisica
progressiva em trés dimensdes até formar um ponto, com dimensdes da ordem do raio de Bohr,
onde os valores dos niveis de energia sdo discretos permitindo controlar a radiacdo emitida

pelos nanocristais a partir das suas técnicas de sintese.

Pogo quantico Fio quantico Ponto quantico

(@)
\‘En]m\‘
doo(E)
(b)
E E
gw(E)=““7:}?3“ gip(E) = %LE gop(E) = discreto

Figura 1.4. (a) Discretizacdo dos niveis de energia com a diminuicéo fisica da particula; (b) Descricdo
esquematica das mudancas de densidade de estados de energia, g(E), segundo a limitagdo progressiva

das dimens6es. Figura adptada de Menezes, 2006.

Compreendendo a estrutura dessas nanoparticulas discretas torna-se possivel observar
que a adicdo ou a subtracdo de algumas centenas de 4&tomos do nanocristal tende a alterar os
limites do bandgap devido & mudanga do tamanho do ponto e os efeitos de confinamento
eletronico, conforme representado na Fig. 1.5 (Menzes, 2006).

A medida que se diminui um PQ, com a retirada de 4&tomos, maior se torna o bandgap,
isto é observado no fato de que com a diminui¢do do PQ o elétron excitado, alocado acima do

bandgap, caird a uma distancia maior em termos de energia e o comprimento de onda emitido
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podera estar se deslocando para a regido do azul, proximo ao ultravioleta, (para menores
comprimentos de onda, maior frequéncia e maior energia). E caso contrario, a medida que se
adiciona elétrons, o bandgap torna-se menor, e o elétron excitado (acima do bandgap) se
deslocara a uma distancia menor em termos de energia, e assim, o comprimento de onda emitido
se deslocaré para a regido do vermelho no visivel, préximo ao infravermelho (para maiores
comprimentos de onda, menor frequéncia, menor energia) (Fig. 1.5). A partir dessas
informacdes simplificadas, é possivel controlar a radiacdo eletromagnética emitida na regido
do visivel com precisdo, alterando o nimero de &tomos presente no nanocristal, por intermédio

do seu processo de sintese.

4 Energia Energia 1

L

~2nm ~8nm

Bandgap .

Ultravioleta Infravermelho

s0 @ .

Figura 1.5. Variacdo de energia e emissdo dos pontos quanticos na regido do visivel do espectro
eletromagnético em relagdo ao tamanho da nanoparticula.

Quando comparados a compostos fluor6foros convencionais, como 0s corantes
organicos, como exemplo, os PQs apresentam melhores caracteristicas, como: maior
estabilidade quimica, amplo espectro de absorcéo, bandas de emissdo mais estreitas, maior
rendimento quéntico de fluorescéncia o e longo tempo de emissdo (Driel et al. 2005).
Em resumo, é notavel que o estado de forte confinamento quantico no qual os elétrons de
valéncia dos PQs se encontram, devido a sua nonoescala, conferem propriedades épticas

singulares frente aos demais semicondutores nanométricos.
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1.3.2. Propriedades Opticas dos pontos quanticos

Com base no exposto no item anteiror, podemos definir pontos quanticos (PQs) como
sendo nanocristais semicondutores com elevada capacidade de fluorescéncia, estabilidade
quimica e alto rendimento quantico. Essas nanoparticulas sdo geralmente formadas por
elementos dos grupos 12 e 16 (ZnS, CdSe, CdTe, HgTe), dos grupos 13 e 15 (InP, InAs, GaAs)
ou pelos grupos 14 e 16 (SnTe, PbSe) da tabela periddica, ou ainda podem ser formados pela
“unido” dessas particulas em forma de camadas como em um modelo de “carogo-casca”,

designado core-shell (CdTe/CdS; CdSe/ZnSe/ZnS) (Kuang et al. 2011).

Intensidade de fluorescéncia

\ 4

400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.6. Variacéo dos espectros de fluorescéncia correspondente a amostras de diferentes tamanhos

de um mesmo tipo de PQ hipotético.

Em fisica, os PQs sdo comumente reconhecidos como atomos artificiais, pois apresentam
estados de energia discretos, semelhantes aos niveis de energia de &tomos isolados, devido ao
seu confinamento quantico. De modo simplificado, essa discretizagdo dos niveis de energia

permite uma variagdo de absor¢do e emissao de energia conforme a alteracdo do seu tamanho.
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A Fig. 1.6 esquematiza essa ideia para um PQ hipotético que apresenta variagao de emisséo de
fluorescéncia com o aumento de escala.

Quando um foton com energia suficiente, maior do que o bandgap do nanomaterial, é
absorvido por este, um elétron é excitado a partir da banda de valéncia para a banda de
conducdo, formando um espaco vazio ou “buraco” na banda de valéncia. Quando o elétron
relaxa e retorna para o seu “buraco’ na banda de valéncia, € emitido um novo féton, com energia

igual ao bandgap do nanomaterial (Fig. 1.7).

? *
hv\ s

Foton absorvido Elétron excitado Foton emitido

Figura 1.7. Representacdo esquematica do mecanismo de excitacdo e emissdo devido a recombinacéo

radiativa do par elétron-buraco (éxciton).

Este mecanismo permite que um PQ absorva todos os comprimentos de onda de luz
superior ao seu bandgap e converta-o em um comprimento de onda mais especifico (Fig. 1.8),
gerando bandas de emissdo de fluorescéncia mais estreitas, quando comparadas as bandas de
emissdo de um corante orgéanico fluor6foro, como exemplo.

Quanto maior a intensidade da fluorescéncia, melhor a qualidade do PQ. O pico do
espectro de emissao é deslocado para um comprimento de onda maior em relagdo ao pico da
excitacdo (Fig. 1.8). A diferenca de energia entre o pico de absorcao e de emisséo é designado
stokes shift. Em PQs com baixa concentracdo de estados de impureza superficial e com alta

eficiéncia de fluorescéncia, este stokes shift é devido principalmente a renormalizacdo do
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bandgap. Essa renormalizacdo acontece quando a concentracdo de portadores fotoexcitados é
alta o suficiente para ocasionar uma atracdo entre as bandas de valéncia e de conducéo,
diminuindo assim o bandgap e, consequentemente, diminuindo a energia do féton emitido
(maior comprimento de onda) em relacdo ao foton absorvido (menor comprimento de onda). A
energia de apenas um par de elétron-buraco fotoexcitado em um PQ é elevada o suficiente para

ocasionar a renormalizacdo do bandgap.
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Figura 1.8. Representacao tipica de espectros de absorbancia (linha tracejada) e de fluorescéncia (linha

cheia) para PQs de CdSe em meio organico. Figura adaptada de Angell, 2011.

Para que os PQs tenham uma alta eficiéncia de fluorescéncia, € necessario que estes sejam
passivados, evitando assim defeitos significativos na sua superficie nanocristalina. A solucéo
para este problema ¢ a passivacdo da superficie a qual consiste em literalmente “encapar’” o PQ
com uma formacao cristalina que possua um bandgap de maior energia, confinando o elétron
no interior do nanocristal e assegurando um decaimento sem subniveis energéticos, gerando
uma luminescéncia mais intensa.

Nesse sentido, com respeito a procedimentos de sintese aquosa, sdo empregados
geralmente dois tipos de solventes organicos passivadores: o acido mercaptopropiénico (MPA)

e o acido tioglicol (TGA), ambos contém enxofre em sua estrutura que reveste a nanoparticula.
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No caso dos PQs de telureto de caddmio (CdTe) e seleneto de cadmio (CdSe), como exemplo,
este elemento desprende-se da cadeia carbénica e liga-se ao PQ, o que forma uma espécie de
“concha” de sulfeto de cadmio (CdS) ao redor deste (no caso do CdSe e CdTe), formando uma
camada com um gap 6ptico de maior energia do que o nicleo do ponto quéntico, 0 que aumenta
sua eficiéncia quantica de fluorescéncia.

A Fig. 1.9 representa uma vantagem dos PQs em relacdo aos corantes organicos
fluoréforo. Os nanocristais possuem um espectro de absorcao largo e um espectro de emisséo
estreito e simétrico. Essa propriedade permite que se utilize apenas uma fonte de radiacao para
excita-los em diferentes cores, o que ndo € possivel nos corantes organicos, e com a minima

superposicao de sinal, devido a emissao relativamente estreita e simétrica.

Ponto quantico Corante organico

Intensidade Normalizada
Intensidade Normalizada

400 500 600 700 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 1.9. Representacdo esquematica tipica de espectros de absorcdo (primeira linha) e emissao

(segunda linha) de (a) PQs e (b) corantes organicos. llustracdo adaptada de Gomes, 2010.

Quanto mais estreita a banda de emissdo dos PQs mais cores podem ser utilizadas, para
diversas aplicagdes, sem a ocorréncia de sobreposi¢do dos picos. As bandas de emissdo dos
PQs sdo mais estreitas do que as bandas de emissdo da maioria dos compostos fluoroforos. O

alargamento de linha da banda de emissdo pode ser homogéneo, o que dependente do tempo de
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vida e da temperatura, ou heterogéneo, devido a dispersdo de tamanhos dos PQs. O alargamento
heterogéneo € usualmente predominante. Para uma dispersdo de tamanhos de particulas de 5%
se consegue largura de linha de 30 nm (Angell, 2011).

Ainda em comparagdo com 0s corantes organicos, PQs tém a atraente propriedade de uma
absorcdo que aumenta gradativamente para comprimentos de onda menores (inferiores a
primeira banda excitdnica de absorcéo) e uma banda de emissao estreita de forma simétrica em
sua maior parte. A posicdo espectral de absorcao e de emissao sdo ajustaveis por tamanho das
nanoparticulas. Esse ajuste é possivel atraves do controle dos procedimentos de sintese como a
adicdo dos precursores e suas concentracdes, ajuste do pH da solucdo, temperatura de nucleagédo
e tempo de crescimento dos cristais.

A largura do pico de emissdo, em particular, é determinada principalmente pela
distribuicdo de tamanho dos PQs. O largo espectro de absorcdo permite a livre escolha do
comprimento de onda de excitacdo e tambem facil separacdo dos comprimentos de onda de
excitacdo e emissao.

Os coeficientes de absor¢do molar na banda de absorcao do primeiro PQs sdo geralmente
grandes, em comparacdo com 0s corantes organicos. Tipicos coeficientes de absorcdo molar
estdo em torno de 100.000 a 1.000.000 M-*cm™, enquanto que para os corantes organicos, por
exemplo, os coeficientes de absor¢do molar, no maximo de absorcdo (comprimento de onda
méaximo) sdo cerca de 25.000 a 250.000 M*cm™.

Rendimentos quanticos de fluorescéncia de PQs sdo na maioria dos casos elevados na
reagido da luz do visivel (~ 400 a700 nm) e também sdo altos para a faixa de comprimentos de
onda do infravermelho proximo (near infrared, NIR) (> 800 nm). Em contraste, os corantes
organicos, por exemplo, tém rendimentos quanticos de fluorescéncia que séo elevados na faixa
de luz visivel, contudo sdo no maximo moderados na regido espectral do infravermelho préximo

(Resch-Genger et al., 2008).
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1.3.2.1 — Determinac&o do coeficiente de excitacio

O coeficiente de excitagdo por mol para o primeiro pico de absorcdo excitonica, g, para
0s pontos quéanticos (PQs) de CdTe, CdSe e CdS foram investigados por Yu e colaboradores.
(2003) e revelaram ser fortemente dependentes do tamanho desses nanocristais. A natureza dos
ligantes de superficie, o indice de refragdo do solvente, o rendimento quéntico de fluorescéncia,
0 método utilizado para a sintese e a temperatura em todas as analises nao revelaram influéncia
significativa, dentro do erro experimental previsto. Desse modo, 0s estudos de Yu vem sendo
exaustivamente empregados, desde entdo, como referéncia para o calculo do tamanho e
concentracdo das nanoparticulas de CdTe, CdSe e CdS (Yu et al, 2003).

O confinamento quantico estabelecido pelo tamanho desses nanocristais exerce um papel
fundamental para a determinacdo de suas propriedades dpticas. Em geral, ha dois efeitos
principais associados ao confinamento quantico. O primeiro efeito é o espacamento entre as
bandas (“bandgap ajustavel”) o qual varia com o tamanho dos nanocristais, esti propriedade
estd bem estabelecida do ponto de vista experimental e tedrico. As bem conhecidas cores de
emissdo de fluorescéncia sdo o resultado direto deste primeiro efeito quantico. No entanto, o
segundo efeito, o coeficiente de extincdo é muito menos compreendido, sobretudo
experimentalmente, pois essa ndo € uma tarefa analitica trivial. A acessibilidade a amostras de
qualidade, procedimentos de purificacao fiaveis e determinacdo independente da concentracao
em solucdo sdo obstaculos previsiveis nestes estudos de previsao exploratoria.

A determinacdo do coeficiente de excitacdo € muito importante para medidas da
concentracdo molar de PQs de forma conveniente e precisa. Se o coeficiente de excitagdo fosse
conhecido seria simples obter o valor dessa concentragdo, bastaria tomar um espectro de
absorcdo da amostra desejada. Ao contrario de compostos organicos e inorganicos
convencionais onde a concentracdo pode ser determinada por intermédio de métodos

gravimétricos. O nimero de ligantes na superficie dos PQs € bastante dificil de identificar e
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pode variar significativamente em diferentes condicdes de sintese. Métodos gravimetricos séo
precisos apenas em casos onde as interacdes entre os ligantes de superficie e 0os nanocristais sdo
suficientemente fortes para suportar os procedimentos de purificacdo necessarios. Nessa
perspectiva, 0 método empregando o espectrébmetro de absor¢do seria mais pratico e
conveniente para a determinacdo da concentracdo das particulas, além de ser em muitos casos
a Unica alternativa possivel. Para os célculos do tamanho Yu e colaboradores propuseram a

seguinte expressao (1), com base em seus criteriosos e rigorosos experimentos.

D =(9.8127 x 1077) A% — (1.7147 x 1073) A2 + (1.0064) A — 194.84 (1)

Onde D ¢ o didametro (nm) e A (nm) o comprimento de onda de absorbancia maxima que
corresponde ao primeiro pico de absor¢do excitbnicas dos nanocristais.

Para a solucdo aquosa de PQs de CdTe uma concentracdo molar foi determinada tendo
em consideracdo o espectro de absorcdo de uma determinada solucdo de PQs, com uma
concentracdo de massa conhecida, ¢ por avaliacdo do coeficiente de extingao (€) utilizando a

seguinte expressao (2) (Yu et al., 2003):

& = 3450AE (D)% )

Onde AE ¢ a energia de transi¢do correspondente ao primeiro pico de absorcdo expressa
em e¢V. Sabendo tanto € e a absorbancia da solucéo de PQs de CdTe, a concentragdo molar foi

facilmente calculada aplicando a lei de Lambert-Beer.

1.3.2.2 — Determinacéo do rendimento quantico de fluorescéncia

A determinacg&o simplificada para o rendimento quéntico de fluorescéncia compreende a
razdo do numero de fotons emitidos (durante toda duragdo do decaimento radiativo) e 0 nimero
de fétons absorvidos durante o estado excitado. Substancias com grande rendimento quantico,

como a rodamina 6G, apresenta emissdo com alto brilho. Existem diversas formas para se obter
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o rendimento quantico de uma dada espécie fluoréfora, entretanto, 0 método considerado mais
confidvel envolve a utilizagcdo de um material padrdo com valor de rendimento quantico ja pré-
definido.

Alguns fatores devem ser levados em conta quando for utilizado este método, como por
exemplo, o efeito da concentracdo, o uso de diferentes solventes para o padrdo e a amostra.
O célculo do rendimento quantico fluorescente pode ser obtido através da seguinte equacao (Li

et al., 2006):

(pA = (pP X (GradA X T]ZA)/(GI’adP X lep) (3)

Onde: @A corresponde ao rendimento quantico da amostra e P do padrdo, Grada e Gradp
correspondem a area da curva de emissao obtida no mesmo comprimento de onda de excitacgéo,
n corresponde ao indice de refracdo do solvente na qual a solu¢do da amostra e padréo estdo
preparados. O indice de refracdo s6 é de uso significativo quando as solugdes estiverem em

solventes diferentes.

1.3.3 — Breve abordagem sobre as técnicas de sintese para nanocristais

Como abordado nos topicos anteriores 0s PQs apresentam naturalmente uma elevada
fotoluminescéncia e vém sendo comumente sintetizados para aplicacGes bioguimicas, como
marcadores bioldgicos, para monitoramento e tratamento de doencas cancerigenas (Kuang et
al. 2011; Jamieson et al. 2007). A fim de expandir os seus estudos e aplicac6es tecnoldgicas a
sintese de PQs vem sendo realizadas por meio de técnicas fisicas ou quimicas. (Biswas et al.
2012).

As primeiras técnicas de sintese dos PQs foram as técnicas fisicas, designadas de top-
down, elas envolvem a producdo de nanocristais a partir de um cristal de maior dimenséo, que

passa a ser reduzido de forma continua até atingir dimensdo nanométrica por meio de técnicas
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de moagem (Lam et al. 2000; Weng et al. 2008), laser em filme fino (Pacifici et al. 2007) ou
fusdo com tratamento térmico (Dantas et al. 2008), como exemplos. Entretanto, esse grupo de
técnicas promove a formacdo dos nanocristais com superficies imperfeitas e tamanhos
irregulares, tornando as técnicas quimicas mais utilizadas em detrimento as técnicas fisicas
(Krishnadasan et al. 2007).

As técnicas de sinteses quimicas sao principalmente organometalica ou aquosa. Sinteses
organometalicas, designadas de bottom-up, séo até 0 momento, o mais bem sucedido grupo de
métodos para a sintese de PQs, apresentando elevada qualidade de rendimento e tamanhos
regulares (Silva et al. 2010; Kuang et al. 2011).

Sinteses organometalicas eficientes deverdo permitir a preparacdo de nanoparticulas que
apresentem uma uniformidade em sua composicdo, forma, dimensdo e estrutura. Para obter
nanocristais relativamente uniformes e com alto rendimento quéntico o procedimento de sintese
deve permitir uma rapida velocidade de nucleacao e uma baixa velocidade de crescimento. Sdo
varios os procedimentos de sintese atualmente relatados (Silva et al. 2010; Viol et al. 2011;
Biswas et al. 2012).

Um significativo progresso na sintese de pontos quéanticos foi realizado a partir de 1993,
com o desenvolvimento de um novo método quimico de sintese, proposto por Murray e
colaboradores (1993), que conseguiram obter nanocristais de sulfeto de cadmio (CdS), seleneto
de cadmio (CdSe) e telureto de cadmio (CdTe) em um intervalo de tamanhos entre 2 e 12 nm.
Este método de sintese é baseado na rapida injecdo de precursores organometalicos, como o
dimetilcddmio, Cd(CHz)2, em um solvente coordenante, como o Oxido de trioctilfosfina
(TOPO), a elevadas temperaturas. Neste caso, a nucleagdo das nanoparticulas € a primeira etapa
da sintese, sendo seguida pela etapa de crescimento, em temperaturas mais baixas, quando as
concentragfes dos monémeros decrescem (Donega et al. 2005). A Fig.1.10 ilustra a ocorréncia
dessas etapas no método de sintese organometélica, ressaltando as etapas de nucleacdo e

crescimento das nanoparticulas.
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Figura 1.10. Principais etapas envolvidas na sintese de nanoparticulas cristalinas pelo método de injecao
a quente (Murray et al. 1993). Figura adaptada da referéncia (Silva et al. 2010).

Por meio do método organometélico é possivel obter amostras com uma distribuigdo
estreita de tamanhos (disperséo de 5 a 10%), bem como produzir nanocristais com rendimentos
quanticos de fluorescéncia de até 80%. Entretanto, este método de sintese conhecido como rota
organometalica, ou método TOP/TOPO (trioctilfosfina/6xido de trioctilfosfina), utiliza
precursores extremamente tdxicos, piroféricos, de custo elevado e que necessitam de altas
temperaturas de reacdo (Murray et al. 1993). Além disso, 0s nanocristais obtidos por essa
metodologia sintética sdo praticamente insolGveis em meio aquoso e, portanto, ndo sdo
compativeis com o sistema biologico, o que é um fator limitante para as suas aplicacdes em
biomedicina. Dessa forma, investigacfes mais recentes vém propondo modificacdes na
superficie dos PQs para que esses se tornem sollveis em meio aquoso. Entretanto, essa
modificacdo é geralmente acompanhada por um decréscimo consideravel no rendimento

quantico de fotoluminescéncia (Peng & Peng 2001).
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1.3.3.1 — Sintese de pontos quanticos em meio aquoso

A Dbusca pela simplificacdo dos procedimentos experimentais representa um dos
principais objetivos da area de sintese de PQs. Nesse sentido, Rogach e colaboradores (1996)
foram os primeiros a descreverem a sintese de CdTe em meio aquoso. A sintese é baseada na
injecdo do precursor calcogeneto em uma solucdo aquosa, contendo o precursor metalico,
seguida por um periodo de refluxo na temperatura de ebuli¢do da agua. Nesse sistema, grupos
polifosfatos, tidis ou aminas de cadeias curtas sao utilizados como ligantes, a fim de diminuir
os defeitos de superficie dos nanocristais sintetizados.

Os procedimentos de sintese em meio aquoso tém sido amplamente utilizados para
producdo de PQs, pois esses métodos apresentam boa reprodutibilidade sintética, menor custo,
baixa toxicidade e sdo capazes de formar produtos facilmente solubilizados em &gua e, dessa
forma, biocompativeis (Liu & Yu, 2009). No entanto, apesar de apresentar inimeras vantagens,
0 método de sintese coloidal em meio aquoso apresenta o inconveniente de produzir
nanocristais polidispersos, ou seja, com uma distribuicdo ampla de tamanhos, e com valores de
rendimento quantico de fotoluminescéncia relativamente baixos (até 65%). Por essa razéo, tém-
se estudado, recentemente, algumas alternativas para tornar essa distribuicdo de tamanhos mais
estreita e aumentar a eficiéncia quantica desses materiais sintetizados em meio aquoso (Liu &
Yu, 2009).

Entre outros fatores, uma distribuicdo estreita de tamanhos pode ser requerida quando se
deseja obter nanocristais com cores de emissdo homogéneas, 0 que € muito interessante do
ponto de vista das aplicacOes tecnoldgicas. Por esse motivo, algumas técnicas de pos-preparo
tém surgido com o objetivo de diminuir a polidispersdo de tamanhos dos nanocristais obtidos
pelo método aquoso. Uma das técnicas mais empregadas com esse proposito € a precipitacdo

seletiva de tamanhos, a qual foi inicialmente utilizada para a separacdo de tamanhos dos
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nanocristais de CdS (Vossmeyer et al. 1994). Tal técnica apresenta baixo custo e simplicidade
experimental, sendo baseada na diferenca de solubilidade de particulas com diferentes
tamanhos.

Uma outra técnica adotada para esta finalidade € baseada no crescimento de uma camada
externa composta por uma matriz inorganica também constituida de nanoparticulas
semicondutoras sobre a superficie dos nanocristais, dando origem a estruturas do tipo “carogo-
casca”, designado core-shell (Kuang et al. 2011). Essas mesmas estratégias tém sido utilizadas
para melhorar a qualidade dos nanocristais preparados em meio organico, sendo, na maioria
dos casos, desenvolvidos primeiramente para esses sistemas, e, posteriormente, aplicados aos
sistemas coloidais aquosos (Reiss et al. 2009).

Os nanocristais do tipo core-shell sdo formados por uma combinacdo de dois ou mais
semicondutores distintos, em que um deles constitui 0 “caroco” (core), que é recoberto por uma
camada externa contendo outro tipo de semicondutor (shell). Nesses sistemas, além de se elevar
o rendimento quantico de fotoluminescéncia, também é permitido um ganho de estabilidade
dos nanocristais produzidos. Além disso, a escolha adequada dos nanomateriais permite
estender a emissdo desses compostos para uma ampla faixa de comprimentos de onda do
espectro (Reiss et al. 2009; Silva et al. 2010; Kuang et al. 2011).

Entretanto, o emprego de PQs simples como seleneto de cadmio (CdSe) e telureto de
cadmio (CdTe), vem apresentando ampla aplicabilidade em quimica analitica em diversas

aplicacdes ambientais, tecnoldgicas e farmacéuticas (Reiss et al. 2009).

1.3.4 — Aplicacao de pontos quanticos em sistemas analiticos

Visto as caracteristicas Opticas fundamentais e as suas, relativamente simples, rotas de

sintese aquosa 0s PQs vém ganhando espaco cada vez mais abrangente nas ciéncias naturais,
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medicina, engenharias e atualmente, com especial destaque, em quimica analitica (Costa-

Fernandez et al. 2006; Kuang et al. 2011).
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Figura 1.11. Representacdo esquematica para o controle das propriedades opticas em PQs. Os PQs
destacados correspondem as familias de maior interesse do grupo, as de bandgap sintonizavel no visivel
(CdS, CdSe e CdTe) e na regido das comunicagdes opticas (PbS, PbSe e PbTe). llustracdo adaptada de
Moreira, 2005.

A Fig. 1.11 representa um quadro de diferentes PQs com as suas regides de energia e
comprimento de onda considerando o primeiro pico de absor¢do permitido pela influéncia do
tamanho das nanoparticulas entre 3 nm a 10 nm para diferentes semicondutores diatdbmicos.
Geralmente, as aplicacGes bioldgicas se restringem a regido do visivel, particularmente
0s nanocristais de CdS, CdSe e CdTe, enquanto que as aplicacOes desses nanomateriais para
dispositivos de comunicacfes 6pticas (janelas de transmissdo Optica) devem estar na regido
entre 1300 nm a 1600 nm (PbS, PbSe e PbTe, como exemplo), conforme destacada na

Fig. 1.11. Os nonocristais semicondutores inorganicos destacados no eixo horizontal
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representam 0s de maior interesse para as pesquisas académicas e para a industria eletronica
nas Gltimas décadas (Moreira, 2005).

Nos estudos em quimica analitica, a primeira aplica¢do quantitativa descrita para PQs foi
realizada para determinacéo de ions zinco e cobre em amostras de tampdo fisiologico (Chen &
Rosenzweig, 2002). Este trabalho demonstrou o efeito de diferentes ligantes sobre a resposta
luminescente de pontos quéanticos de sulfeto de cadmio (PQs de CdS). A I-cisteina e o tioglicol
mostraram uma resposta analitica seletiva e sensivel para os ions zinco e cadmio,
respectivamente, no sistema quimico investigado. Esta pesquisa destacou a importancia do
revestimento do ponto quantico para 0 seu emprego em determinacfes sensiveis e seletivas
(Chen & Rosenzweig, 2002).

A partir destas observacdes, tem-se despontado na literatura, um significante nimero de
métodos analiticos, empregando diferentes PQs (CdS, CdSe e CdTe, geralmente) com varios
ligantes (organicos em sua maioria) que permitem aplicacfes cada vez mais seletivas e
sensiveis, proporcionando assim a base para o desenvolvimento de uma série de novos métodos
de analise. Estas aplicacbes compreendem na maioria dos casos a quantificacdo de metais e
monitoramento de moléculas organicas em sistemas aquosos ou biologico (Costas-Mora et al.,
2014; Frigerio et al., 2012).

A necessidade de leituras fotoluminescentes estaveis associadas ao equilibrio quimico do
sistema pode ser um obstaculo nos procedimentos manuais de andlise envolvendo PQs. A
formacdo de interacdes superficiais no estado de equilibrio quimico altera a estabilidade da
solucdo dos PQs, bem como, a resposta fotoluminescente estudada. Assim, a intensidade mais
pronunciada do sinal analitico s6 poderia ser obtida através de uma menor estabilidade da
solugcdo com PQs, o que convencionalmente (através dos procedimentos manuais) poderia
resultar em leituras instrumentais irreprodutiveis e até mesmo inexistentes (Frigerio et al. 2012).

A automacdo do processo de andlise permite superar esse inconveniente, pois

procedimentos automaéticos podem inserir volumes reprodutiveis de solu¢fes (amostra e
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reagentes) e desenvolver reacGes de forma controlada, sem a necessidade de atingir as

condicGes de equilibrio quimico.

1.3.5 — Caracteristicas dos sistemas quimiluminescentes

O uso da quimiluminescéncia (QL) como técnica de andlise, baseia-se na medi¢do
da radiacdo eletromagnética, geralmente da regido do visivel ao infravermelho préximo,
emitida por uma reacao quimica, geralmente uma reacao de oxido-reducdo que produz radicais
no estado excitado. A reacdo QL mais classica baseia-se na oxidacdo do luminol
(3-aminoftalhidrazina) com um oxidante (tipicamente de H.O2) em meio alcalino, que conduz
a emissdo de luz no intervalo de 425 a 435 nm; outras rea¢fes usam oxidantes como MnQOy-,
[Fe(CN)s]s~, 104~ dentre outros, e como compostos redutores SOs>-, NO ou compostos
organicos (Ocafia-Gonzalez et al., 2014).

QL € caracterizada pela alta sensibilidade e ampla faixa dinamica, sendo geralmente
medida em auséncia (ou com baixos niveis), de fundo claro (técnica do "campo escuro™). Isto
leva a limites de deteccdo muito baixos em comparacao a outras técnicas opticas, sendo, no
geral, 10° a 10° vezes mais sensivel do que as técnicas de absorcdo e fluorescéncia,
respectivamente. Por outro lado, a técnica de QL também tem algumas desvantagens. Assim,
muitas reacGes QL exibem uma baixa seletividade, o que leva a efeitos de interferéncia em
métodos sem uma etapa de separacdo anterior adequada. Além disso, as reacdes de QL sédo
geralmente de baixa robustez para muitas condicdes experimentais como pH do meio,
temperatura, concentracdo de reagentes, natureza do solvente, forca iénica, como exemplo. Do
mesmo modo, a emissdo de QL é susceptivel aos efeitos de extingdo de fluorescéncia, amostras
complexas geralmente levam a notaveis efeitos de matriz nos resultados (Jimenez & Navas,

2002).
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Como foi anteriormente mencionado, as rea¢cdes QL mais empregadas sdo baseadas na
oxidacdo direta do analito, na reducdo ou no seu efeito catalitico sobre a reacdo QL. Desta
forma, a QL pode ser aplicada para a determinacdo de alguns oxidantes (como H202, MnOys"),
sulfito ou compostos organicos, como fenois (que conduzem a emissdo QL quando oxidados
em condicGes adequadas) e cétions inorganicos com efeito catalitico em luminol — reacGes de
oxidacdo. Métodos de "reacdes acopladas”, por outro lado, sdo métodos indiretos onde o analito
participante na reacdo quimica produz um produto com uma funcdo numa reacdo QL: por
exemplo, a reacdo de oxidase de etanol-alcool produz H2O> e pode ser acoplado a reagdo QL
luminol/H20- para analisar etanol (Lara et al., 2010).

Existem também métodos analiticos baseados no efeito de inibicdo sobre a emissédo de
QL, devido ao efeito de extin¢do da luz emitida, a reacdo do analito com um dos reagentes de
QL (reduzindo a sua disponibilidade). E, finalmente, a sensibilizacdo da QL poderia basear-se
numa reacdo quimica que produz um produto excitado, induzindo a excitacdo da substancia a
analisar (fluoréforo) por um mecanismo de transferéncia de energia. Dessa forma, a reacdo
entre diésteres de oxalato e H>O> rendimento peroxi-oxalatos excitados que podem participar
em interacdes de transferéncia de energia com diferentes fluoréforos (produtos farmacéuticos,

aminoéacidos, proteinas) (Chen et al., 2014).

1.3.5.1 — Mecanismo de quimiluminescéncia direta para pontos quanticos

Os PQs estdo se tornando uma alternativa potencial para a emissdo quimiluminescente.
A quimiluminescéncia (QL) é gerada quando os PQs sdo excitados geralmente por oxidagao
direta. A QL dos PQs também pode ser empregada para reforgar sistemas QL de baixa
intensidade de emissdo, tais como peréxido de hidrogénio (H202) com bicarbonato de sodio
(NaHCO3), bissulfito de sodio (NaHSOs3), nitrito de sédio (NaNO2), hipoclorito de sodio

(NaClO), periodato de sodio (NalO4), como exemplos.
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Existem trés possiveis mecanismos de QL para PQs. A QL direta, onde os PQs sdo as
espécies emissoras apds a sua oxidagdo direta. QL catalitica, onde os PQs sdo catalisadores de
uma reacao envolvendo outras espécies lumindforas. QL indireta, onde os PQs sdo espécies
emissoras ap0s o CRET (transferéncia de energia de ressonancia por quimiluminescéncia, do
inglés, chemiluminescence resonance energy transfer) (Chen et al., 2014).

Quando os PQs sdo o Unico composto luminescente no sistema de QL eles podem
ser definitivamente presumidos como uma oxidacdo direta. Quanto mais de um composto
lumindéforo existir em um sistema QL o mecanismo pode ser um CRET quando o
emissor final € o PQ ou um processo catalitico pelo PQ quando o emissor final é lumindéforo.
Também ¢é possivel que a oxidacdo direta e 0 CRET ocorram simultaneamente.

Na quimiluminescéncia direta, um elétron pode ser adicionado na banda de conducéo e
um “buraco” pode ser adicionado na banda de valéncia. Excitons sdo produzidos por
recombinacdo dos elétrons e buracos. QL direta acontece quando éxcitons quimicamente
gerados relaxam com a emissao de energia radiante.

Wang e colabores (2005) trabalharam com a oxidacéo direta de PQs de CdTe revestidos
com &cido tioglicélico (TGA) e observaram que estes poderiam ser oxidados por perdéxido
de hidrogénio e permanganato de potassio. A emissdo de QL de nanocristais de CdTe
tem efeito dependente da dimensdo e foi reforcada com tamanhos crescentes de PQs.
Além disso, surfactantes brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e B-ciclodextrina também
pode melhorar esta intensidade de QL, que contribui principalmente para a formacéo
de nanoestruturas agregadas e 0 nano-micelas, respectivamente. O mecanismo proposto para

o sistema de PQs de CdTe-H20> ¢é apresentado nas reacdes 1 a 6, a seguir.

RSH + O, + OH" — Oz + RS + H;0 1)
O, + PQsCdTe — PQsCdTe (e1s) + O2 )
0, + H0» — OH+ 10, 3)
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OH + PQsCdTe — PQsCdTe (h*isn) + OH" (4)
PQs CdTe (e 1) + PQs CdTe (h*isn) — PQs CdTe* (5)
PQs CdTe* — PQsCdTe + hv (6)

Ao empregar a mesma reacdo QL, Sheng e colaboradores (2009) encontrado Ag*,
Cu?* e Hg?* pode inibir a emissdo de TGA cobertas de CdTe sistema PQs-H,0.. Com
base nas reacdes, desenvolveram um método para a determinacio QL seletiva de Ag*, Cu?
e Hg?* com um limite de deteccéo de 3,0 x 108,4,0x 108 6,7 x 10 mol L%, respectivamente.

Li et al. (2010) relataram que os PQs de CdTe hidrossollveis niveladas com trés
diferentes &cidos tioalquilo (&cido mercaptoacético (MAA), cisteina e glutationa) poderia
ser diretamente oxidado por KsFe(CN)s a producdo de emisséo de QL forte e estavel em
meio basico. PQs de CdTe foram os emissores de QL. Eles encontraram que os ligantes
de nivelamento e o tamanho de PQs de CdTe tém um profundo efeito sobre a intensidade de
QL do sistema PQs. A emissao a partir do sistema QL PQs de CdTe revestidas com glutationa
foi mais forte do que a partir de MAA e sistema de PQs de CdTe revestidos por cisteina.
O possivel mecanismo do sistema QL PQs de CdTe modificado pode ser explicado
simplesmente como as seguintes reacdes. No meio basico, ligando (glutationa) foi oxidado por
K3sFe(CN)s a produzir o intermediario animado M*. Entdo PQs de CdTe estava animado a partir
de um processo de transferéncia de energia de ressonancia CL usando M* como doador e PQs
de CdTe como aceitante (ReacBes 7 e 8). Finalmente, os excitados PQs de CdTe de emissdo

QL quando retornou ao estado fundamental (Reacdo 6).
Fe(CN)s>~ + ligand — Fe(CN)s*™ + M* @)

M* + PQs CdTe — M + PQs CdTe * (8)

Além disso, Zhang et al. desenvolveu o sistema de QL de PQs de CdTe-calceina-
KsFe(CN)s. O QL do sistema calceina-KsFe(CN)s foi consideravelmente reforcada pelo &cido

3-mercaptocarboxilico (MPA) modificados PQs de CdTe (Kang et al. 2012). Os PQs de CdTe
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excitados gerados diretamente a partir da oxidagdo de KsFe(CN)s. Como o doador de energia,
PQs de CdTe ndo radiativa transferiu sua energia para o receptor de calceina pela interacdo
dipolo-dipolo. O mecanismo foi expresso simplesmente como reages 9-12. Os polifendis
inibiram a QL do presente sistema, absorvendo a energia da reacdo de CdTe com calceina-
K3zFe(CN)s, para formar algumas substancias ndo luminosas. Assim, um método sensivel de

extincdo QL foi estabelecido.

K3Fe(CN)s + PQs CdTe — KsFe(CN)s + PQs CdTe* 9)
PQs CdTe * + Calcein — PQs CdTe + Calcein* (10)
KsFe(CN)e + Calcein — KaFe(CN)e + Calcein* (11)
Calcein* — Calcein + hv (12)

1.3.6 — Breve consideracdes sobre sistemas automaticos de analise quimica

Métodos analiticos convencionais sdo comumente desenvolvidos e aplicados em
laboratdrios e centros de pesquisas de todo o mundo. No entanto, procedimentos analiticos que
possibilitem um menor consumo de reagentes e amostras, reducdo na geracdo de residuos,
maior sensibilidade, menor custo, elevada frequéncia de amostragem, menor risco de
intoxicacdo do analista e, além disso, de facil execucdo, ainda sdo fortemente requisitados e
aplicados em determinacfes de rotina, dada a elevada demanda de analises (Trojanowicz,
2008).

Dessa forma, nas ultimas décadas, uma grande parte da quimica analitica tem-se dedicado
para o desenvolvimento de sistemas automaticos, bem como de metodologias e adaptacfes para
esse fim. Os analisadores automaticos podem ser classificados em trés grupos: analisadores
automaticos discretos ou em batelada; analisadores automaticos robotizados; analisadores

automaticos em fluxo.
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Os analisadores automaéticos discretos, ou em batelada, sdo versfes mecanizadas de
métodos classicos manuais. Geralmente, caracterizam-se por usarem um recipiente individual
para cada amostra e por transportar a mistura reacional para o detector através de um sistema
mecanico, comumente, em forma de bandeja. Normalmente, as medidas sdo realizadas apds o
estabelecimento do equilibrio quimico e fisico da reacdo em estudo, objetivando alcancar a
maxima sensibilidade analitica (Facchin, 1996).

Os analisadores automaticos robotizados sdo caracterizados por executar as operacoes
analiticas com o auxilio de um brago mecéanico controlado por computador, que mimetiza os
procedimentos executados por um operador. A complexidade mecéanica e o custo elevado fazem
com que esses sistemas possuam diversas limitacfes na realizacdo de analises automaticas. No
entanto, eles desempenham um importante papel em etapas preliminares do procedimento
analitico, como em tarefas que envolvam a manipulacdo de materiais toxicos ou explosivos.

Os analisadores em fluxo apresentam as caracteristicas de processamento da amostra e
reagente em fluxo continuo, seccionado ou ndo por bolhas de ar. De uma forma geral, devido a
guantidade crescente de analisadores em fluxo desenvolvidos, a IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry) (Zagatto et al., 2002), tem recomendado uma classificacdo de
acordo com o processamento da amostra e/ou reagente(s) bem como da caracteristica basica de
seu fluxo.

Apesar da importancia dos métodos discretos, e sobretudo dos métodos robotizados, na
implementacdo e automatizacdo de procedimentos laboratoriais, os métodos de fluxo registram
um acentuado crescimento, tanto em termos de divulgacdo, como em areas de aplicacdo e até

em receptividade por parte da comunidade cientifica (Kolev & McKelvie, 2008).
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Segmented flow Monosegmented flow Multicommutation in
analysis (SFA) analysis (MSFA) flow analysis (MFA)
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Figura 1.12 — Esquema representando a linha do tempo para os principais analisadores automaticos em
fluxo desenvolvidos ao longo das décadas.

Desde o desenvolvimento do primeiro analisador automatico em fluxo (Skeggs, 1957),
em 1957, inUmeros analisadores tém sido propostos, como pode ser visto na Fig. 1.12.
Analise por injecdo em fluxo (do inglés: flow injection analysis - FIA) (Ruzicka & Hansen,
1975), analise em fluxo monossegmentado (monosegmented flow analysis - MSFA) (Pasquini
& Oliveira, 1985), analise por injecdo sequencial (sequential injection analysis - SIA) (Ruzicka
& Marshall, 1990), analise em fluxo multicomutado (multicommutation in flow analysis -
MFA) (Reis et al., 1994) e o analise em fluxo-batelada (flow-batch analysis - FBA) (Honorato
et al., 1999). As diferentes combinacdes de caracteristicas, como o tipo de confluéncia,
bombeamento/ aspiracao de amostras e reagentes e sua segmentacdo definem as peculiaridades
de cada sistema.

Apesar de cada um desses sistemas em fluxo, apresentarem suas peculiaridades, todos
eles exibem uma configuracdo geral em comum, como mostrado na Fig. 1.13. A propulsdo dos
fluidos geralmente é realizada por uma bomba peristaltica, embora varios outros mecanismos
possam ser utilizados com esta finalidade, como as bombas pistdo (Fig. 1.13(a)). O controle
adequado das aliquotas de reagentes e amostras adicionadas ao sistema
é, normalmente, realizado por valvulas solenoides, rotatérias, ou por injetor proporcional (Fig.

1.13(b)).
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Figura 1.13 - Diagrama esquematico de um sistema de analise em fluxo simples. (a) exemplos de
sistemas para propulséo dos fluidos, (b) exemplos de sistemas de injecéo, (c) exemplos de sistemas de

mistura e (d) exemplos de detectores.

Comumente, analises em fluxo exigem acessorios para promover misturas, digestdes ou
extracOes. Essas etapas sdo promovidas por uma bobina de reacdo que podem ser modificadas
de acordo com a reacdo requerida (Fig. 1.13(c)). A deteccdo do(s) analito(s) em um analisador

em fluxo pode ser realizada das mais diversas formas (Fig. 1.13(d)).

1.3.7 — Sistemas automaticos em fluxo-batelada

Em geral, o sistema automéatico em fluxo-batelada (FBA), conforme descrito na
literatura (Diniz et al. 2012), apresenta melhores caracteristicas analiticas, como limite de
deteccdo e taxa de amostragem, que outros sistemas automaticos. Outras vantagens, quando
comparado a anteriores, é a facilidade de preparar as solucGes de calibracdo in-line e a baixa

geracdo de residuos por analise, devido a auséncia do fluido carregador.
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Figura 1.14 — Esquema ilustrativo dos principais componentes do FBA. (a) bomba peristaltica, (b)
camara de mistura, (c) valvulas solenoides, (d) agitador magnético, (e) sistema de deteccdo, (f)
computador e (g) acionador de valvulas.

Essas evidentes vantagens do sistema fluxo-batelada perante os outros sistemas deve-se
a sua proépria configuragdo. Como pode ser visto no esquema ilustrativo apresentado na Fig.
1.14, o FBA é constituido basicamente das seguintes partes:

e Sistema de propulsdo: para efetuar a propulsdo dos fluidos no FBA, geralmente é
utilizado uma bomba peristaltica (Fig. 1.14 (a)), devido a sua capacidade de impulsionar 0s
liquidos por vérios canais simultaneamente, mantendo a vazao constante.

¢ Sistema de adicdo dos fluidos: no FBA, volumes predefinidos e precisos de reagentes
e amostras, adicionados ou aspirados da cadmara de mistura, sdo controlados pelas valvulas
solenoides (Fig. 1.14 (c)). Outros sistemas de comutacdo podem ser empregados, como valvulas
pinca, valvulas SIA, microbombas (que executam a funcdo da vélvula e do sistema de
propulséo), etc;

e Camara de mistura: a cAmara de mistura ou camara reacional (Fig. 1.14 (b)) é uma das
principais caracteristicas do FBA. E constituida por uma pequena peca cilindrica, geralmente

de Teflon® ou acrilico, com volume interno variavel de 0,5 a 2,0 mL. Nessa cAmara de mistura
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ocorre a maior parte dos procedimentos analiticos, como por exemplo, a adicdo,
homogeneizacdo, pré-tratamento, reacdes, acondicionamento dos fluidos, preparo de solucdes
de calibragéo, deteccéo do analito, etc. A eficiente mistura dos fluidos pode ser alcangada pela
utilizacdo de uma pequena barra magnética no interior da camara, sendo 0 movimento da barra
magnética estimulado pelo campo gerado pelo acionamento de um agitador magnético (Fig.
1.14 (d));

e Sistema de deteccdo: o dispositivo empregado para deteccdo (Fig. 1.14 (e)) vai
depender do método empregado na analise, podendo até, caso necessario, acoplar o detector a
camara;

e Sistema de controle: todo o controle do sistema é realizado com o auxilio do
computador (Fig. 1.14 (f)), garantindo velocidade e precisdo nas anélises. Para o controle das
valvulas é utilizado um acionador de valvulas (Fig. 1.14 (g)).

A combinag&o desses acessorios garante caracteristicas intrinsecas dos analisadores em
fluxo (alta velocidade analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo custo de
montagem e facilidade de automatizagéo) e dos analisadores em batelada (universalidade de
aplicaces, robustez e versatilidade) fornecendo ao analisador fluxo-batelada, figuras de mérito
como: altas precisdo e velocidade analitica, baixo custo por analise, baixo consumo,
manipulacdo e contaminacdo de reagentes e amostras e geracdo de pouco residuo para 0 meio

ambiente.

1.3.7.1 — Aplicagdes analiticas em fluxo-batelada

Apesar do FBA ter sido proposto originalmente, para viabilizar a execucao de titulacdes,
empregando o método de Fibonacci para detectar o ponto final (Honorato et al. 1999), o tempo
demonstrou que esse sistema tinha um escopo bastante diferente dos anteriormente propostos e

gue essa estratégia analitica poderia ser aplicada a outros processos analiticos. E nesse contexto,
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varias metodologias analiticas tém sido abordadas nesses ultimos 14 anos (Diniz et al. 2012),
explorando as caracteristicas do FBA.

Estratégias de pré-tratamento de amostras, como extracao liquido-liquido (Lima et al.
2012(a)) e digestdo (Dominguez et al. 2012), analises screening (Lima et al. 2004), titulacGes
(Oliveira et al. 2006), adicdo de padrdo (Silva et al. 2006) e abordagens explorando
quimiluminescéncia (Grinhut et al. 2011), fluorescéncia (Lima et al. 2012), turbidimetria (Lima
et al. 2012(b)) e nefelometria (Acebal et al. 2010) ja foram desenvolvidas. Diversas formas de
deteccdo também podem ser integradas a camara de mistura, como exemplo, recentemente,

Andrade e colaboradores (2013) sugeriram o uso da webcam como forma de detec¢do no FBA.

1.3.9 — Propriedades das imagens digitais

As imagens digitais podem ser produzidas por diversos aparelhos, incluindo cameras
digitais, scanners, aparelhos de raios-X, microscopios eletronicos, aparelhos de ultra-som e
radares, celulares, webcam, dentre outros dispositivos (Almeida, 2012).

Uma imagem digital pode ser entendida como uma matriz bidimensional cujos indices
de linhas e colunas identificam um ponto na imagem. Os elementos dessa matriz digital sdo
denominados de “elementos de imagem” ou pixels. Designa-se pixel o menor elemento de uma
imagem digital, constituindo uma representacao abstrata da imagem no dominio digital. Ao se
utilizar um dispositivo baseado no sistema RGB (Red-Green-Blue) para aquisicdo
das imagens, cada pixel resulta da combinacdo das cores vermelho, verde e azul em diferentes
proporcdes e intensidades. Pode formar qualquer cor, variando do preto na auséncia de qualquer
radiacdo ao branco quando se tem a contribuicio maxima das intensidades de R, G
e B (Gonzales & Woods, 2000).

A profundidade de cor de uma imagem digital é quantificada em bits ou byte (unidade de

medida para mensurar o tamanho de arquivos digitais). Uma imagem que possui intensidade de
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cor de apenas um bit terd somente uma cor, que pode ser o branco ou o preto (0 ou 1 do cddigo
binério). Quanto maior a profundidade de cores (expressa em bits), maior serd a quantidade de
cores de uma imagem. Por exemplo, uma imagem com 8 bits de profundidade possuird uma
combinacéo de 256 (28) niveis de intensidade para cada canal R, G ou B. Dessa forma é possivel
combinar os trés canais (R, G e B) em diferentes niveis de intensidade e atingir 16,7 milhGes

de cores (Lima et al, 2014(b)).

1.3.9.1 — Dispositivo de captura de imagem

Webcam é uma camera de video de baixo custo que captura imagens digitais que sao
transferidas para um computador de modo quase instantaneo. A conexdo utilizada com o
microcomputador, usualmente, é do tipo USB e a captura de imagem é realizada mediante um
transdutor de imagem (Lyra, 2008). Um esquema simplificado de uma webcam convencional

com sensor CCD ¢ representado na Fig. 1.15.

Corpo da cdmera Matriz CCD
I I —

Placade circuitointerno

I_¢

Obturador

Figura 1.15 — Representacdo esquematica de uma webcam. Adaptado de Almeida, 2012.

Sensores CCD (dispositivo de carga acoplada) e sensores baseados em tecnologia CMOS
(semicondutor de 6xido metalico complementar) séo os sensores mais utilizados na fabricacéo
das cdmeras digitais e webcam. Ambos tém capacidade de converter luz em sinais elétricos,

sendo que os sensores CCD, entre outras vantagens, s&0 menos suscetiveis aos ruidos (formacéo
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de pixels com informac&o espuria) possibilitando a obtencéo de imagens com maior qualidade,
podendo ser explorada com diversos propésitos (Lima et al., 2013).

Uma camera digital ou webcam é composta basicamente dos componentes seguintes:
Matriz CCD: conjunto de fotocélulas formado por linhas e colunas. A luz que incide sobre a
matriz CCD, sensibiliza as fotocélulas e provoca a emissdo de elétrons, proporcional a
quantidade de luz. Placa do circuito interno: sistema integrado que controla as diversas funcoes
da camera. Obturador: controla a entrada de luz incidente que sera captada para aquisi¢cdo do
sinal digital. Caixa ou corpo da camera: gabinete ou “carcaga” plastica onde sdo dispostos os

dispositivos constituintes da camera.

1.3.9.2 — Modelo de cor e norma do vetor RGB

Red
255/0/255 255/255/255
_ / Blue
255/0/0 5
0/255/256
0/0/0 0/255/0 Green

Figura 1.16 — Espaco de cores do sistema RGB representado em um sistema de coordenadas cartesianas.

O valor maximo para cada canal é de 255.

No modelo RGB, cada cor aparece nos seus componentes espectrais primarios: vermelho,
verde e azul. Esse modelo baseia-se num sistema de coordenadas cartesianas. O subespaco de
cores de interesse € 0 cubo mostrado na Fig. 1.16, no qual os valores RGB estdo nos trés
vertices; ciano, magenta e amarelo estdo nos outros trés vértices; preto esta na origem; e branco

estd no vértice mais distante da origem. Nesse modelo, a escala de cinza estende-se do preto até
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0 branco ao longo da linha juntando estes dois pontos, e as cores sdo pontos sobre ou dentro do
cubo, definidas por vetores estendendo-se a partir da origem (Gonzalez & Woods, 2000).

Uma cor, portanto, pode ser considerada como um ponto em um espago tridimensional
(modelada como um subconjunto do espago R3), onde cada cor é representada por um trio de
coordenada RGB.

Lyra (2008) propés um modelo matematico, baseado no sistema de cores RGB e no
conceito de norma de vetores. O modelo pode ser utilizado para definir a resposta analitica
usada na construcdo das curvas analiticas. Um vetor posi¢éo v é associado a imagem digital de

cada solucao padrdo ou amostra é ilustrado na Fig. 1.17.

Figura 1.17 — Espa¢o RGB ilustrando a posi¢do do vetor v associado a uma imagem digital.

Para realizar o clculo da norma do vetor v, é necessario subtrair dos valores deRs, Gge
Bs (valores médios de R, G e B das solugdes padrdo e amostras) dos valoresRy, Ggze Bgdo

branco. A norma ||v||do vetor v é entdo determinada pela expressdo a seguir:

ol = Ry + Gop + B (09)

Onde os valores RZ_; + G&_ + BZ_p sdo os valores liquidos obtidos depois de retirar a

contribuicdo do branco.
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Deste modo a partir de uma area selecionada na imagem é possivel extrair e expressar um
valor matematico que pode ser usado para elaborar a curva analitica assumindo uma relagéo
linear entre a resposta analitica e a concentracdo do analito e estimar a concentragdo do analito

nas amostras (Lima et al., 2013; Lima et al., 2014(b)).

1.3.9.3 — Métodos analiticos baseados em imagens digitais

O uso de imagens digitais em quimica analitica é recente e tem se demonstrado
promissor. Desde o trabalho pioneiro desenvolvido por Monemi et al. (1999) que fizeram uso
de uma camera CCD (Dispositivo de carga acoplada), para determinar proteinas de ligacdo do
retinol (RBP — Retinol Binding Protein) por quimiluminescéncia, varias propostas para 0 uso
de imagens digitais foram postas em pratica com sucesso. A possibilidade de monitoramento
em linha e a capacidade de avaliar parametros como a textura, intensidade das cores e sua
distribuicdo na superficie, também contribuiram para essa tendéncia (Andrade, 2012).

Na literatura s@o descritos varios modelos matematicos que utilizam dados do sistema
de cor RGB das imagens digitais para a obtencdo de respostas analiticas em diversas
determinac6es. Alguns desses modelos sdo descritos a seguir.

Gaido e colaboradores (2006) propuseram, pela primeira vez, o uso de imagem digital
RGB para implementar uma titulacdo. A metodologia foi avaliada inicialmente na analise de
amostras sintéticas para determinacdo de acido cloridrico (HCI) e acido fosforico (HsPQOa).
Posteriormente, a estratégia foi aplicada a determinacéo de alcalinidade total em agua mineral
e 4gua de torneira. Nesse método, utilizou-se uma webcam, como detector, para localizagdo do
ponto final em titulagdes de neutralizag&o.

O valor de cor, adotado como resposta analitica, foi baseado no produto 2R x 2G x 2B
empregando o sistema de cor RGB. Utilizou-se o valor de cor baseado nos valores médios de

R, G e B para a construgéo das curvas de titulagdo. Os resultados das determinacgdes foram
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similares aos obtidos por titulacdo espectrofotométrica. Utilizando essa mesma metodologia,
Torres e colaboradores (2011) determinaram a acidez total de vinhos tintos por meio de
titulagdo acido-base sem o uso de indicador externo, explorando apenas as imagens capturadas
com uma webcam.

Lopez-Molinero e colaboradores (2010) desenvolveram um método simples, baseado
em imagem digital utilizando quimiometria para a determinacdo de titdnio em amostras de
plasticos. Utilizou-se uma camera digital para a captura das imagens, e os valores das
componentes RGB das imagens foram correlacionados linearmente com a concentracdo do
analito. Essa metodologia permitiu a obtencdo de uma satisfatdria preciséo e exatidao analitica,
tornando o método proposto adequado para o controle de qualidade de plasticos em analises de
rotina.

Maleki e colaboradores (2004) fizeram o uso de imagem digital para a determinacéo
simultanea de AI(II1) e Fe(lll) em acos usando cromo azurol S como reagente cromogeénico.
Eles utilizaram uma camera digital como sistema de deteccdo e para captura das imagens
digitais. Os valores individuais de R, G e B, obtidos das imagens RGB, foram correlacionados
as concentracdes de Al(I11) e Fe(l1l) nos complexos formados, utilizando um modelo baseado
em redes neurais artificiais.

Kohl e colaboradores (2006) descreveram um experimento simples, onde o principio da
absorcdo foi demonstrado por meio da analise de imagem digital. A resposta analitica foi
estimada a partir da equacdo: A =1log (lo/ 1), onde lo e | sdo as intensidades da componente azul
(B) das imagens digitais obtidas a partir da solu¢do do branco e solucGes padrdo de um corante
alimenticio amarelo, respectivamente. Para a captura das imagens foram utilizados um scanner
e uma camera digital.

Gomes e colaboradores (2008) determinaram &cido ascérbico em formulagGes
farmacéuticas pela digitalizacdo das amostras com um scanner. O principio da técnica foi

baseado na reagdo entre o acido ascorbico, hexacianoferrato de potéssio e cloreto de ferro (1),
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para formar o complexo azul da Prussia. Posteriomente, selecionou-se uma regido da imagem
obtida, e os valores médios das cores priméarias vermelho (R), verde (G) e azul (B) foram
obtidos para cada amostra usando um programa computacional. A componente azul (B) foi
correlacionada em absorbéancia utilizando uma relagdo matematica semelhante a descrita por
Kohl (2006).

Recentemente, Wongwilai e colaboradores (2010) desenvolveram um sistema semi-
automatico em um simples reator lab-on-chip que utiliza uma webcam como detector. Esse
sistema foi projetado para monitoramento, em tempo real, de uma titulacdo acido-base por meio
da mudanca de cor do indicador fenolftaleina utilizado. Registrou-se as imagens associadas ao
desaparecimento da cor rosa, caracteristica do indicador, quando a solugéo &cida se difundia na
solucdo bésica. Essa mudanca de cor promove uma variacdo nos valores das componentes R,
G e B, a qual esta relacionada com a concentracao do acido no processo de titulacao.

Andrade (2012) utilizou um sistema em fluxo com deteccdo por webcam e determinou Al
(111 e Cr (VI) em amostras aguas por colorimetria obtendo excelente concordancia com 0s
métodos propostos na literatura. Além do uso de webcam outros dispositivos como scanners
(Gomes, 2008), cameras digitais (Maleki, 2004) de celulares (Martinez, 2008) tém sido
utilizadas como recurso de captacdo de imagens na quimica e bioquimica e tem mostrado

resultados promissores.

1.3.10 — Determinagao do teor de ferro em matrizes viscosas

A composigdo quimica de um insumo oleaginoso esta diretamente relacionada com a
matéria-prima utilizada. No caso de elementos metalicos, em destaque o ferro, estes podem ser
incorporados como contaminantes em matrizes complexas como o dleo comestivel, 6leo
lubrificante e o biodiesel, durante as etapas de processamento industrial, sobretudo através do

contato com os equipamentos utilizados em seu refino, estocagem e transporte, além de serem

M.B. Lima 41



Introducdo

produtos susceptiveis a uma possivel adulteracdo, de interesse econémico, utilizando para isto
compostos de menor qualidade, por conseguinte, de maior carga inorganica, sujeita a mais
contaminagdo metalica (Rodrigues et al. 2014; Burguera & Burguera, 2011; Pinto et al., 2006).

Neste aspecto existe um crescente interesse na determinago de ferro nesses 6leos e no
biodiesel para contribuir no controle qualidade do produto, pois ja se tem conhecimento do
efeito catalitico sobre 0 mecanismo de auto-oxidagdo desse elemento (Reis et al., 2004; Pinto
et al., 2006). No caso do biodiesel, além da influéncia desse elemento na capacidade oxidativa,
ha o fator ambiental, pois o ferro contribui para reducdo da eficiéncia dos reatores cataliticos
no sistema de escape, aumentando a emissdo de gases, sendo esta uma das fontes mais comuns
de metais tracos no ambiente (Korn et al., 2007).

No caso dos 6leos comestiveis e dos 6leos lubrificantes ja existe uma legislacdo vigente
para regulamentar o teor aceitavel desse metal. O Conselho Oleico Internacional estabelece um
limite maximo de 3 mg kg? de ferro no azeite (International Olive Council, 2009) e a
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura, vinculada a Organizacéo
Mundial da Satde, estabelece um limite maximo de 5 mg kg e 2,5 mg kg de ferro em 6leos
virgens e refinados, respectivamente (Codex Alimentarius, 2009). J& para os lubrificantes, a
Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM) delimitou, como limite maximo, o teor de
100 mg kg* de ferro em éleos lubrificantes (Griinhut et al., 2008).

Ainda ndo ha norma internacional vigente para a quantificacdo do teor desse metal
especifico em amostras de biodiesel, as normas vigentes reportam limites de concentracdo
maximo para os jons Ca?*, Mg?*, Na* e K* (ASTM D-6751, 2009). Entretanto, o Brasil ja
estabelece desde fevereiro de 2013, a partir de uma resolucdo 07/08 da ANP (Agéncia Nacional
de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis) o teor maximo em 5 mg kg de ferro para o
biodiesel produzido em territério nacional (ANP, 2013). Um possivel motivo para o retardo
internacional em estabelecer um teor maximo de ferro em biodiesel seria um suposto controle

de qualidade mais rigoroso na producdo desse biocombustivel pelos grandes fornecedores,
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tendo em vista a natureza do biodiesel que é um produto de 6leos vegetais e gorduras animais
ja refinadas (Rodrigues et al., 2014).

Diante do exposto e da complexidade da amostra, somada a baixa concentragdo do
analito, a elevada carga orgéanica e a sua viscosidade inerente, a quantificagcdo de ferro total
nessas matrizes € um desafio recorrente (Burguera & Burguera 2011). Assim, uma etapa de pré-
tratamento da amostra eficiente, aliada a uma técnica sensivel e seletiva de detec¢cdo é um passo
essencial e ndo trivial.

A partir deste aspecto, os pré-tratamentos empregados para a determinacdo de elementos
traco em matrizes de consideravel complexidade, como o 6leo comestivel, lubrificante e
biodiesel, geralmente incluem mineralizacdo (calcinacdo), extracdo acida, emulsificacéo,
sonicacdo ou digestdo assistida por microondas. Sendo esses pré-tratamentos da amostra
comumente vinculados a espectrometria de absorcdo e de emissdo atbmica (Burguera &
Burguera, 2011; Lepri et al., 2011). Alternativas para a determinacédo eficiente de compostos
inorganicos, como ions de metais como cobre, zinco, ferro em matrizes viscosas vem sendo
propostas ao longo dos anos, incluindo métodos eletroanaliticos (Mendonca et al., 2003) e
espectrofotométricos (Barreto et al., 2013). Entretanto, novas alternativas analiticas podem ser
consideradas e propostas, sobretudo, quanto a sua eficiéncia, seletividade, sensibilidade e
reprodutibilidade adequadas para minimizacdo de esforcos, custo de analise e consumo de
reagentes quimicos.

Recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu um novo procedimento
automatico para determinacdo espectrofotométrica de ions ferro(ll1l) em amostras de 6leos
comestiveis e lubrificantes com pré-tratamento simplificado on-line (Barreto et al., 2003).
Este sistema proposto permitiu a obtencdo de satisfatorias figuras de mérito e uma elevada
frequéncia de amostragem. No entanto, tal procedimento poderia ser aperfeicoado com relagéo

a sua sensibilidade e seletividade.
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Ainda mais recente, Rodrigues e colaboradores (2014) investigaram o efeito supressao da
fluorescéncia de nanocristais na presenca de ferro em amostras de biodiesel.
Em suas condi¢Bes operacionais, em batelada, a amostra era submetida a um laborioso pré-
tratamento em ultrassom, além de se limitar ao efeito de supressao da fluorescéncia obtida em
pH neutro, sem fornecer uma discussdo sobre um possivel mecanismo de interacdo superficial
do analito/ponto quantico que justificasse tal efeito.

Deste modo, vislumbrando o crescente incentivo analitico para o uso de nanomateriais
semicondutores no desenvolvimento de novos métodos automaticos mais sensiveis, versateis e
seletivos. Sendo ainda motivados pelos recentes estudos do nosso grupo de pesquisa, relativos
as propriedades e caracteristicas dos PQs de CdTe (Lima et al., 2014(a)) e ao desenvolvimento
de procedimentos automaticas com deteccdo por imagens digitais (Lima et al., 2013; Lima et
al., 2014(b)). E proposto neste trabalho de pesquisa académica a determinacao de ferro total em
diferentes matrizes viscosas com deteccao por imagens digitais via webcam.

Nesta perspectiva, considerando a presumivel presenca de diferentes compostos de ferro
organometalico, uma nova estratégia de pré-tratamento da amostra para tornar o ferro total
disponivel de forma eficiente e rapida, quando comparado aos demais métodos de pré-
tratamento, foi investigada. O procedimento estudado para obtencéo eficiente de ferro total livre
consistiu, por fim, na execucdo de uma extracdo em fase Unica apropriada seguida de uma
adicdo de solucdo 4cida satisfatoria.

A extracdo em fase Unica compreende a utilizacdo de um agente extrator ou uma mistura
deles, geralmente solventes organicos acidificados, cloroférmio, metanol, etanol absoluto,
ciclohexano, benzeno, isobutano, acetona, como exemplos, o qual permite obter o composto de
interesse disponivel em solugdo em uma determinada proporcéo, assumindo a complexidade da
matriz a ser trabalhada (Ribeiro & Rocha, 2013). Devido a grande variedade de solventes
organicos extratores descritos na literatura, optou-se por iniciar as investigacdes experimentais

a partir do sistema de extracao etanol absoluto-cloroformio, modificacdo mais eficiente (melhor
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formacdo da fase Unica, custo e toxidade) do solvente metanol-cloroférmio recentemente
empregado pelo nosso grupo (Barreto et al., 2013).

A extracdo 4cida, por sua vez, vem sendo empregada frequentemente como uma etapa
preliminar em processos de extracdo Umida envolvendo sobretudo o aumento da temperatura,
radiacdo ultrassom e/ou microondas. Este tipo de pré-tratamento permite a decomposicdo da
matéria organica, disponibilizando o analito de interesse na forma inorgéanica. Geralmente
ocorre pela adicdo de uma solucdo acida concentrada, como &cido nitrico, cloridrico, sulfurico,
por exemplo, muito embora misturas desses acidos com agentes oxidantes fortes como peroxido
de hidrogénio também sdo empregados nestes procedimentos (Reis et al., 2004; Burguera &

Burguera 2011).
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2.1 — Sintese de PQs de CdTe em meio aquoso

2.1.1 — Materialis e reagentes

Para realizacdo da sintese dos pontos quanticos os seguintes materiais foram requeridos:
um bal&o de trés vias de 300 mL (Premier); condensador de bolas (Quimex); agitador magnético
com aquecimento (IKA C-MAG HS 7). Todos os procedimentos das sinteses foram realizados
em capela, sendo o sistema mantido em fluxo de gés nitrogénio ultrapuro (Linde gas).

Na sintese de CdTe foi empregado 0s seguintes reagentes: teldrio em pé (Sigma-Aldrich);
borohidreto de sodio (Aldrich); cloreto de cadmio (Fluka); &cido 3-mercapto-propidnico
(Sigma); hidroxido de sodio (Vetec); etanol absoluto (FMaia). A &gua deionizada empregada,
quando necessario, foi produzida a partir do sistema Milli-Q (Millipore Corporation) com

resistividade > 18,2 MQ cm ™.

2.1.2 — Instrumentacao

Foi empregado um espectrofluorimetro portatil da Ocean Optics, modelo USB4000 para
medidas dos espectros de fluorescéncia. Como fonte de emissdo de radiagéo foi empregada uma
l&mpada de tungsténio-halogénio, modelo LS-1-LL, também da Ocean Optics. Para tomada dos
espectros de absorcdo molecular foi empregado um espectrofotdometro UV-Vis da Hewlett-
Packard (HP), modelo 8453. Uma cubeta de quartzo para fluorescéncia com 10 mm de caminho

Optico e 3.0 mL de volume interno foi empregado nas medicoes.

2.1.3 — Procedimento de sintese

O procedimento descrito foi realizado, em linhas gerais, conforme descrito na literatura

especializada (Li et al., 2006; Zou et al., 2008; Zhang et al., 2010), com modifica¢fes de tempo
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e concentracéo, respeitando as proporcdes estequiométricas para 0s precursores, previamente
estabelecidas (Cd?* : Te* : MPA, fixadas em 2,0 : 1,0 : 4,8, respectivamente).

A obtencio do precursor de NaHTe (telureto de hidrogénio e sddio) a partir do Te*
¢ a primeira etapa da sintese e a mais importante e empiricamente delicada, pois a reduc¢édo do
Te em pd, de Te® para Te? é mais lenta do que 0 mesmo procedimento para outros precursores
tradicionais, como o selénio ou o enxofre, como exemplo. Dessa forma, foi adicionado 200 mL
de 4gua deionizada em um baldo de trés vias, sob atmosfera de N2, a temperatura ambiente,
a fim de substituir o Oz da 4gua, que prejudica a reducdo do Te®. Apds 5 minutos foi adicionado
255 mg de Te em pd sob agitacdo constante e o sistema foi deixado sob fluxo de nitrogénio por
20 minutos.

Na sequéncia foi dissolvido 190 mg de borohidreto de sodio (NaBHs) em
aproximadamente 2 mL de &gua deionizada e adicionado prontamente apés a solubilizag&o,
para a solucdo de teldrio. Nessa etapa foi observado a variacdo da coloracdo de cinza
(proveniente do telurio) para vermelho-vinho (proveniente da formagdo de NaHTe). Como o
processo de formacdo do telureto de hidrogénio e sodio € lento, pois quanto maior o periodo
maior a disponibilidade de Te? para reagir com o cadmio. Desta forma, o sistema deve ficar
durante um periodo de 4 horas sob agitacdo constante, fluxo de nitrogénio e aquecimento a ~
80°C. Durante esse processo é observado a varia¢do da tonalidade vermelha da mistura para um
tom mais escuro.

Ap0s o periodo de obtencdo do NaHTe, foi pesado 185 mg de cloreto de cadmio (CdCl,)
e dissolvido em 150 pL de acido 3-mercaptopropidnico (CsHsO2S) e 100 mL de &gua; para que
o pH mudasse de 2 para 11,5 adicionou-se cerca de 5 mL de NaOH 1,0 mol L. Foi observado
que ao passar pelo pH de 3 a 7, a mistura apresentara precipitado (provavelmente, devido a
formagéo de sulfeto de cadmio, CdS); no pH alcalino, proximo a pH 11,5, a mistura torna-se

novamente uma solucdo incolor. Adicionar imediatamente essa solucao precursora de cadmio,
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a solucdo de NaHTe, mantendo a temperatura por volta de 80°C, sob agitacdo constante e fluxo
de nitrogénio. Em seguida, esperou-se a mudanca de coloracdo para amarelo escuro, que
caracteriza o inicio da nucleacdo dos pontos quanticos de CdTe e se verificou regularmente a
mudanca de cor (que esta relacionada crescimento dos nanocristais) com o auxilio de uma
lampada UV.

A formacéo dos PQs e 0 seu tempo de crescimento é relativo e empirico, ndo devendo ser
considerado trivial. O seu periodo de desenvolvimento aparentemente esta vinculado ao periodo
empregado para a primeira etapa da sintese (a reducdo do Te), bem como, ao aumento da
concentracdo dos precursores. Foi verificado que, até o periodo de quatro horas ap6s o inicio
da obtencdo do NaHTe, a disponibilidade do Te?" em solugdo é obtida e se mantém constante,
sendo esse periodo considerado satisfatério. O aumento da concentracdo dos precursores pode
ser aceitavel, caso seja requerido PQs de maior didmetro em menor intervalo de tempo, pois foi
empiricamente observado que o0 aumento da concentracdo leva a uma saturagdo mais rapida dos
nanocristais de CdTe.

Obedecendo o periodo de reducdo do Te para Te?" de quatro horas, os primeiros PQs, de
cor predominante verde, sdo os mais rapidos, e devem ser monitorados atentamente a partir dos
primeiros 30 minutos ap6s a adi¢do do cadmio; os outros PQs de CdTe, nas cores de emissdo
de fluorescéncia, amarelo, laranja, vermelho e vermelho intenso (saturagdo) sdo mais
demorados e podem permanecer se formando por algumas horas ap6s a adicdo de cadmio. E
importante também observar as perdas de volume por tempo de refluxo (néo significativas ao
empregar os volumes e massas informados) e a tonalidade mais intensa da coloragédo vermelha,
predominante por mais tempo, até a saturacio. E aconselhavel remover pequenas aliquotas no
decorrer da sintese e fazer a medida do sinal de emissdo de fluorescéncia, bem como do de

absorcdo UV-Vis para a realizacdo do célculo do tamanho do nanocristal obtido bem como da
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sua concentracao. Estes referidos tamanhos, concentracdes, bem como o rendimento quantico

de fluorescéncia serdo avaliados nos resultados deste trabalho, secdo 3.1.

2.2 — Determinacdo de ferro total em matrizes viscosas

Para o estudo e a aplicacédo analitica dos nanocristais de CdTe obtidos como relatado na
secdo anterior (2.1.3), foi proposto o desenvolvimento de um novo método analitico para a
determinacdo quimiluminescente de ferro total em matrizes viscosas (6leo comestivel, dleo

lubrificante e biodiesel), conforme descrito a seguir.

2.2.1 — Reagentes e solucdes

A solucio estoque de 0,10 mg L de ferro padrdo de Absorcdo Atdmica (AA) (Sigma)
foi preparado pela dilui¢éo de 1,0 mL em um baldo volumétrico de 200,0 mL com uma solugdo
de 0,10 mol Lt HNOs (ultrapuro, Merck). As solugdes de padrdo empregadas nos estudos
(entre 10 a 100 pg L) foram preparadas a partir da diluicio apropriada desta solugao.

Solugéo estoque de 5 x 103 mol L™ para os cinco didmetros de nanocristais de CdTe
sintetizados foram preparadas e diluidas para as solulces de trabalho (entre 1 x 102 a 1 x
107> mol L) conforme requerido.

Solugio estoque de 5 x 1072 mol L de dicromato de potassio (Aldrich) foi preparada em
0,10 mol L™t HNOs (ultrapuro, Merck) e diluida conforme requerido (entre 1 x 102 a 1 x 107
mol L ™).

Com o intuito de promover a extragdo em fase unica de ferro, os solventes etanol anidro
(FMaia) e cloroformio (Sigma) foram utilizados para a extracao em fase Unica na proporcao de
(75:25). Outras proporcdes também foram investigadas no decorrer dos estudos. SolucGes

estoque de 25 a 50% para &cido nitrico, cloridrico, sulfarico e peroxido de hidrogénio, todos de
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grau de pureza elevado, para analise de tracos, foram preparadas no decorrer dos estudos com
0 intuito de promover a extracdo acida eficiente do ferro. Padrdo de ferro organometalico
0,10 mg g certificado (Quimlab, SRM 1079b NIST, tris(1-fenil-butanodiona)-ferro(lIl)) e
6leo mineral (Sigma-Aldrich) para diluicdo das solugdes de trabalho.

Solucdes estoque de cadmio, zinco, chumbo, cromo, cobre, calcio e magnésio, padrédo
absorcéo atdmica (Fluka), em uma faixa de (5,0 a 100,0 ug L™) foram preparadas em soluc&o

de HNOs 1% (v/v) para o estudo de potenciais interferentes.

2.2.2 — Amostras

Para a avaliacdo do método analitico proposto foram empregadas 12 amostras de matrizes
viscosas. Sendo 6 amostras de biodiesel (2 de soja, 2 de girassol e 2 de milho),
3 0leos comestiveis e 3 dleos lubrificantes. Das amostras de biodiesel empregadas 3 foram
provenientes da Universidade Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina e os demais do
Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM) da Universidade Federal da Paraiba.
Os 6leos comestiveis e lubrificantes, de lotes distintos e dentro do periodo de validade, foram

adquiridos em mercado local da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

2.2.3 — Instrumentacao

Foi empregado um espectrofluorimetro portatil da Ocean Optics, modelo USB4000 para
medidas dos espectros de quimiluminescéncia. Para as analises de referéncia foi utilizado um
espectrometro de absorcdo atémica com forno de grafite da Shimadzu (modelo AA 6800),
equipado com lampada de catodo oco de ferro (Hamamatsu Photonics, Amax: 248,33 nm) com

chama de acetileno-ar.
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2.2.4 — Procedimento de analise

2.2.4.1 — Pré-tratamento das amostras oleosas

Para a primeira etapa de andlise foi investigado um pré-tratamento de amostra
simplificada a fim de se extrair o ferro total de forma eficiente e on-line. Desta forma, um
processo de extracdo envolvendo solvente organico e solucdo acida foi desenvolvido e
designado de extracdo acida em fase Unica. A partir de solugdes de trabalho obtidas do padrédo
organometalico certificado, diluidos com dleo mineral, buscou-se estudar a eficiéncia do pre-
tratamento da amostra. Com o0s espectros de absorbancia no ultravioleta-visivel do padrdo
organometalico foi possivel investigar com maior propriedade a eficiéncia de degradacéo do
composto organico estudado.

A estratégia empirica consistiu na extragdo em fase Unica a partir de uma mistura dos
solventes etanol/cloroférmio na proporcdo 6tima verificada de 75:25% (v/v). Seguida da
extracdo acida estudada para mistura de acidos, HNOs, H2SO4 € HCI, bem como o H20>, sendo

a melhor proporgéo verificada para a mistura HNOsz e HCI (3:1).

2.2.4.2 — Determinagao quimiluminescente do analito

Para determinagdo quimiluminescente do analito foi empregado um padrédo certificado
e as amostras oleosas reais. As analises quimiluminescentes foram realizadas utilizando um
espectrofluorimetro portatil da Ocean Optics (USB4000). O padrdo e as amostras foram
pré-tratadas a partir do estabelecido como 6timo/eficiente na se¢do anterior (2.2.4.1). Na
sequéncia uma solucdo de dicromato de potassio (2,5 x 10° mol L™?) foi empregada para
garantir a eficiéncia da oxidagdo completa do ion Fe(ll) livre em solucgdo aquosa para Fe(lll), o
qual reage seletivamente com as nonoparticulas de telureto de cadmio estabelecendo uma

interacdo oxidativa direta radiativa na superficie do nanocristal. Esse fendmeno permitiu uma
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emissdo  quimiluminescente  aprecidavel do sistema CdTe/Fe(ll), variavelmente

proporcionalmente a concentracéo de ions Fe(l11) em solucéo.

2.2.3 — Método de referéncia empregado

O procedimento de referéncia foi realizado como descrito anteriormente para
espectrometria de absorcdo atbmica (ASTM, 1992). Esse método consistiu na calcinacédo
eficiente de 10,00 g da amostra com 0,5 g de éxido de magnésio (ultrapuro, Sigma) (material
refratario) em uma rampa de aquecimento de 10 horas (1 hora 120° C, 2 horas 180° C, 2 horas
280° C, 2 horas 420° C e 3 horas 550°C) (Lima et al., 2012(c)). O material calcinado foi diluido
com 10,0 mL de HNO3z 50% (v/v) e completado para um baldo de 50,0 mL com HNO3 1%
(v/v). A leitura foi realizada em um espectrometro de absorcdo atbmica com forno de grafite

(Shimadzu, AA 6800).

2.3. — Desenvolvimento do sistema automatico

2.3.1 — Equipamentos e montagem

Para montagem do sistema automatico proposto foi empregado equipamentos e
componentes relacionados a seguir. Uma camara de mistura em politetrafluoretileno (PTFE)
com janelas de quartzo foi empregada para adi¢do dos fluidos, homogeneizacao e detecgéo via
webcam. Esta cdmara possui um volume interno de aproximadamente 4 mL, contendo seis
canais de entrada e um canal de saida. No seu interior foi alocado uma pequena barra magnética
em PTFE, empregada para promover a homogeneizacdo rapida das solucdes, e sua rotacao e
realizada por meio de um agitador magnético (IKA lab disc, modelo White).

Uma bomba peristaltica Ismatec®, (modelo IPC) equipada com 8 canais e 6 roletes, para

propulsdo dos fluidos. Seis valvulas solenoides three-way da Cole Parmer® (modelo P/N
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01540-11) foram empregadas para adicdo dos fluidos na cdmara de mistura. Uma webcam com
sensor CCD (Phillips, modelo SPC900NC VGA) para realizacdo da deteccdo por imagens
digitais.

Um acionador de valvulas foi construido no laborat6rio para controlar a abertura e o
fechamento das valvulas solenoides. O acionador € baseado em um circuito integrado
ULN2803, fabricado pela Toshiba, que é um arranjo de oito transistores do tipo Darlington,
apropriados para suportar alta tenséo e corrente. O uso desse dispositivo possibilita o controle
simultaneo, ou independente, de até 8 portas de saida. Na Fig. 2.1 € apresentado o diagrama
esquematico da ligacdo entre o acionador de valvulas e a interface NI USB-6009, da National

Instruments®.
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Figura 2.1 - Diagrama esquematico da ligacéo entre o acionador de valvulas e a interface NI USB-6009.

As valvulas solenoides sdo alimentadas com uma tenséo de 12 V, e sdo acionadas
guando o ULN2803 recebe uma tensdo superior a 3,8 V em suas portas de entrada, gerando
uma corrente de 150 mA nas portas de saida, onde estdo conectadas as valvulas. O comando de
acionamento é realizado via notebook, que utiliza uma interface de controle NI USB- 6009, a

qual € conectada as portas de entrada do ULN2803 presente no acionador de valvulas.
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A imagem apresentada na Fig. 2.2 representa o sistema automatico fluxo-batelada
desenvolvido para a analise quimiluminescente empregando como detec¢do uma webcam com
sensor CCD. Para evitar a interferéncia da luz do ambiente, a camara de mistura foi colocada

dentro de uma caixa (com as seguintes dimensdes 10 x 12 x 15 cm), Fig. 2.3.

Figura 2.2 — Foto representativa do sistema em fluxo-batelada desenvolvido. (a) Notebook com o
software de controle; (b) bomba peristaltica; (c) interface USB; (d) acionador de valvulas; (e) valvulas
solenoides; (f) agitador magnético, (g) camara de mistura, (h) webcam.

Figura 2.3 — Detalhe do sistema fluxo-batelada desenvolvido. Caixa negra (10 x 12 x 15 cm) para

disposicao da camara de mistura e webcam.
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2.3.2 — Desenvolvimento do software de controle

Para controle e gerenciamento do sistema automatico proposto foi desenvolvido um
programa escrito em linguagem gréafica de programacdo LabVIEW 2013. A interface desse

programa de controle (Fig. 2.4) é bastante simplificada, apresentando-se de forma autodidatica

e encontra-se dividida conforme os procedimentos a ele atribuidos.
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Figura 2.4 — Interface de controle do sistema automatico fluxo-batelada desenvolvido.

O programa possibilita o controle do nimero de replicatas, adicdo de reagentes e

amostra, aquisicao e tratamento das imagens digitais, construcao e aplicacdo da curva analitica,
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numero de limpezas da camara e descarte do produto. Para melhor compreensdo do seu
funcionamento, algumas das etapas serdo detalhadas a seguir.

A adicéo dos reagentes e amostra, realizada pelo acionamento das valvulas solenoides,
e 0 procedimento de limpeza da camara de mistura, sdo administrados de acordo com a
necessidade da anélise e sdo dependentes do tempo, que deve ser inserido em milissegundos
pelo usuario. Os tempos de abertura das valvulas sdo proporcionais aos volumes adicionados
na cdmara de mistura. Para isso, é realizado um estudo prévio de calibracdo em cada valvula
solenoide, discutido na proxima secéo.

O programa permite a aquisi¢do e tratamento das imagens obtidas durante a analise,
para isso € necessario selecionar previamente a solucdo que esta sendo analisada (branco,
padrdo ou amostra) e a regido da imagem a ser processada, informando as coordenadas (X1,Y1
e X2,Y2) da regido. Nesse caso, foi delimitado uma regido compreendendo 45 x 30 pixels.
Assim, com a &rea selecionada, sdo realizados os célculos das médias dos valores das
componentes R, G e B e do valor da norma ||v|| do vetor (secdo 1.3.9.2) referente a solugédo
selecionada. Os valores sdo armazenados, entretanto apenas o valor maximo da norma, obtido
durante a emissao quimiluninescente, é empregado na construcdo e aplicacdo da curva analitica.

Para realizar a construcao da curva de calibracdo, € necessario fornecer os valores das
concentracdes dos padrdes, definindo o nimero de replicatas a serem efetuadas. Os valores dos
coeficientes angular e linear da curva serdo apresentados, bem como a concentracao prevista
das amostras durante a aplicacdo. Todas as imagens e dados analiticos obtidos durante as analise

serdo armazenados automaticamente em arquivos com extensdes BMP e XLS.
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O programa é também utilizado para o procedimento de estudo da vazéo das valvulas
solenoides (Fig. 2.5), possibilitando configurar os tempos de acionamento individuais da

valvula.

Figura 2.5 — Interface do programa para realizar o estudo de calibracdo das valvulas solenoides.

2.3.3 — Procedimento automatico de analise

O diagrama esquematico do sistema proposto é apresentado na Fig. 2.6. E importante
destacar que antes de iniciar o procedimento analitico, solucgdes de trabalho para cada canal sdo
bombeadas e redistribuidos aos seus respectivos reservatorios. Na sequéncia, as valvulas V1 a
V5 sdo simultaneamente ligadas durante um intervalo de tempo de 5,0 s e as solugdes
de trabalho (amostra/padréo, solvente orgénico, solucdo &cida, solugdo de dicromato de
potassio, solugdo de PQs de CdTe) sdo bombeados para a camara de mistura (CM) para
preencher os canais entre as valvulas e a camara. Em seguida, a valvula de descarte (V6) é

acionada durante 10,0 s e desta forma, qualquer solucdo dentro do CM é descartada por
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aspiracdo utilizando a bomba peristaltica (BP). Este processo de preenchimento de canais €

importante e deve ser realizado sempre que houver uma mudanca de liquidos do reservatorio.

Vista superior

I BP

Amostra— ~.° ivi .
b cMm )
| BP
Solvente— —.* V2
Vista lateral
| BP M |
CM
Sol. acida— —.* V3
J
I BP g
—t

.

K,Cr,0,— AL
5

BM
| BP _/_7“;\ ,B.I;
PQs— ~.° 4" V6 —— — Descarte
k Ar

Figura 2.6 — Diagrama esquematico do sistema fluxo-batelada desenvolvido para determinagdo

guimiluminescente de ferro total em amostras viscosas empregando pontos quéanticos de CdTe e webcam

como detector.

As solucdes padrdo ou amostra, solvente organico, solucdo acida, solucdo de dicromato
de potassio e a solucdo de PQs de CdTe sdo adicionadas na CM por acionamento das valvulas
V1 a V5, respectivamente. O procedimento de limpeza da CM ¢ realizado pelo acionamento da
valvula (V3), adicionando solucdo de solugdo acida. Em seguida, a valvula de descarte (V6) é
acionada removendo o conteido da CM. Este procedimento de limpeza e descarte deve ser feito
duas vezes para permitir uma limpeza adequada do sistema.

Para a preparacdo da solucdo do branco na CM, as vélvulas V2 a V5 sdo acionadas

sequencialmente, adicionando os volumes de 800 L de solvente organico, 300 pL de solugéo

M.B. Lima 59



Experimental

acida e 150 pL para as solucbes de dicromato e PQs de CdTe, respectivamente. O sinal de
emissdo quimiluminescente € entdo capturado utilizando uma webcam (WC) como detector.
Na Tabela 2.1 estdo resumidos as etapas do procedimentos automatico para analise da

amostra com o0s respectivos tempos de acionamento das valvulas solenoides.

Tabela 2.1 — Procedimento automatico para analise da amostra oleosa com pré-tratamento para extracdo
de ferro total on-line.

Tempo Volume
Etapa Evento

(s) (uL)
1 Adicgdo da amostra (V1). 14 50
2 Adicdo do solvente organico, etanol/cloroférmio (75:25) (V2). 54 800
3 Homogeneizagéo. 50 -
4 Adicdo da solucéo &cida, HNOs/HCI (3:1) (V3). 1,7 250
5 Homogeneizacao. 50 -
6 Adicdo da solugdo reagente de dicromato de potassio (2,5x10°° 10 150

mol L) (V4).

7 Homogeneizacéo. 50 -

6 Adicéo da solugdo de PQs de CdTe (2,5x10* mol L) (V5) / Lo 150
Inicio da aquisicdo das imagens. '

9 Aquisicdo das imagens de emissdo quimiluminescente. 55 -

10 Descarte. 10,5 1500
11 Adicdo da solucdo acida (V3) para a limpeza / Homogeneiza¢do. 10,5 1500
12 Descarte. 10,5 1500
13 Adicéo da solugdo &cida (\V3) para a limpeza / Homogeneizagdo. 10,5 1500
14 Descarte. 10,5 1500

Todas as imagens foram capturadas a partir da adicdo do PQs de CdTe se estendendo por
mais 5,5 s totalizando 50 imagens, das quais 10 imagens sdo capturadas durante a adicdo da

solucgéo de PQs de CdTe. Esse procedimento foi adotado tanto para medicéo do branco, padrdes
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e amostras. No concernente a substituicdo da amostra, a solucdo acida empregada para a
eficiéncia da extragdo (HNOs/HCI, 3:1) é adicionada no canal da amostra para evitar possivel

problemas com efeito de memdria da amostra anterior.

2.4 — Avaliacéo do desempenho analitico

O desenvolvimento de um método analitico, a sua aplicacdo ou adaptacdo envolve
etapas de avaliacdo para atestar que o procedimento requerido apresenta desempenho analitico
estatisticamente adequado. Os parametros de validagdo empregados neste trabalho de pesquisa
sdo brevemente descritos a seguir e foram norteados pelas normas de validagdo para

metodologias analiticas (Thompson et al., 2002).

2.4.1 — Linearidade

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

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

2.4.1.1 — Anélise de variancia

E importante mencionar que a curva analitica, somente pode ser usada para estimar a
concentracdo do analito, se for capaz de descrever o comportamento dos valores experimentais
de maneira satisfatoria. Portanto, 0 modelo obtido ndo pode apresentar evidéncias de falta de

ajuste e deve refletir uma regressao estatistica significativa. Dessa forma, a validagdo do modelo
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de calibracdo geralmente é realizada por meio de uma analise de variancia (ANOVA) (Neto et

al., 2010).
A Tabela 2.2 apresenta as equacfes para ANOVA do modelo ajustado aos dados

experimentais empregando-se o método dos minimos quadrados (MMQ).

Tabela 2.2 - Equacdes para ANOVA aplicada a um modelo obtido pelo método dos minimos quadrados.

Fonte de variacéo Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica
m n SQ
Regressao SQg = Z Z(T’i - ¥)? p—-1 MQg = Rl
T p-
m n SQ
Residuos 5Q, = 2 Z(Yij —3:)? n—p MQ, =— _rp
I |
m n SQ
Faltade ajuste  SQpaj = Z Z(yi _ )2 m—p MQ,q = —1Y
] m-p
m n
Erro puro 5Q., = Z 2(}’1',' —¥,)? n—-m MQ,, = 5Qep
5 ’ n-m
m n S
Total $0r=) >y -7 n-1 Mor =~ ?TI
i

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

A validacdo de modelos lineares pela aplicacdo do método dos minimos quadrados
consiste de analise dos residuos, teste de significancia da regressao e teste de falta de ajuste. Na
analise do grafico dos residuos verificamos o comportamento dos erros de previsdo do modelo
(residuos) em relagdo aos dados experimentais. No grafico de residuos é possivel identificar o
tipo de erro experimental associado aos dados experimentais. Caso 0s residuos apresentem

algum perfil ou estrutura teremos um erro sistematico associado aos dados experimentais. Caso
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os residuos se distribuam aleatoriamente em torno de zero teremos apenas erros aleatorios
associados aos dados experimentais.

O teste de falta de ajuste compara, para os varios niveis da variavel x, a média quadratica
da falta de ajuste (MQfsj) com a média quadratica devida ao erro puro (MQep). Assim, se a razao
(MQfaj)/(MQgp) for menor que o valor do ponto de distribuicdo F, referentes aos graus de
liberdade de MQj € MQegp e para um nivel de 95% de confianga, temos um modelo sem falta
de ajuste. Neste caso, as duas médias quadraticas refletirdo apenas os erros aleatdrios associados
aos dados. Caso contrario, o0 modelo apresenta falta de ajuste e necessita ser reestimado e
revalidado.

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

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

2.4.2. Limite de detec¢édo e quantificacéao

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

O limite de deteccéo pode ser determinado como segue:

LOD—3'S
s
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Onde s € o desvio-padrdo da resposta; S é o coeficiente angular do grafico de calibracdo
(sensibilidade do método).

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

expressao a seguir:

Lo _10.s
Q= S

Na qual: s é o desvio-padréo da resposta; S é o coeficiente angular do gréafico de calibracao

(sensibilidade do método).

2.4.3. Sensibilidade

Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta analitica em funcao
da concentracdo do analito e é determinada como mostrado na expressao a segulir:

dx

S=—
dc

Em outras palavras, a sensibilidade é a capacidade de um método distinguir, com
determinado nivel de confianga, duas concentrac6es proximas (Holler et al., 2009). Sob o ponto
de vista pratico, pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regressao linear de calibracéo e
é determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A sensibilidade depende da natureza
do analito e da técnica de deteccéo utilizada.

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

por pequeno incremento na concentra¢do ou quantidade do analito.
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2.4.4. Seletividade

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

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

referéncia.

2.4.5 — Exatidao

A exatidao é definida como a concordancia entre um resultado analitico e o valor
convencionalmente aceito como verdadeiro. Com o objetivo de avaliar a exatiddo de um método
analitico o teste de recuperacdo € o procedimento mais realizado e simples de ser empregado.
No ensaio de recuperacao, quantidades conhecidas do analito s&o adicionadas nas amostras para
respectiva quantificacdo. Deve-se ressaltar que essas adi¢des sao realizadas em concentracfes

adequadas e semelhante as obtidas para execu¢do do ensaio.
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A taxa de recuperacdo é calculada empregando a expressdo a seguir:

Recuperacio (%) = (C1C_—3C2) x 100

Onde: C1 = concentracdo da substancia de referéncia mais a concentragcdo da amostra.

C> = concentracdo da amostra. Cs = concentracdo da substancia de referéncia adicionada.

2.4.6 — Precisao

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

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

pela seguinte equacao:

x 100

DP
DPR % =
& CMD

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

concentracdo média determinada.

2.4.7 — Teste t pareado

A implementacdo do teste t pareado, baseado no conceito de intervalo de confianga,
requer o célculo da média das diferencgas entre os valores de concentracdo para cada par de
resultados. Admitindo-se que A ¢ a diferenga média verdadeira entre os resultados dos dois

métodos, o intervalo de confianga para A é encontrado pela aplicagdo abaixo.
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S|<

Onde: n é o nimero de amostras, Sq € 0 desvio padrdo da média das diferencas e t,€ o
ponto de distribui¢do t correspondente ao niimero de graus de liberdade (v) no nivel de
confianca desejado (Neto et al., 2010).

Podemos interpretar o intervalo de confianga da seguinte maneira:

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

resultados dos métodos ao nivel adotado de confianca estatistica.
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3.1 — Caracterizacao dos pontos quanticos de CdTe

Os pontos quéanticos de telureto de cadmio (PQs de CdTe) foram sintetizados com éxito
a partir do procedimento de sintese descrito na secdo experimental 2.1.3. As principais
modificagdes concernentes a literatura (Li et al., 2006; Zou et al., 2008; Zhang et al., 2010)
foram o tempo para reducio do Te s6lido para Te? (obtencdo de NaHTe) e as concentragdes
que foram acrescidas para permitir a retirada de volumes suficientes para os estudos de
quimiluminescéncia com nanocristais de diferentes didmetros.

Uma foto dos cinco nanocristais obtidos e submetidos ao estado excitado, a partir
de uma lampada negra (Amax = 420nm), em tempos de sintese otimizada em 35, 60, 95, 130 e
180 minutos, respectivamente é apresentado na Fig. 3.1. Estes foram empregados para as
investigacdes quimiluminescentes de determinagdo de ferro total em matrizes viscosas.
Os seus respectivos espectros de absorcdo e emissdo molecular sdo reproduzidos nas Fig. 3.2 e

Fig. 3.3.

Fig. 3.1 — Fotografia dos pontos quanticos obtidos com éxito, conforme procedimento descrito na se¢do
2.1.3, e excitados por uma lampada negra UV (Amsx 420nm). Tempos de sintese da esquerda para direita:
35, 60, 95, 130 e 180 min.
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Absorbéancia (u.a.)
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Fig. 3.2 — Espectros de absor¢do molecular para os cinco PQs de CdTe estudados. Da esquerda para a

direita, comprimento de onda méaximo de absorgao excitdnica 479, 511, 528, 542, 565 nm.

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000

1500

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

1000

500

400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Fig. 3.3 — Espectros de emissdo de fluorescéncia para os cinco PQs de CdTe estudados. Da esquerda
para direita, comprimento de onda maximo de emissao 518, 549, 566, 581, 604 nm.
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3.1.1 — Tamanhos e concentracéo

Devido aos bons resultados empiricos da sintese (Fig. 3.1), todas as aliquotas exibiram
um maximo de absorcdo bem definida para a primeira transicdo excitonica (Fig. 3.2), que é
evidéncia experimental para uma distribuicdo de tamanho estreita, valores de cerca de 50 nm.
Caracterizando assim um espectro de emissdo de fluorescéncia bem definido, distribuido e
estreito (Fig. 3.3). O tamanho dos nanocristais sintetizados foi determinado de acordo com a

expressao (Yu et al., 2003), brevemente comentada na secdo 1.3.2.1.

D = (9.8127 x 1077) 23 — (1.7147 x 107%) A2 + (1.0064) A — 194.84

Onde D ¢ o diametro (nm) e A 0 comprimento de onda (nm) de absorbancia méxima que
corresponde ao primeiro pico de absor¢do excitdnicas dos nanocristais.

Com base na expressdo acima, as dimensfes estimadas para 0s nanocristais de CdTe
foram de 1,65, 2,62, 2,95, 3,15 e 3,38 nm, para 0s picos maximos de emissdo de fluorescéncia
correspondentes a 517, 549, 566, 580, 603 nm, respectivamente.

Para a solucdo aquosa de PQs de CdTe uma concentragcdo molar foi determinada tendo
em consideracdo o espectro de absor¢do de uma dada solucédo de PQs, com uma concentragdo
de massa conhecida, e por avaliagdo do coeficiente de extincdo (g¢) utilizando a seguinte

expressao (Yu etal., 2003):

& = 3450AE(D)2*

Onde AE ¢ a energia de transi¢do correspondente ao primeiro pico de absorcdo expressa
em eV. Sabendo tanto o € quanto a absorbancia da solugdo de PQs de CdTe, a concentragédo

molar foi facilmente calculada aplicando a lei de Lambert-Beer, representada a seguir

A=¢BC
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Onde A corresponde ao pico de absorbancia maxima, € corresponde ao coeficiente de
extincdo molar do nanocristal, B ao caminho Optico percorrido pela radiacdo na amostra e C a
concentragdo molar.

As concentracdes molares obtidas a partir das aliquotas iniciais foram respectivamente
3,85x 1073 4,33 x 1073, 2,89 x 1073, 2,46 x 103 ¢ 4,27 x 102 mol L™, para os comprimentos

de onda maximo de absorcao de 479, 511, 528, 542, 565 nm, respectivamente.

3.1.2 — Rendimento quéntico de fluorescéncia

Os rendimentos quéanticos de fluorescéncia para estes nanocristais estudados foram de
48,4%, 49,7%, 55,1%, 54,9% e 53,6%, respectivamente, de acordo com o método descrito na
literatura para este tipo de nanomaterial (Li et al., 2006). O qual consiste basicamente em um
método quantitativo simplificado para o rendimento quéntico de fluorescéncia representado
pela razdo do numero de fétons emitidos (durante toda duracdo do decaimento radiativo) e o
namero de fétons absorvidos durante o estado excitado, empregando para isso um padrdo de
rodamina 6G (Sigma-Aldrich) (com 95% de fluorescéncia pré-determinada). O céalculo do
rendimento quéantico de fluorescéncia pode ser obtido através da seguinte expressao (Li et al.,

2006):

oA = @P x (Grada x n?a)/(Grade x 1%)

Onde: @A corresponde ao rendimento quéntico da amostra e P do padrdo, Grada e Gradp
correspondem a area da curva de emissao obtida no mesmo comprimento de onda de excitagéo,
n corresponde ao indice de refracdo do solvente na qual a solu¢do da amostra e padréo estdo
preparados. O indice de refracdo sé é de uso significativo quando as solugdes estiverem em

solventes diferentes.
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E importante salientar que o rendimento quéntico de fluorescéncia obtido para esses
nanocristais é de fato satisfatorio, quando comparado com outros trabalhos descritos na
literatura. Para procedimento de sintese em meio aquoso, 0 maximo de rendimento de
fluorescéncia obtido foi de 67% (L. et al., 2006), sendo a média, segundo a literatura, em torno
de 45 a 55%, nos procedimentos mais satisfatorios (Zou et al., 2008; Chen et al., 2011). A Fig.

3.4 representa os espectros de um padrao de rodamina 6G e PQs de CdTe empregado.
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Fig. 3.4 — Representacdo de espectro de emissdo fluorescente para padrdo de rodamina 6G (linha

vermelha) e nanocristais de CdTe (linha azul).

3.2 — Proposta do mecanismo para emissdao quimiluminescente

Com o objetivo de desenvolver um novo método automatico, seletivo e sensivel para
quantificacdo do teor de ferro total presente em matrizes viscosas, a nivel trago, um novo
sistema quimiluminescente foi proposto e avaliado quanto a acdo de espécies interferentes e a
reprodutibilidade das medidas analiticas. As medidas de quimiluminescéncia por sua vez foram

realizadas com auxilio de um espectrofluorimetro portéatil da Ocean Optics (USB4000) o qual

M.B. Lima 73



Resultado e discuss@o

permitiu avaliar a variacdo do sinal obtido de modo proporcional a concentracdo dos ions ferro
presente em solucdo. Na Fig.3.5 pode ser claramente identificada a intensidade de

quimiluminescéncia proveniente da banda de emissdo do sistema investigado, CdTe/Fe(ll).
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Fig. 3.5 — Espectro de quimiluminescéncia do sistema CdTe/Fe(ll). Concentra¢cdes empregadas: 2,5 x
10* mol L de PQs de CdTe, 100 pg Lt de Fe(Ill) (linha cheia) e 50 pg L de Fe(l11) (linha tracejada).

Com base no espectro da Fig. 3.5, a emissdo de quimiluminescéncia durante a oxidagédo
dos PQs de CdTe em solucdo acida pode ser atribuida a formacao de espécies excitadas de PQs
de CdTe (CdTe/Fe(ll)*) que emitem radiacdo visivel durante a sua desexcitacdo.
E sabido que os espectros de fluorescéncia de espécies quimicas estaveis correspondem aos
respectivos espectros de quimiluminescéncia para uma dada reacdo seletiva. Portanto, as
espécies emissoras da QL observada devem decorrer da oxidacdo direta dos PQs de CdTe a
partir da interacdo superficial com o Fe(l1l) gerado no sistema.

Zhang e colaboradores (2010) relataram recentemente que o hexacianoferrato de potassio
(KsFe(CN)e) pode oxidar diretamente os PQs de CdTe gerando uma forte emisséo de
quimiluminescéncia, entretanto a sua avaliagéo se restringiu a investigacdes utilizando o meio

basico e uma unica espécie de ferro, proveniente de matriz aquosa. Avaliacdes preliminares
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empregando as condicOes Gtimas destacadas neste estudo demonstraram resultados de emisséo
quimiluminescente ténues e pouco reprodutiveis.

Os resultados analiticos obtidos no decorrer deste trabalho demonstraram a possibilidade
inequivoca da ocorréncia de quimiluminescéncia em meio acido através da forte interacdo dos
ions Fe(lll) com os PQs de CdTe, os quais sdo oxidados nestas condi¢cdes reacionais com a
formagdo de um possivel sistema de interacdo CdTe/Fe(Il). O sinal quimiluminescente
provavelmente é decorrente da oxidacdo dos PQs de CdTe, com grande seletividade, a partir do
ions Fe(111). Com base nos resultados estudados um possivel mecanismo de reagdo QL do CdTe

com o Fe(l1) foi proposto. Esse mecanismo esta descrito a seguir:
Cr(VI) + Fe(ll) > Fe(ll1) + Cr(111)
Fe(lll) + CdTe > (CdTe/Fe(ll))*
(CdTe/Fe(1))* - CdTe/Fe(ll) + hv
Em meio acido, todo o ferro presente na amostra é convertido para Fe(l11) a partir de uma
reacdo de oxirreducao na presenca de ion Cr(VI), advindo do ion dicromato em meio éacido.
Este ion Fe(l11), por sua vez, interage com a superficie dos nanocristais de CdTe, onde o PQ é
oxidado, com a consequente promocao ao estado excitado (CdTe/Fe(l1))*. Uma Gltima etapa,

decorrente do relaxamento do sistema com subsequente emissao de luz visivel (desexcitacdo)

ocorre.

3.3 — Efeito do tamanho dos pontos quéanticos no sistema quimiluminescente

A fim de se obter a melhor relagéo de emiss@o quimiluminescente com relagdo aos pontos
quanticos estudados, foi realizado um estudo preliminar para eleger o melhor diametro dos PQs

para a continuidade das investigagoes.
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Fig 3.6 — Variagdo do sinal quimiluminescente para o sistema CdTe/Fe(ll) proposto, empregando 0s
diferentes tamanhos de PQs. Concentragéo de 2,5 x 104 mol L de PQs de CdTe e 100 pg L de ions
Fe(lI1). Tamanho médio das particula, da esquerda para direita: 1,65, 2,62, 2,95, 3,15 e 3,38 nm.

Como pode ser observado através da Fig. 3.6, para a mesma concentracao da solucdo dos
nanocristais (2,5 x 10 mol L) o melhor resultado de emisséo foi obtido para os nanocristais
de menor diametro estudado (1,65 nm, Aem =517 nm).

Segundo a literatura (Kang et al., 2012; Frigerio et al., 2012; Rodrigues et al., 2014) a
melhor sensibilidade de luminescéncia para 0s menores tamanhos dos pontos quanticos vem
sendo realmente observada e pode ser justificada pela maior irregularidade em sua superficie
(nanocristais pequenos, obtidos pouco tempo apds o periodo de nucleagdo), ocasionando assim
uma maior &rea superficial disponivel tanto para a interacdo de analitos quanto para a interacdo
de espécies de revestimento.

De fato, dependendo do revestimento superficial, bem como o meio reacional empregado

(neutro, &cido ou alcalino), o diametro dos nanocristais influéncia drasticamente
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a sensibilidade e a possibilidade de interacdes superficiais relevantes, as quais permitem tanto
aumentar quanto suprimir a fluorescéncia, bem como a emissao quimiluminescente direta, além
de influenciar a linearidade das curvas analiticas pretendidas. Deste modo, estudos com
nanoparticulas vislumbrando a sua finalidade em quimica analitica ndo sdo triviais e requerem
muita avaliacdo empirica para melhorar as condi¢Ges experimentais.

O rendimento quantico de fluorescéncia também esta frequentemente correlacionando
com a emissdo luminescente. Em nosso estudo devido a regularidade do rendimento quantico
obtido (pela comparagdo com a rodamina 6G, secdo 3.1.2), esse fator ndo foi significativo para
0 processo radiativo requerido. Nesse momento é importante salientar que a concentracdo dos
PQs é um fator decisivo para se obter uma eficiente emissdo luminescente ou até a sua

supresséao.

3.4 — Otimizacéo das condicGes de reacao

A intensidade de QL promovida pelo sistema CdTe/Fe(l1) aumenta de forma significativa
e reprodutivel com a variacdo da concentracdo de ions Fe(lll1) em uma faixa de concentracdo
relativamente estreita, em meio &cido, entre 10 ug L~ e 100 pg L. Sendo esta faixa suficiente
para a investigacdo promovida, bem como para o desenvolvimento de um método analitico
eficiente, envolvendo a quantificacdo de niveis traco de ferro total em matrizes viscosas, nas
condigdes reacionais estabelecidas para este trabalho (a saber, reduzido volume de amostra,
diluicdo relativamente acentuada da mesma, devido ao pré-tratamento para ferro total
empregado, extracdo em fase Unica).

De fato, para valores de concentragdo maiores que 150 pg L™ os resultados obtidos para
a emissdo quimiluminescente sdo constantes até aproximadamente 200 pg L a partir do qual

verificou-se uma diminuicdo gradativa até a extingdo da emissdo quimiluminescente.
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Os resultados deste estudo podem ser evidenciados a partir do grafico de emissao

quimiluminescente da Fig.3.7.
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Fig. 3.7 — Variagdo da concentracdo de ions Fe(lll) para o sinal de emissdo de quimiluminescéncia do
sistema CdTe/Fe(ll).

Tem sido reportado na literatura a resposta de emissao quimiluminescente em sistemas
envolvendo a oxidacdo de PQs de CdTe em meio alcalino (Chen et al., 2014; Costas-Mora et
al., 2014). Entretanto, para o nosso meio reacional, o qual envolve a otimizacao de um processo
de pré-tratamento da amostra em meio acido, a fim de disponibilizar o metal em estudo, as
reacOes de oxidacdo foram todas avaliadas em meio &cido com aproximadamente pH 2 (Adcock
et al., 2014; Teng et al., 2014). Esse fato pode ser evidenciado pela obtencdo de uma faixa de
trabalho relativamente estreita, quando comparada a de outros sistema quimiluminescentes
reportados anteriormente (Zhang et al., 2010; Kang et al., 2012; Chen et al., 2012;).

Os resultados experimentais também evidenciaram que a intensidade de emissdo
quimiluminescente para o sistema estudado diminui consideravelmente com o aumento do pH

do meio, conforme exposto na Fig.3.8. A partir do observado, as condi¢Ges de pré-tratamento
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desenvolvida on-line favorecem a emissdo quimiluminescente da espécie oxidada nessas

circunstancias reacionais.
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Fig. 3.8 — Influéncia da variacdo do pH para medidas de emissdo quimiluminescente do sistema

CdTe/Fe(ll) nas condicBes propostas.

O emprego de um agente oxidante para assegurar a oxidacdo total dos ions Fe(ll)
presentes em solucdo para a sua forma oxidada Fe(lll) também foi avaliada, e se mostrou
pertinente, mesmo o meio sendo consideravelmente oxidante, devido a presenca da mistura
acida (HNOs/HCI 3:1), em pH 2. A concentracdo da solucdo de dicromato de potassio permitiu
um aumento de emissdo significativo quando comparado as leituras do sinal QL sem a sua
utilizacdo. A melhor concentracdo desse reagente também foi avaliada e ndo demonstrou
melhora significativa do sinal analitico para concentracdes maiores que 2,5 x 107 mol L,
através da qual a oxidacdo é completada e o ganho de sinal analitico permanece constante e
posteriormente decrescente, conforme apresentado na Fig.3.9.

E interessante ressaltar que inicialmente, o permanganato de potassio também foi
cogitado como um potencial agente oxidante para este sistema. Entretanto, a sua presenca em

solucdo é reportada como formadora de um sistema quimiluminescente CdTe/Mn(l1) (Chen et
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al., 2014), e em nossas condi¢Ges de reacdo (concentracdes e pH) a leitura de emissédo

quimiluminescente nédo foi favorecida, tendo portanto o seu emprego descartado.
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Fig 3.9 — Influéncia da variacdo da concentracdo de solugdo de K.Cr,O; para 0s sinais de emissdo
quimiluminescente do sistema CdTe/Fe(ll).

3.5 — Estudo de potenciais interferentes

Visto 0 exposto nas secdes anteriores, quanto ao método analitico proposto,
foi realizado um estudo para potenciais interferentes que pudessem favorecer ou suprimir a
emissdo de quimiluminescéncia do sistema CdTe/Fe(ll) proposto para analise de matrizes
viscosas (Reis et al., 2004; Pinto et al., 2006). Os estudos foram realizados para os ions Cd, Zn,
Pb, Cr, Cu, Ca e Mg, metais comumente presentes em concentra¢des similares as do analito
(faixa de concentragdo entre 5,0 e 100,0 pg L™1). Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Tabela de potenciais interferentes para o sistema quimiluminescente proposto. Dados
referentes a concentracdo em pg L* para uma solucéo de Fe(lIl) de 50 pg L.

Potenciais interferentes Limite de tolerancia
Cd?** 85
Zn* 65
Pb? 75
Cr? 90
Cu* 85
Ca* 70
Mg?* 70

Como claramente pode ser observado, os valores das analises realizadas adicionando
diferentes concentracbes dos potenciais ions interferentes ndo demonstraram alteracdo
significativa superiores a 5% em relacdo a medida analitica obtida em sua auséncia (apenas
solucdo de Fe(lll) 50 pg L™?). Podendo ser considerado um indicativo da seletividade da

oxidacdo direta do CdTe pelos ions Fe(l11) nessas condi¢bes experimentais.

3.6 — Estudo de pré-tratamento das amostras

As amostras foram pré-tratadas conforme a necessidade de uma extracao rapida, simples
e eficiente para a disponibilizacdo dos ions de ferro em meio aquoso a partir das matrizes
oleosas (6leo comestivel, 6leo lubrificante e biodiesel). As investigacdes foram direcionados
no sentido de se obter uma extragdo on-line eficiente para ferro através do sistema automatico
proposto em fluxo-batelada; como vem sendo estudado pelo nosso grupo de pesquisa (Barreto
et al., 2013; Lima et al., 2012(a)) e também abordado em outros trabalhos em automacéo que

envolvem a extracdo do mesmo analito (Pinto et al., 2006; Reis et al., 2004).
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Os estudos foram guiados pelo emprego de um padrao de ferro organometalico certificado
(Quimlab, SRM 1079b NIST, tris(1-fenil-butanodiona) ferro(l11)), e as primeiras analises foram
realizadas por meio de medidas de espectro de absorcdo molecular no UV-Vis. Todas as
estratégias dos testes consistiram no tratamento de padrdes de ferro por extracdo em fase Unica
(etanol/cloroférmio em diferentes concentracGes), seguida de uma extracdo acida utilizando
diferentes combinagdes de acidos (HNOsz, H2SO4 e HCI) e peroxido (H20z).

Estas estratégias permitiram inferir empiricamente sobre a degradacéo e disponibilidade
de ferro livre nos diferentes padrdes de ferro organometalico produzidos pela diluicdo em 6leo
mineral da amostra certificada. O estudo preliminar no UV-Vis possibilitou direcionar como
melhor estratégia de pré-tratamento a mistura de etanol absoluto/cloroférmio (75:25) seguida

pela mistura acida HNO3s/HCI (3:1).
Pré-tratamento completo
Etanol/Cloroférmio (75:25)

Etanol/Cloroférmio (50:50)

|
|
Etanol/Cloroférmio (65:35) I
|
Cloroférmio N
|

Etanol

0 1000 2000 3000 4000 5000

Intensidade de quimiluminescéncia (u.a.)

Fig. 3.10 — Influéncia da extragdo em fase Unica (adi¢cdo do solvente orgénico) para a emissao de
quimiluminescéncia do sistema CdTe/Fe(ll). Pré-tratamento completo corresponde a extracao acida em

fase Unica.

As analises de emissdo quimiluminescente, por sua vez, foram realizadas por meio

de testes de recuperagcdo, empregando um padrdo de ferro com uma concentragdo igual a
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50 pug Lt Para o sistema quimiluminescente os resultados obtidos nas analises de pré-
tratamento das amostras sdo apresentados nas Fig. 3.10 e Fig. 3.11.

A partir da apreciacdo dos resultados apresentados é observado um melhor sinal de
emissdo quimiluminescente para as amostras submetidas a designada extracdo acida em fase
Unica, em ambas as etapas (Fig.3.10 e Fig.3.11), o que corresponde ao emprego conjunto do

solvente organico, etanol/cloroférmio (75:25) e da solucdo acida de HNO3z/HCI (3:1).

Pré-tratamento completo I
HNO3/HCI (3:1) I
HNO3/HCI (1:1) E—
HNO3/H2S04 (3:1) I
HNO3/H2S04 (1:1) I
HNO3/H202 (3:1) I
HNO3/H202 (1:1)

0 1000 2000 3000 4000 5000

Intensidade de quimiluminescéncia (u.a.)

Fig. 3.11 — Influéncia da extracdo acida (adi¢do da solucdo &cida) para a emissdo de quimiluminescéncia

do sistema CdTe/Fe(ll). Pré-tratamento completo corresponde a extragdo acida em fase Unica.

3.7 — Parametros do sistema automatico em fluxo-batelada

3.7.1 — Precisdo das valvulas solenoides empregadas

Os volumes adicionados na camara de mistura do sistema em fluxo-batelada séo
realizados pelo acionamento das valvulas solenoides. Por consequéncia, ha necessidade da
calibracdo individual dessas valvulas correlacionando-se a quantidade em massa da solugdo
adicionada em funcdo do tempo de acionamento da mesma, e definindo-se assim a vazdo em

cada linha de fluxo. As vaz6es médias encontradas para os canais com solucdes aquosas foi de
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0,1481 +0,0011 mL s*. Para a amostra e padréo as vazdes encontradas foram 0,0358 + 0,0017

mLs'e0,0483 +0,0012 mL s

Tabela 3.2 — Densidades das amostras empregadas na avaliagdo do método proposto.

Amostra Densidade (g mL™)
o ) 0,8453
Biodiesel soja
0,8448
o ) 0,8452
Biodiesel girassol
0,8443
0,8439
Biodiesel milho
0,8446
0,8455
Oleo comestivel 0,8432
0,8435
0,8545
Oleo lubrificante 0,8535
0,8548

A vazdo em cada linha de fluxo foi determinada pela adi¢cdo de volumes de agua medidos
em massa numa balanca analitica (Scientech modelo SA210), utilizando tempos de abertura das
valvulas previamente estabelecidos. Para a valvula solenoide empregada na adicdo das
amostras, foi utilizado uma das amostras em vez de agua. Isso foi necessario devido a
viscosidade inerente das amostras estudas. As densidades das amostras utilizadas foram

avaliadas e apresentadas na Tabela 3.2.

3.7.2 — Imagens obtidas durante a emissdo quimiluminescente

Como descrito na se¢éo 2.3.3, foi previamente estabelecida uma regido de 45 x 30 pixels
para as imagens. Apenas a imagem com maximo intensidade de emissao quimiluminescente foi

selecionada para construgéo e aplicacdo da curva analitica.
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Na Fig. 3.12 sdo mostradas as imagens que apresentaram maximas intensidades de
emissdo quimiluminescente referentes as solugdes padrdo em diferentes niveis de concentragédo

(10 a 100 pg L de ferro).

10 25 50 100

Figura 3.12 — Imagens obtidas utilizando o sistema em fluxo-batelada com a area selecionada

(45 x 30 pixels). Solucdes padrio de ferro (ug L?).

Podemos observar na Fig. 3.12 que as imagem exibem um aumento de intensidade na
coloragéo verde de acordo com o aumento da emissao de luz resultante do produto de oxidagéo
do PQs de CdTe referente as concentracgdes das solucbes padréo.

No gréfico da Fig. 3.13 sdo mostradas as contribui¢cdes dos valores das componentes de
cor R, G e B referente a emissdo quimiluminescente dos padrdes de ferro. Nota-se que as
componentes R e G apresentam uma aumento de intensidade com o aumento da concentragao
dos padrdes de ferro, enquanto a componente B exibe um pequeno decréscimo de intensidade
com o aumento da concentracédo de ferro. A componente G apresenta contribuicao significativa
durante toda a faixa de trabalho, quando comparada com as componentes R e B. No entanto, a
adoc¢do de somente a componente G para o célculo da resposta, pode levar a construcdo de
curvas analiticas néo lineares. Desse modo, foram empregadas as trés componentes (R, G e B)

na construcdo da curva analitica.
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Figura 3.13 — Dados RGB das solucdes padréo de ferro (10 a 100 pg L1).

3.7.3 — Obtencédo da curva analitica empregando o valor da norma

O modelo matematico proposto por Lyra (2008) baseado na norma de vetor foi adotado
para obtencdo da resposta analitica, uma vez que contempla o caso geral onde a variacdo pode
envolver qualquer dos componentes individuais ou também envolver dois ou trés componentes
simultaneamente.

Para realizar o célculo da norma do vetor v, é necessario subtrair dos valores de Rg, Gge
Bs (valores médios de R, G e B das solucOes padrio e amostras) dos valores Ry, Gge By do

branco. A norma ||v|| do vetor v é entdo determinada pela expressao a seguir.

Ivll = (RS 5 + G2+ B2,

Onde os valores RZ_; + G&_ + BZ_p sdo os valores liquidos obtidos depois de retirar a
contribuicdo do branco.
Deste modo, com o software descrito na secdo 2.3.2, foi selecionado uma regido da

imagem (Fig. 3.13) de dimensfes 45 x 30 pixels, para aquisicdo dos valores médios das
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componentes R, G e B, empregados no célculo da norma do vetor. A curva analitica foi
construida assumindo-se uma relacdo linear entre a resposta analitica e a concentracdo do

analito.

3.7.4 — Validacédo da curva analitica

Construiu-se uma curva analitica para a faixa de concentragdes de 10 a 100 pg L* de
ferro(l11), a partir das imagens obtidas empregando método quimiluminescente automaético
proposto. A Fig. 3.14 mostra a curva analitica obtida a partir dos valores da norma dos vetores

RGB extraidos das imagens digitais capturadas.

250
200
150

100

Valor de norma

50

0 25 50 75 100
Concentracao das solucdes de ferro (ug L1)

Figura 3.14 — Curva analitica para a determinagdo de ferro(l11) em amostras viscosas.

A curva analitica obtida, foi construida a partir dos niveis de concentragéo 10, 25, 50, 75,
100 ug L de ferro. A Fig. 3.14 mostra que a curva analitica apresenta um comportamento
linear entre o valor de norma e a concentracdo de ferro das solugdes padrdo. Essa inferéncia

baseada, inicialmente, em uma inspecdo visual, é confirmada pela analise gréfica dos residuos
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deixado pelo modelo (Fig. 3.15) e corroborada pelos resultados da ANOVA apresentados em

seguida.
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Figura 3.15 — Gréfico dos residuos deixados pelo modelo do método proposto.

Pode-se observar na Fig. 3.15 uma distribuicdo de aleatoria dos residuos ao longo da faixa

de concentragdo estudada. De fato, ndo se observa nenhuma flutuagéo, perfil ou estrutura

sistematica que evidencie uma falta de ajuste no modelo linear construido para 0 método

proposto.

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

modelo de calibracéo, utilizando o método quimiluminescente automatico, sdo apresentados na

Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Andlise de variancia (ANOVA) para o0 modelo linear obtido pelo método proposto.

Fonte de variacéo SQ GL Test F
Regresséo (R) 67329,2 1 67329,2 Significancia de R
Residuos (r) 31,23 16 196,7925 MQr/MQ: 34485,31
Falta de ajuste (faj) 235,27 4 58,81 Falta de ajuste
Erro puro (ep) 771,82 12 64,32 MQ#/MQep 0,91

M.B. Lima 88



Resultado e discuss@o

Antes de avaliar a significancia estatistica da regressao, é necessario verificar se 0 modelo
postulado ndo apresenta falta de ajuste. Para isso, compara-se o valor da razdo MQ+j/MQep
(Tabela 3.3) com o valor de F412 (ponto de distribuicdo F para 4 e 12 graus de liberdade ao
nivel de confianga de 95%) que é igual a 3,26. Como MQ#/MQep € menor que Fa4,12, entdo que
ndo existe evidéncia de falta de ajuste do modelo linear ajustado aos dados experimentais.
Sendo assim, comparando-se o quociente MQr/MQr (cujo valor é 717,68, Tabela 3.3) com o
valor ponto de distribuicdo Fi16 (igual a 4,49), conclui-se que a regressdo é altamente
significativa.

Os coeficientes do modelo de calibragdo para 0 método proposto, obtidos por regressdo
linear pelo modelo dos minimos quadrados, sdo apresentados na Tabela 3.4. Visto que 0s
modelos ndo apresentam falta de ajuste e descreve adequadamente a relagao linear entre o sinal
analitico (valor de norma) e a concentracédo de ferro na faixa da calibragdo, foram estimados o0s
erros padréo dos coeficientes de regressdo, bo e b:. Para isso, foi utilizado o valor da média
quadrética residual (MQr) como estimativa da variancia populacional dos erros aleatérios ao

longo da reta de regressao.

Tabela 3.4 — Coeficientes de regressdo e intervalos de confianga para os valores populacionais (o e 1)

do modelo linear obtido para 0 método proposto.

y=bo+b1X

bo % t(n-2) X erro padrao (bo) b1  t(n2) X erro padrao (b1)
17,859 £ 9,236 2,052 £0,1135

A partir dos estimadores e erros padrdo de bo e bz, obteve-se o intervalo de 95% de
confianga para os pardmetros populacionais (fo € f1) do modelo. Os limites obtidos mostram
que os intervalos de confianga ndo contém o valor zero. Assim, os coeficientes estimados para
ambos os modelos sdo estatisticamente significativos e devem ser mantidos na respectiva

equacao.
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Uma vez que a curva analitica foi validada, os valores do limite de deteccdo (LOD), limite
de quantificacdo (LOQ) e sensibilidade foram encontrados para o método proposto. Os valores

estimados para essas figuras de mérito sdo mostrados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Figuras de mérito para 0 método proposto.

LOD (pg L?) 0,66
LOQ (ug LY 2,20
Sensibilidade 2,052

Pode-se observar que o0 método quimiluminescente proposto apresenta valores de LOD,
LOQ e sensibilidade satisfatorias o que torna esse metodo apropriado para a determinacao de
ferro em amostras viscosas. De fato, 0 método proposto utiliza uma webcam com fototransdutor
baseado em CCD e filtros que capturam luz nos trés canais analiticos (R, G e B) constituindo

uma resposta tricromatica ou trivariada.

3.7.5 — Andlise das amostras

Com base no exposto nas sessdes anteriores 0 metodo se encontra adequado para a analise
das amostras reais. O resultado obtido se encontra na Tabela 3.6 em mg Kg™* e é comparado
ao meétodo de referéncia por absorcao atbmica em forno de grafite.

A partir do exposto (Tabela 3.6) podemos evidenciar uma boa concordancia entre 0s
valores do método proposto e o da anélise de referéncia. Quando aplicado o teste t pareado as
amostras ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de

confianca.
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Tabela 3.6 — Resultados obtidos para determinagdo de ferro total em amostras oleosas (mg Kg) usando
o0 sistema quimiluminescente automatico com deteccdo por imagens digitais e 0 método de referéncia

por absorgédo atdmica em forno de grafite (n = 3).

Sistema proposto Referéncia

Amostras

Fe total % (t,1 S/vn) DPR% Fe total % (t,1 S/vn) DPR%
Biodiesel
1 2,64 0,05 1,23 2,73 £ 0,04 1,05
2 4,68 + 0,04 1,52 4,56 + 0,03 1,36
3 5,09 £ 0,05 1,14 5,12 £0,05 1,10
4 0,98 + 0,06 1,45 1,05+ 0,03 1,26
5 3,66 £ 0,04 1,39 3,74 £ 0,03 1,23
6 3,05+ 0,03 1,24 2,98 £ 0,02 1,17
Oleo comestivel
1 3,98 + 0,06 1,46 4,02 +0,05 1,22
2 4,97 + 0,05 1,43 5,03 £ 0,03 1,31
3 2,81+0,06 1,19 2,75+0,03 1,09
Oleo lubrificante
1 4,45 £ 0,07 1,26 4,57 £0,04 1,27
2 6,89 + 0,08 1,35 7,03 +0,05 1,32
3 3,12 + 0,08 1,49 3,24 £ 0,06 1,46

3.7.6 — Teste de recuperacao

Para o teste de exatiddo do método duas amostras de cada grupo de matrizes oleosas
analisadas foram aleatoriamente escolhidas e empregadas para o devido estudo. Um volume de
cada amostra correspondente a 50 pL foi tratada com trés diferentes concentracdes de padrao
5,0, 10,0 e 15,0 pug L de Fe e realizado os devidos testes de emissdo quimiluminescente. A

Tabela 3.7 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 3.7 — Teste de recuperacao para as amostras oleosas (n = 3).

Resultado e discuss@o

Recuperacéo (%)

Amostras

(mg Kg™) 5,0 (ug L) % (tha 10,0 (ug L) £ (ths 15,0 (ug L) £ (ths
S/An) S/An) S/An)

Biodiesel

(1,05)* 978+15 102,3+1,8 985+1,9

(2,98) 1039+1,6 1016+14 102615

Oleo comestivel

(4,02) 102,5+1,4 103,3+15 101,3+1,6

(5,03) 101,7 +15 96,8+ 1,6 99,1+14

Oleo

lubrificante

(7,03) 98,4+1,3 97,5+1,3 101,3+1,5

(4,57) 103,4 +1,6 102,7+15 103,5+1,6

*ConcentracOes reais médias obtidas pelo método de referéncia.
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Consideracoes finais

4.1 — Concluséao

Neste trabalho de pesquisa foi desenvolvido um novo método analitico automatico
empregando pontos quanticos de CdTe e imagens digitais para a determinacéo rapida, sensivel
e seletiva de ferro total em amostras de matrizes viscosas (6leo comestivel, 6leo lubrificante e
biodiesel), sendo uma tarefa analitica ndo trivial, a qual empreendeu um alto grau de esforco e
dedicacdo em cada uma das etapas do seu desenvolvimento.

No cumprimento deste trabalho de pesquisa a primeira meta estipulada e prontamente
realizada foi a obtencdo eficiente e reprodutivel de pontos quanticos de CdTe com satisfatorio
rendimento de fluorescéncia e distribuicdo de tamanhos uniformes (pouco dispersivos),
para cada faixa espectral requerida, bem como uma melhor compreenséo da teoria quéantica
associada e aplicada a determinagBes luminescentes dessas nanoparticulas em quimica
analitica.

Nessa perspectiva, € importante salientar que ao trabalhar com nanocristais
semicondutores deve-se considerar e avaliar diversos fatores intrinsecos como o revestimento
(as propriedades eventuais as quais a superficie do material possa obter para com o analito
requerido), o tamanho e a concentracdo, 0 meio reacional, dentre outros. Atraves deste trabalho
de pesquisa foi possivel implementar, em um curto intervalo de tempo, esta nova area de estudo,
envolvendo nanocristais semicondutores, em nosso grupo de quimica analitica.

Para 0 uso de imagens digitais e medidas de luminescéncia eficientes e on-line foi
confeccionado com éxito uma nova camara de mistura em politetrafluoretileno com janelas
acopladas de quartzo, as quais permitem um uso eficiente da mesma para implementacgéo
de métodos fluorescentes e quimiluminescentes e deteccédo via webcam. O mddulo de analise
para o sistema automatico trabalhado, compreendido de uma caixa negra, com pequena
dimensdo (10 x 12 x 15 cm), e a propria webcam utilizada, com sensor CCD, contribuiram

significativamente para o satisfatorio desenvolvimento das medidas analiticas requeridas.
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A determinacdo de ferro total nas amostras de matrizes viscosas foi satisfatoria gragas ao
eficiente e simplificado estudo de pré-tratamento da amostra, que envolveu a extracdo em fase
Unica (empregando etanol absoluto/cloroférmio, 75:25% v/v), seguida da extracdo acida da
amostra (HNO3/HClI, 3:1 v/v), proporcionando a disponibilidade dos ions de interesse em meio
aquoso. Estes ions ferro tiveram a sua oxidacgdo para ions Fe(lll) assegurada pela presenga de
ions dicromato em solucdo, sendo desta maneira os ions Fe(lll) os agentes promotores da
oxidagédo direta dos nanocristais de CdTe, por meio de interagcbes superficiais radiativas,
gerando assim a emissdo quimiluminescente destes nanocristais, de forma proporcional a
concentragéo do ferro total nas amostras.

O diametro e a concentracdo dos nanocristais de CdTe também foram avaliados, em
relacdo ao fendmeno observado, demonstrando uma maior sensibilidade quimiluminescente e
seletividade para os nanocristais de menor didmetro 1,65 nm e concentracio de 2,5 x 104 mol
LL. A partir deste ponto, o novo método foi satisfatoriamente avaliado, empregando testes de
ions potencialmente interferentes e testes de recuperacdo e comparado os resultados obtidos
com o método oficial de referéncia, creditando assim mérito analitico a sua eficiéncia.

O uso da webcam como detector para medidas quimiluminescentes, por sua vez,
demonstrou a viabilidade e a confiabilidade de se empregar imagens digitais para a
determinacdo analitica quantitativa através de um simples processamento dos dados RGB pela
norma do vetor. E importante enfatizar nesta perspectiva a eficiéncia do novo programa de
gerenciamento e tratamento das imagens digitais que permitiu um trabalho efetivamente
automatico, sem qualquer necessidade de tratamento de imagens posteriores, permitindo a
quantificacdo do analito apos as analises, 0 que pode ser consideravel um ganho significativo
para 0 processo automatico empregando imagens digitais.

Deste modo, se permite enfatizar, que por meio da unido sinérgica dos pontos quanticos,

quimiluminescéncia, extracdo acida em fase Unica, imagens digitais e automacéo analitica
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podemos vislumbrar o desenvolvimento efetivo de modernas metodologias com aplicacfes
direcionadas, sensiveis e seletivas. E ainda, que a implementacdo de técnicas
quimiluminescentes com as imagens digitais podem se tornar uma tendéncia ainda mais valiosa,
pois permitem realizar andlises com uma apreciavel praticidade, com o desenvolvimento de
novos sistemas automaticos ao mesmo tempo simples, robustos e dedicados, com aplicactes
significativas nas mais diversas areas do conhecimento cientifico e tecnoldgico como as

engenharias, as ciéncias naturais e as ciéncias da satde.
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4.2 — Perspectivas

Como base no exposto no decorrente desta pesquisa, o desenvolvimento deste trabalho

permitiu vislumbrar efetivamente as seguintes perspectivas até 0 momento encaradas como

viaveis e de possivel aplicacdo e implementacdo, com execucdo plausivel em laboratdrios

académicos de pesquisa em quimica analitica.

¢ O desenvolvimento de novos procedimentos e métodos analiticos automaticos usando

o sistema fluxo-batelada, deteccdo por imagens digitais, nanocristais semicondutores,
bem como a implementacdo de novos processos de pré-tratamento de amostra, a
exemplo da investigacdo e determinacdo de substdncias traco em alimentos,
medicamentos e combustiveis;

O desenvolvimento de uma investigacdo abrangente e criteriosa a respeito da
seletividade dos pontos quéanticos para um dado analito quanto ao seu tamanho,
revestimento, concentragdo e meio reacional,

Desenvolvimento de um sistema fluxo-batelada para o estudo e monitoramento
automatico de etapas de sintese dos pontos quanticos empregando imagens digitais;
A miniaturizacdo do sistema fluxo-batelada adaptado para analises luminescentes, pré-
tratamento de amostra, bem como etapas de sintese com o uso de imagens digitais;
Desenvolvimento de softwares ainda mais autbnomos e versateis para a tomada de
multiplas medidas analiticas, a exemplo de medidas potenciométricas e
espectrofotométricas, bem como o tratamento estatistico dos dados obtidos;

Integrar outras formas de deteccdo ao sistema automaético fluxo-batelada para anélises
mais precisas compativeis com investigacOes analiticas mais criteriosas e de natureza

multivariada.
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Ao longo dos anos de pesquisa académica concernentes aos trabalhos de formagdo no
curso de doutorado em quimica analitica, foram publicados os artigos cientificos elencados a
seguir, que permitiram o desenvolvimento efetivo desta tese.
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Automatized flow-batch method for fluorescent determination of free glycerol in
biodiesel samples using on-line extraction
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: An automatic method, based on flow-batch (FB), for determining glycerol in biodiesel was developed.
Received 11 July 2011 The FB systems draw upon the useful features of flow, batch and multi-commutation approaches. The

Received in revised form 27 October 2011
Accepted 28 October 2011
Available online 10 November 2011

standards and samples preparation, as well as, derivatization and analysis were fully automated. For
that purpose, a homemade chamber was built. The proposed method is based on liquid-liquid extrac-
tion of glycerol and simultaneous oxidation with periodate, generating formaldehyde that reacts with
acetylacetone. A fluorescent product of 3,5-diacetyl-14-dihydrolutidine was obtained. The fluorescence

El?r?t[:;h signal was recorded at Agy =417 nm and Ao =514nm.

Glycerol Alinear response was observed from 0.10 to 5.00 mgL-! glycerol, variation coefficient 1.5%, sampling
Biodiesel rate 14h-! and detection limit 0.036mgL-' glycerol. The procedure was successfully applied to the
Fluorescence analysis of biodiesel samples, and the results agreed with the reference method (ASTM DE584-07) at 95%
On-line extraction confidence level.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Photometric determination of phosphorus in mineralized biodiesel
using a micro-flow-batch analyzer with solenoid micro-pumps
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Luciano F. Almeida, Mario C.U. Arajo*

Universidade Federal da Paraibe, Departamento de Quimicn, fodo Pessoa, PE, Brazd

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 21 May 2012
Received in revised form

21 June 2012

Accepted 21 June 2012
Available online 29 June 2012

Keywords:
Micro-flow-batch analyzer
Urethane-acrylate resin
Biodiesel

Molybdenum blue method

Phosphorus determination

A method for the determination of phosphorus in mineralized biodiesel using a micro-flow-batch
analyzer ( pFBA) with solenoid micro-pumps was proposed. The samples were mineralized using an
ashing procedure at 550 °C followed by dissolution of the residue, The determination of phosphorus
was performed by employing the well-known molybdenum blue method. The measures of the
absorbance were performed at 850 nm using an InfraRed LED integrated into the pFBA. Comparing
with the reference method, no statistically significant differences were observed when applying the
paired t-test at a 95% confidence level. Recovery study shows results between 97.9% and 105.8% The
proposed microsystem using solenoid micro-pumps presented satisfactory robustness and high
sampling rate {190 h "), with satisfactory reproducibility (relative standard deviation = 4.5%, n=3),
low reagents consumption (32 pL per analysis) and cost to build the device. Moreover, pFBA presents
limit of detection (0014 mg Kg~ '), precision and accuracy compatible with the biodiesel regulations
that establish a maximum concentration of 10 mg Kg ' (Brazil, USA, EU), suggesting that it is a good
alternative for the determination of phosphorus in biodiesel.

@ 2012 Elsevier BV. All nghts reserved.
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Using a flow-batch analyzer for photometric
determination of Fe(i) in edible and lubricating oils
without external pretreatment

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

In this study a flow-batch analyzer (FBA) was utilized and its feasibility was demonstrated for the
determination of Fe(n) in edible and lubricating oils without external pretreatment. The FBA method
uses the reaction of this ion with thiogyanate in organic medium. The formed red complex was
monitored by employing a light emitting diode (LED, iy, = 520 nm) and a phototransistor linked to
the mixing chamber by optical fibers. All standard solutions were prepared in-line and all analytical
processes were carried out by simply changing the operational parameters in FBA control software.
Comparing with the reference method, no statistically significant differences were observed when
applying the paired t-test at a 95% confidence level. The relative standard deviation, analytical
frequency and limit of detection were estimated for both viscous matrices (edible and lubricating oils) at
<2.1% (n = 3), about 95 h ", and 0,004 mg kg, respectively. The recovery study shows results between
97.8% and 103.6% for both matrices. The FBA method showed better analytical features when
compared with previous automatic flow methods. Thus, the FBA is potentially useful as an altemative
for the determination of other ions in similar samples or in other viscous matrices without external
pretreatment.
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A digital image-based flow-batch analyzer for determining Al(Ill) and Cr(VI) in water

Stéfani Iury E. Andrade, Marcelo B. Lima, Inaka S. Barreto, Wellington S. Lyra, Luciano F. Almeida,
Mario CU. Aratijo *, Edvan C. Silva
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ABSTRACT

Artide history:

Received 28 November 2011

Received in revised form 21 March 2012
Accepted 29 March 2012

Available online 5 Apdl 2012

Keywords:

Digital images

RGE color sy stem
Flow-batch analyzer
Aluminum
Chromium

Water

This study proposes a digital image-based flow-batch analyzer (DIB-FBA ) for aluminum (111} and chromium
(V1) determinations in natural water. A webcam with a CCD sensor and RGE data are used. The method for
determining aluminum is based on an Al(lll) ion, quercetin, and cetyltrimethylammonium bromide (CTAE)
reaction which yields a yvellow colored complex in an acetate buffer medium (pH 5.5). The determination
of chromium is based on a Cr(V1) ion with 15-diphenylcarbazide (DPC) reaction whose product is a violet
colored complex. Digital images present the color of the emergent (complementary) radiation to that
ahsorbed by the complexes formed in each analysis. RGE data were employed to build the analytical curves.
All stand ard solutionswere prepared in-line, and all analytical processes were completed by simply changingthe
operational parameters in the DIB-FBA control software. The working ranges were from 10 to 600 pg L' for
Al with r=10.99%4 (n=>5), and 10 to 300 pgL ™" for Cr{V1) with r=0999 (n=5), the limits of detection
were 3.97 and .65 pg L~ " respectively for AI(III) and Cr{V1). The relative standard deviation (RSD %) and sam-
pling rate were estimated at 1.5% and 137 h™ " and at 1.7%and 134 h~ " for AI(IIl) and Cr{ V1), respectively. Com-
paring with the reference method, no statistically significant differences were observed when applying the
paired t-test at a 95% confidence level.

©@ 2012 Elsevier BV, All rights reserved.
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A digital image-based micro-flow-batch analyzer
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Keywords:
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RGE mlor model

Tannins

Green tea

This paper introduces for the first time the combination of digital images taken with a webcam and a micro-
flow-batch amalyzer as a novel strategy for implementing quantitative chemical analysis. The digital image-
based micro-flow-batch analyzer (DIB-pFBA ) was formed using urethane-acryl ate resin, glass slides and ultraviolet
lithography. The glass slides were used as sealant layers on both sides of the substrate urethane-acrylate and pro-
vide the necessary transparency to the microsystem to conduct studies using digital images. DIB-uFBA uses digital
images obtained from a webcam with CCD sensor, based on the RGE (red-green-blue) color model. The analyzer
was used fordetermini ng the tannins in green tea employing the well-known ferrous tartrate method. All sandard
solutions were prepared in-line, and all analytial processes were completed by simply changing the operational
parameters in DIB-uFBA control software. The paired ¢ test, at a 95% confidence level, showed no statistically sig-
nificant differences between results obtained by DIB-UFBA and the spectrophotometric reference method. The pro-
posed microsystem presented satisfactory physical and chemical properties while keeping the flexibility,
versatility, robusmess and multi-task characteristics of conventional flow-batch analysis. Therefore, it was possible
to build a low-mst device with high sample throughput (about 190 h™") and reduced reagent consumption
(about 300 times less than the reference method), contributing to the basic principles of green chemistry and
the advancement of micro-analytical procedures.

@ 2012 Elsevier BV. All rights reserved.
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A Micro-Flow-Batch Analyzer using Webcam for Spectrophotometric
Determination of Ortho-phosphate and Aluminium(IIl) in Tap Water

Marcelo B. Lima, Stéfani 1. E. Andrade, Maria S. Silva Neta, Inaka S. Barreto,
Luciano F. Almeida and Mdrio César U. Araiijo*

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

Neste trabalho € proposto um analisador micro-flow-batch (WFBA) usando uma webcam
para determinacio espectrofotométrica de ortofosfato e aluminio(IIl) em dgua de torneira. Este
microssistema foi feito com uretana-acrilato e liminas de vidro. As determinacdes de PO, e Al
foram realizadas empregando os métodos do azul de molibdénio e quercertina, respectivamente.
Para a construgio de curvas analiticas lineares um modelo matemitico foi usado com base nos
valores RGB (vermelho, verde e azul). As faixas de trabalho foram de 25 a 500 pg L' para ambos
os analitos com limites de detecgiio, desvio padrio relativo (RSD, n = 5) ¢ frequéncia analitica de
082pgLl", <0,8% e 160 h™" paraPO,*, e 093 ngL~". < 1,1% e 160 h~' para Al(III). Comparando
com os métodos de referéncia, diferencas estatisticamente significativas niio foram observadas
quando aplicado o teste-f parcado com 95% de confianca. O teste de recuperagio apresentou
resultados entre 98,1 e 102,8%. O uFBA proposto apresentou portabilidade satisfatoria, robustez,
flexibilidade e reduzido consumo de reagentes.
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Abstract This paper introduces, for the first time, the combi-
nation of the advantageous features of the automatic flow-
batch system for implementing quantitative chemical analysis
involving the use of quantum dots (QDs). For illustration, the
combined QD-flow-batch system was applied for the fluores-
cent determination of ascorbic acid in fruit juices. Cadmium
tellunde (CdTe) QDs were selected in this work because they
are the most commonly synthesized and used ones for the
analytical applications. Water-soluble CdTe (QDs were suc-
cessfully produced using mercaptopropionic acid. The analyt-
ical method is based on the quenching effect produced by
ascorbic acid on the fluorescence of CdTe. All calibration
solutions were prepared in-line, and all analvtical processes
were completed by simply changing the operational parame-

Introduction

Quantum dots ((QDs) are colloidal semiconductor nanocrystals
often formed by elements from the periodic groups 12-16
(Zn§, CdSe, cadmium telluride (CdTe), HgTe), 13-15
(InP, InAs), or 14-16 (SnTe, PbSe) (Kuang et al. 2011).
These nanoparticles have important intrinsic properties, such
as high photostability; high quantum vyield; size-tunable, nar-
row, and symmetric band emission; and high absomption coef-
ficient across a wide spectral range (Heuff et al. 2007). Such
photoluminescent properties have made them to be attractive
materials in diverse fields of application as, for example, in the
analytical chemistry, where these have been exploited in envi-
ronmental monit
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